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Resumen 
 Cada año mueren en el mundo más de 6 millones de niños menores de 5 años. Casi el 

50% de ellos se encuentra en África subsahariana. Cerca del 90% de estas muertes son 

debidas a infecciones, principalmente neumonía, diarrea, malaria, sarampión, VIH/SIDA, a 

patologías del periodo neonatal y a desnutrición. El aumento de la cobertura de herramientas 

sanitarias que han demostrado ser costo-efectivas podría prevenir casi la mitad de estas 

muertes. Mejorar el conocimiento de otras patologías que tienen un peso relevante, pero poco 

reconocido, en la mortalidad infantil podría ser otra vía para reducir el número de muertes y 

avanzar en el cuarto objetivo del milenio. La anemia y la exposición perinatal al virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) son ejemplos de estas patologías subyacentes. 

 

 La anemia es una disminución en la concentración de hemoglobina por debajo de los 

valores observados en personas sanas. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) la 

anemia afecta al 28,4% de la población mundial. Los niños en edad preescolar son los más 

afectados (47,4%). Se han realizado numerosas intervenciones para prevenir y tratar la 

anemia, pero ésta continúa siendo un grave problema de salud pública mundial. Ello se debe 

en parte a su etiología multifactorial y a la variabilidad de las principales etiologías en diferentes 

lugares. Además, la prevención de la deficiencia de hierro, una de las principales etiologías de 

la anemia a nivel global, no cuenta con unas políticas eficientes en los países endémicos de 

malaria, debido a la controversia existente sobre la posibilidad de que la administración de los 

suplementos de hierro pudiera aumentar el riesgo de malaria. Con el objetivo de reducir la 

prevalencia de la anemia, la OMS resaltó la necesidad de mejorar el conocimiento de la 

etiología de la anemia en diferentes poblaciones. Siguiendo esta recomendación se realizó un 

estudio de casos y controles sobre la etiología de la anemia en niños preescolares en una 

región semi-rural del sur de Mozambique. Los casos fueron niños ingresados con cualquier 

grado de anemia, y los controles niños sin anemia seleccionados aleatoriamente en la 

comunidad.  

 

 Con el objetivo de determinar la presencia de deficiencia de hierro en estos niños de 

una forma fiable, se analizaron los depósitos de hierro en la médula ósea de los niños 

anémicos (gold standard para el diagnóstico de ferropenia). Cerca del 80% de estos niños 

presentaron algún grado de ferropenia medido por este método. Además, los resultados de los 

análisis de médula ósea se compararon con diferentes marcadores séricos para identificar el 

mejor marcador de ferropenia disponible. El índice de receptor de transferrina-ferritina ajustado 

por la proteína C reactiva fue el mejor de entre los analizados en la población de estudio. A 

pesar de ello, este marcador no pudo diagnosticar a un 25% de los niños ferropénicos, 

confirmándose la necesidad de nuevos marcadores séricos de ferropenia más precisos, 

especialmente en poblaciones con alta prevalencia de infecciones donde son más necesarios.  
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 Del estudio sobre la etiología de la anemia se concluyó que la desnutrición, la malaria, 

la infección por VIH y la deficiencia de hierro fueron los principales factores asociados a la 

anemia en esta población y a los que deberían ir dirigidos las políticas de prevención de la 

anemia. La deficiencia de hierro fue una causa muy prevalente, por lo que su prevención podría 

tener un importante impacto en la disminución de la prevalencia de anemia. Además no se 

observó una relación entre la deficiencia de hierro y la infección por malaria. Ambos resultados 

sugieren que se debería impulsar estudios de intervención que evalúen de manera inequívoca 

la eficacia y seguridad de los suplementos de hierro en niños en lugares endémicos de malaria. 

 

 Se observó que la hemozoína en la médula ósea puede tener un papel en la 

patogénesis de la anemia asociada a la malaria causando una eritropoyesis ineficaz. Esto 

podría tener implicaciones en el desarrollo de fármacos para prevenir y tratar la anemia 

asociada a malaria. Por otro lado, la anemia grave y la diseritropoyesis se asociaron con una 

mayor presencia de gametocitos en la médula ósea. Asimismo, los niños anémicos infectados 

por P. falciparum presentaron una alta prevalencia de gametocitos inmaduros, lo que sugiere 

que las estrategias de prevención de la malaria basadas en la erradicación de portadores de 

gametocitos deberían de tener en cuenta estos hallazgos.  

 

 Junto con la anemia, el VIH es otro de los grandes problemas de la salud global. En el 

año 2012, 3,3 millones niños vivían con este virus. África subsahariana es la región del planeta 

más afectada por esta pandemia con un 91% de los nuevos casos infantiles que ocurren en el 

mundo. La mayoría de los niños que adquieren esta enfermedad lo hacen mediante 

transmisión vertical, pero aun sin ninguna medida de prevención de este tipo de transmisión, 

una proporción no despreciable de hijos de madres infectadas por el VIH no se infecta. El 

número de estos niños expuestos al VIH no infectados (ENI) está creciendo debido a la 

elevada prevalencia de infección por VIH, al aumento de la supervivencia de las mujeres 

infectadas, así como a la mejora en la prevención de la transmisión vertical. Los niños ENI, 

aunque tienen mejor pronóstico que los niños VIH positivos, presentan mayor riesgo de sufrir 

alteraciones hematológicas y clínicas comparados con los niños no expuestos al VIH. A pesar 

de ello, la información disponible sobre estos niños continúa siendo escasa, y en ocasiones 

contradictoria, por lo que las políticas de salud pública relacionadas con ellos son 

prácticamente inexistentes.  

 

 Con el objetivo de mejorar el conocimiento sobre el impacto del VIH materno en los 

niños ENI, se realizó un estudio observacional de cohortes prospectivo en el que se reclutó en 

el momento del nacimiento 158 niños ENI y 160 niños no expuestos en un área rural del sur de 

Mozambique. Ambas cohortes fueron seguidas desde el nacimiento hasta el primer año de 

vida, registrándose de forma pasiva todas las visitas a las consultas externas y los ingresos. 

Los niños fueron evaluados a los 1, 3, 9 y 12 meses de edad. En cada visita se recogió 

información clínico-epidemiológica en un cuestionario, se tomó sangre para análisis de ADN-
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RCP para VIH y para análisis hematológicos e inmunológicos. Los niños con dos resultados 

positivos de ADN-RCP para VIH fueron excluidos del estudio.  

 

 Los niños ENI presentaron anemia más frecuentemente en los primeros 9 meses de 

vida y un peor estado nutricional durante el primer año de vida comparados con los niños no 

expuestos. El porcentaje de células T CD4 fue menor y el de células T CD8 mayor en los niños 

ENI comparado con los niños no expuestos. Al mes de edad ambos grupos presentaron 

medias similares de los niveles de células T CD8 y CD4 naive, memoria y activadas. Los niños 

ENI nacidos de madres con cargas virales mayores de 5 log10 copias/ml tuvieron menores 

niveles de células T CD8 naive y mayores niveles de células T CD8 memoria. Esto sugiere que 

la exposición a una alta carga viral materna aumenta el riesgo de los niños de tener 

alteraciones precoces en las poblaciones de las células T. La mejora de los programas de 

profilaxis de la transmisión vertical del VIH para que más mujeres tengan una carga viral 

indetectable es crucial para disminuir la transmisión madre-hijo, pero también lo es para reducir 

las consecuencias del VIH en los niños ENI.  

 

 En contra de lo esperado los niños ENI presentaron una menor incidencia de consultas 

externas, en general y también por diarrea y por afecciones respiratorias. Esta reducción en la 

morbilidad leve podría deberse al uso rutinario de estos niños de cotrimoxazol profiláctico. 

Estos hallazgos apoyan la continuación de la profilaxis con cotrimoxazol en los niños ENI, una 

población vulnerable. 

 

 Tanto la anemia como la exposición perinatal al VIH en niños pequeños son patologías 

relevantes en un país como Mozambique. La prevención de las principales etiologías de la 

anemia identificadas en esta tesis podría disminuir la anemia y la morbi-mortalidad asociada a 

la misma. Por otro lado, la mejora en las políticas de prevención de la trasmisión vertical del 

VIH podría disminuir las consecuencias del VIH materno en los niños ENI, así como el uso del 

cotrimoxazol profiláctico en estos niños.  
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Summary 
 More than 6 million of children under 5 years die worldwide each year. Almost 50% are 

in sub-Saharan Africa. Near 90% of these deaths are due to pneumonia, malaria, measles, 

HIV/AIDS, neonatal pathology and undernutrition. Increased coverage of health tools, that have 

demonstrated cost-effectiveness, could prevent almost half of these deaths. Improve the 

knowledge of other pathologies which are important, but neglected, in the children mortality 

could be another way to reduce the number of deaths and progress in the Fourth Million 

Development Goal. Anemia and perinatal HIV exposure are two of these underlying 

pathologies.  

 

 Anemia is a reduced hemoglobin concentration compared with the levels of health 

population. According to the World Health Organization (WHO), anemia affects to 28.4% of the 

world population. Preschool children are the most affected (47.4%). Many interventions have 

been performed in order to prevent and treat anemia, but it remains a severe public health 

problem. This is due to the multifactorial etiology of anemia and to the variability of the etiology 

in different sites. In addition, prevention of iron deficiency, one of the main etiologies of anemia, 

does not have efficient policies in malaria endemic areas, due to the controversy about the 

association between iron supplementation and the increased number of malaria episodes. In 

order to reduce the anemia prevalence, WHO recommends improving the knowledge of the 

etiology of anemia in different populations. Following this recommendation a case-control study 

about the etiology of anemia in preschool children in a semirural area of southern Mozambique 

was performed. Cases were children admitted to the hospital with any degree of anemia and 

controls were children without anemia randomly selected from the community. 

 

 In order to determine a reliable iron status of these children, bone marrow iron stores of 

anemic children were assessed (iron deficiency gold standard). Near 80% of these children had 

iron deficiency detected by this method. In addition, in order to define the best iron deficiency 

serological biomarker the bone marrow analysis were compared to different biomarkers. 

Transferrin-ferritin index ratio adjusted by C-reactive protein was the best serological iron 

deficiency biomarker in this study. However 25% of iron deficiency children could not have been 

diagnosed using this biomarker. This confirms the need of more accurate iron deficiency 

biomarkers, mainly in high infectious pressure areas, where are more needed. 

 

 From the anemia etiology study it was also conclude that undernutrition, malaria, HIV 

infection and iron deficiency were the main etiologies of anemia in this population and that the 

health policies to reduce anemia prevalence could prevent these conditions. Iron deficiency was 

very prevalent, suggesting that its prevention would have a considerable impact in reducing 

anemia. In addition, it was not observed an association between iron deficiency and malaria. 
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Both results serve to pursue intervention studies to evaluate the efficacy and safety of iron 

supplements in children in malaria endemic areas. 

 

 It was observed that the bone marrow hemozoin have a role in the pathogenesis of 

malarial-anemia through ineffective erythropoiesis. This finding might have clinical implications 

for the development of drugs targeted to prevent and treat malarial-anemia. As well as, severe 

anemia and dyserythropoiesis were associated with a higher prevalence of gametocytes in 

bone marrow. In P falciparum-infected anemic children, immature gametocytes were prevalent; 

suggesting that preventive strategies based on the eradication of gametocytes carriers should 

take into account these findings. 

 

 Together with anemia, HIV is another important global health problem. In 2012, 3.3 

millions of children live with HIV. Sub-Saharan Africa is the most affected region by this 

pandemic, with the 91% of the new cases in infants. Most cases are secondary to mother to 

child transmission, however, even with any HIV-prevention of mother to child transmission (HIV-

PMTCT) an important number of children do not get infected. The number of these HIV 

exposed-uninfected (HEU) children is increasing due to the high prevalences of HIV, the 

increased survival of infected women and the improvements in HIV-PMTCT. HEU children, 

although with better prognostic than HIV infected children, have higher risk of clinic and 

hematological disorders, compared to unexposed children. Nevertheless, available information 

about these children remains scarce, in occasions contradictory, so that public health policies 

related to this problem do not exist. 

  

 In order to improve the knowledge of the maternal HIV infection on HEU children’s 

health a prospective observational cohort study was carried out. One hundred and fifty-eight 

HEU children and 160 unexposed children were recruited after birth in a rural area of southern 

Mozambique. Both cohorts were followed since birth to the first year of life and all outpatient 

visits and admissions were registered passively. Children were evaluated at 1, 3, 9 and 12 

months of age. At each visit, a clinical and epidemiological questionnaire was administered, and 

HIV DNA polymerase chain reaction and hematologic and immunologic determinations were 

performed on blood samples. Children with two positive HIV DNA-PCR results were withdrawn 

from further study procedures. 

 

 HEU infants were more frequently anemic in the first 9 months and had poorer 

nutritional status during infancy compared to unexposed infants. Percentage of CD4 T cells was 

lower and percentage of CD8 T cells was higher in HEU compared to unexposed infants. At one 

month of age both groups had similar levels of naïve, memory and activated CD8 and CD4 T 

cells. HEU infants born to women with HIV-RNA loads above 5 log10 copies/mL had lower levels 

of naïve CD8 T cells and higher levels of memory CD8 T cells. This suggests that exposure to 

elevated maternal HIV-RNA may be associated with an increased risk of having early T cell 
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abnormalities in these infants. Improving HIV-PMTCT programs such that more women have 

undetectable viral load is crucial to decrease vertical transmission of HIV, but may also be 

important to reduce the consequences of HIV exposure in HEU infants. 

 

 Unexpectedly, HEU infants had reduced incidence of outpatient visits, overall, diarrhea 

and respiratory conditions. Prophylactic cotrimoxazol used in a routine way in HEU infants may 

explain their reduced mild morbidity. These findings may reinforce continuation of cotrimoxazol 

prophylaxis in HEU children, a vulnerable population. 

 

 Anemia and perinatal HIV exposure are two important pathologies in preschool children 

in rural Mozambique. Prevention of the main causes of anemia identified in this thesis should 

reduce the anemia and the morbidity and mortality related to it. Similarly, improvement of HIV-

PMTCT would reduce the negative health impact of HIV exposure in HEU children and the 

prophylaxis with cotrimoxazol could improve these children’s health. 
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I. Introducción 
1. Situación actual de la morbi-mortalidad infantil en países de renta baja 

 
 Cada año en el mundo mueren más de 6 millones de niños menores de 5 años, la 

mayoría en países de renta baja (PRB) [1]. El cuarto objetivo del milenio es disminuir la 

mortalidad en este grupo de edad. La meta marcada preveía reducirla en dos terceras partes 

antes de 2015, con respecto a la cifra de 1990 [1]. En los años 80 se observó un marcado 

descenso en la tasa de mortalidad infantil, seguido por una deceleración en la misma en los 

años 90. Esta deceleración ocurrió no sólo en los países con baja mortalidad, como era 

esperado, sino también en las áreas con alta mortalidad [2]. Por ello, en el año 2002, las 

naciones se comprometieron a impulsar la reducción de la mortalidad infantil para alcanzar el 

propósito marcado.  

 Según el informe de Naciones Unidas publicado en 2014, la mortalidad infantil pasó de 

12 millones en 1990 a 6,3 millones en 2013 y la tasa media estimada de 88 muertes por cada 

1.000 nacidos vivos en 1990 a 48 muertes por cada 1.000 nacidos vivos en 2012. Este avance 

supone una disminución de casi el 50% de la mortalidad infantil y una nueva aceleración, pero 

insuficiente para llegar al objetivo fijado de 30 muertes cada 1.000 nacidos vivos [1].  

 Actualmente cerca del 50% de los niños menores de cinco años que mueren cada año 

se encuentran en África subsahariana (98 muertes por cada 1.000 nacidos vivos) [1]. Dentro de 

los países más desfavorecidos, las muertes se producen principalmente en las zonas rurales y 

en los hogares más pobres, aunque las zonas periurbanas de las grandes ciudades tienen una 

mortalidad muy alta [2]. La probabilidad de morir de los niños en estas zonas es mayor que la 

de aquellos con la misma enfermedad que hayan nacido en un país desarrollado [3].  

 Los mayores avances respecto al cuarto objetivo del milenio se han producido en el 

norte de África, Asia, América latina y el Caribe. Europa, América y la Región del Pacífico 

Occidental han logrado disminuir las tasas de mortalidad en más de un 50% entre 1990 y 2010. 

Sin embargo, África subsahariana destaca por continuar siendo la región más desfavorecida y, 

aunque ha experimentado una reducción en la mortalidad infantil del 45%, ésta es insuficiente 

para alcanzar el objetivo previsto. Además, la desigualdad entre África subsahariana y las otras 

regiones ha aumentado. En 1990, un niño nacido en África subsahariana tenía una 

probabilidad de morir antes de los 5 años 1,5 veces mayor que en el sur de Asia, 3,2 veces 

mayor que en América Latina y el Caribe, 3,6 veces mayor que en el Este de Asia y 11,6 veces 

mayor que en las regiones desarrolladas. En el año 2010 la probabilidad era 1,8 veces mayor 

que en el sur de Asia, 5,3 veces más alta que en América Latina y el Caribe, 6,7 veces más 

alta que en Asia Oriental y 17,3 veces mayor que en las regiones desarrolladas. A pesar de 

estos desesperanzadores datos, la meta no debe considerarse inalcanzable, ya que algunos 

países de África subsahariana como Malawi, Níger o Liberia durante este periodo han logrado 

reducir sus tasas de mortalidad infantil hasta 100 muertes por cada 1.000 nacidos vivos, lo que 

indica que una mejoría sustancial en estas regiones es posible [1, 4]. 
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 Cerca del 90% de estas muertes son debidas a una lista limitada de causas: neumonía, 

diarrea, malaria, sarampión, y el VIH/SIDA especialmente en África [5]. Junto a éstas se 

encuentran las patologías del periodo neonatal (asfixia, prematuridad, sepsis y tétanos) [1, 2] y 

la desnutrición, que es responsable de un tercio de las muertes y supone el primer factor de 

riesgo de morbi-mortalidad en muchas regiones de África [5]. El bajo peso para la edad, así 

como la deficiencia de micronutrientes se asocian a alteraciones en la inmunidad de los niños 

favoreciendo el desarrollo de infecciones [2].  

 La prevalencia de las diferentes causas de muerte varía entre regiones, por lo que las 

intervenciones de salud pública deben adaptarse a las necesidades de cada país, sin dejar de 

tener en cuenta que los perfiles epidemiológicos en muchos de ellos son comunes, y que 

muchas políticas de salud pública son de utilidad global [2]. A este respecto, en 2003 se 

propusieron 5 perfiles epidemiológicos en base a que la diarrea y la neumonía estaban 

presentes en todos los países, y a que la proporción de malaria, VIH/SIDA y de muertes 

neonatales variaban entre países. Los perfiles propuestos son los siguientes: 

 

1) Malaria y VIH/SIDA representan menos del 10% cada uno y las muertes neonatales 

menos del 40% 

2) Malaria representa al menos el 10%, y VIH/SIDA menos del 10%. 

3) Malaria y VIH/SIDA representan menos del 10% cada uno y las muertes neonatales al 

menos el 40% 

4) Malaria y VIH/SIDA representan al menos el 10% de las muertes cada uno. 

5) Malaria representa menos del 10% y el VIH/SIDA al menos el 10% [2]. 

 

 Junto a las causas directas de muerte, existen numerosos factores de riesgo que 

predisponen a las muertes infantiles. Se estima que el consumo de agua no potable, la falta de 

agua para una correcta higiene y el acceso insuficiente a la atención sanitaria contribuyen a 1,5 

millones de muertes anuales y al 88% de las muertes por diarrea [2]. Otros factores que 

aumentan el riesgo de morir en la infancia son la alimentación diferente a la lactancia materna 

exclusiva [2], la exposición doméstica a combustibles sólidos y la polución ambiental [5]. Dentro 

de las deficiencias de micronutrientes, las que se asocian a un mayor riesgo de muerte son las 

de vitamina A, zinc y hierro. En 1990 se encontraban entre los primeros 20 factores de riesgo 

de muerte a nivel global [5]. Actualmente tanto la deficiencia de vitamina A, como la deficiencia 

de zinc han descendido a nivel global hasta las posiciones 29ª y 31ª, mientras que la 

deficiencia de hierro continúa estando entre los 13 más frecuentes [5]. En África subsahariana 

la importancia de estos factores es mucho mayor, especialmente la deficiencia de hierro que 

ocupa el cuarto puesto, aunque otros autores consideran que dichas deficiencias podrían tener 

incluso mayor importancia [6]. 

 La mayoría de las causas de muerte en los menores de 5 años son consideradas 

evitables. Casi la mitad de ellas se podrían prevenir mediante el uso de herramientas sanitarias 

no excesivamente complicadas y que han demostrado ser altamente costo-efectivas [7]. El 
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mejor ejemplo de ello son las vacunas, que han disminuido la mortalidad infantil desde la 

erradicación de la viruela en 1979 hasta la actualidad [3]. Otras herramientas de prevención 

con un importante impacto sobre la mortalidad infantil son los suplementos de micronutrientes 

[8-10], el uso de redes mosquiteras impregnadas con insecticida [9, 11], el favorecimiento de la 

lactancia materna y su exclusividad en los 6 primeros meses de vida [9], el uso de 

antirretrovirales como profilaxis de la trasmisión vertical del VIH [12] o el tratamiento 

antimalárico preventivo intermitente durante el embarazo [13]. A nivel de tratamiento, destacan 

el acceso a antibióticos frente a la neumonía, disentería y la sepsis, el acceso a antimaláricos y 

la terapia de rehidratación oral [9]. Aunque todas estas herramientas están en uso, la cobertura 

de algunas de ellas es limitada, y mucha población subsidiaria no tiene acceso adecuado a 

ellas [9, 14]. El aumento de la cobertura de estas intervenciones podría reducir la mortalidad 

infantil, lo que demuestra que el conocimiento y los instrumentos necesarios existen, pero que 

es imprescindible que lleguen a donde se necesitan [9].  

 Otra vía de acción para reducir la mortalidad infantil es mejorar el conocimiento de 

patologías subyacentes que tienen un peso relevante en la mortalidad infantil, pero que no está 

bien reconocido. Un ejemplo de estas patologías subyacentes es la anemia, cuyo papel en la 

mortalidad infantil es conocido [15], pero poco reconocido [9, 15], en parte por la dificultad para 

diseñar una única política de salud que disminuya la prevalencia de esta enfermedad debido a 

su etiología multifactorial [9, 16].  

 

 Otro factor determinante de mortalidad infantil es la exposición al VIH [17]. Existen 

muchos estudios que describen la morbi-mortalidad de los niños VIH positivos [18-20], pero hay 

poca información sobre la morbi-mortalidad de los niños expuestos al VIH no infectados (ENI), 

principalmente en África. En las últimas décadas se han dedicado importantes esfuerzos para 

prevenir la transmisión de la infección del VIH de la madre al niño, y así disminuir la mortalidad 

asociada al VIH en niños [21]. Por el contrario, los niños ENI, al presentar unos indicadores de 

salud mejores que los niños VIH positivos [22-25], no han sido un foco importante de atención a 

pesar de que varios estudios en África demuestran que estos niños tienen mayor mortalidad 

[18, 25-27] y morbilidad [22, 27, 28] que los niños no expuestos al VIH. 

 Mejorar el conocimiento de estos factores frecuentes [17, 29], pero parcialmente 

olvidados, debería servir para guiar el desarrollo de nuevas políticas de salud pública para 

disminuir la mortalidad infantil allí donde más se necesita.  
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2. La anemia como causa de morbi-mortalidad infantil  
 

2.1 Definición de anemia 
 

 La anemia se define como una reducción en la cantidad de eritrocitos o en la 

concentración de hemoglobina (Hb) por debajo de los valores registrados en personas sanas 

[30]. El límite para diferenciar lo que se considera valor normal se establece generalmente en 2 

desviaciones estándar por debajo de la media y por lo tanto depende de la población utilizada 

como referencia. A pesar de que ésta es la definición habitual, con ella un 2,5% de la población 

sana sería anémica [31]. La anemia podría definirse también como la pérdida del equilibrio 

entre la producción de hematíes y la necesidad de éstos basándose en el consumo de oxígeno 

en los tejidos [32]. En la práctica clínica, este cálculo resulta complicado o imposible, por lo que 

la definición se basa únicamente en los valores de Hb según la población estudiada, aunque 

puede ajustarse por otros factores que afectan la Hb como la edad, el sexo, la etnia, la altitud, 

el embarazo y el consumo de tabaco [33]. 

 

Edad 

 Durante la vida intrauterina, debido a la presencia de una hipoxia relativa, la producción 

de células eritroides es muy elevada, y por ello también los niveles de Hb en el recién nacido 

[34]. Tras el nacimiento, con el inicio de la respiración, se facilita la llegada de oxígeno a los 

tejidos, lo que origina una disminución de la producción de glóbulos rojos y un descenso de los 

niveles de Hb [34], que son máximos hacia el tercer mes de vida, originando la “anemia 

fisiológica del lactante”. A partir de ese momento y hasta la adolescencia la producción de 

hematíes va aumentando, permaneciendo posteriormente estable durante toda la edad adulta 

[34]. Este cambio en los valores de Hb durante la edad pediátrica, hace necesaria una 

definición específica para la población infantil, ya que la población de referencia debe ser de la 

misma edad. Así, se considera que un niño tiene anemia cuando su concentración de Hb se 

encuentra por debajo de dos desviaciones estándar respecto a la media de la población sana  

de su misma edad [30].  

 

Sexo 

 El sexo es un factor determinante en las cifras de Hb, ya que a partir de la pubertad, 

principalmente debido a las pérdidas menstruales, las mujeres presentan valores de Hb más 

bajos que los hombres. En la infancia el sexo no influye en los valores hematológicos [30]. 

 

Etnia 

 Los valores de Hb, hematocrito y volumen corpuscular medio (VCM) varían según la 

etnia [30]. En la mayoría de los estudios, en la raza blanca se observan unas cifras de Hb de 

entre 0,5 y 1 gr/dl mayores que en la raza negra. Esta diferencia se mantiene en las diferentes 

edades (salvo en el periodo neonatal) y en los dos sexos [35]. Entre las posibles hipótesis que 
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se han barajado para esta diferencia, se encuentran el nivel socio-económico, el estado 

nutricional, los rasgos talasémicos o la presencia de deficiencia de glucosa 6 fosfato 

deshidrogenasa (G6PD) [35]. La incorporación de análisis y datos que pudieran eliminar estos 

factores de confusión no han conseguido descifrar la causa de estas diferencias [30].  

 

Altitud 

 La cantidad de oxígeno ambiental disminuye gradualmente con la altitud, reduciendo la 

saturación de oxígeno en la sangre y provocando un aumento en la producción de hematíes. 

Por ello las poblaciones que viven a mayor altitud presentan concentraciones de Hb más 

elevadas, especialmente a partir de 1000 metros sobre el nivel del mar [33]. Para valorar la 

presencia de anemia en estos individuos, se debe corregir el valor de Hb obtenido utilizando un 

factor de corrección según la siguiente fórmula: Factor de corrección de la Hb= -0,032 x (altitud 

x 0.0032808) [33].  

 

 En el año 2004, con el objetivo de establecer unos valores de referencia universales de 

Hb, se realizó en Estados Unidos la Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutrición III y se 

presentó una propuesta para niños, especificando que sólo serían válidos para niños de raza 

blanca no hispana, negra no hispana y mejicanos americanos [31, 36], demostrando la 

dificultad y la poca utilidad de dicha iniciativa. En África subsahariana, la problemática es aún 

mayor, ya que a falta de valores de referencia locales, se utilizan parámetros hematológicos de 

países industrializados. Esto ha sido cuestionado, ya que los valores de Hb en estas regiones 

son inferiores a los considerados normales en los países usados como referencia [37, 38], por 

lo que se propone usar datos de poblaciones africanas aparentemente sanas. Sin embargo la 

mayor parte de estas poblaciones están expuestas a una alta carga de enfermedad, sobre todo 

infecciones [39] por lo que es esperable que las diferencias no sólo sean debidas a diferencias 

fisiológicas, sino también a que una elevada proporción de esta población aparentemente sana 

tenga anemia por causas patológicas. La dificultad de definir valores normales de Hb en los 

PRB ha sido objeto de controversia. Se ha propuesto redefinir “sano” como “razonablemente 

sano”. “El concepto de óptimo, normal y sano en los PRB se ha considerado filosófico pero 

puede ser definido como sin enfermedad importante o razonablemente sano” [40]. Si se usaran 

como valores de referencia los valores “normales” de la población “aparentemente sana”, se 

dejarían de diagnosticar muchos niños anémicos, ya que la población aparentemente sana en 

muchas ocasiones tiene anemia causada por infecciones o enfermedades crónicas levemente 

sintomáticas.  

 La OMS propone usar una definición general de anemia en la que establece para niños 

entre 6 meses y 5 años de edad, y para las mujeres embarazadas un valor límite de Hb de 11 

gr/dl, para niños entre 5 y 11 años de edad un valor de 11,5 gr/dl, para niños entre 12 y 13 

años de edad y para las mujeres adultas no embarazadas un valor límite de 12 gr/dl, y para los 

adultos de sexo masculino de 13 gr/dl [41, 42]. Estas cifras de corte se propusieron por primera 

vez en 1968 [43], y se mantuvieron en siguientes publicaciones de la OMS [41, 42], ya que 
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concordaban con otros valores de referencia determinados en base a datos obtenidos en una 

gran encuesta poblacional donde se excluyeron todos los individuos con parámetros 

hematológicos y bioquímicos indicativos de una posible deficiencia de hierro o inflamación [44]. 

Estos valores son válidos para poblaciones que viven a nivel del mar, y deben adaptarse a la 

altitud a la que se encuentra cada población. Además la Hb por debajo de 11 gr/dl se asocia a 

peores puntuaciones en test psicomotores en niños menores de 2 años [45, 46], lo que avala 

que este punto de corte es una buena definición de anemia, si lo que se busca es prevenir la 

morbilidad asociada a ésta. Por otro lado, estos valores de referencia generales no incluyen un 

valor límite de Hb para los menores de 6 meses. El uso del valor de 11 gr/dl en los menores de 

6 meses podría llevar a una infraestimación de la anemia en los menores de 2 meses, y por el 

contrario a una sobreestimación en los niños de 3 a 5 meses. En cualquier caso, aunque los 

puntos de corte propuestos por la OMS, como ya se ha expuesto, pueden no ser 

representativos de todas las poblaciones, parecen la opción más práctica para definir anemia, 

al menos en los PRB, y hasta que sea posible realizar estadísticas nacionales con individuos 

verdaderamente sanos.  

 

2.2. Prevalencia de anemia 

 

 La anemia es una enfermedad que afecta tanto a las poblaciones de los PRB como a 

las de los países ricos [29]. Según los datos publicados por la OMS sobre la prevalencia 

mundial de anemia, ésta afecta a 1.620 millones de personas (95% IC 1.500-1.740 millones), lo 

que corresponde al 28,4% de la población mundial (95% IC 22,9%-26,7%) [29]. Los sujetos 

más afectados son los niños en edad preescolar (47,4%) [29]. Debido a su alta prevalencia, 

desde hace años se están llevando a cabo numerosos esfuerzos para reducir la anemia, 

principalmente en los grupos más desfavorecidos (niños y mujeres embarazadas). Conocer los 

datos de prevalencia es importante para poder constatar el impacto de las intervenciones 

puestas en marcha.  

 Para definir si la anemia supone un problema de salud pública en los diferentes países, 

la OMS propone la siguiente clasificación (tabla 1) [29]: 

 

Tabla 1: Categorías del impacto en la salud publica según la prevalencia de anemia  

Prevalencia de anemia (%) Categoría 

� 4,9 No es un problema  

5,0-19,9 Problema leve  

20,0-39,9 Problema moderado  

�40,0 Problema grave  

 

 Estos datos facilitados por la OMS se centran en la anemia asociada a la deficiencia de 

hierro sin profundizar en la severidad de la misma ni en otras etiologías [47]. Para 

complementar estos datos, en el año 2014 se publicó la prevalencia global de anemia basada 
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en datos recogidos entre 1990 y 2010 que incluían 17 causas de anemia y 187 países. Según 

esta publicación la prevalencia global de anemia en 2010 alcanzaba un 32,9%, mostrando un 

descenso respecto a la prevalencia en 1990 (40,2%). Además se le otorgaban 68,36 millones 

de años con discapacidad (DALY), lo que supondría un 8,8% del total de todas las condiciones 

causantes de discapacidad. Según estos resultados, las áreas más afectadas eran África 

subsahariana y el sudeste asiático, aunque esta última región ha tenido la reducción de 

prevalencia más marcada durante este periodo de tiempo. Las causas con mayor prevalencia 

en ambos sexos fueron: la deficiencia de hierro, la helmintiasis, la hemoglobinopatía S, las 

talasemias, la esquistosomiasis y la malaria, siendo la deficiencia de hierro la más importante. 

La malaria, la esquistosomiasis y la enfermedad renal crónica son las únicas causas que han 

aumentado su prevalencia en este periodo de tiempo, mientras que no se han observado 

importantes variaciones en la prevalencia de las hemoglobinopatías. La mayor prevalencia de 

la anemia se observó en los niños menores de 5 años, que son el único grupo de edad en el 

que ha aumentado su frecuencia en los 20 años que recoge el informe. Además, este rango de 

edad fue el que presentó mayor gravedad en los PRB, poniendo de manifiesto que la anemia 

en los niños más pequeños continúa siendo un importante problema de salud pública mundial 

[47]. 

 

Prevalencia de anemia en África subsahariana y en Mozambique 

 La mayor parte de población con anemia vive en África subsahariana. Específicamente, 

el 74,6% de los niños menores de 5 años con anemia se encuentran en el continente africano 

[29], donde la gran mayoría de los países presentan cifras que los incluyen dentro de la 

categoría de problema grave de salud pública (Tabla 1).  

 En Mozambique, según datos del Ministerio de Salud, todos los estudios nutricionales 

realizados en el país desde 1996 muestran que la anemia es la enfermedad nutricional más 

frecuente (en dicho estudios no se diferenciaba la etiología de la anemia) [48]. También 

muestran que la anemia está entre las 4 primeras causas de ingreso en hospitales y centros de 

salud de primer y segundo nivel, así como entre las 4 primeras causas de muerte en esas 

unidades sanitarias en todos los grupos de edad entre 1 mes y 59 años. Los propios autores de 

estas últimas estadísticas sugieren que estos datos puedan infravalorar los casos de anemia, 

ya que ésta suele presentarse junto a otra patología y puede existir una tendencia a la infra-

notificación [48]. Por el momento no hay datos oficiales disponibles que confirmen la 

disminución en la prevalencia de la anemia en Mozambique a pesar de la existencia de 

diferentes recomendaciones para su prevención y tratamiento, como es la administración de 

suplementos de hierro y ácido fólico en las mujeres embarazadas, medida preventiva que se 

implementó en Mozambique en 1977 [48], o más recientemente la recomendación de los 

suplementos de vitamina A en niños y embarazadas, o la profilaxis con mebendazol también en 

ambos grupos. 

 Según datos publicados por la OMS, la anemia en Mozambique es un problema grave 

de salud pública, en todos los grupos de edad [29]. La prevalencia de anemia en niños entre 6 
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meses y 5 años de edad asciende a un 74,7% [29], siendo en un 23% de estos casos leve, en 

un 44% moderada y en un 7% grave, y más frecuente y de mayor gravedad en los menores de 

24 meses [49]. Otros datos disponibles a nivel nacional son los publicados en un estudio sobre 

indicadores malariométricos realizado entre febrero de 2002 y abril de 2003, en el que se 

midieron los niveles de Hb mediante el sistema de Hemocue® (Änghelom, Sweden) en 8.816 

niños menores de 11 años, en 24 distritos seleccionados aleatoriamente a lo largo de todo el 

país. La prevalencia de anemia encontrada en este estudio fue de media 69,8% (6.257/8.816) y 

entre los anémicos, 11,5% presentaban anemia grave (Hb � 5 gr/dl). Los valores de Hb que se 

encontraron oscilaban entre 1,5 y 19,7 gr/dl. La media de Hb estimada fue de 9,9 gr/dl (95% CI 

9,5-10,2). La concentración más baja de Hb se observó en los niños durante su segundo año 

de vida. No se observaron diferencias en la media de Hb entre sexos (p=0,554), ni entre las 

diferentes regiones del país. Según los datos obtenidos en este estudio y utilizando el censo 

nacional de 1997, se estimó que 3,8 millones de niños menores de 10 años tenían anemia en 

Mozambique [50].  

   

 

 
 

Figura 1: Estimación de la prevalencia media de anemia en niños menores de 10 años, en 
diferentes lugares de Mozambique [50].  
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2.3 Clasificación de las causas de anemia según la capacidad de la médula ósea para 

producir reticulocitos  

 

 La anemia se puede clasificar según su morfología o su pato-fisiología. 

Morfológicamente según el VCM de los hematíes, la anemia puede ser macrocítica, 

normocítica o microcítica, y en base a la concentración de Hb corpuscular media (CHCM) 

normocrómica o hipocrómica [30, 31]. La clasificación de la anemia en dos categorías 

funcionales (pato-fisiológicas), según se deba a una producción insuficiente de hematíes o a 

una destrucción acelerada de éstos, es la manera más práctica de tener en cuenta las múltiples 

etiologías de la anemia [31, 32]. Ambas categorías funcionales no son excluyentes entre sí y 

una única patología como por ejemplo la malaria, puede producir anemia mediante ambos 

mecanismos [51]. Lo que sí se afirma en los textos de hematología, es que suele haber una 

única causa como principal responsable de la anemia [31]. Esta afirmación se refiere 

principalmente a los países desarrollados, ya que en los PRB la anemia sólo excepcionalmente 

es debida a una única etiología [16, 52]. 

 

2.3.1 Anemia debida a producción insuficiente de hematíes  

 

A) Anemia hiporregenerativa (alteración de la maduración del eritrocito) 

 

A1) Alteración de la maduración del citoplasma 

A1.1) Deficiencia de hierro 

 La deficiencia de hierro es la deficiencia nutricional más frecuente en el mundo y afecta 

a un importante porcentaje de la población en todos los países [42]. La anemia por deficiencia 

de hierro, cuando aparece, es el resultado de una deficiencia de hierro de larga duración, que 

tiene 3 fases: 

 

1) Pre-latente, cuando las reservas de hierro tisular se han agotado, pero no se afectan el 

hematocrito ni el hierro sérico. La ferritina sérica en esta fase es baja.  

2) Latente, cuando se agotan las reservas de hierro de los macrófagos del sistema retículo-

endotelial. En esta fase los niveles de hierro sérico disminuyen y la capacidad total de fijar 

hierro se ve aumentada, sin que se altere el hematocrito. La cantidad de Hb en los nuevos 

eritrocitos, empieza a descender, pero es normal en la gran mayoría de hematíes 

circulantes. 

3) Marcada, cuando se asocia a una anemia microcítica e hipocroma. La deficiencia de 

hierro ha permanecido durante el tiempo suficiente para que la mayoría de los hematíes 

presenten menores concentraciones de Hb [53]. 
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Etiología de la deficiencia de hierro 

1) Ingesta inadecuada de hierro 

a) Dieta pobre en hierro 

 La mejor manera de absorber hierro a través de la dieta, es en forma del grupo hemo. 

El grupo hemo es un componente de diversas proteínas y principalmente de la Hb, presente en 

los tejidos animales, que permite la absorción del hierro independientemente del pH gástrico. 

Las dietas pobres en carne son frecuentes a nivel mundial, y principalmente en los PRB. En 

estas regiones, la principal fuente de hierro se encuentra en cereales como el arroz, que son 

pobres en este mineral. En los países desarrollados, el consumo de leche de vaca contribuye 

de manera importante a la deficiencia de hierro, ya que sustituye a otros productos animales 

durante los primeros meses o años de la vida, y además presenta una menor disponibilidad de 

hierro que la lecha materna [54]. Además el consumo de leche de vaca, principalmente en 

menores de 12 meses conlleva frecuentemente micro-sangrados intestinales que aumentan las 

pérdidas de hierro, aumentando la probabilidad de presentar deficiencia de este micronutriente 

[55]. El uso extendido de leche maternizada durante el primer año de vida y de fórmulas 

fortificadas han disminuido este problema [53]. 

b) Pobre disponibilidad 

 El hierro de la dieta debe pasar a su forma soluble a nivel gástrico para ser absorbido, 

pero la eficiencia de este proceso es limitada. Además es frecuente la existencia en la dieta de 

productos quelantes del hierro como los fitatos (presentes en las harinas y las legumbres), el 

orégano, el té, el café y otras infusiones, así como el calcio que limitan la biodisponibilidad del 

hierro [42, 53]. 

c) Malabsorción 

 Las enfermedades que afectan a la superficie mucosa del intestino pueden interferir en 

la absorción del hierro, dando lugar a anemia ferropénica, que en muchas ocasiones se asocia 

a anemia por malnutrición de otros nutrientes y/o a anemia de trastornos crónicos asociada a la 

enfermedad de base [53]. 

 

2) Pérdida sistémica de hierro 

a) Gastrointestinal 

 La causa más frecuente de pérdida de hierro a nivel gastrointestinal es la infección por 

parásitos intestinales. La infección por helmintos, principalmente Necator americanus y 

Ancylostoma duodenale da lugar a micro-pérdidas sanguíneas crónicas que derivan en 

ferropenia. La infección por Trichuris trichiura, principalmente en niños pequeños y en casos de 

hiperparasitemia también se asocia a deficiencia de hierro [53]. 

b) Urinaria 

 La deficiencia de hierro por pérdidas sanguíneas urinarias, es menos frecuente que las 

pérdidas gastrointestinales [54], aunque en algunos PRB las pérdidas sanguíneas urinarias 

asociadas a esquistosomiasis son una causa importante de anemia. Los esquistosomas son un 

grupo de parásitos trematodos que afectan a millones de personas en el mundo, principalmente 
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niños en edad escolar y adultos jóvenes en África subsahariana. Los principales esquistosomas 

que producen patología en los humanos son Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni 

y Schistosoma japonicum [56]. De ellos S. haematobium es el que infecta el sistema urinario, 

en el transcurso de su ciclo vital, originando disuria y hematuria y junto a éstas, anemia 

ferropénica. En lugares endémicos es frecuente que los niños infectados tengan además 

anemia por trastornos crónicos [57].  

c) Otras  

 Las pérdidas sanguíneas pulmonares por enfermedades como la hemosiderosis o la 

tuberculosis pulmonar son infrecuentes. A partir de la menarquia las pérdidas menstruales son 

una causa frecuente de deficiencia de hierro en las mujeres [53]. 

 

Consecuencias de la deficiencia de hierro 

 La manifestación más importante de la deficiencia de hierro es la anemia, pero incluso 

en ausencia de ésta, la deficiencia de hierro tiene importantes consecuencias en la salud. 

Existen datos que confirman que la deficiencia de hierro en animales puede afectar los 

neurotransmisores y alterar el comportamiento [42, 46, 58]. En el caso de los humanos, los 

datos disponibles son más escasos ya que la mayoría de los estudios se centran en las 

secuelas cognitivas secundarias a la anemia por deficiencia de hierro [58], y menos 

frecuentemente a las secuelas de la deficiencia latente de hierro. La deficiencia de hierro se 

relaciona con retraso psicomotor y cognitivo en niños y adolescentes [58-62] de forma 

independiente a variables socio-económicas [42]. Estas alteraciones podrían ser temporales, 

ya que en algunos estudios se ha observado que mejoran después del tratamiento con hierro 

[60, 61, 63, 64]. Por el contrario, otros estudios no han podido confirmar esos hallazgos [45, 65, 

66], posiblemente porque el efecto de la deficiencia de hierro sobre el desarrollo cognitivo 

puede ser pequeño, y estudios con tamaños de muestra insuficientes podrían no detectar estos 

cambios [58]. Otra muestra de que la falta de hierro puede producir alteraciones del 

comportamiento es la pica, o el consumo compulsivo de sustancias no nutritivas como la tierra, 

que probablemente es secundario a la falta de hierro en el sistema nervioso central [31]. La 

deficiencia de hierro además dificulta el uso de las fuentes de energía de los músculos, 

limitando la capacidad física y de trabajo [31, 42]. En mujeres jóvenes se ha demostrado que la 

deficiencia latente de hierro perjudica el rendimiento en el ejercicio físico, y que los aportes de 

hierro en dichas mujeres lo mejora en un periodo corto de tiempo [67, 68]. 

 

Hierro e inmunidad 

 La deficiencia de hierro afecta al sistema inmune de los individuos de todas las edades, 

aumentando la morbilidad secundaria a infecciones [31, 42]. Esto es debido al papel que tiene 

el hierro en determinados mecanismos inmunes como la proliferación celular y la actividad de 

algunas citoquinas [69]. Los suplementos de hierro y el consumo de alimentos fortificados han 

demostrado tener un efecto beneficioso sobre la morbilidad secundaria a infecciones, 

principalmente respiratorias, en los niños deficientes en hierro en países no endémicos de 
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malaria [42, 70]. Además varios estudios han demostrado que infecciones recurrentes como la 

forunculosis por Staphylococcus aureus, o crónicas como la candidiasis muco-cutánea se 

observan en pacientes con deficiencia de hierro y que el tratamiento con este micronutriente 

produce una mejoría clínica [70]. Por otro lado un exceso de hierro podría afectar la activación 

y la actividad de los macrófagos, causando también un efecto perjudicial [69]. Además los 

microorganismos que causan infecciones, como bacterias o Plasmodium, necesitan hierro para 

su desarrollo. Ante estas infecciones la respuesta innata del organismo limita la absorción del 

hierro a nivel intestinal así como su movilización desde las reservas, disminuyendo su 

disponibilidad en plasma para el microorganismo patógeno, lo que sugiere que la ausencia de 

hierro podría ser un factor protector para el desarrollo de determinadas infecciones [71].   

 

Deficiencia de hierro y malaria 

 La relación entre la presencia o no de ferropenia en un individuo y la susceptibilidad a 

determinadas infecciones, principalmente la malaria, es un tema controvertido. Desde hace 

décadas se ha observado una asociación entre los suplementos de hierro y un mayor número 

de episodios de malaria clínica y/o parasitemia [72-74]. De especial importancia en este tema 

es un estudio randomizado realizado en Pemba, Tanzania, en el que niños entre 1 y 35 meses 

de edad (24.076) recibieron hierro y ácido fólico, hierro, ácido fólico, zinc o placebo. Los niños 

que recibieron hierro y ácido fólico presentaron un mayor riesgo de hospitalizarse y de morir, a 

diferencia de lo observado en una estudio similar realizado en Nepal [75], por lo que se 

concluyó que los suplementos de hierro y ácido fólico en niños preescolares en una población 

con alto riesgo de malaria aumentaba la morbi-mortalidad por todas las causas [76]. Un sub-

análisis de este estudio determinó que los niños que presentaban un mayor riesgo de tener 

malaria asociada a los suplementos de hierro y ácido fólico eran aquellos que no presentaban 

previamente deficiencia de hierro [76].  

 Se ha postulado que dado que los parásitos necesitan hierro para su desarrollo, la 

deficiencia de hierro podría actuar como factor protector para el desarrollo de la infección por 

malaria, como se ha observado en algunos estudios [77, 78]. Por otro lado el origen del hierro 

usado por los parásitos no es del todo conocido, por lo que si el estado del hierro del portador 

puede o no influir en el metabolismo del parásito no está del todo claro. Se postula que el hierro 

proviene: a) de la Hb de los hematíes parasitados, b) del hierro unido a la transferrina que 

circula en plasma (esta opción parece poco probable ya que los eritrocitos parasitados no 

presentan receptores para transferrina en su membrana), c) de la ferritina que contienen los 

eritrocitos o d) del hierro libre existente en el citosol de los hematíes. Diferentes estudios avalan 

que esta última opción parece la más probable, por lo que el estado de deficiencia de hierro del 

portador sí influiría en la cantidad de hierro intra-eritrocitario disponible para el parásito, aunque 

la evidencia experimental de este hecho es escasa [79]. Además la fase hepática de la malaria 

parece necesitar presencia de hierro libre, por lo que en ausencia de éste, la entrada del 

Plasmodium a los hepatocitos podría limitarse. Por otro lado, la formación de protoporfirina Zn 

(un grupo hemo con un átomo de Zn sustituyendo al átomo de hierro) que se sintetiza en los 
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individuos con deficiencia de hierro podría ser otro mecanismo por el que la ferropenia actuara 

como factor protector en los casos de malaria. La protoporfirina Zn limita la capacidad de los 

parásitos para formar hemozoína (ver apartado 2.4.1), exponiendo al parasito a la toxicidad del 

grupo hemo y limitando su desarrollo [79]. Por otro lado, la administración de bolos de hierro, 

principalmente sin comida, ocasiona un aumento del hierro libre que forma radicales libres con 

efecto tóxico que podrían afectar la respuesta inmunitaria. Otros microorganismos como 

bacterias y micobacterias también se ven favorecidos por la presencia de hierro libre 

plasmático, aumentándose las sobreinfecciones, que frecuentemente se observan en los casos 

de malaria [79].  

 Por el contrario, en otros estudios los suplementos de hierro no se asociaron con un 

mayor número de episodios de malaria y/o morbilidad [80-85]. En un estudio realizado en 

Tanzania en el que se administraron suplementos de hierro a dosis profilácticas (2 mgr/kg/día) 

a niños desde las 8 hasta las 24 semanas de edad, se observó una menor incidencia de 

anemia grave (definida como un hematocrito menor del 25%) comparados con el grupo 

placebo, con una eficacia protectora del 29%, sin que se observaran diferencias en el riesgo de 

visitas a las consultas externas, admisiones en el hospital, ni en el número de episodios de 

malaria [80]. Las discordancias observadas entre estudios pueden deberse a diferencias en la 

edad de los participantes. La exposición a malaria va generando inmunidad con los años, por lo 

que niños mayores y adolescentes, así como lactantes que conservan la inmunidad materna y 

que aún no han presentado ningún episodio de malaria, no son comparables a otros grupos de 

edad. De acuerdo con esto, incluir en la cohorte de estudio sujetos de edades muy diferentes 

podría ser un factor de confusión. Las hemoglobinopatías causantes de anemia, pero 

protectoras frente a la malaria podrían influir en los resultados obtenidos, así como la vía de 

administración del hierro o la estacionalidad de la malaria [70]. También podría tener un 

impacto en el efecto de los suplementos de hierro el uso de dosis terapéuticas o preventivas 

[70]. En el estudio realizado en Pemba, la dosis de hierro que se administró fue de 12.5 mgr/día 

para todos los sujetos menores de 5 años pudiendo oscilar entre terapéuticas y profilácticas 

[76], mientras que la dosis en el estudio de Tanzania fue calculada para ser una dosis 

profiláctica [80]. Por otro lado, la inflamación podría afectar la definición de ferropenia (ver 

diagnóstico de la anemia ferropénica) y hacer que se diagnostique como no deficientes de 

hierro a niños que sí lo son y que presentan inflamación. Según los resultados del estudio de 

Pemba son los niños no deficientes de hierro los más afectados por los efectos adversos de los 

suplementos de hierro en las zonas con alta prevalencia de malaria, pero estos niños 

realmente podrían ser ferropénicos con algún grado de inflamación, lo que invalidaría los 

resultados [76, 86]. 

 Por último, recientes revisiones de la Cochrane concluyeron que los suplementos de 

hierro acompañados o no de tratamiento antimalárico no aumentan el riesgo de malaria clínica 

o de muerte en áreas donde están disponibles medidas de diagnóstico y tratamiento de malaria 

[87, 88]. Además está todavía por determinar el papel del ácido fólico recibido junto al hierro 

que fue administrado al grupo afectado en el estudio de Pemba [76]. Los propios autores 
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postularon que los suplementos de ácido fólico podrían disminuir la eficacia de los antifolatos 

usados como antimaláricos durante el estudio, sulfadoxina-pirimetamina (SP), pero en un sub-

análisis en el que se comparó la eficacia de SP más placebo frente SP más ácido fólico, no se 

observaron diferencias, por lo que los autores consideran que el ácido fólico no fue 

responsable de los efectos adversos observados en el primer estudio [89]. 

 

Diagnóstico de la anemia ferropénica 

 La anemia ferropénica puede diagnosticarse mediante un hemograma completo al 

observar la característica anemia microcítica e hipocroma con anisocitosis que define este tipo 

de anemia [54]. Sin embargo, el diagnóstico de esta patología únicamente mediante el 

hemograma es poco específico, ya que otras patologías como la talasemia o la inflamación 

pueden alterar el volumen corpuscular medio sin que necesariamente exista deficiencia de 

hierro [90]. Por otro lado, la deficiencia de hierro puede presentarse sin que exista anemia, por 

lo que es importante poder determinar esta patología precozmente y evitar de ese modo sus 

consecuencias [54]. El “gold standard” para el diagnóstico de la deficiencia de hierro es la 

demostración de la ausencia de depósitos de hierro en la médula ósea usando la tinción de 

Perls [91]. En la clínica habitual, esta técnica es demasiado complicada, por lo que 

habitualmente se usan marcadores séricos para medir el estado del hierro, que son más 

baratos y más accesibles [54]. 

 La ferritina sérica baja es un marcador muy específico y precoz de la deficiencia de 

hierro, pero se eleva en presencia de inflamación, aún en casos de deficiencia de hierro, por lo 

que es de poca utilidad en poblaciones altamente expuestas a infecciones [90]. El hierro 

plasmático disminuye en casos de deficiencia, pero varía con la ingesta y es también un 

reactante de fase aguda [54]. Otros marcadores séricos son la transferrina (proteína 

transportadora del hierro) que aumenta en la deficiencia de hierro, la capacidad total de 

captación de hierro (CTCH), que aumenta al disminuir el hierro, y la saturación de transferrina 

(el hierro sérico dividido entre CTCH), que disminuye en la deficiencia, pero que también se 

alteran con la inflamación limitando su utilidad [92]. Para solventar las deficiencias de estos 

marcadores, a lo largo de las últimas décadas se han propuestos nuevos métodos 

diagnósticos. El receptor soluble de transferrina (RsTF), es una forma truncada del receptor 

celular existente en los precursores eritroides, que en plasma circula unido a la transferrina 

[54]. Su concentración aumenta en la deficiencia de hierro, pero también en otras 

circunstancias como en las anemias hemolíticas y en la talasemia [90]. Por otro lado el RsTF se 

ve menos afectado por la inflamación que otros marcadores séricos [93]. Junto al RsTF, el 

índice de receptor de transferrina-ferritina (RsTF/logaritmo de ferritina) también se ha propuesto 

como un mejor marcador del estado del hierro [94]. En los PRB, donde la deficiencia de hierro 

es más frecuente, la infección, la inflamación y la desnutrición actúan como factores de 

confusión, limitando el uso de los marcadores anteriormente descritos [77, 95-97]. La 

hepcidina, proteína que aumenta en la inflamación, pero que disminuye en la anemia 

ferropénica, ha sido propuesta como posible marcador de deficiencia de hierro. La hepcidina es 
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una hormona peptídica reguladora del metabolismo del hierro que se produce en el hígado y en 

las células del sistema inmune (macrófagos y neutrófilos). Se une a la ferroportina que es la 

proteína encargada de transportar el hierro desde los hepatocitos y las células del sistema 

retículo endotelial hasta el compartimento vascular. Este flujo de hierro puede llegar a ser de 

hasta 20 mgr por día, de mayor relevancia que la absorción intestinal de hierro que asciende a 

2 mgr por día. La unión de la hepcidina a la ferroportina induce la degradación de esta última 

limitando el flujo de hierro al espacio vascular. En situaciones de inflamación, la interleuquina 6 

(IL-6) aumenta los niveles de hepcidina provocando una disminución de la absorción de hierro 

en el intestino y limitando la disponibilidad de las reservas existentes [97]. Un estudio reciente 

ha demostrado que la hepcidina tampoco es un buen predictor de la cantidad de hierro medular 

[98]. Recientemente también se ha propuesto la amplitud de distribución eritrocitaria como un 

marcador de anemia ferropénica con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 90%. 

Este marcador sería de gran utilidad debido a su bajo coste, pero sería necesario confirmar los 

datos obtenidos ya que para el cálculo de estos valores se utilizó como “gold standard” 

marcadores bioquímicos que se alteran con la inflamación [99]. 

 

A1.2) Talasemias (ver sección 2.3.2, A1) 

 

A.2) Alteración de la maduración del núcleo 

 La anemia megaloblástica es un tipo de anemia macrocítica que se origina como 

consecuencia de una maduración anormal de las células hematopoyéticas debido a la síntesis 

deficiente de ADN. Las dos principales causas de anemia megaloblástica son la deficiencia de 

vitamina B12 y la deficiencia de ácido fólico, dos sustancias imprescindibles en la síntesis de 

ADN. La médula ósea en pacientes con deficiencia de vitamina B12 y/o ácido fólico es 

hiperplásica debido a la sobre-estimulación de una eritropoyetina (EPO) aumentada, que 

genera precursores eritroides megaloblásticos y una eritropoyesis ineficaz. Los hallazgos 

hematológicos de la deficiencia de vitamina B12 y ácido fólico son comparables [100].  

 

A2.1) Deficiencia de vitamina B12 (cobalamina) 

 La deficiencia de vitamina B12 es una causa conocida de anemia megaloblástica desde 

el siglo XIX [100]. Su prevalencia mundial no está bien establecida, pero los datos disponibles 

apuntan a que podría ser un importante problema de salud pública que afecte a varios millones 

de personas [101]. Por el contrario, la anemia secundaria a esta deficiencia es relativamente 

infrecuente, ya que una alta prevalencia de deficiencia de vitamina B12 no se traduce en una 

comparable prevalencia de anemia [101, 102]. La deficiencia de cobalamina se puede asociar 

también, incluso en ausencia de anemia, a retraso del crecimiento, retraso en el desarrollo 

psicomotor y trastornos neuro-psiquiátricos [103]. Estas alteraciones neurológicas son más 

graves en la infancia ya que pueden ser irreversibles [104]. Las principales causas de la 

deficiencia de vitamina B12 en los países desarrollados son la malabsorción intestinal asociada 

al déficit del factor intrínseco (proteína de síntesis gástrica necesaria para la absorción de la 



 Introducción 

34 
 

vitamina B12) y las enfermedades o resecciones del intestino delgado que limitan la absorción 

de la unión cobalamina-factor intrínseco. La falta de ingesta de vitamina B12 es también una 

causa de deficiencia en vegetarianos estrictos (veganos) [100]. Esta deficiencia es poco 

frecuente en la infancia dónde prácticamente sólo se observa en los lactantes hijos de madres 

veganas, en los niños consumidores de esas dietas, y en los raros casos congénitos de errores 

del metabolismo de la cobalamina [105]. Por el contrario, en los PRB la deficiencia de 

cobalamina en niños, adolescentes y madres lactantes se debe a la falta de ingesta de una 

dieta adecuada [100]. Los recién nacidos de madres con deficiencia grave de cobalamina 

nacen con los depósitos de cobalamina agotados, y durante la lactancia, debido a los bajos 

niveles de esta vitamina en la leche materna, no pueden reponer el déficit [100]. Junto a la 

desnutrición, la malabsorción asociada a la infección por Giardia lamblia [106], al 

sobrecrecimento bacteriano [107] o la infección por Helicobacter pylori [100], son otros factores 

asociados a la deficiencia de vitamina B12.  

 

A2.2) Deficiencia de ácido fólico 

 La deficiencia de ácido fólico, es una de las deficiencias de micronutrientes más 

frecuentes después del hierro y sus consecuencias hematológicas son indiferenciables de las 

secundarias a la deficiencia de vitamina B12 [100]. El ácido fólico se encuentra principalmente 

en vegetales verdes de hoja grande y en productos de origen animal y su deficiencia se debe 

generalmente a una dieta inadecuada [108], por un escaso aporte o por su pérdida por la 

manera y temperatura en la que la comida es preparada. Algunos estudios realizados en África 

sugieren también como causa de la deficiencia de ácido fólico la anorexia asociada a 

infecciones como la tuberculosis [57]. Además puede exacerbarse por la hiperplasia eritroide 

asociada a la infección crónica por malaria o las hemoglobinopatías [57]. Algunos fármacos 

como el metotrexato, la pirimetamina y el trimetoprim producen anomalías en el metabolismo 

de los folatos y pueden ser también causas de esta deficiencia [30]. 

 

A2.3) Dificultades en la medición de la vitamina B12 y del ácido fólico 

 El ácido fólico y la vitamina B12 son dos sustancias metabólicamente muy 

relacionadas, cuyas deficiencias son difíciles de establecer con los tests laboratoriales 

existentes. Un ejemplo de ello es que los pacientes con anemia secundaria a deficiencia de 

ácido fólico pueden presentar niveles bajos de cobalamina sérica a pesar de no presentar una 

deficiencia real [100].  

 La deficiencia de vitamina B12 generalmente se realiza mediante la determinación de 

ésta en plasma [100]. Es la medida más económica y práctica [101], su sensibilidad es buena, 

aunque su especificidad menor [108]. Se ha observado que pacientes con clínica de deficiencia 

de vitamina B12 presentan niveles en plasma normales [103, 109, 110], lo que sugiere la 

existencia de variaciones en la sensibilidad del ligando de la cobalamina que usan los 

diferentes test comerciales, haciendo necesarios otros mecanismos diagnósticos [100]. Como 

alternativa, se ha generalizado el uso de la determinación del ácido metilmalónico (AMM) en 
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suero o en orina, que aumenta precozmente ante la deficiencia de vitamina B12 [100]. Este test 

presenta una mejor sensibilidad y especificidad y combinado con la detección sérica de 

cobalamina aumenta el valor predictivo de ésta [108]. El aumento de homocisteína se usa 

también como marcador de deficiencia de vitamina B12 y de ácido fólico ya que se altera en 

ambas deficiencias [100]. Estas técnicas indirectas son más caras y pueden afectarse por la 

función renal, o en el caso de la homocisteína por la deficiencia de otras vitaminas como la B6 

y la B2 o el hipotiroidismo [101], y además aunque se alteran en la mayoría de los pacientes 

con deficiencia de vitamina B12 y/o ácido fólico, no lo hacen en todos ellos, dejando sin 

resolver el problema de la baja especificidad [110]. Más recientemente se ha propuesto la 

holotranscobalamina II sérica como marcador de deficiencia de vitamina B12, que aunque se 

altera más precozmente no mejora el valor predictivo respecto a la cobalamina plasmática 

[108]. Su uso, todavía limitado, continua siendo estudiado [101, 109]. 

 El ácido fólico plasmático es la medida más usada para la determinación de la 

deficiencia de esta vitamina. Se altera rápidamente tras la disminución del folato en la dieta, 

alcanzando niveles de deficiencia a las 2 semanas del cese de su ingesta. Sus valores se 

alteran con la ingesta reciente, el embarazo, medicamentos antifolatos, el consumo de alcohol 

y la talasemia entre otros [108]. Además en situaciones de hemólisis se libera ácido fólico 

intracelular pudiendo dar falsos negativos [111]. Por el contrario la determinación de folato 

intracelular no se ve afectada por la hemólisis ni por la dieta reciente [100], aunque los mismos 

factores que alteran el folato plasmático (embarazo, talasemia…) alteran el folato intra-celular 

[108]. Además el folato intracelular se observa en presencia de deficiencia de vitamina B12 aún 

en presencia de niveles normales de ácido fólico en suero [100].  

 

B) Anemias no regenerativas (aplasia medular) 

 

B.1) Insuficiencia de la médula ósea: Anemia aplásica (congénita o adquirida) y ocupación de 

la médula ósea (tumores, mielofibrosis…) 

 

B.2) Alteración en la producción de EPO 

B2.1) Inflamación crónica 

 La anemia asociada a la inflamación crónica o también llamada anemia de los 

trastornos crónicos, es una entidad descrita inicialmente por Cartwright en los años 60, que se 

asocia con una amplia variedad de enfermedades infecciosas y no infecciosas. Se caracteriza 

por ser una anemia normocítica y normocrómica con leve anisocitosis. El origen de esta 

anemia es una eritropoyesis ineficaz secundaria a una deficiencia funcional de hierro. En las 

células retículo-endoteliales de la médula ósea se observan depósitos de hierro que no se 

moviliza para atender las necesidades [112]. La celularidad de la médula ósea es normal, 

aunque la hemosiderina medular puede estar aumentada. Los niveles de hierro y transferrina 

sérica están disminuidos, mientras que los valores de ferritina se encuentran elevados. La 

presencia de inflamación es un requisito indispensable. La EPO sérica generalmente presenta 
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niveles disminuidos para el grado de anemia, lo que parece estar asociado a una elevada 

producción de hepcidina en respuesta a la inflamación [113].  

 

B2.2) Desnutrición proteica 

 La desnutrición proteica o protein-calórica es una patología frecuentemente asociada a 

la anemia. Como fisiopatología de esta anemia se han propuesto la deficiencia de hierro, ácido 

fólico, otras vitaminas y micronutrientes, así como las frecuentes infecciones que se asocian a 

la desnutrición [114]. Otros autores consideran que la anemia por desnutrición proteica se debe 

a una deficiencia en la producción de EPO [31]. En cambio, estudios realizados en pacientes 

desnutridos en África subsahariana muestran que la mayoría de estos pacientes presentan 

valores normales e incluso altos de EPO sérica, y responsabilizan de la anemia a un fallo 

medular [114, 115]. Estudios más recientes en ratones muestran que la desnutrición proteica 

induce a que las células madre mesenquimales de la médula se diferencien hacia adipocitos 

comprometiendo la producción de citoquinas encargadas del estímulo medular [116, 117]. 

 

B2.3) Otras (enfermedad renal crónica, hipotiroidismo e hipopituitarismo) 

 

2.3.2 Anemias por pérdida acelerada de hematíes 

 

A) Anemia hemolítica 

 

A.1) Defectos de la hemoglobina 

 Los defectos de la Hb incluyen dos grandes grupos. Las variantes estructurales y las 

talasemias. 

 Las talasemias son un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias causadas por 

mutaciones que afectan a la síntesis de la Hb. Las formas mejor caracterizadas y más 

prevalentes de talasemia son la �-talasemia y la �-talasemia [118]. Las formas leves se 

encuentran dentro de las enfermedades congénitas más prevalentes. Las formas graves, 

aunque mucho más infrecuentes, conllevan una importante carga de morbi-mortalidad [118]. 

 La Hb normal adulta, denominada Hb A (�2�2), es una proteína formada por 2 cadenas 

� y dos cadenas �. Existe además una pequeña proporción (3-4%) de HbA2 (�2�2). La Hb F 

(�2�2), que predomina durante la vida fetal, también está presente en un 1% en la vida adulta. 

Las talasemias se denominan �-talasemia o �-talasemia, según se encuentre alterada la 

síntesis de una u otra cadena. Según el tipo de talasemia, con el objetivo de compensar el 

déficit de la cadena afectada existe un exceso de producción de las restantes cadenas de 

globina [118].  

 La �-talasemia es consecuencia de un gran número de diferentes alteraciones 

genéticas. Algunas de ellas eliminan la producción de la cadena (�0) y otras sólo disminuyen su 

producción (�+). Los defectos más frecuentes observados son las deleciones de 3,7 kb (-�3,7) y 

4,2 kb (-�4,2). Las deleciones de la �0-talasemia son menos frecuentes [118]. Según el número 
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que se afecte de los 4 genes responsables de la producción de las cadenas �, el individuo 

afectado presentará una clínica diferente. Los portadores asintomáticos o silentes (-�/��), 

sólo tienen afectado uno de los genes y presentan una leve alteración en la producción de la 

cadena �. Sus niveles de síntesis y sus parámetros hematológicos se pueden solapar tanto con 

los de los individuos normales como con los que presentan rasgo talasémico, por lo que su 

diagnóstico usando los valores habituales del hemograma es difícil. El rasgo talasémico (--/�� 

ó �-/�-) se caracteriza por la alteración de 2 genes [118]. Los individuos afectados presentan 

anemia leve microcítica e hipocrómica desde el periodo neonatal. Esta patología 

frecuentemente se confunde con la anemia por deficiencia de hierro [119], y en muchas 

ocasiones sólo se diagnostica ante la no mejoría con el tratamiento con suplementos férricos. 

La enfermedad de la Hb H (--/-�) aparece cuando se encuentran 3 genes afectados. Los 

individuos afectados tienen entre un 5% y un 30% Hb H, formada por 4 cadenas �, que puede 

precipitar induciendo la hemólisis de los hematíes. Esta enfermedad se presenta de manera 

más frecuente en el sudeste asiático y en la cuenca mediterránea. Se caracteriza por la 

presencia de una concentración de Hb de entre 7 y 10 gr/dl asociada a la clínica de una anemia 

hemolítica crónica (ictericia y hepatoesplenomegalia). Además los individuos con esta 

enfermedad suelen presentar una mayor predisposición a infecciones y deficiencia de ácido 

fólico [118]. Determinados fármacos e infecciones pueden desencadenar los episodios de 

hemólisis, haciendo descender los niveles de Hb a valores en torno a 3 ó 4 gr/dl. El tratamiento 

habitual es sintomático [118]. El hidrops fetalis, se presenta en los casos de homocigosis para 

el haplotipo �0 (--/--), que es cuando se ven afectados los 4 genes. Es una patología 

relativamente frecuente en el sudeste asiático. Es incompatible con la vida, y suele generar 

abortos entre las 30 y las 40 semanas de gestación o la muerte poco después del nacimiento. 

Actualmente se contempla el tratamiento de estos casos mediante transfusiones intraútero y 

trasplantes de médula ósea si el feto sobrevive [118].  

 

 Las �-talasemias, se producen cuando existe una alteración en la síntesis de la �-

globina. Debido a que solo hay 2 loci para el gen beta, la gravedad clínica no se explica por el 

número de genes afectados, sino por las diferentes mutaciones que afectan a dichos genes 

[118]. Determinadas mutaciones eliminan la producción de la cadena �0 y otras sólo 

disminuyen su producción (�+). Aquellos individuos que presentan una afectación escasa de la 

producción de cadenas �+ asociada a una leve microcitosis son los llamados portadores 
asintomáticos, que generalmente son diagnosticados en el contexto de un estudio genético 

familiar. Se denomina rasgo talasémico a la enfermedad que presentan los individuos 

heterocigotos para la mutación �0. En la mayoría de los casos presentan niveles de Hb A2 y Hb 

F elevados. Aunque existen diferentes fenotipos dentro del rasgo talasémico, en general, estos 

pacientes clínicamente presentan microcitosis, hipocromía, eliptocitosis y moderada hiperplasia 

eritroide en la médula ósea. La anemia es leve, debida a la presencia de hematíes con una 

vida media algo acortada y a una eritropoyesis ineficaz leve, aunque puede agravarse en 

presencia de deficiencia de hierro o ácido fólico, o infecciones intercurrentes. No precisan 
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tratamiento, pero el consejo genético es imprescindible para evitar los nacimientos de 

individuos homocigotos. Además tiene relevancia clínica la frecuencia con la que el rasgo 

talasémico se confunde con la anemia por deficiencia de hierro [118]. La �-talasemia mayor o 
anemia de Cooley, se caracteriza por la presencia de una anemia grave de aparición a los 6 

meses de vida, cuando la anemia fisiológica del lactante no se recupera. Clínicamente los 

pacientes presentan una importante palidez, hepatoesplenomegalia y retraso del crecimiento. 

Los hematíes son inusualmente microcíticos, con bajo contenido de Hb y el recuento de 

reticulocitos es menor de 1%. Los sujetos enfermos presentan además las consecuencias de 

una hematopoyesis extra-medular (principalmente hepatoesplenomegalia y deformidades 

óseas), así como de infecciones y de depósitos de hierro tisulares asociados a las 

transfusiones. El tratamiento incluye transfusiones frecuentes y quelantes del hierro [118]. 

 

 Las variantes estructurales que afectan a la Hb son el resultado de la sustitución de un 

aminoácido por otro en la formación de alguna de las cadenas de la Hb. En la mayoría de los 

casos esta alteración no tiene consecuencias, pero en otros, las características estructurales 

de la Hb se modifican de tal manera que se ve afectada su función [120]. Dentro de las 

variantes estructurales por frecuencia destacan la Hb S, la Hb C y la Hb E. La Hb S y su 

consecuencia, la enfermedad de células falciformes es la patología de mayor relevancia 

clínica y epidemiológica. Resulta del cambio del aminoácido valina por ácido glutámico en la �-

globina que genera que la Hb resultante (Hb S) tenga tendencia a formar polímeros en medios 

desoxigenados, alterando la forma de los hematíes (forma de hoz), lo que los hace rígidos e 

incapaces de circular por la microcirculación. Los individuos heterocigotos para este gen 

(rasgo falciforme) no asocian anemia ni alteraciones en la supervivencia o la morfología de 

las células rojas. Son asintomáticos, aunque diferentes estudios sugieren que puedan asociar 

un mayor riesgo de muerte súbita asociado a ejercicio extenuante [120]. Los individuos 

homocigotos (enfermedad de células falciformes) presentan una importante morbi-mortalidad 

asociada a hemólisis y a micro-oclusión vascular. En estos pacientes son características la 

aparición de: a) crisis vaso-oclusivas o infárticas, que son crisis dolorosas que pueden afectar a 

cualquier órgano o víscera, generalmente desencadenadas por factores como el frío, las 

infecciones, la deshidratación o el estrés, b) infecciones, que son la principal causa de muerte 

en estos niños. Los principales gérmenes implicados son Haemophilus influenzae, 

Streptococcus pneumoniae y Salmonella. Este mayor riesgo infeccioso se debe a la asplenia 

funcional ocasionada por los micro-infartos esplénicos y por el bloqueo del sistema 

mononuclear fagocítico por la hiper-hemólisis [120]. 

 

 La mayoría de las variaciones genéticas relacionadas con los defectos de la Hb son 

raras, pero debido a que algunas de ellas suponen un factor de protección frente a la malaria, 

en las poblaciones en las que la infección por P. falciparum es o fue endémica, la prevalencia 

de estas alteraciones oscila entre 0.3 y 25 por cada 1000 nacidos vivos [121]. En 1948 

Haldane, basándose en que la �-talasemia se distribuía casi exclusivamente en las zonas 
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tropicales y subtropicales, desarrolló la teoría de que los portadores heterocigotos presentaban 

una ventaja selectiva en aquellos lugares donde la malaria era endémica [118, 122]. Varias 

décadas después la hipótesis original de Haldane se ha demostrado cierta [122], pero los 

mecanismos mediante los cuales se desarrolla esta protección no se conocen completamente 

[118]. La protección varía según el tipo de alteración, pero en la mayoría de los casos existe 

sólo frente a malaria grave, a niveles comparables a políticas de salud pública como el 

tratamiento preventivo intermitente o el uso de redes mosquiteras impregnadas [123]. Por el 

contrario, la protección frente a la malaria no complicada es leve o ausente [123]. En el caso de 

las mutaciones asociadas a la Hb S, el beneficio se observa sólo para los individuos que 

presentan rasgo falciforme, que aunque si pueden ser infectados por el parásito presentan 

cierta protección a morir de malaria [124]. El mecanismo de protección fue sugerido por primera 

vez por Beet [125], que teorizó que los hematíes de los individuos con rasgo falciforme al ser 

infectados por el P. falciparum podrían sufrir un proceso de falciformación (seguramente 

secundario a la desoxigenación y a un cambio de pH producido por el parásito) aumentando 

así su probabilidad de ser destruidos por los macrófagos, lo que impediría la finalización del 

ciclo del parásito y frenaría el aumento de la parasitemia en sangre [124]. Por el contrario, en 

los individuos con enfermedad de células falciformes que presenten malaria, la anemia 

secundaria a la infección empeora la anemia crónica desencadenando situaciones clínicamente 

graves. En estos individuos otro factor que agrava la situación es la asplenia funcional que 

dificulta la eliminación de los hematíes infectados [124].  

 En la actualidad estas patologías se observan también en poblaciones no expuestas a 

malaria, pero seguramente debido a la migración y a los movimientos poblaciones que han 

tenido lugar en los últimos 10.000 años [118]. La tabla 2 recoge las prevalencias estimadas en 

las diferentes regiones de la OMS [126]. Al menos el 5,2% de la población mundial es 

portadora de alguna variante asociada a alteraciones de la Hb con relevancia clínica. La 

mayoría de los niños afectados por estas patologías nacen en PRB y suelen morir antes de los 

5 años de edad contribuyendo en un 3,4% a la mortalidad infantil global, y en un 6,4% a la 

mortalidad infantil en África [126]. Con el objetivo de disminuir la prevalencia de estas 

enfermedades, la OMS recomienda la instauración de programas para la detección de 

portadores y la implantación de consejo genético. La diversidad y la heterogeneidad de la 

distribución de estas alteraciones hace necesario que los programas se realicen a nivel 

nacional [126]. 
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Tabla 2: Prevalencias estimadas de portadores de variantes genéticas de alteración de 

la Hb y concepciones afectadas. 

 
a: Hb S, Hb C, Hb E, Hb D, �0-talasemia y �-talasemia; b: Heterocigotos y homocigotos de 
�+-talasemia; c: Coincidencia de variantes � y � o combinaciones de � variantes inocuas; d: 
SS, SC, S/ �-talasemia; e: Homocigotos de �-talasemia, Hb E/ �-talasemia, homocigotos de 
�0-talasemia y enfermedad de la Hb H [126]. 
 
 

A.2) Defectos de la membrana del hematíe (esferocitosis hereditaria, eliptocitosis hereditaria, 

ovalocitosis del sudeste asiático, estomatocitosis entre otras). 

 

A.3) Defectos del metabolismo del hematíe 

 La deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la enzimopatía humana 

más común [127]. Se estima que 500 millones de personas pueden estar afectadas [128]. El 

gen de la G6PD (Gd) se encuentra en el cromosoma X, por lo que los hombres pueden ser 

hemicigotos normales (Gd+) o deficientes (Gd-) y las mujeres homocigotas normales 

(Gd+/Gd+), homocigotas deficientes (Gd-/Gd-) o heterocigotas (Gd+/Gd-). Este último fenotipo 

suele definirse como intermedio, ya que la actividad enzimática se encuentra entre el fenotipo 

normal y el deficiente [128]. El Gd presenta más de 400 variantes. En África subsahariana las 

variantes más frecuentes son G6PD*B (la variante salvaje), G6PD*A (90% de actividad 

enzimática) y G6PD*A- (8-20% de actividad enzimática) [129]. Los individuos con G6PD*A- 

suelen ser asintomáticos, aunque si el eritrocito se expone a un estrés oxidativo, la Hb se 

desnaturaliza originando la hemólisis del hematíe. La hemólisis se puede desencadenar por la 

ingesta de habas (fabismo), en presencia de infecciones, o por otros agentes oxidantes 

generalmente fármacos (primaquina, dapsona, cotrimoxazol, ciprofloxacino entre otros) [128]. 

Ante situaciones de estrés oxidativo los eritrocitos deficientes de G6PD no tienen capacidad 

reductora suficiente y se precipita la Hb cambiando la estructura del hematíe y generando 

hemólisis intravascular y la eliminación de los hematíes afectados por el bazo [128]. A las 24-

48 horas de la exposición al agente aparece fiebre, nauseas, dolor abdominal y diarrea junto 

con hemoglobinuria. La anemia puede ser de moderada a grave. En el frotis sanguíneo suele 

observarse una marcada anisocitosis con reticulocitos aumentados y presencia temporal de 
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cuerpos de Heinz (Hb desnaturalizada intraeritrocitaria). En la mayoría de los casos, los 

ataques de hemólisis agudos, se resuelven espontáneamente en 3-6 semanas [128].  

 Al igual que otras alteraciones que afectan a los hematíes, debido a la protección que 

esta patología proporciona frente a la malaria, es más prevalente en las zonas donde esta 

infección es endémica [128-130]. Varios estudios muestran que tanto los 

hemicigotos/homocigotos como los heterocigotos están protegidos frente a la malaria, mientras 

que otros sugieren que sólo las mujeres heterocigotas presentan dicha protección [130]. La 

prevalencia de la deficiencia de G6PD varía mucho según las áreas, pero suele ser cercana al 

10% de la población en las áreas en las que esta deficiencia está presente [129]. 

 

A.4) Otras (hemólisis mediada por anticuerpos, daño mecánico o térmico del hematíe, daño del 

hematíe inducido por estrés oxidativo, daño del hematíe inducido por un agente infeccioso (ver 

punto 2.4), hemoglobinuria paroxística nocturna) 

 

B) Anemias hemorrágicas (sangrados copiosos generalmente agudos por traumatismos o 

rotura de vasos secundarios a otras patologías generalmente digestivas o pulmonares entre 

otros). 

 

 
2.4 Anemia asociada a infecciones frecuentes en África subsahariana 

 

2.4.1 Malaria 

 Dentro de las múltiples infecciones que se asocian con la anemia en PRB, la malaria es 

la más importante sobre todo en gran parte de África subsahariana donde la intensidad de 

transmisión es alta. A pesar de los importantes avances realizados a nivel mundial para reducir 

los casos de malaria, se estima que todavía hubo 207 millones de casos y 627.000 muertes por 

malaria en el 2012, de las que la mayoría tuvieron lugar en África subsahariana (90%) y en 

niños menores de 5 años (77%) [131]. En las regiones endémicas de África subsahariana más 

del 90% de las muertes relacionadas con malaria están asociadas a la infección por P. 

falciparum y la mayoría de ellas se deben a complicaciones como la anemia grave, la malaria 

cerebral, la hipoglucemia, la acidosis láctica y las convulsiones [132]. La anemia asociada a 

malaria es una complicación particularmente frecuente, que con asiduidad necesita tratamiento 

adyuvante. Se calcula que, en los niños admitidos en hospitales de áreas endémicas de 

malaria, entre un 12 y un 29% presentan anemia grave con necesidad de transfusión [133]. En 

estas regiones, la anemia alcanza una tasa de letalidad que oscila entre el 6 y el 18%, incluso 

en áreas dónde las transfusiones están disponibles [134]. La patogénesis de la anemia 

asociada a malaria es compleja, y la contribución de los diferentes mecanismos fisiopatológicos 

depende de la edad, la inmunidad y la genética del huésped, del estado de embarazo y de la 

intensidad de transmisión [51, 135]. Durante el episodio agudo de malaria por P. falciparum, el 

hematocrito empieza a disminuir a las 48 horas del inicio de la fiebre y puede continuar 
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disminuyendo entre 1 y 2 semanas, aún después de acabado el tratamiento [57, 136]. La 

fisiopatología de la anemia asociada a la infección por P. falciparum continúa siendo no del 

todo conocida [137], pero se sabe que se debe a varios mecanismos: 1) un aumento de la 

destrucción de los hematíes (mediante hemólisis, hiperesplenismo, fagocitosis por los 

macrófagos y mecanismos autoinmunes) y 2) una disminución de la producción de eritrocitos 

(mediante hipoplasia eritroide, disminución de la síntesis de EPO y diseritropoyesis) [51]. 

 

Destrucción de hematíes 

 La hemólisis asociada a la infección por P. falciparum tiene lugar en los eritrocitos 

parasitados, pero también en los no parasitados. El P. falciparum en el desarrollo de su ciclo 

vital, penetra en los eritrocitos en forma de merozoíto donde se multiplica. Para liberar la 

progenie los hematíes se hemolizan, soltando nuevos merozoítos que infectarán otros 

hematíes. Una proporción de eritrocitos parasitados puede ser eliminada por la acción de un 

bazo aumentado de tamaño [51, 57]. La destrucción de los hematíes parasitados explica la 

correlación observada entre la parasitemia y la severidad de la anemia [136]. Por otro lado, la 

parasitemia no siempre se correlaciona con la anemia grave [51]. Los eritrocitos infectados por 

P. falciparum, principalmente en sus formas más maduras, expresan en su superficie proteínas 

del parásito (como la proteína de membrana eritrocitaria 1) que les permite unirse a receptores 

del epitelio vascular evitando su eliminación por el bazo. El secuestro parasitario secundario a 

este proceso de adhesión a los vasos sanguíneos produce una disminución del flujo capilar e 

hipoxia, y está directamente relacionado con el desarrollo de la enfermedad grave, 

principalmente en el caso de la malaria cerebral y la malaria placentaria, pero no parece jugar 

un papel importante en la producción de la anemia asociada a malaria [138]. Por otro lado, 

junto a los hematíes infectados (1% en la mayoría de los pacientes) se estima que se eliminan 

hasta 10 veces más hematíes no parasitados [57]. Los mecanismos relacionados con ello son: 

el envejecimiento precoz, la disminución de la elasticidad, el incremento de la actividad de los 

macrófagos, mecanismos autoinmunes relacionados con IgG y complemento (C3) ligados a la 

superficie de la membrana del hematíe, una perioxidación lipídica y la adsorción de los 

antígenos parasitarios [139].  

 Los hematíes de los enfermos con malaria presentan una menor elasticidad, 

principalmente después de la primera semana tras el tratamiento, que es secundaria a la 

acción de citoquinas y productos de degradación del propio parásito [140]. El grupo hemo, 

proveniente de la Hb libre, liberado en el proceso hemolítico produce una alteración en la 

relación de la membrana del hematíe y su citoesqueleto, lo que favorece el envejecimiento 

precoz y la menor elasticidad [140]. En el huésped se observa un aumento de la producción del 

factor de necrosis tumoral (FNT) y de interferón-� (IFN- �), lo que estimula la capacidad 

fagocítica de los macrófagos del sistema retículo-endotelial [51, 141]. La existencia de un 

componente autoinmune relacionado con la anemia asociada a malaria fue sugerido hace 

varias décadas al constatarse que un porcentaje importante de los niños con malaria 

presentaban un test de Coombs directo positivo [135, 142]. Más recientemente se ha 
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demostrado que la proteína de superficie del merozoíto-2 depositada sobre el hematíe no 

infectado origina el ataque a los eritrocitos marcados mediante anticuerpos específicos, 

induciendo su eliminación. Los merozoítos además, también pueden marcar con esta proteína 

precursores eritroides in vitro, lo que podría ser causa de disminución de la eritropoyesis in vivo 

[143]. Existen diversos casos en la literatura que presentan pacientes con anemia grave de 

origen autoinmune [144], pero no todos los pacientes con malaria y anemia muestran signos de 

hemólisis autoinmune y ésta no siempre se correlaciona con la gravedad de la anemia [51, 57]. 

El papel de este tipo de hemólisis en la etiología de la anemia asociada a malaria está aún por 

definir.  

 En algunos pacientes, además puede observarse la llamada fiebre de aguas negras 

que se trata de una anemia aguda secundaria a hemólisis intravascular, asociada a una 

hemoglobinemia capaz de teñir la orina de color oscuro. Fue descrita inicialmente en individuos 

no inmunes asentados en lugares endémicos de malaria que tomaban quinina profiláctica de 

forma irregular y que en el transcurso de un nuevo episodio de malaria, al tomar el tratamiento 

aún de manera correcta, desarrollaban hemoglobinuria. La quinina actúa como un hapteno que 

al unirse a alguna proteína del hematíe forma una estructura antigénica [51]. Más 

recientemente se ha descrito esta patología asociada a otros antimaláricos como la artemisina 

[145], mefloquina y halofantrina [51]. 

 

Disminución de la producción de hematíes 

 Junto a la hemólisis de los hematíes, la presencia de una eritropoyesis alterada es el 

otro pilar responsable de la anemia en los individuos infectados por malaria. En las primeras 

descripciones de la médula ósea de niños con malaria, se observó una diseritropoyesis 

(producción anómala de las células rojas) definida por la presencia de eritroblastos bi y 

trinucleados, puentes internucleares de cromatina, picnosis nuclear y otras alteraciones de la 

cromatina [146], que se observaron más frecuentemente en los niños con malaria crónica, que 

en aquellos con episodios agudos [135, 147]. El origen de estas alteraciones está relacionado 

con el aumento de producción de FNT y otras citoquinas estimulantes de las células T helper 

tipo 1 (IFN-�) presentes en la infección por malaria [51]. Estos mismos factores estimulan la 

actividad de los macrófagos de la médula ósea provocando una eritrofagocitosis medular que 

aumenta la eritropoyesis ineficaz [57], y desplaza el hierro contenido en las células eritroides de 

la médula ósea a los macrófagos de ésta. Por el contrario, la presencia de niveles bajos de las 

citoquinas que estimulan las células T helper tipo 2, y que contrarrestan la actividad del FNT, 

parece tener también un papel en la diseritropoyesis medular [51]. Como desencadenante de 

este proceso se responsabiliza a la hemozoína o pigmento malárico, que es un producto 

cristalino insoluble derivado de la digestión del grupo hemo por parte del parásito. La 

hemozoína es resistente a la degradación de la enzima hemo-oxigenasa por lo que se acumula 

en forma de cristales en macrófagos, monocitos y leucocitos polimorfonucleares en los que 

puede persistir durante meses. La hemozoína induce un aumento de la producción de FNT, de 

IL-2 [148, 149] y de IL-10 [150], lo que afecta el desarrollo de las células eritroides [151, 152]. 
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Recientes estudios in vitro han demostrado que la hemozoína afecta directamente a la 

expresión de marcadores eritroides en los precursores de la línea roja, induciendo en ellos 

apoptosis [153, 154]. Además en un estudio histológico post-mortem de médulas óseas de 

niños que fallecieron por malaria se observó que la presencia de hemozoína en plasma o en 

médula ósea se asociaba a anemia y diseritropoyesis [155]. También in vitro se ha demostrado 

que la presencia de glicofosfatidilinositol en el plasma de los sujetos con malaria induce la 

liberación de FNT por parte de los macrófagos, lo que parece relacionarse con la 

diseritropoyesis [156]. 

 El papel de la EPO en la disminución de la eritropoyesis asociada a malaria parece 

más controvertido. La anemia y la consecuente disminución de la oxigenación parecen no 

desencadenar una respuesta adecuada de la EPO en algunos individuos con malaria, según 

observaciones en adultos africanos y asiáticos [157]. Por el contrario en los niños africanos en 

presencia de anemia y malaria, la EPO se encuentra muy elevada, incluso por encima de los 

valores que se observarían en niños con el mismo grado de anemia y sin infección por 

Plasmodium [157]. En los niños africanos se postula que la fisiopatología de la baja producción 

de eritrocitos se debe no a una menor producción de EPO, sino a una respuesta disminuida a 

ésta [157]. Un reciente estudio realizado en ratones muestra que la proliferación de los 

precursores eritroides inducida por la EPO está suprimida por la acción de los residuos de 

parásitos entre los que se incluye la hemozoína [158].  

 

Alteración del metabolismo del hierro 

 Los pacientes con malaria presentan además las características alteraciones en la 

disponibilidad del hierro asociada a infecciones. La ferritina se encuentra aumentada y el hierro 

que permanece secuestrado en la médula ósea disminuye en suero, lo que contribuye a la 

severidad de la anemia [136]. El aumento de la hepcidina asociado a la infección por malaria 

limita la absorción del hierro intestinal disminuyendo los depósitos de éste, aunque la absorción 

vuelve a la normalidad cerca de 2 semanas después del tratamiento antimalárico [159]. La 

producción de hemozoína, anteriormente descrita, supone también un secuestro del hierro 

existente en el grupo hemo que es transformado por el parásito en cristales dificultando que 

sea reciclado por el organismo [79].  

 

 Infecciones concomitantes favorecidas por la alteración de la inmunidad que sufren los 

pacientes con malaria, como las producidas por Salmonella no tifoidea, neumococo, 

Staphylococcus aureus o por el Parvovirus B-19 pueden aumentar aún más la gravedad de la 

anemia [51]. 

 

2.4.2 Parásitos intestinales (ver punto 2.3.1, A1.1, pérdida sistémica de hierro de origen 

gastrointestinal). 
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2.4.3 Esquistosomiasis (ver punto 2.3.1, A1.1, pérdida sistémica de hierro de origen urinario). 

 

2.4.4 Parvovirus B19 

 El parvovirus B19 es un Erythrovirus de distribución mundial que origina un cuadro 

caracterizado por la presencia de exantema y crisis aplásicas transitorias principalmente en 

menores de 15 años. Este virus induce la lisis de los precursores eritroides, por los que tiene 

tropismo, provocando una pausa transitoria de la eritropoyesis. A los 7-11 días de la exposición 

al virus, los individuos suelen presentar reticulocitos indetectables, acompañados de un 

descenso leve casi indetectable de la Hb. En situaciones de inmunidad normal, la producción 

de IgM y posteriormente de IgG controlan la enfermedad, restaurando la reticulopoyesis antes 

de que el descenso de hematíes que siguen su ciclo vital produzca anemia. Individuos con 

importante renovación eritroide, como los pacientes con anemia de células falciformes, anemia 

hemolítica autoinmune o talasemia, así como aquellos inmunodeprimidos que no consiguen 

controlar la infección, son los subsidiarios de presentar crisis aplásicas [30, 160]. También se 

han descrito crisis aplásicas en situaciones de “estrés eritroide” como hemorragias o deficiencia 

de hierro [161]. En los pacientes sanos, por el contrario, la clínica queda reducida a la aparición 

de exantema y/o artropatía.  

 

2.4.5 Virus Epstein-Barr (VEB) 

 El VEB, es un �-herpes virus que infecta a más del 95% de la población mundial. Se 

excreta en las secreciones orales durante aproximadamente 6 meses después de pasada la 

infección, y de forma intermitente toda la vida. La presencia de inmunosupresión permite la 

reactivación del virus latente. En los PRB la infección por el VEB suele ocurrir en la etapa 

preescolar y se manifiesta como un síndrome febril indistinguible de otras infecciones infantiles, 

pero es raro observarlo en adolescentes y adultos como síndrome mononucleósico, más 

frecuente en países desarrollados [30]. La anemia asociada a esta infección es rara. Cuando 

existe suele ser leve, ocasionalmente grave, y secundaria a una hemólisis de origen inmune. 

Se inicia entre la primera y segunda semana de la enfermedad y suele durar menos de un mes 

[162]. La infección por VEB también se ha visto asociada a la anemia aplásica, pero 

principalmente en el contexto de trasplantes de médula ósea, o en el transcurso de 

enfermedades proliferativas [163], como la enfermedad de Hodgkin o el linfoma de Burkitt, que 

son procesos cancerosos relacionados con el VEB [30, 164]. 

 

2.4.6 Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

 La anemia es uno de los signos clínicos más frecuentes en los niños infectados por el 

VIH, siendo además un factor predictor de mal pronóstico [165, 166]. Existen escasos estudios 

sobre la incidencia de anemia en niños VIH positivos con un grupo control VIH negativo, pero 

estudios no controlados realizados en África muestran que la anemia tiene lugar en casi todos 

los niños VIH positivos, incluso en lugares donde el tratamiento antirretroviral está disponible 

[167]. La prevalencia de anemia leve en estos niños varía entre 24 y 94%, y la moderada entre 
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3 y 82%, pero pocos estudios reportan presencia de anemia moderada-grave (Hb 6-7,9 gr/dl) o 

grave (Hb � 5 gr/dl) [167].  

 Son escasos los estudios realizados sobre la etiopatogenia de la anemia en niños VIH 

positivos con muestras de médula ósea, siendo la mayoría retrospectivos, con pocos sujetos y 

sin grupo control. Los hallazgos encontrados en la médula ósea indican que las alteraciones 

medulares son frecuentes, pero que generalmente son inespecíficas [168]. La diseritropoyesis 

es un hallazgo habitual, pero no se correlaciona con el tratamiento, edad, estado de la 

enfermedad o presencia de enfermedades oportunistas [168]. La presencia de megaloblastos 

es también frecuente, pero no se asocia a los niveles de vitamina B12 o ácido fólico [168, 169]. 

En estudios medulares realizados para diagnosticar pancitopenias en estos pacientes se ha 

observado que la médula ósea también puede ser normal o presentar hipercelularidad, 

sugiriendo que la etiología en estos casos puede relacionarse con una hematopoyesis 

ineficiente o con un aumento de la destrucción periférica. En ocasiones la presencia de 

enfermedades oportunistas o neoplasias infiltrando la médula ósea dificultan el diagnóstico 

etiológico de la anemia [170]. La fisiopatología de la anemia relacionada con el VIH continua 

por tanto siendo no del todo conocida, especialmente en la infancia, aunque es posiblemente 

multifactorial. Las principales causas que se postulan asociadas a ella son:  

a) Anemia de enfermedades crónicas 

 Es la principal causa de anemia en los pacientes con VIH/SIDA [171] y su fisiopatología 

prácticamente no difiere de la descrita para otros procesos inflamatorios crónicos (ver sección 

2.3.1.2.). Citoquinas como FNT-�, IL-1, y el IFN-� parecen jugar un papel en la inhibición de la 

eritropoyesis, la disminución de la respuesta de la médula ósea a la EPO, la reducción en la 

supervivencia de las células de la línea roja y el deterioro del proceso de liberación del hierro 

del sistema reticulo-endotelial [172, 173]. Otros estudios sin embargo no han podido confirmar 

la relación entre los niveles de IFN-� y la alteración del metabolismo del hierro en pacientes con 

VIH y anemia de enfermedades crónicas [171]. 

b) Deficiencia de hierro y otros micronutrientes 

 La deficiencia de hierro es la principal causa de anemia en la población general, y es 

esperable que también lo sea en los individuos VIH positivos o incluso, que debido a la 

malabsorción intestinal, sea más frecuente en estos pacientes [174]. En contra de lo esperado 

se ha observado que la prevalencia de la deficiencia de hierro en niños VIH positivos es menor 

comparado con los niños VIH negativos [175]. Estas afirmaciones derivan de los resultados de 

varios estudios que utilizan una definición de deficiencia de hierro basada en una ferritina baja, 

que es una proteína que se altera con la inflamación [90], y que frecuentemente se encuentra 

elevada en los pacientes VIH [171], resaltando la necesidad de realizar más estudios en este 

campo. Además, las recomendaciones para el tratamiento y la prevención de la deficiencia de 

hierro en los niños infectados por VIH en lugares con una prevalencia alta de infecciones no 

están claras. Un estudio reciente realizado en Malawi mostró que los niños infectados por VIH 

que recibieron tratamiento con hierro y multivitaminas presentaron una mejoría en los niveles 

de Hb y de CD4 comparados con los niños que sólo recibieron multivitaminas, aunque 
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presentaron un mayor número de episodios de malaria durante el periodo en el que se 

suministraron los suplementos [176]. 

c) Efecto directo del VIH sobre la eritropoyesis 

 El VIH parece tener un efecto directo sobre la eritropoyesis, pero el estudio de esta 

etiopatogenia ha sido y continúa siendo una tarea complicada debido a la multifactorialidad de 

la anemia asociada a VIH. El hecho de que la anemia parece mejorar en aquellos pacientes 

que inician tratamiento antirretroviral, e incluso que ésta pueda ser un marcador de fallo 

terapéutico en niños, apoya la importancia del efecto directo del virus sobre la eritropoyesis 

[177]. Un estudio reciente realizado en Malawi muestra que los niños VIH positivos tienen 

menos precursores de células rojas (CD34+) en médula ósea que otros niños anémicos VIH 

negativos [178]. Esto parece ser debido a que las células auxiliares de la médula ósea son 

infectadas por el VIH, lo que produce un desequilibrio en la producción de IL-12, IFN-� e IL-1, 

reduciéndose la secreción de factores de crecimiento que estimulan la serie roja. En estadios 

menos avanzados de la enfermedad la disminución de la producción de IL-1 está relacionada 

con la infección precoz de las células del endotelio microvascular medular, que se infectan 

rápidamente e influyen sobre otras células del estroma de la médula ósea originando el fallo en 

el apoyo de éstas a la hematopoyesis y disminuyendo la producción de células rojas [179]. 

Estudios in vitro sugieren que la apoptosis de precursores eritroides es otro mecanismo de 

disminución de la eritropoyesis en los pacientes VIH positivos [180]. Otros estudios indican que 

las células progenitoras y la progenie que se encuentran en la médula ósea pueden ser 

infectadas por el VIH y expresar antígenos virales en su superficie que son reconocidos por los 

anticuerpos específicos [162]. En contra de lo esperado, en el estudio realizado en Malawi 

también se observó que la diseritropoyesis fue similar en el grupo de los niños VIH positivos y 

el grupo control, así como que el número de reticulocitos y de precursores más maduros de la 

línea roja era equivalente en ambos grupos, sugiriendo, esto último, que en los niños VIH 

positivos las fases más tardías de la eritropoyesis eran más eficientes que en los niños VIH 

negativos [178]. 

d) Anticuerpos anti-EPO circulantes y anemia hemolítica autoinmune  

 El papel de la EPO en la fisiopatología de la anemia asociada a VIH tampoco está del 

todo claro. Se ha observado que tanto la producción de EPO como su función, están alteradas 

en los individuos VIH positivos [173]. Los valores de EPO en pacientes adultos con VIH no se 

correlacionan con la gravedad de la anemia [180-182], e incluso pueden presentar valores 

comparables a los de los pacientes no anémicos [171]. Por el contrario, sólo existen dos 

estudios realizados en niños africanos y en ninguno de ellos se encontraron diferencias en los 

valores de EPO entre los niños VIH positivos y negativos a los 12 meses de edad [183], o 

incluso éstos fueron mayores entre los VIH positivos a los 6 meses de edad [184], aunque sí se 

observó una tendencia a presentar una menor respuesta a la EPO en los 3 primeros meses de 

vida [184]. En un estudio reciente se ha observado la existencia de similitud molecular 

(“molecular mimicry”) entre la EPO y la proteína VIH-1 p17, lo que podría originar la síntesis de 
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autoanticuerpos frente a EPO en algunos pacientes con VIH, alterando así la respuesta de la 

EPO frente a la anemia [185].  

 La anemia hemolítica autoinmune en los pacientes con VIH parece estar relacionada 

con los iso-anticuerpos, principalmente anti-i y anti-I, que aparecen entre un 30 y un 60% de los 

pacientes VIH positivos. Los anticuerpos anti-i se asocian a las infecciones por el VEB y el 

citomegalovirus (CMV), frecuentes en estos pacientes, lo que podría explicar la presencia de 

auto-anticuerpos frente a las células de la serie roja [162]. 

e) Infecciones relacionadas con el VIH como parvovirus, CMV, virus de las hepatitis y 

micobacterias.  

 La inmunodeficiencia asociada a la infección por VIH predispone a sufrir anemia 

asociada a la infección por el parvovirus B19. En varios estudios se ha demostrado que la 

presencia de signos de infección de este virus se asocian a menores niveles de Hb [186-188]. 

Por otro lado, se ha observado que tanto en adultos [189] como en niños VIH positivos [190] la 

prevalencia de anticuerpos IgM e IgG frente a parvovirus es mayor que en la población VIH 

negativa [189], lo que lleva a pensar que los pacientes VIH positivos tienen mayor riesgo de 

padecer anemia asociada a la infección por parvovirus. Aunque este aumento de la prevalencia 

de anticuerpos frente a parvovirus entre los VIH positivos no se ha confirmado en otros 

estudios [186, 187], es importante tenerlo en consideración ya que la infección por parvovirus 

B19 puede hacerse crónica asociándose a anemia de larga duración en pacientes con SIDA 

(generalmente en pacientes con recuento de CD4 menor de 100), así como en otros individuos 

menos inmunosuprimidos e incluso inmunocompetentes [187]. El diagnóstico de la infección 

por parvovirus en los casos de sospecha de anemia crónica debe realizarse mediante la 

demostración de DNA viral en el suero por RCP [188] o por hibridación “dot blot” [187], ya que 

en los pacientes con enfermedad avanzada puede no detectarse anticuerpos anti VP1 IgM e 

IgG. El tratamiento incluye la administración de inmunoglobulina específica [191], y en el caso 

de los pacientes VIH positivos el inicio del tratamiento antirretroviral, que revierte este tipo de 

anemia con la mejora de la inmunidad [192]. En la población pediátrica infectada por el VIH, 

dado que el parvovirus es una infección predominantemente infantil, es esperable que la 

prevalencia sea mayor que en adultos, pero los datos disponibles son escasos [187]. Un 

estudio realizado en población americana mostró que la infección por parvovirus B19 en estos 

niños sí parece asociar una disminución transitoria de los valores de Hb, pero que el desarrollo 

de anemia crónica asociado a la persistencia del virus es infrecuente [187].  

f) Medicaciones frecuentemente utilizadas en estos pacientes como zidovudina, 

cotrimoxazol o ganciclovir.  

 La zidovudina (AZT) es un antirretroviral usado habitualmente en la población 

pediátrica infectada por el VIH, que asocia el desarrollo de macrocitosis hasta en un 74% de los 

casos, pudiéndose acompañar o no de anemia. Cuando la anemia aparece suele ser leve y 

dosis dependiente. Menos frecuentemente, el uso de este fármaco se asocia a supresión en la 

médula ósea con disminución del número de reticulocitos y niveles altos de folato y vitamina 

B12 séricos [162].  
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 El tratamiento con cotrimoxazol, frecuentemente utilizado en los pacientes VIH 

positivos puede asociar ocasionalmente la aparición de anemia, que es característicamente 

megaloblástica [100, 193]. Por otro lado, el uso de profilaxis con cotrimoxazol en niños VIH 

positivos se asocia a un incremento en los niveles de hemoglobina comparado con placebo 

[194]. 

g) Neoplasias que infiltran la médula ósea. 

 

2.5 Influencia de la anemia materna en el recién nacido 

 La anemia neonatal secundaria a la deficiencia de hierro materna es rara, ya que 

durante la gestación la placenta se encarga de obtener el hierro necesario para el desarrollo 

del feto, aunque esto suponga un empeoramiento en los depósitos de hierro de la madre [34]. 

Sin embargo, es muy frecuente que los niños nacidos de madres que sufrieron anemia durante 

el embarazo presenten anemia durante el primer año de vida [195-197], ya que durante la 

gestación el feto debe acumular el hierro necesario para los seis primeros meses de vida, y 

esto se afecta por la deficiencia de hierro materna [34]. Otros estudios sin embargo, 

demuestran que los niveles de Hb y los indicadores férricos de los hijos de madres con anemia 

ferropénica se ven afectados por la cantidad de hierro que tienen sus madres al nacimiento 

[196, 198-200]. El uso de suplementos férricos durante el embarazo previene el desarrollo de 

anemia ligada a esta causa [195]. También se recomienda aportar suplementos de hierro a los 

niños con lactancia materna exclusiva a partir de los 6 meses, ya que aunque la leche materna 

tiene cantidades adecuadas de hierro en los primeros meses, estas disminuyen a partir del 

quinto mes independientemente del estado de los depósitos de hierro de la madre [53].  

 

2.6. Impacto de la anemia en la salud infantil 

 El impacto que tiene la anemia en la salud infantil se puede agrupar en el asociado a la 

anemia grave, y el relacionado con la anemia moderada o leve. La consecuencia más directa 

de la anemia grave en la infancia es el desarrollo de insuficiencia cardíaca que puede asociar 

un final fatal [15, 201]. La anemia es una conocida causa de muerte hospitalaria, 

principalmente en los PRB y más específicamente en aquellos en los que la malaria es 

endémica. Incluso en las áreas donde las transfusiones están disponibles, la tasa de letalidad 

puede alcanzar el 18%, siendo mayor allí donde no lo están [134]. La proporción de muertes 

por esta causa tendría incluso más peso si se incluyeran los casos de muerte no hospitalaria, 

que parecen infravalorados debido a que el diagnóstico de anemia en las autopsias verbales es 

inusual [15]. Diferentes estudios han mostrado también que el hecho de sufrir anemia grave no 

sólo aumenta el riesgo de morir durante el ingreso, sino que este riesgo es aún más elevado 

después del alta hospitalaria [133, 201], y que se asocia además a nuevos episodios de 

anemia grave [133]. La anemia moderada también es una importante causa de muerte, ya que 

presentar anemia moderada (<8gr/dl) en el momento de ingresar, independientemente de la 

causa de admisión, también supone un factor de riesgo de mortalidad [202-204]. Además los 

individuos con anemia presentan alteraciones en la respuesta bactericida de los leucocitos y la 
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inmunidad celular, favoreciendo el desarrollo de infecciones [205]. La anemia de cualquier 

grado, principalmente secundaria a deficiencia de hierro, asocia un amplio abanico de 

alteraciones, como son la disminución de la capacidad cognitiva [46, 206, 207], alteraciones en 

el desarrollo psicomotor [45], limitación en la capacidad de trabajo y el esfuerzo físico [208] y 

empeoramiento de la calidad de vida [209]. Las alteraciones neurológicas (motoras, cognitivas 

y de comportamiento) asociadas a la deficiencia de hierro pre-latente [54] parecen ser 

reversibles, pero en lactantes en los que la deficiencia de hierro se asocia a anemia parecen 

ser irreversibles [210], ya que se pueden mantener hasta 10 [211] y 19 años después [212] de 

haberse resuelto la deficiencia de hierro que originó la anemia. 

 La presencia de anemia en la madre durante el embarazo es un factor de riesgo de 

parto pre-término y de nacimiento de niños con bajo peso, con las consecuencias que 

conllevan dichas patologías [213].  

 

2.7 Tratamiento y prevención de la anemia  

 En las últimas décadas, con intención de disminuir las consecuencias asociadas a la 

anemia, se han realizado varias intervenciones para su prevención y tratamiento; a pesar de 

ello la anemia continúa siendo un grave problema de salud pública mundial [29, 90]. Dado que 

la deficiencia de hierro es la principal causa de anemia, inicialmente las políticas de prevención 

se centraron en esta deficiencia [41], recomendándose la modificación en la dieta, la 

fortificación alimentaria y los suplementos de hierro en los grupos de riesgo, entre ellos las 

embarazadas, los niños menores de 5 años y las niñas adolescentes, en aquellos lugares 

donde la prevalencia de anemia es un problema grave de salud pública [42]. En los últimos 

años se ha impulsado la idea de que estas políticas deben combinarse con otras 

intervenciones en aquellos lugares donde la deficiencia de hierro no es la única causa de 

anemia [16]. La OMS y UNICEF, en 2004 publicaron un documento donde destacaban la 

importancia de la multifactorialidad y de la variabilidad regional de la etiología de la anemia e 

impulsaban el desarrollo de estrategias de salud pública basadas en la evidencia y enfocadas a 

las necesidades de cada población [16]. 

 En el año 2006, tras la publicación de los resultados del estudio de Pemba mencionado 

anteriormente (ver sección “Deficiencia de hierro y malaria”) [76], la OMS convocó una consulta 

de expertos para aclarar el uso de los suplementos de hierro en las áreas con alta prevalencia 

de malaria. Del resultado de esa consulta en el año 2007 se publicaron las siguientes 

recomendaciones: 

 

� Las políticas de tratamiento y prevención de la deficiencia de hierro en las áreas no 

endémicas de malaria no presentan ningún cambio respecto a las recomendaciones 

previas.  

� Los lactantes y niños con malaria y deficiencia de hierro o anemia grave deben ser 

tratados con antimaláricos y antibióticos si procediera, y hierro administrado siempre 

con comida. 
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� En las áreas endémicas de malaria los suplementos de hierro no deben ser 

administrados sin un cribado previo para determinar la presencia de deficiencia de 

hierro. 

� Los suplementos de ácido fólico o las comidas fortificadas con ácido fólico no deben 

ser administradas a lactantes y niños en lugares donde se usen antifolatos como 

antimaláricos [86]. 

� Las estrategias de control de la deficiencia de hierro se resumen en la tabla 3. 

 

 

 En el año 2011, resultados sobre la eficacia y la seguridad de los suplementos 

intermitentes de hierro llevaron a la OMS a publicar un nuevo documento sobre la prevención 

de anemia y deficiencia de hierro. Según este documento los suplementos intermitentes de 

hierro (una vez a la semana) se recomiendan en preescolares y escolares como prevención de 

la ferropenia para disminuir el riesgo de anemia en aquellos lugares donde la prevalencia de 

ésta sea superior al 20%. En las áreas endémicas de malaria los suplementos de hierro deben 

darse con “adecuadas medidas de prevención, diagnóstico y tratamiento” de la malaria. Se 

recomienda añadir ácido fólico una vez a la semana a dosis de 0.3 mgr en niños entre 24 y 59 

meses y de 0.4 mgr para los mayores, aunque estimar la dosis adecuada para los suplementos 

intermitentes con este micronutriente está por determinar. En lugares donde la prevalencia de 

helmintos es endémica (más del 20%), se recomienda combinar los suplementos de hierro con 

el tratamiento para la helmintiasis en mayores de 5 años al menos una vez al año [214]. Los 

niños diagnosticados de anemia deberán ser tratados con hierro diariamente hasta la 

recuperación de las cifras de hemoglobina. Posteriormente pueden iniciar los suplementos 

intermitentes de hierro para evitar la reaparición de la anemia [214]. En los lugares donde la 

prevalencia de anemia sea más del 20%, también se recomienda el uso de múltiples 

micronutrientes para fortificar las comidas semisólidas en los niños entre 6 y 59 meses a partir 

de la introducción de la alimentación complementaria. Se recomienda administrarlos una vez al 

día, durante 2 meses, con 4 meses de descanso, iniciando posteriormente un nuevo ciclo. Los 

micronutrientes que se recomienda incluir son: 12.5 mgr de hierro elemental, 300 �gr de retinol 

y 5 mgr de zinc elemental. En las zonas endémicas de malaria estas medidas deben 

implementarse junto con medidas de prevención, diagnóstico y tratamiento de malaria [215]. 
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Tabla 3: Estrategias de prevención de la deficiencia de hierro en lactantes y niños en 

áreas endémicas de malaria [86] 

Lugares donde estén disponibles 
medidas de detección de ferropenia 

Lugares donde NO estén disponibles 
medidas de detección ferropenia 

Prevención de la deficiencia de hierro  

en menores de 6 meses con bajo peso o pre-término 

� Retraso en el pinzamiento del cordón umbilical 
� Suplementos de hierro durante 3 meses empezando a los 2 meses de edad  
� Los suplementos de hierro sólo deben darse junto con medidas de prevención y 

control de malaria (ver abajo) 
Prevención de la deficiencia de hierro  

en menores de 6 meses término y con peso adecuado 

� Retraso en el pinzamiento del cordón 
umbilical 

� Suplementos de hierro durante 3 
meses empezando a los 2 meses de 
edad sólo en los niños en los que se 
detecte deficiencia de hierro. Los 
suplementos de hierro sólo deben 
darse junto con medidas de prevención 
y control de malaria 

� Retraso en el pinzamiento del cordón 
umbilical 

� Suplementos de hierro durante 3 
meses empezando a los 2 meses de 
edad sólo en los niños con síntomas 
de anemia grave. Los suplementos de 
hierro sólo deben darse junto con 
medidas de prevención y control de 
malaria 

Prevención de la deficiencia de hierro en los niños de 6 a 24 meses 

� Procesar alimentos complementarios 
fortificados con hierro, y si no están 
disponibles tratamiento con hierro 
durante 3 meses sólo en lactantes y 
niños con deficiencia de hierro 
demostrada.  

� El hierro debe ser administrado 
siempre con comida y junto con 
medidas de prevención y tratamiento 
de malaria. 

� Procesar alimentos complementarios 
fortificados con hierro, y si no están 
disponibles tratamiento con hierro 
durante 3 meses sólo en lactantes y 
niños con síntomas de anemia grave.  

� El hierro debe ser administrado 
siempre con comida y junto con 
medidas de prevención y tratamiento 
de malaria. 

Prevención y control de la malaria en todos los casos 

Suministro de redes mosquiteras impregnadas y control de vectores para la prevención y 
tratamiento de malaria con antimaláricos efectivos 

 

 Estas recomendaciones resultan ambiguas y de difícil aplicación. Como se ha descrito, 

en los lugares con alta prevalencia de infecciones las herramientas adecuadas para demostrar 

la deficiencia de hierro no están disponibles, por lo que los suplementos de hierro se deberían 

dar sólo en los individuos con síntomas de anemia grave (ver sección Diagnóstico de la anemia 

ferropénica). Por otro lado, se podría interpretar que la anemia podría usarse como herramienta 

para el diagnóstico de la deficiencia de hierro. Igualar anemia a deficiencia de hierro no es 

correcto, pero permitiría el tratamiento de los niños anémicos y/o deficientes de hierro antes de 

presentar síntomas de anemia grave. En ambos casos no se realizaría prevención de la 

deficiencia de hierro y de la anemia asociada a ésta, sino tratamiento de la anemia, lo que 

impediría evitar la morbilidad asociada a la deficiencia de hierro y a la anemia moderada y leve. 

Por otro lado, la descripción de las “adecuadas medidas de prevención, diagnóstico y 
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tratamiento” de la malaria también resultan ambiguas con un amplio margen de interpretación, 

lo que podría limitar aún más la administración de los suplementos de hierro en las zonas 

endémicas de malaria. 

 

 Por último, la OMS recomienda además la administración de suplementos de vitamina 

A, lo que se ha visto que puede disminuir la anemia en la mayoría, aunque no en todos los 

estudios publicados [216]. Los mecanismos para este efecto no son del todo conocidos, pero 

parece que la vitamina A estimula la eritropoyesis incrementando la producción de EPO, y la 

facilita movilizando los depósitos de hierro. El objetivo de esta política de salud pública no es 

disminuir la anemia, sino disminuir la prevalencia de ceguera secundaria a la deficiencia de 

vitamina A y disminuir la morbi-mortalidad infantil debida principalmente a infecciones como el 

sarampión y la diarrea, por lo que se recomienda en niños de 6 a 59 meses de edad en 

entornos en los que la carencia infantil de vitamina A supere el 20%, o la ceguera nocturna 

supere el 1% en niños de 24 a 59 meses [8]. Todo ello se resume en el último documento 

publicado por la OMS en materia de nutrición [217]. 
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3. Exposición perinatal al VIH/SIDA como causa de morbi-mortalidad 
infantil 

 

3.1 Perspectiva histórica 

 La infección por el VIH es una enfermedad de reciente aparición. Se describió 

inicialmente en 1981, cuando se diagnosticaron los primeros casos de neumonía por 

Pneumocystis jirovecii y sarcoma de Kaposi en hombres jóvenes homosexuales que 

posteriormente se demostró que eran inmunodeprimidos. Esta patología se identificó entonces 

como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), pero el virus causante y su 

fisiopatología no empezó a vislumbrarse hasta 1983 [218]. Los factores de riesgo para padecer 

VIH/SIDA inicialmente identificados en la población americana fueron la homosexualidad 

masculina, el tratamiento previo con derivados sanguíneos, el origen haitiano, y el uso de 

drogas parenterales. Estudios realizados en África encontraron que en estas poblaciones los 

factores de riesgo (promiscuidad heterosexual y residencia urbana) diferían respecto a los 

descritos en Europa y EEUU [219, 220].  

 El primer caso de SIDA infantil, adquirido mediante una trasfusión sanguínea, se 

publica en 1983 [221]. Un mes después se sugiere la posibilidad de la transmisión vertical, al 

diagnosticarse la infección por VIH en un niño sin antecedentes de transfusión nacido en el 

seno de una familia con factores de riesgo para la enfermedad [222]. Esta teoría se confirma al 

poco tiempo al aparecer otros casos similares [223]. En 1985 se constata la lactancia materna 

como nueva posible vía de trasmisión madre-hijo [224]. En ese año ya se tiene constancia de 

50 casos de SIDA pediátrico en EEUU [225] y de la existencia de más casos en Europa. La 

primera descripción de casos de SIDA en niños africanos se realiza en pacientes de origen 

centroafricano ingresados en hospitales de Bélgica entre 1979 y 1983 [226]. Unos años 

después, un estudio realizado en el Zaire mostró que hasta un 11% de los niños hospitalizados 

en un área de la capital eran VIH positivos y que presentaban una mayor mortalidad que los 

niños seronegativos [227]. Ya para entonces era un problema de salud pública que se extendía 

por otros países africanos.  

 

3.2. Incidencia y prevalencia del VIH  

 La infección por VIH es una pandemia con importantes consecuencias a nivel mundial. 

En el año 2012, 35,3 millones de personas vivían con VIH, siendo 3,3 millones niños. El 

número total de personas infectadas en los últimos años ha aumentado debido a un mayor 

acceso al tratamiento antirretroviral (9,7 millones de personas, 40 veces más respecto a 2002). 

Desde el año 2001, la mortalidad ha descendido en niños y adultos un 29%, y el número de 

nuevos casos infantiles ha decrecido un 51%. A pesar de ello, en el año 2012 aún fueron 

registradas 210.000 muertes y 260.000 nuevos casos en la edad pediátrica [228].   

África subsahariana es la región del mundo más afectada por el VIH con un 68% de la 

población infectada, y con el 91% de los nuevos casos infantiles [228]. Dentro del continente 

africano, el sur es la zona más afectada por esta pandemia. El 40% de todas las mujeres con 
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VIH residen en 10 países en el sur de África y esta enfermedad llega a ser responsable del 

35% de las muertes infantiles [229]. 

Mozambique, con 1,4 millones de individuos infectados, es uno de los 10 países más 

afectados por el VIH/SIDA en el mundo [229]. Según la primera encuesta poblacional nacional 

realizada en Mozambique en 2009, la prevalencia general en individuos entre 15 y 49 años fue 

del 15%, siendo del 19% en el sur del país. Sin embargo, un estudio comunitario transversal 

llevado a cabo para determinar la prevalencia de VIH de los individuos entre 18 y 47 años en 

Manhiça (una zona semi-rural del sur de Mozambique), mostró una prevalencia total del 40%, 

siendo del 24% en individuos de 18 a 27 años, del 43% en el grupo de 28 a 37 años y del 45% 

en los individuos de 38 a 47 años. La prevalencia fue mayor en mujeres que en hombres en 

todos los grupos [230]. En esa misma región, la incidencia estimada mediante datos obtenidos 

entre los años 1999 y 2008 aumentó de 3,5 casos cada 100.000 personas-año en 2001, hasta 

14 casos cada 100.000 personas-año en 2004, con estabilización posterior de 12 casos cada 

100.000 personas-año en 2008 [231]. 

Datos nacionales publicados en el año 2010 por el Ministerio de Salud del país 

mostraron que la prevalencia en niños hasta 11 años de edad era de 1,4%, sin presentar 

diferencias entre sexos. La prevalencia mayor (2,3%) se observó en los niños menores de un 

año ya que la principal vía de transmisión es la vertical. En el grupo de entre 1 y 5 años la 

prevalencia descendió a un 1%, debido a la alta mortalidad durante el primer año de vida de los 

niños infectados. A partir de los 5 años se observó un leve ascenso debido a la aparición de 

casos nuevos adquiridos por otras vías de transmisión (abuso sexual, transfusiones 

sanguíneas, escarificaciones rituales…) [232]. 

 

3.3 Transmisión vertical de VIH en niños 

 La trasmisión madre-hijo de VIH (TMH-VIH) es el término que se utiliza para definir la 

transmisión vertical del virus de una madre infectada a su hijo durante el embarazo, el parto o 

la lactancia materna. La mayoría de los niños que adquieren esta enfermedad lo hacen 

mediante esta vía de transmisión. El riesgo de TMH-VIH sin ninguna medida profiláctica 

durante el embarazo y el parto es de entre un 15% y un 30%. Si además se amamanta al 

recién nacido, el riesgo aumenta entre un 5% y un 20%, con una tasa total de trasmisión de un 

20-45% [233]. Sin embargo el uso de profilaxis antirretroviral en la madre y en el niño, el parto 

por cesárea (previo al inicio del trabajo del parto y la ruptura de membranas) y el uso de 

fórmula artificial pueden reducir la TMH-VIH a menos del 1-2% en países desarrollados [234, 

235].  

 En 1994 se demostró que el uso de AZT precozmente durante el embarazo, 

administrado intravenoso a la madre durante el parto y oral durante 6 semanas en el recién 

nacido podía disminuir la TMH-VIH de un 25% a un 8% [236]. Desde entonces se han 

realizados múltiples estudios para evaluar la eficacia de terapias con diferentes fármacos 

antirretrovirales, así como combinaciones de ellos cuyos resultados han guiado las 

recomendaciones de la profilaxis de TMH-VIH hasta la actualidad. 
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 En los PRB, dado que el parto por cesárea electiva antes del inicio de la ruptura de 

membranas es poco factible [237] y el acceso a los antirretrovirales continúa siendo una ardua 

tarea (sólo el 62% de las mujeres embarazadas tuvieron acceso a la profilaxis con terapias 

combinadas de antirretrovirales en 2012), las diferentes recomendaciones han tenido que 

adaptarse a la situación de cada país e incluso de cada región [228]. En estos lugares los 

esfuerzos para prevenir la TMH-VIH se centraron inicialmente en disminuir el tiempo de 

exposición de los niños al virus, reduciendo el trabajo de parto. Posteriormente, se inició el uso 

de los antirretrovirales como profilaxis de transmisión vertical, inicialmente en regímenes más 

sencillos como la dosis única de nevirapina y posteriormente más amplios, reduciendo así la 

trasmisión durante el embarazo y parto a un 2-4% [238, 239].  

 Por otro lado, en estos países la recomendación de realizar lactancia artificial exclusiva 

en los hijos de madres VIH positivas es una opción en ocasiones no factible y poco segura. Las 

enfermedades infecciosas asociadas a la lactancia artificial ocasionan más muertes que los 

nuevos casos de infección por VIH secundarios a la lactancia materna [240]. Para evitar este 

riesgo, la OMS recomienda el uso de la lactancia artificial sólo cuando es AFASS (aceptable, 

factible, asequible, sostenible y segura). Cuando esto no es posible, se recomienda continuar 

amamantando al bebé hasta que la discontinuación de la lactancia materna sea factible. 

Siguiendo estas recomendaciones generales, la OMS ha realizado varias guías para orientar la 

alimentación de los hijos nacidos de madres VIH positivas en los últimos años [12, 21, 229, 

241, 242]. 

 

3.4 Estrategias actuales para la prevención de la transmisión vertical del VIH 

 Las estrategias para la prevención de la transmisión vertical han variado mucho desde 

su inicio y, aunque responden a una base común, la recomendación para los países de renta 

alta no siempre ha sido aplicable en los PRB. En 2013 la OMS publicó un documento donde se 

resume el uso de antirretrovirales para la prevención de la TMH-VIH basándose en la evidencia 

disponible. En esa guía se recomiendan dos opciones: 

a) Suministrar tratamiento antirretroviral a todas las mujeres embarazadas a partir de las 

14 semanas de edad gestacional y madres lactantes durante el periodo de riesgo de 

TMH-VIH (todo el tiempo que dure la lactancia), y posteriormente continuarlo en 

aquellas elegibles para ser tratadas (CD4 � 500 cel/mm3 o estadio clínico de la OMS 3 

ó 4 en el momento de iniciar el tratamiento) para su propia salud (opción B). 

b) Suministrar tratamiento antirretroviral para toda la vida a todas las mujeres 

embarazadas a partir de las 14 semanas de edad gestacional y madres lactantes con 

VIH independientemente de su estatus inmunológico y de sus niveles de CD4, para 

prevenir la TMH-VIH y para tratar la salud de la mujer (opción B+) [242]. 

  

En aquellos países en los que no se recomiende la lactancia artificial para los hijos de las 

madres infectadas por VIH, se recomendará la lactancia materna exclusiva durante los 

primeros 6 meses de vida. A partir de esa edad se introducirá la alimentación complementaria 
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continuando con la leche materna hasta que se cumpla el año de edad y esté asegurada la 

nutrición mediante una dieta sin lactancia materna [242]. 

 La combinación fija de tenofovir (TDF) con lamivudina (3TC) o emtricitabina (FTC) y 

efavirenz (EFV) administrada una vez al día, es la primera línea de tratamiento antirretroviral 

recomendada para mujeres embarazadas (incluyendo el primer trimestre) y madres lactantes. 

Los hijos de las madres que reciben tratamiento antirretroviral y que están siendo 

amamantados deben recibir profilaxis con nevirapina diaria durante 6 semanas. Los niños que 

son alimentados con fórmula artificial deben recibir profilaxis de 4 a 6 semanas con nevirapina 

en una dosis diaria o AZT dos veces al día [242]. 

 

3.5 Impacto de la exposición al VIH en los hijos de madres VIH positivas  

 El número de niños infectados por el VIH en el mundo, aunque todavía elevado, está 

descendiendo debido a la mejora en la prevención de la transmisión vertical. Por el contrario, 

los hijos de madres infectadas por el VIH que a pesar de exponerse al virus no se infectan, van 

en aumento debido a las elevadas prevalencias de VIH, principalmente en el sur de África, al 

aumento de la supervivencia de las madres infectadas, así como a la mejora en la prevención 

de la TMH-VIH. Los niños expuestos pero no infectados (ENI), aunque con mejor pronóstico 

que los VIH positivos, presentan un mayor riesgo de sufrir alteraciones hematológicas y 

clínicas, comparados con los niños no expuestos. A pesar de ello, la información disponible 

sobre este grupo continúa siendo escasa, en ocasiones contradictoria, y por ello las políticas de 

salud pública relacionadas con ellos son prácticamente inexistentes [17]. La mayoría de los 

estudios sobre los niños ENI se han realizado en Europa y EEUU, con poblaciones que no son 

comparables a las africanas, ya que en esos países la población infantil expuesta al VIH 

generalmente pertenece a una clase social marginal y sus madres son frecuentemente 

consumidoras de drogas por vía parenteral. Por otro lado, en África estos niños están 

expuestos a una mayor carga de enfermedades como la malaria y la desnutrición entre otras, 

suelen ser amamantados, y no tienen acceso a la profilaxis con antirretrovirales equivalente a 

la de los países de mayor renta. Entre los estudios realizados en África subsahariana, muchos 

se han realizado sin un grupo control de madres VIH negativas, o no han sido diseñados para 

estudiar los niños ENI [22, 24, 26, 243]. 

 

3.5.1 Alteraciones hematológicas e inmunológicas asociadas a la exposición del VIH 

materno 

 La presencia de anemia en los niños ENI se ha descrito en varios estudios, pero la 

mayoría de ellos se realizaron en sujetos expuestos a antirretrovirales, por lo que se 

responsabiliza a estos fármacos de las alteraciones hematológicas encontradas [236, 244, 

245]. Los niveles disminuidos de Hb se asocian principalmente al uso de AZT y se relacionan 

inversamente con la duración del tratamiento de la madre y del niño [236, 246]. El uso de triple-

terapia en la madre, principalmente si incluye un inhibidor de la proteasa, también es un factor 

de riesgo de anemia en los niños ENI [247-249]. La anemia asociada a la exposición a 
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antirretrovirales es macroscópica y suele resolverse en los 3 primeros meses de vida [245, 247, 

250, 251].  

 El VIH parece afectar también directamente a la formación de células sanguíneas en 

los hijos de madres infectadas, como se deduce de las alteraciones en la hematopoyesis 

observadas en los fetos de estas mujeres [252], así como de la presencia de menores cifras de 

Hb en niños ENI respecto a niños no expuestos en cohortes que no recibieron antirretrovirales 

[253].  

 Otros cambios observados en los niños ENI, la mayoría de ellos expuestos a 

antirretrovirales, son menores cifras de leucocitos, neutrófilos y linfocitos [245, 247, 248]. En 

algunas cohortes europeas se ha observado neutropenia en más de un 40% de los casos. Ésta 

se resuelve generalmente en los primeros 3 meses, aunque en ocasiones se alarga hasta los 

18 meses [245, 247, 248]. Otras cohortes africanas no han podido confirmar estos hallazgos 

[254, 255].  

 En los niños ENI también se ha descrito un aumento de las células CD8 y una 

disminución de las células CD4 [256-259], así como un incremento de células memoria junto a 

un descenso de las células naive (CD4 y CD8) [260]. La duración de estos hallazgos no está 

claramente definida ya que, aunque parece que las poblaciones celulares se normalizan antes 

del primer año de edad, algunos estudios han observado que se mantienen alteradas hasta la 

adolescencia incluso en cohortes no expuestas a antirretrovirales [261, 262]. Los niños ENI 

presentan además una menor producción tímica y una mayor activación inmune comparado 

con los niños no expuestos al VIH [263-265]. Del mismo modo la inmunidad humoral también 

está afectada en estas poblaciones. Los niños ENI presentan menores niveles de anticuerpos 

frente a patógenos habituales como Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Bordetella pertussis, 

neumococo y tétanos [266].  

 Las consecuencias clínicas de estas alteraciones inmunológicas no se conocen, pero 

podrían ser las responsables del aumento de la morbi-mortalidad de estos niños [17]. El menor 

tamaño del timo observado en los niños ENI se asocia a una mayor mortalidad a los 6 meses 

de edad [263, 267-269]. Sin embargo la neutropenia descrita en cohortes europeas no se 

asocia con infecciones bacterianas graves [247]. La respuesta a vacunas sí parece estar 

alterada en los niños ENI, ya que presentan una menor respuesta a vacuna BCG [270], aunque 

no se ha confirmado en todos los estudios [271]. La proporción de niños que no responden a la 

vacuna frente al virus de la hepatitis B es mayor en el grupo de ENI comparado con los niños 

no expuestos al VIH. Estos niños también presentaron concentraciones menores de 

anticuerpos post-vacunales frente al tétanos y la difteria, aunque en valores normales de 

protección [272]. Estas respuestas vacunales alteradas no parecen estar relacionadas con los 

niveles de CD4, sino con cambios funcionales de los linfocitos T y de las células presentadoras 

de antígenos [272]. Por otro lado, diferentes estudios han encontrado respuestas a vacunas 

frente a Hib, tétanos [266] y sarampión [273] similares entre los niños ENI y los niños no 

expuestos al VIH e incluso respuestas más robustas entre los ENI a las vacunas frente a 

neumococo y Bordetella pertussis [266]. Se ha sugerido que esto último podría ser debido a la 
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presencia de una menor concentración de anticuerpos específicos transferidos por la madre, 

que conllevaría una menor interacción de éstos con los antígenos vacunales induciendo una 

mayor respuesta [274].  

 El origen de las alteraciones inmunológicas observadas en estos niños tampoco está 

del todo claro. Aparte de que puedan ser secundarios a la exposición a antirretrovirales, la 

exposición directa al VIH también podría ser la causa. Un porcentaje elevado de los recién 

nacidos hijos de madres VIH positivas que permanecen negativos presentan respuestas 

específicas al VIH, lo que demuestra un contacto del sistema inmunológico del niño con el virus 

durante el embarazo, a pesar de que no haya habido infección [275-279]. Las respuestas 

específicas de la placenta de las madres infectadas y la alteración de su sistema inmune, 

también podrían jugar un papel en el desarrollo de las alteraciones inmunitarias de sus hijos 

[256]. Asimismo, una menor transferencia de anticuerpos placentarios [266, 280], o de factores 

inmunitarios a través de la lactancia materna también se han propuesto como posibles causas 

[17]. Las madres VIH positivas presentan menores niveles de determinados anticuerpos (Hib y 

neumococo), pero no de otros (Bordetella pertussis o tétanos), por lo que esto podría explicar 

sólo parcialmente los hallazgos encontrados [266]. Por otro lado, otros autores no hallaron 

diferencias en las concentraciones de factores inmunitarios en la leche materna entre las 

madres VIH positivas y las negativas [281].  

 
3.5.2 Morbi-mortalidad en los niños expuestos al VIH no infectados 

 Según numerosos estudios, los niños ENI en África, tienen mayor riesgo de morir [18, 

25-27, 282] y de enfermar que los niños no expuestos al VIH [22, 27, 28, 283, 284]. Sin 

embargo, en otros estudios también en África se ha observado que los indicadores de salud de 

estos niños comparados con los de los niños no expuestos son similares [23, 243, 285], al igual 

que en series europeas y americanas [286]. Una posible explicación para las diferencias entre 

estudios es que la mayor morbi-mortalidad no se deba a la exposición al VIH en sí misma, sino 

a otros factores de riesgo inespecíficos como la enfermedad y muerte materna, la anemia 

materna, el bajo nivel socioeconómico, el tipo de alimentación, el bajo peso al nacimiento, la 

prematuridad o la carga de enfermedad a la que están expuestos [17, 18, 283, 287].  

 Por otro lado, en los niños ENI se han descrito casos de neumonía por Pneumocystis 

jirovecii, un patógeno oportunista asociado a la infección por VIH [28], así como otras 

infecciones graves normalmente sólo presentes en inmunodeficientes [288]. Los niños ENI 

también presentan una predisposición especial a sufrir patología respiratoria más grave [289], 

incluso con ratios de infecciones respiratorias equivalentes a los niños VIH positivos [290], así 

como una mayor incidencia de infecciones por estreptococo del grupo B, principalmente 

postnatales, y de mayor gravedad que en la población general [291]. Además, los estudios que 

han encontrado diferencias en la morbilidad, más frecuentemente lo han hecho entre las series 

de niños más graves (aquellos que necesitaron ingresos) [281, 292], mostrando peor respuesta 

al tratamiento [293, 294], así como anemia más grave en los ingresos por malaria [295]. De 
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esto se deduce que puede que no existan grandes diferencias en el número de eventos, pero si 

en la gravedad de éstos [284].  

 Las niños ENI por el VIH que han estado expuestos a antirretrovirales, también 

presentan alteraciones cardiacas que pueden empeorar su pronóstico, haciendo necesario un 

especial seguimiento de este tipo de patología [296]. Así mismo, tienen un peor pronóstico 

postoperatorio, con un mayor riesgo de presentar infecciones y otras complicaciones 

postquirúrgicas [297]. 

 
3.5.3. Factores de riesgo para un peor pronóstico en los niños ENI 

 Existen varios factores de riesgo que se han relacionado con un peor pronóstico en los 

niños ENI. Algunos de ellos son la muerte materna [22], la gravedad de la enfermedad de la 

madre [298], los CD4 maternos [282, 286, 292, 298], la carga viral materna [298], la anemia 

materna [299] o el bajo peso al nacimiento [300]. Junto a ellos, las recomendaciones de limitar 

la lactancia materna en los hijos de madres VIH positivas, se ha demostrado como un 

importante factor de riesgo de morbi-mortalidad [2, 240], y se considera el principal factor 

modificable [17]. Además se considera un factor de confusión, ya que es la principal diferencia 

entre cohortes de niños expuestos y no expuestos al VIH en diversos estudios [17].  

 La OMS recomienda la lactancia artificial para los hijos de madres VIH positivas 

siempre que esta sea AFASS, lo que en África subsahariana ocurre excepcionalmente [301]. 

En caso contrario se recomienda lactancia materna hasta que el niño tenga acceso a una dieta 

segura y equilibrada. La dificultad de la aplicación de estas recomendaciones ha llevado a las 

madres VIH positivas a un desmame precoz de sus hijos en ausencia de una alternativa 

AFASS, con el consiguiente aumento de la exposición a patógenos y alteración de sus 

funciones inmunitarias y su crecimiento [17]. Por otro lado, debido a la asociación entre la 

TMH-VIH y la lactancia mixta, en muchos casos el desmame fue abrupto lo que empeoró el 

estado nutricional de esos niños sin un aumento de la supervivencia libre de VIH [302]. Por el 

contrario, el hecho de que la mayoría de las infecciones observadas en los niños ENI sean de 

origen respiratorio, apoya el hecho de que la mayor morbilidad en estos niños no se debe sólo 

al tipo de alimentación, ya que la lactancia materna se asocia principalmente a una disminución 

de infecciones gastrointestinales [284]. Además, también se han observado peores indicadores 

de salud en niños ENI comparado con niños no expuestos en estudios en los que ambos 

siguieron un tipo de alimentación similar [282, 292, 303]. 

 La desnutrición también se ha propuesto como una posible causa de mal pronóstico en 

los niños ENI, como sugiere un estudio en niños post-operados [297]. Los niños ENI 

presentaron peores curvas de crecimiento que los niños no expuestos, principalmente en los 

primeros meses de vida, sólo para algunos de los parámetros estudiados y de forma limitada 

en el tiempo [282, 303-305]. Algunos autores sugieren que las diferencias observadas en las 

curvas de crecimiento podrían ser secundarias al bajo peso al nacimiento de algunos de estos 

niños [282, 304]. Otra posible explicación es la menor producción de leche de la madres VIH 

positivas más enfermas, que presentan mastitis frecuentemente [305]. Las diferencias, aunque 
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estadísticamente significativas, son transitorias y pequeñas (0.2-0.3 Z score), y no se han 

observado en todos los estudios en los que la cohorte de niños ENI presentaron peor 

pronóstico [284]. 

 La mayor exposición de los niños ENI a otras infecciones frecuentes en sus padres 

inmunodeprimidos, como tuberculosis, P. jirovecii o citomegalovirus, es otro factor de riesgo 

añadido en estos niños.  

 En un estudio realizado en el año 2012 se analizó la prevalencia de las infecciones 

graves en los niños ENI controlando factores como bajo peso al nacimiento, prematuridad, 

calendario vacunal desactualizado, desnutrición, anemia en el niño o inmunosupresión 

materna, pero los resultados continuaron mostrando peores índices sanitarios entre los niños 

ENI, lo que demuestra la cantidad de factores involucrados y la complejidad de controlarlos 

[284]. La siguiente figura resume todos estos factores: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Mecanismos que pueden contribuir a la mayor morbilidad y mortalidad de los 

niños ENI. Adaptación de la figura de S. Filteau [17]. 
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II. Hipótesis y objetivos 
 

1. Hipótesis 
 

� La etiología de la anemia en niños en edad preescolar en África subsahariana, aun 

siendo multifactorial, puede variar según las regiones y la gravedad de la anemia. 

Las infecciones como la malaria y las deficiencias nutricionales como la deficiencia 

de hierro son las principales causas de anemia en esta población.  

� Los niños VIH negativos nacidos de madres VIH positivas tienen más riesgo que 

los hijos de madres VIH negativas de presentar anemia, inmunidad alterada y una 

mayor morbilidad.  

 
2. Objetivos 

 
2.1 Objetivo general 

� Profundizar en el conocimiento de la anemia y la exposición perinatal al VIH en 

niños en edad preescolar de un área semi-rural del Sur de África con el fin de 

orientar políticas de salud pública que disminuyan su frecuencia y consecuencias.  

 

2.2 Objetivos específicos 

� Determinar las principales etiologías de anemia en niños menores de 5 años. 

� Determinar el papel que tienen la hemozoína y los gametocitos de Plasmodium 

falciparum en la médula ósea en la patogenia de la anemia asociada a malaria.  

� Evaluar la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores existentes para el 

diagnóstico de la deficiencia de hierro en un área con alta prevalencia de 

infecciones. 

� Evaluar el impacto de la exposición al VIH en los parámetros hematológicos e 

inmunológicos en lactantes VIH negativos hijos de madres VIH positivas. 

� Describir la morbilidad durante el primer año de vida de los lactantes VIH negativos 

hijos de madres VIH positivas. 
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III. Materiales y métodos 
 
 El trabajo de campo de los estudios descritos en esta tesis se ha realizado en el Centro 

de Investigación de Manhiça (CISM), y en el Hospital Distrital de Manhiça (HDM). Ambos se 

encuentran situados en el distrito de Manhiça, en la provincia de Maputo, en el Sur de 

Mozambique. Mozambique es un país del cono Sur de África. La figura 3 muestra su situación 

en el continente africano. Su índice de desarrollo humano en el año 2012 fue 185 de 186 

países [306].  

 

Figura 3: Situación de Mozambique en el mapa del cono Sur de África 

 

 
 

 Manhiça es un área semi-rural situada a 80 kilómetros al norte de la capital del país, 

Maputo. Esta región, situada a las orillas del rio Incomati, tiene una extensión de 2.380 Km2 y 

una población registrada en el censo de 2007 de 157.642 habitantes, 12% de los cuales eran 

niños menores de 5 años. Su economía se basa en la agricultura de subsistencia. La figura 4 

muestra el distrito de Manhiça. 

Desde 1996, el CISM mantiene un sistema de vigilancia demográfica [307] que en el 

año 2009 abarcaba una población de 84.726 habitantes (18% menores de 5 años) en un área 

de unos 500 Km2. El sistema de vigilancia se mantiene actualizado mediante un sistema de 

rotación que permite visitar todos los agregados familiares cada 6 meses e identificar a cada 

uno de los aproximadamente 10.000 niños menores de 5 años del área. Los nacimientos, las 

muertes, los movimientos migratorios y los embarazos son registrados, así como cada visita 

realizada al hospital o a cualquiera de los centros de salud periféricos. En el momento de 

realizarse el estudio, el HDM daba servicio a una población de 140.000 habitantes y contaba 

con una zona de ingreso de 110 camas, consultas externas, servicio de urgencias hospitalarias 

de 24 horas y un quirófano. Existía además un hospital para pacientes infectados por el VIH 
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que atendía a cerca de 1.000 niños menores de 15 años, de los cuales 175 se encontraban en 

tratamiento antirretroviral. 

La tasa de mortalidad en menores de 5 años fue de 138,6/1.000 en 2005 [307]. Las 

principales causas de muerte fueron malaria, infecciones respiratorias y VIH/SIDA [308]. La 

transmisión de malaria en Manhiça es perenne, con una marcada estacionalidad en la época 

de lluvias que abarca de noviembre a abril, y principalmente debida a Plasmodium falciparum 

[309]. El principal vector involucrado es el mosquito Anopheles funestus y la tasa de 

inoculación entomológica en el 2002 era de 38 picaduras infectivas por persona y año [310]. La 

transmisión vertical de VIH en el primer mes de vida era del 12% y el riesgo general de 

transmisión de VIH durante el primer año ascendía al 26% [311]. 

 
Figura 4: Distrito de Manhiça. 

 
Obtenido de www.manhica.org. Acceso 1 de abril de 2014. 
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IV. Resultados 
Artículo 1: Etiología de la anemia en niños de un área semi-rural de 
Mozambique 

 

Cinta Moraleda, Ruth Aguilar, Llorenç Quintó, Tacilta Nhampossa, Montse Renom, Augusto 

Nhabomba, Sozinho Acácio, John J. Aponte, Delino Nhalungo, Ariel H. Achtman, Louis 

Schofield, Helder Martins, Eusebio Macete, Pedro L. Alonso, Clara Menéndez 

 

Resumen 

 

Antecedentes y objetivos 

Los grados moderados de anemia también se asocian a una mayor morbi-mortalidad. A pesar 

de esta evidencia, los programas para el control de la anemia son deficientes, reflejando el 

escaso conocimiento sobre la contribución de las diferentes etiologías de la anemia. Con la 

intención de mejorar el control de la anemia en las poblaciones más vulnerables se realizó un 

estudio para determinar su etiología en niños africanos en edad preescolar. 

Métodos 

Se llevó a cabo un estudio en Mozambique de casos y controles, siendo los casos 443 niños 

preescolares hospitalizados con anemia (concentración de Hb < 11gr/dl) y los controles 

comunitarios 289 niños sin anemia. Se realizaron análisis univariado y de regresión logística 

multivariable para identificar los factores de riesgo asociados a la anemia y se estimaron sus 

fracciones atribuibles ajustadas (AAF). 

Resultados 

La infección por malaria (odds ratio ajustado (AOR)=8,39, p<0,0001; AAF=37%), el bajo peso 

para la altura (AOR=8,10, p<0,0001; AAF=43%), la deficiencia de pre-albúmina (AOR=7,11, 

p<0,0001; AAF=77%), la deficiencia de albúmina (AOR=4,29, p=0,0012; AAF=30%), la 

infección por VIH (AOR=5,73, p=0,0060; AAF=18%) y la deficiencia de hierro (AOR=4,05, 

p<0,0001; AAF=53%) se asociaron con anemia. La deficiencia de vitamina A y la alfa-talasemia 

fueron frecuentes (69% y 64%, respectivamente en casos), pero no se asociaron con la anemia 

de manera independiente. La bacteriemia (Odds ratio (OR)=8,49, p=0,004), la infección por 

Parvovirus-B19 (OR=6,05, p=0.017) y la infección por VEB (OR=2,10, p=0,0015) se 

relacionaron con anemia sólo en el análisis no ajustado. Ni la deficiencia de vitamina B12, ni los 

parásitos intestinales, se asociaron con anemia.  

Conclusiones 

La desnutrición, la deficiencia de hierro y las infecciones por malaria y VIH son las principales 

causas de anemia en los niños mozambiqueños preescolares. Es necesario reforzar los 

programas efectivos y las estrategias para la prevención y el manejo de estas patologías. A 

pesar de ello, la deficiencia de hierro, una condición frecuente, prevenible y tratable permanece 

olvidada por la comunidad de la salud pública internacional.
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Artículo 2: Retos en el diagnóstico de la deficiencia de hierro en niños 
expuestos a una alta prevalencia de infecciones 

 

Ruth Aguilar, Cinta Moraleda, Llorenç Quintó, Montse Renom, Lázaro Mussacate, Eusebio 

Macete, Josep L. Aguilar, Pedro L. Alonso, Clara Menéndez 

 
Resumen 

 

Antecedentes 

La OMS recomienda la administración de suplementos de hierro en áreas de alta prevalencia 

de infecciones sólo a los niños deficientes de hierro, pero esto es raramente implementado. 

Una de las principales razones es la idea de que los suplementos de hierro aumentan la 

susceptibilidad frente a algunas infecciones como la malaria. Otra razón es que la infección 

afecta los marcadores actualmente utilizados para el diagnóstico de la deficiencia de hierro, 

dificultándolo. Con el objetivo de mejorar el diagnóstico y el manejo de la ferropenia se han 

evaluado diferentes marcadores de deficiencia de hierro en niños expuestos a una alta 

prevalencia de infecciones. 

Metodología y principales hallazgos  

Los marcadores de hierro séricos se compararon con el contenido de hierro en médula ósea 

determinado en 180 niños anémicos que consultaron en un hospital rural de Mozambique. El 

80% (144/180) de ellos presentaron deficiencia de hierro en el examen de médula ósea, 88% 

(155/176) sufría algún proceso inflamatorio, 66% (119/180) tenían anemia moderada, 25% 

(45/180) anemia grave y 9% (16/180) anemia muy grave. La CHCM presentó una sensibilidad 

del 51% y una especificidad del 71% para la detección de deficiencia de hierro. El RsTF y el 

índice de receptor de transferrina-ferritina (RsTF/logaritmo de ferritina) (ajustado por la proteína 

C reactiva) mostraron las mejores áreas bajo las curvas ROC (0,75 y 0,76, respectivamente), y 

fueron los marcadores más sensibles para la detección de deficiencia de hierro (83% y 75%, 

respectivamente), pero con especificidades moderadas (50% y 56%, respectivamente). 

Conclusiones 

La deficiencia de hierro determinada mediante el examen de médula ósea fue extremadamente 

frecuente en estos niños expuestos a una alta prevalencia de infecciones. A pesar de ello, 

incluso utilizando los mejores marcadores séricos de deficiencia de hierro, ésta no pudo ser 

identificada en un 25% de los niños. Aunque estos resultados no son directamente 

extrapolables a la comunidad, ante estos hallazgos es urgente disponer de unos indicadores de 

ferropenia más fiables, asequibles y sencillos de usar, para reducir la anemia por deficiencia de 

hierro en los PRB donde es más prevalente.  
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Challenges in the Diagnosis of Iron Deficiency in
Children Exposed to High Prevalence of Infections
Ruth Aguilar1,2,3*, Cinta Moraleda1,3, Llorenç Quintó1, Montse Renom1,3, Lázaro Mussacate3,

Eusebio Macete3, Josep L. Aguilar4, Pedro L. Alonso1,3, Clara Menéndez1,2,3

1 Barcelona Centre for International Heath Research, Hospital Clı́nic, University of Barcelona, Barcelona, Spain, 2CIBER Epidemiology and Public Health, Barcelona, Spain,

3Manhiça Health Research Center, Maputo, Mozambique, 4Department of Pathology, Hospital Clı́nic, University of Barcelona, Barcelona, Spain

Abstract

Background: While WHO guidelines recommend iron supplements to only iron-deficient children in high infection pressure
areas, these are rarely implemented. One of the reasons for this is the commonly held view that iron supplementation
increases the susceptibility to some infectious diseases including malaria. Secondly, currently used markers to diagnose iron
deficiency are also modified by infections. With the objective of improving iron deficiency diagnosis and thus, its
management, we evaluated the performance of iron markers in children exposed to high infection pressure.

Methodology/Principal Findings: Iron markers were compared to bone marrow findings in 180 anaemic children attending
a rural hospital in southern Mozambique. Eighty percent (144/180) of the children had iron deficiency by bone marrow
examination, 88% (155/176) had an inflammatory process, 66% (119/180) had moderate anaemia, 25% (45/180) severe
anaemia and 9% (16/180) very severe anaemia. Mean cell haemoglobin concentration had a sensitivity of 51% and
specificity of 71% for detecting iron deficiency. Soluble transferrin receptor (sTfR) and soluble transferrin receptor/log ferritin
(TfR-F) index (adjusted by C reactive protein) showed the highest areas under the ROC curve (AUCROC) (0.75 and 0.76,
respectively), and were the most sensitive markers in detecting iron deficiency (83% and 75%, respectively), but with
moderate specificities (50% and 56%, respectively).

Conclusions/Significance: Iron deficiency by bone marrow examination was extremely frequent in these children exposed
to high prevalence of infections. However, even the best markers of bone marrow iron deficiency did not identify around a
quarter of iron-deficient children. Tough not directly extrapolated to the community, these findings urge for more reliable,
affordable and easy to measure iron indicators to reduce the burden of iron deficiency anaemia in resource-poor settings
where it is most prevalent.
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Introduction

Iron deficiency (ID) is the most common and widespread

nutrient deficiency, affecting approximately two billion people

worldwide and resulting in over 500 million cases of anaemia

[1,2]. In sub-Saharan Africa, the prevalence of iron-deficiency

anaemia (IDA) is estimated around 60% [1,2], with 40 to 50% of

children under five years of age in developing countries being iron

deficient [3]. ID has been estimated to cause around 800,000

deaths and 35,057,000 disability adjusted life years lost annually

[2], with the greatest toll in South-East Asia and Africa [1,4].

By six months of age there is a physiological depletion of the

iron stores that were accumulated by the foetus in the last months

of pregnancy. If the infant’s diet does not provide enough iron,

there is a significant risk to develop IDA. This physiological iron

deficiency is often exacerbated by the early introduction of

weaning foods [4], that frequently contain iron absorption

inhibitors [5]. Iron deficiency may also be worsened by intestinal

chronic blood loss from intestinal parasitic infections [3,6]. All

these determinants are frequent in developing countries, leading to

a prevalence of ID that may reach more than 30% by 12 months

of age [7]. Because IDA tends to develop slowly, adaptation occurs

and the disease can go unrecognized for long periods, yet having

an important impact on the children’s physical and cognitive

development [8].

The controversy around the risk-benefit ratio of giving iron

supplements to individuals exposed to malaria is still unresolved

[9,10]. While a recent Cochrane review on this issue concluded

that ‘‘iron supplementation does not adversely affect children

living in malaria-endemic areas and should not be withheld from

them’’ [11], the current WHO guidelines on iron supplementation

to children exposed to malaria and high prevalence of infections

recommend ‘‘against universal iron supplementation for children

under the age of two years living in malaria-endemic areas’’

[12,13]. Moreover, screening to identify iron-deficient children is
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recommended ‘‘with directed treatment of iron-deficient children

only’’ [13]. This inconsistency between the evidence and what it is

actually recommended is leading to different interpretations by

policy makers and health personnel, and a lack of implementation

of policies to prevent a significant global health problem.

The diagnosis of IDA may be suggested by some signs and

symptoms, but specially by blood tests indicating low haemoglo-

bin, ferritin, and plasma iron levels. However, it has long been

recognized that in developing countries interpretation of these and

other biochemical tests is limited by the confounding effects of

infection, inflammation and malnutrition [14,15,16,17]. Thus,

precisely where IDA is most common, it is also more difficult to

diagnose and therefore treat.

A reliable, non-invasive tool for the assessment of ID in these

populations remains elusive. The use of the ratio of soluble

transferrin receptor to log ferritin concentrations (sTfR/log ferritin

index) has been advocated to assess iron status [18]. However, this

index is also limited because its parameters are influenced by the

erythropoietic activity and inflammation [19,20]. Moreover, we

found that malaria infection was associated with a significant

increase in sTfR plasma levels, even higher than those observed in

IDA, thus questioning the role of sTfR levels in the diagnosis of

IDA in individuals exposed to malaria [16].

Until now, the microscopic examination of Perl’s Prussian blue

stained bone marrow aspirate remains the ‘‘gold standard’’ for the

assessment of iron stores [21]. However, this is an invasive

procedure and not logistically feasible in most settings where the

diagnosis of ID is both most needed and problematic.

A previous study among severely anaemic Malawian children

comparing various iron markers against bone marrow iron content

found that TfR-F index was the best predictor of bone marrow

iron stores deficiency (sensitivity 74% and specificity 73%) [22].

However, even using this index as a proxy for ID, a significant

number of iron deficient children would not be diagnosed and thus

receive adequate treatment. On the other hand, evaluation of the

performances of iron markers in other well defined populations

from highly infectious settings is needed to know if they could be

extrapolated. In order to contribute to improving the diagnosis of

ID in children exposed to high infection pressure, we have

evaluated the sensitivity and specificity of currently used iron

markers using bone marrow iron content as the ‘‘gold standard’’ in

Mozambican children with several degrees of anaemia.

Materials and Methods

Ethics Statement
The study protocol was approved by the National Mozambican

Ethics Committee and the Hospital Clı́nic of Barcelona Ethics

Review Committee. Parents-guardians were informed of the goals,

procedures, benefits and risks of taking a bone marrow sample

from their child, and it was never offered to them any financial or

material inducement to agree on it. They were also given the

choice of consenting to the participation of their child in the

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the
study participants.

Characteristics Result

Age (months)* 22.06 (13.67)

Gender Male 102 (57%)

Female 78 (43%)

Fever 163 (91%)

Wasted (WAZ,22) 88 (49%)

Stunted (HAZ,22) (n = 179) 56 (31%)

Haemoglobin* 7.73 (1.97)

Degree of anaemia Moderate 119 (66%)

Severe 45 (25%)

Very severe 16 (9%)

Inflammation (n = 176) 155 (88%)

P. falciparum (n = 170) 74 (44%)

Clinical Malaria (n = 170) 73 (43%)

HIV (n = 164) 40 (24%)

Parvovirus B19 15 (8%)

Epstein-Barr virus 56 (31%)

Bacteraemia (n = 173) 13 (8%)

a-Thalassaemia (n = 41) 32 (78%)

Bone marrow iron content Absent 54 (30%)

Diminished 90 (50%)

Normal 14 (8%)

Increased 22 (12%)

*Arithmetic Mean (SD).
N = 180 and results expressed as n (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: HAZ, height for age Z score; Hb, haemoglobin; HIV, human
immunodeficiency virus; WAZ, weight for age Z score.
doi:10.1371/journal.pone.0050584.t001

Table 2. Proportion of children classified as iron deficient
using internationally accepted cut-off values of iron markers.

Iron deficient

Iron marker Obs.
Normal
levels n %

Ferritin (ng/ml) 173 30–300 21 12

Ferritin (ng/ml) by CRP 173 15 9

CRP,1 mg/dl 21 12–300

CRP$1 mg/dl 152 30–300

Ferritin (ng/ml) by age 173 1 1

3–5 months 6 50–200

.5 months 167 7–140

sTfR (mg/l) 163 0.83–1.76 124 76

TfR-F index 163 #1.5 57 35

TfR-F index by CRP 163 63 39

CRP,1 mg/dl 17 #1.5

CRP$1 mg/dl 146 #0.8

Plasma iron (mg/dl) 176 22–150 114 65

Transferrin (g/l) 176 2.0–3.85 1 1

Transferrin saturation (%) 176 16–45 135 77

TIBC (mg/l) 176 1–4 24 14

MCHC (g/dl)* 173 32.0–36.8 81 47

MCV (fl) by age 174 87 50

,2 years 110 70–91

$2 years 64 73–89

Abbreviations: CRP, C reactive protein; MCHC, mean cell haemoglobin
concentration; MCV, mean cell volume; Obs, observations; sTfR, soluble
transferrin receptor; TfR-F index, transferrin-ferritin index; TIBC, total iron
binding capacity.
doi:10.1371/journal.pone.0050584.t002
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anaemia case-control study but refusing to bone marrow sample

donation for the iron biomarkers study here presented. All the

explanations were given in Portuguese (the National language) and

when required in Changana (the local language). The parents-

guardians of all children included in the study provided written

informed consent.

Study Site
The study was carried out at the Centro de Investigação em

Saúde de Manhiça (CISM) in Manhiça District, southern

Mozambique. The characteristics of the area have been described

in detail elsewhere [23,24,25]. Malaria transmission of moderate

intensity is perennial with some seasonality. More than 95% of the

malaria infections are due to Plasmodium falciparum [26]. Adjacent

to the CISM is the Manhiça District Hospital (MDH), a 110 bed

health facility. The main causes of hospital attendance and

admission among children in the area are pneumonia [27],

malaria [25], anaemia [24], malnutrition and HIV-related diseases

(unpublished data). HIV prevalence in pregnant women was 29%

in 2010 [28].

Study Participants and Procedures
The study was undertaken as part of a case-control study on the

aetiology and risk factors of anaemia in children less than 5 years

of age. Children aged 1 to 59 months, attending the MDH

emergency department between October 2008 to August 2010

with anaemia (haemoglobin (Hb) ,11 g/dl), and with no history

of blood transfusion in the preceding 4 weeks, were recruited as

cases if their parents-guardians gave written informed consent.

Haemoglobin concentration was measured at the time of

recruitment by the HemoCueH system (HemoCueH HB 201+,

Änghelom, Sweden). A complete clinical examination was

performed and the information was entered onto standardized

questionnaires together with demographic data. Four ml of venous

blood were collected by venipuncture for malaria parasitaemia

examination, bacterial culture, full blood count and biochemical

and molecular determinations. Participating children were offered

voluntary HIV counselling and testing. A bone marrow aspiration

was performed from the anterior-superior iliac crest or the tibia,

under conscious sedation with parenteral ketamine, atropine and

diazepam [29,30,31]. Bone marrow aspirates were not performed

in children ,3 months of age or with medical counter-indications

such as severe respiratory distress, history of seizures, suspected

intracranial hypertension, or any risk at the discretion of the

responsible clinician. There were no adverse effects associated to

bone marrow biopsy, however there were three adverse effects

associated to sedation. One child presented bronchial hyper-
secretion and bone marrow aspirate was then not
performed. Two other children vomited during the
aspirate, also due to the administration of sedatives.
Resuscitation equipment was always available during the proce-

dure. All children received treatment according to their clinical

condition and following national guidelines.

Laboratory Methods
A complete blood count was performed on an automated

haematology analyzer Sysmex XT-2000i (Sysmex Corporation,

Randburg, South Africa). P. falciparum parasites were identified by

microscopy of thick and thin Giemsa-stained blood films [32]. P.

falciparum-specific real time quantitative PCR (qPCR) was

performed on microscopically negative samples [33]. HIV status

was assessed using the Determine HIV-1/2 Rapid Test (Abbott

Laboratories, Abbott Park, IL) and positive results were confirmed

by the Uni-Gold Rapid Test (Trinity Biotech Co., Wicklow,

Ireland). For children ,18 months who were positive by both HIV

rapid tests and for cases with discordant results, HIV infection was

confirmed using the HIV-1 DNA-PCR kit (Roche Molecular

Table 3. Sensitivity, specificity and accuracy of internationally
accepted cut-off values of iron markers to identify iron stores
deficiency using bone marrow iron content as ‘‘gold
standard’’.

Iron marker True False

Pos Neg Pos Neg
Sensitivity
(%)

Specificity
(%)

Accuracy
(%)

Ferritin (ng/
ml)

21 35 0 117 15 100 32

Ferritin (ng/
ml) 1

15 35 0 123 11 100 29

Ferritin (ng/
ml) 2

1 35 0 137 1 100 21

sTfR 107 17 17 22 83 50 76

TfR-F index 54 31 3 75 42 91 52

TfR-F index 3 97 19 15 32 75 56 71

Plasma iron 98 19 16 43 70 54 66

Transferrin 1 35 0 140 1 100 20

Transferrin
saturation

114 14 21 27 81 40 73

TIBC 24 35 0 117 17 100 34

MCHC 71 24 10 68 51 71 55

MCV 4 69 16 18 71 49 47 49

1By C reactive protein (CRP): ,12 ng/ml if CRP,1 mg/dl, and ,30 ng/ml if
CRP$1 mg/dl.
2By age: ,50 ng/ml in children 3–5 months of age, and ,7 ng/ml in children
.5 months of age.
3By CRP: .1.5 if CRP,1 mg/dl, and .0.8 if CRP$1 mg/dl.
4By age: ,70 fl in children,2 years of age, and ,73 fl in children $2 years of
age.
Abbreviations: MCHC, mean cell haemoglobin concentration; MCV, mean cell
volume; Neg, negative; Pos, positive; sTfR, soluble transferrin receptor; TfR-F
index, transferrin-ferritin index; TIBC, total iron binding capacity.
doi:10.1371/journal.pone.0050584.t003

Table 4. AUCROC values for iron markers to identify children
with iron stores deficiency*.

Iron marker Area under ROC curve (95% CI) p-value

Ferritin 0.70 (0.61, 0.79) 0.0268

sTfR 0.75 (0.66, 0.84) 0.0059

TfR-F index 0.76 (0.68, 0.85) 0.0024

Plasma iron 0.64 (0.53, 0.75) 0.1584

Transferrin 0.71 (0.61, 0.81) 0.0298

Transferrin saturation 0.70 (0.60, 0.80) 0.0326

TIBC 0.71 (0.61, 0.81) 0.028

MCHC 0.59 (0.49, 0.70) 0.3382

MCV 0.55 (0.43, 0.66) 0.6311

*This analysis includes only children with results for all iron markers (n = 159).
Abbreviations: CI, confidence interval; MCHC, mean cell haemoglobin
concentration; MCV, mean cell volume; Obs, observations; ROC, receiver
operating characteristic; sTfR, soluble transferrin receptor; TfR-F index,
transferrin-ferritin index; TIBC, total iron binding capacity.
doi:10.1371/journal.pone.0050584.t004
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Systems, Branchburg, NJ, USA) [34,35]. Blood was cultured using

an automated system (BACTECH 9050; Becton-Dickinson,

Franklin Lake, NJ, USA) [36,37]. Epstein-Barr virus (EBV) and

Parvovirus B19 (PV-B19) were identified by real time qPCR using

the Artus EBV RG PCR and the Artus Parvo B19 RG PCR kits

(QIAGEN), respectively. Diagnosis of a-thalassaemia (3.7 kb

deletion) was performed by the GAP-PCR [38] in 121 anaemic

children of the case-control study, of which only 41 had analysable

bone marrow material to be included in this analysis.

Plasma was stored at 280uC until iron biochemical markers

were determined. Plasma iron, transferrin and C reactive protein

(CRP) were measured in an ADVIA 2400 analyser (Siemens

Healthcare, Barcelona, Spain). Ferritin was measured in an

ADVIA Centaur analyser (Siemens Healthcare, Barcelona, Spain).

sTfR was measured in a BN-II nephelometer (Dade-Siemens

Healthcare, Barcelona, Spain). Transferrin saturation and TIBC

were calculated from the transferrin and iron data according to a

standard formula [39].

Figure 1. Receiver operating characteristic curves of the iron markers in the identification of iron stores deficiency. Cut-off values for
sTfR and TfR-F index with the highest sensitivity to detect iron deficiency maintaining the specificity$50% are indicated with arrows. Abbreviations:
Sat. Transf., transferrin saturation; sTfR, soluble transferrin receptor; TfR-F index, transferrin-ferritin index; TIBC, total iron binding capacity.
doi:10.1371/journal.pone.0050584.g001
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Bone marrow smears were air-dried, fixed with formaldehyde

vapour and stained by the Perls’ Prussian blue method using

clorhidric solution of potassium ferrocyanide and Harris haema-

toxylin. Bone marrow iron content was semi-quantitatively

estimated classifying the amount of blue stained haemosiderin

perls in bone marrow fragments (aggregates of bone marrow cells)

according to 4 categories: 0 (absent), 1 (diminished), 2 (normal)

and 3 (abundant) [40]. The categories 0 and 1 were considered

indicative of iron stores deficiency [40]. The quantification of

haemosiderin perls was performed by an experienced haematol-

ogist blinded to clinical and laboratory data (JLA).

Definitions and Cut-off Values
Moderate anaemia was defined as an Hb concentration ,11

and $7 g/dl, severe anaemia as Hb ,7 and $5 g/dl, and very

severe anaemia as Hb ,5 g/dl. P. falciparum infection was defined

as presence of asexual parasites in blood detected either by

microscopy or real time qPCR. Clinical malaria was defined as the

above plus fever (axillary temperature $37uC) or history of fever

in the preceding 24 hours. Inflammation was defined as

CRP$1 mg/dl [41]. Wasting was defined as weight for height/

length Z-score,22 standard deviations (SD) and stunting as

height for age Z-score,22 SD.

Internationally accepted cut-off values for the iron status

markers used in the analysis were as follows: i) ferritin ,12 ng/

ml if CRP,1 mg/dl, and ,30 ng/ml if CRP$1 mg/dl [42];

,50 ng/ml in children 3–5 months of age, and ,7 ng/ml in

children .5 months of age [43]; ii) plasma iron ,22 mg/dl [43];

iii) plasma transferrin .3.85 g/l [43]; iv) TIBC$4 mg/l [43]; v)

transferrin saturation ,16% [42]; vi) sTfR$1.76 mg/l (laboratory

reference); vii) TfR-F index [sTfR/log ferritin] .1.5 if

CRP,1 mg/dl, and .0.8 if CRP$1 mg/dl [18,44]; viii)

MCHC,32 g/dl [42]; ix) MCV,70 fl in children ,2 years of

age, and ,73 fl in children $2 years of age [45].

Statistical Analysis
The prevalence of iron stores deficiency diagnosed by each

marker was estimated as the percentage of children with a value of

that marker outside the internationally accepted normal range.

The classification of ID by each marker was compared with the

classification obtained using the ‘‘gold standard’’ (iron content in

the bone marrow) to determine sensitivity, specificity and accuracy

of each of them. To visualize the efficacy of each marker to detect

ID, Receiver Operating Characteristics (ROC) curves were

constructed and the areas under the resulting ROC curves

(AUCROC) were calculated [46]. When a marker does not identify

ID the ROC curve lies close to the diagonal and the AUCROC is

close to 0.5. Therefore an AUCROC not statistically different to 0.5

indicates an ineffective test [47]. Only for those markers with an

AUCROC$0.75, ROC curves were used to identify new cut-off

values with maximal sensitivity to detect ID maintaining the

specificity as high as possible over 50%. All comparisons were

made for a two-tailed significance level of 0.05. The analysis was

performed using the statistical software STATA (version 12.0,

STATA Corporation, College Station, TX, USA).

Results

Characteristics of the Study Participants
A total of 443 anaemic children were recruited as cases for the

case-control study and from them, 292 (66%) underwent a bone

marrow aspiration. Reasons for not performing the bone marrow

aspiration were: age below 3 months in 32 (7%) cases, potential

risks of sedation in 65 (15%) cases [history of seizures in 47 (11%),

respiratory distress in 9 (2%) and other potential risks in 9 (2%)],

adverse effects of sedation in 1 (0.2%) case, technical problems that

did not allow the bone marrow aspiration in 47 (11%) cases, and

parental withdraw of consent in 6 (1%) cases. Of those children

with a bone marrow sample, bone marrow iron content could not

be assessed in 112 (38%) cases because of absence of marrow

fragments in the bone marrow smears. Thus, the analysis is

restricted to the 180 (62%) cases with bone marrow smears

assessable for iron content.

Children included in the analysis had an average age, gender

distribution and mean Hb concentration similar to that of children

who were not included. The mean ages of children included and

not included in the study were (mean6SD) 22.06613.67 and

19.97613.56 months, respectively (p = 0.1229); the percentage of

males was 57% and 59%, respectively (p = 0.6421); and the mean

Hb concentrations were (mean6SD) 7.7361.97 g/dl and

7.8562.03 g/dl, respectively (p = 0.5584).

Demographic and clinical characteristics of the study partici-

pants are shown in table 1. Eighty percent (144/180) of the

children had iron stores deficiency on the basis of bone marrow

iron content. Sixty six per cent (119/180) had moderate anaemia,

25% (45/180) had severe anaemia and 9% (16/180) had very

severe anaemia. An inflammatory process defined by a

CRP$1 mg/dl was detected in 88% (155/176) of the study

participants. Forty four per cent (74/170) of children had P.
falciparum infection and 43% (73/170) had clinical malaria. An

EBV infection was detected in 31% (56/180) of the children, PV-

B19 was found in 8% (15/180), 24% (40/164) were HIV positive

and 8% (13/173) had bacteraemia. Seventy eight per cent (32/41)

of the children were a-thalassaemia carriers.

Iron Deficiency Assessment with Iron Markers
Prevalence of iron stores deficiency by the different markers

according to their internationally accepted normal levels is shown

in table 2. The proportion of children classified as iron deficient

ranged from 1% using plasma transferrin or ferritin by age, to

77% using transferrin saturation. When plasma ferritin was used,

the prevalence of ID was 1%, 9% and 12%, depending on

whether age, CRP levels or none of them were considered,

respectively. TIBC was associated with the lowest ID prevalence

after plasma ferritin and transferrin (Table 2).

Table 3 shows the sensitivity and specificity of the different iron

markers using the internationally accepted cut-off values and iron

content in the bone marrow as reference. The iron markers with

the lowest sensitivities were plasma ferritin (15%, 11% when

combined with CRP, and 1% when combined with age),

transferrin (1%) and TIBC (17%). TfR-F index and MCHC had

lower sensitivities (42% and 51%, respectively) than specificities

(91% and 71%, respectively), while sTfR, TfR-F index by CRP,

plasma iron and transferrin saturation had higher sensitivities

(83%, 75%, 70% and 81%) than specificities (50%, 56%, 54% and

40%, respectively), and all four parameters showed the highest

accuracies (76%, 71%, 66% and 73%, respectively).

The AUCROC for each marker are shown in Table 4. Ferritin,

transferrin, sTfR, TfR-F index, transferrin saturation and TIBC

had significantly higher AUCROC than 0.5. Among them, sTfR

and TfR-F index showed AUCROC$0.75 (0.75 and 0.76

respectively) (Fig. 1), thus ROC curves from these two markers

were used to explore new cut-off values with maximal sensitivity to

identify ID. For sTfR the ROC curve showed no better cut-off

than the current one of 1.76, which already had a sensitivity of

83% and a specificity of 50%. The ROC curve for TfR-F index

showed that a cut-off of 0.86 instead of the current one of 1.5 (43%

change) increased the sensitivity from 42% to 78% and the
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accuracy from 52% to 75%, but the specificity was reduced from

91% to 65%.

Discussion

This is the first study on the evaluation of iron markers to

identify ID in a high infection pressure setting among anaemic

children with any degree of anaemia. The study compares iron

markers to bone marrow iron content as the ‘‘gold standard’’, and

shows that detection of ID still remains unresolved in settings with

high infection pressure, where ID is most prevalent and its

diagnosis and management most needed.

In agreement with a previous report, in this study ferritin,

transferrin and TIBC had the lowest sensitivities to diagnose ID

[22]. The low sensitivity of ferritin is explained for being an acute

phase reactant [19], and thus, its plasma concentration may not

reflect the actual iron status in the presence of inflammation,

which was very prevalent in the study population (88%) [19,48].

To solve this limitation, it is usually recommended to measure

another acute phase protein [such as CRP or a-1-acid glycopro-

tein], and to adjust the ferritin level by the presence of

inflammation [49]. However, in this study the sensitivity of ferritin

did not improve after adjustment by the level of CRP, which could

be explained by the stabilization of ferritin levels once iron stores

are exhausted [48]. The observed low sensitivities of both

transferrin and TIBC may also be due to their alteration during

an inflammatory process [19,50]. Transferrin is an acute negative

protein, i.e., it decreases during an inflammatory process, while

TIBC values derive from the measurement of transferrin and

therefore are also affected by inflammation.

The TfR-F index has been suggested as a useful parameter for

the identification of iron depletion even in settings with high

infection pressure [18], and it was shown to be the best predictor

of bone marrow iron stores deficiency in a previous report [22]. In

contrast, in this study the TfR-F index showed a low sensitivity

(42%), and only its adjustment by the level of CRP [44] increased

the sensitivity to 75%, while reducing the specificity from 91% to

56%.

We found that sTfR, TfR-F index (adjusted by the level of

CRP), and transferrin saturation showed the highest sensitivities.

Moreover, sTfR and TfR-F index showed the highest AUCROC

($0.75). The sTfR ROC curve indicated that there was no

alternative cut-off with higher sensitivity than that of the current

one (1.76 mg/l) without lowering the specificity below 50%. For

the TfR-F index, the ROC curve showed that the sensitivity of this

marker could be improved from 42% to 78% by changing the

current cut-off from 1.5 to 0.86. It can be noticed that the

performance of TfR-F index with the cut-off of 0.86 is similar to

the performance of TfR-F index corrected by the CRP level (1.5 if

CRP,1 mg/dl; 0.8 if CRP$1 mg/dl). However, this similarity is

not coincidental, since 88% of the study participants had a

CRP$1 mg/dl. This observation is in contrast with that of a

previous study, whereby in spite of a similar prevalence of

inflammation (89%) it was found that the TfR-F index unadjusted

by the CRP level was a good marker of ID [22]. The findings of

the current study show that the TfR-F index should be adjusted by

the CRP level for maximal prediction of bone marrow iron stores

deficiency in our setting, and indicate a lack of consistency of the

diagnostic efficiency of current iron markers across different

populations.

In this study, the MCHC, which could be a potentially feasible

iron marker for resource poor settings, had an AUCROC of only

0.59 (p = 0.3382). This finding is also in contrast with the

performance of this marker observed in the Malawian study

where the AUCROC of MCHC was 0.68 (p = 0.001) [22]. The

poor performance of MCHC in our study could be due to the high

prevalence of a-thalassaemia in this population (64% among the

121 anaemic children in the case-control study; 78% among the

41 study participants included in this analysis). It has been

reported that a-thalassaemia carriers have lower MCHC than

non-carriers, making this marker not suitable to detect hypofer-

raemia in this group [51].

Differences in the participant’s selection criteria between the

Malawian study and the present one may explain the discrepancies

observed in the performance of the different iron markers studied.

In the aforementioned study only severely anaemic children were

included (Hb,5 g/dl), which may preclude its general applica-

bility to the majority of anaemic children who do not have severe

anaemia. In the present study all children with anaemia of any

degree were recruited (Hb,11 g/dl). They were children with

clinical conditions that required hospital admission and for whom

investigation of anaemia is recommended in other less resource-

limited settings. The physiopathology of anaemia may vary by its

severity [52], and this may be reflected in different inflammatory

processes and rates of erythropoiesis, which may have distinct

effects on the iron markers evaluated.

The findings of this study show that the majority (80%) of the

anaemic children were iron deficient by direct assessment of iron

stores, and that sTfR and TfR-F index adjusted by CRP are the

most sensitive markers with specificities of at least 50% to identify

ID in this study population. However, even with these markers,

17% and 25% of children, respectively, will not be diagnosed of ID

and therefore adequately treated. The fact that the children

included in the study were those attending the hospital may limit

the extrapolation of the findings to children in the community.

However, obvious ethical reasons would not have allowed to

perform bone marrow aspirations in healthy (though may be iron-

deficient) children; on the other hand, children attending the

hospital with anaemia are likely to be those with the greatest need

to be diagnosed and adequately treated.

In summary, even the best indirect indicators of ID not only

failed to detect an important proportion of iron-deficient cases, but

also their assessment is not feasible in most developing settings

where the majority of ID occurs. Thus, more reliable, affordable,

and easy to measure iron markers are urgently needed to reduce

the burden of ID anaemia in resource-poor settings where it is

more frequent and severe.
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Resumen 

 

La anemia es una importante causa de muerte en las áreas endémicas de malaria. A pesar de 

ello, los efectos de la presencia de parásitos de Plasmodium falciparum y de hemozoína en la 

médula ósea son poco conocidos. En este trabajo se ha estudiado la presencia de parásitos de 

malaria y de hemozoína en la médula ósea de 290 niños anémicos atendidos en un hospital 

rural de Mozambique. Las infecciones por P. falciparum en sangre periférica se determinaron 

mediante microscopía y RCP. La parasitemia, la presencia de hemozoína y la diseritropoyesis 

en médula ósea se determinaron mediante microscopía. Un 42% (123/290) de los niños tenían 

parásitos en la médula ósea y un 49% (111/226) presentaron hemozoína, siendo concomitante 

con parasitemia en un 83% (92/111) de los casos. Las formas sexuales y asexuales maduras 

del parásito fueron muy prevalentes (62% gametocitos, 71% trofozoítos, 23% esquizontes) 

sugiriendo que existe secuestro en este tejido. Un 16% (19/120) de los niños sin infección 

periférica presentaron hemozoína en la médula ósea. La presencia de hemozoína en médula 

ósea se asoció de manera independiente con una menor concentración de hemoglobina 

(p=0,005) y se observó más frecuentemente en las médulas óseas que presentaron 

diseritropoyesis (p=0,010). Los resultados de este estudio ex vivo sugieren que la hemozoína 

en la médula ósea tiene un papel en la patogénesis de la anemia asociada a malaria a través 

de una eritropoyesis ineficaz. Este hallazgo puede tener importantes implicaciones en el 

desarrollo de drogas para prevenir y tratar la anemia asociada a malaria. 
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Summary

There are no large-scale ex vivo studies addressing the contribution of

Plasmodium falciparum in the bone marrow to anaemia. The presence of

malaria parasites and haemozoin were studied in bone marrows from 290

anaemic children attending a rural hospital in Mozambique. Peripheral

blood infections were determined by microscopy and polymerase chain

reactions. Bone marrow parasitaemia, haemozoin and dyserythropoiesis

were microscopically assessed. Forty-two percent (123/290) of children had

parasites in the bone marrow and 49% (111/226) had haemozoin, overlap-

ping with parasitaemia in 83% (92/111) of cases. Sexual and mature asex-

ual parasites were highly prevalent (62% gametocytes, 71% trophozoites,

23% schizonts) suggesting their sequestration in this tissue. Sixteen percent

(19/120) of children without peripheral infection had haemozoin in the

bone marrow. Haemozoin in the bone marrow was independently associ-

ated with decreased Hb concentration (P = 0�005) and was more common

in dyserythropoietic bone marrows (P = 0�010). The results of this ex vivo

study suggest that haemozoin in the bone marrow has a role in the patho-

genesis of malarial-anaemia through ineffective erythropoiesis. This finding

may have clinical implications for the development of drugs targeted to

prevent and treat malarial-anaemia.

Keywords: Plasmodium falciparum, haemozoin, bone marrow, dyserythro-

poiesis, anaemia.

The importance of acute haemolysis to malarial anaemia is

well characterized (Akinosoglou et al, 2012). However, less is

known about the contributions of abnormal development of

erythroid precursors (dyserythropoiesis) and inadequate

erythropoietic response driven by proinflammatory cytokines

and other potential mediators of inflammation, such as hae-

mozoin (Hz) (Casals-Pascual et al, 2006; Keller et al, 2009;

McDevitt et al, 2004). The capacity of Plasmodium falcipa-

rum to sequester in many organs and vascular beds (Beeson

& Brown, 2002) suggests that parasites may also sequester in

the bone marrow where they could directly influence eryth-

ropoiesis. In agreement with this, several reports have

described the presence of sexual (Abdulsalam et al, 2010;

Farfour et al, 2012; Imirzalioglu et al, 2006; Smalley et al,

1981; Smalley & Brown, 1980) and asexual (Smalley et al,

1981; Wickramasinghe et al, 1987) P. falciparum parasites in

bone marrows of malaria-infected or -exposed patients.

However, many of these reports are individual case studies

(Abdulsalam et al, 2010; Farfour et al, 2012; Imirzalioglu

et al, 2006), and comparisons with patients from the same

area without peripheral blood infection are lacking. More-

over, from sub-Saharan Africa, where malaria transmission is

most intense, only one study in 22 Gambian children has

reported the prevalence and density of P. falciparum parasites

in the bone marrow (Smalley et al, 1981). There is even less

information on the presence and role of Hz – one of the

products of haemoglobin digestion by the parasites – in this

tissue. Only one study reported the presence of Hz in mye-

loid and erythroid cells of post-mortem bone marrow sec-

tions from children who died with severe malaria (Casals-

Pascual et al, 2006). However, the presence and clinical

impact of Hz in the bone marrow of children exposed to

malaria (not necessarily currently infected with the parasite)

has not yet been studied ex vivo. In spite of the evidence sug-

gesting the role of bone marrow dysfunction in the patho-

genesis of malarial anaemia (Casals-Pascual et al, 2006; Keller

et al, 2009; Were et al, 2006), there is little detailed ex vivo

information on the presence of malaria parasites and/or Hz
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in this tissue, and there is only in vitro data on the negative

effects of Hz on the development of erythroid cells (Awan-

dare et al, 2011; Lamikanra et al, 2009; Schrimpe & Wright,

2009; Skorokhod et al, 2010).

In order to better understand the involvement of bone

marrow P. falciparum infection in the pathogenesis of malar-

ial anaemia, we present here the findings of the first large-

scale ex vivo study on the presence and effects of malaria

parasites and Hz in the bone marrow of anaemic children

exposed to malaria.

Methods

Study site, participants and procedures

The study was carried out at the Centro de Investigac�~ao em

Sa�ude de Manhic�a (CISM) in Manhic�a District, southern

Mozambique, where malaria transmission is of moderate

intensity and perennial with some seasonality, and more than

95% of the malaria infections are due to P. falciparum (Alonso

et al, 2001; Guinovart et al, 2008). In this setting, the preva-

lence of anaemia (Hb <110 g/l) among apparently healthy

children aged 1–59 months old in the community is 91�2%

(C. Moraleda, R. Aguilar, L. Quint�o, M. Renom, A. Nhabomba,

J. J. Aponte, D. Nhalungo, H. Martins, E. Macete, P. L. Alonso,

C. Men�endez, unpublished data).

The study was undertaken as part of a case–control study

on the aetiology and risk factors of anaemia in children. For

the study here presented, children aged 1–59 months, admit-

ted to the Manhic�a District Hospital (MDH) between Octo-

ber 2008 and August 2010 with anaemia [Hb <110 g/l by the

HemoCue system (HemoCue� HB 201+, €Anghelom,

Sweden)], and with no history of blood transfusion in the

preceding 4 weeks, were recruited as participants.

A complete clinical examination was performed and the

information was recorded onto standardized questionnaires

together with demographic data. Four millilitre of venous

blood were collected by venepuncture. Bone marrow was

aspirated from the anterior-superior iliac crest or the tibia,

under conscious sedation with parenteral ketamine, atropine

and diazepam. To exclude possible artefacts due to phagocy-

tosis and cell lysis, bone marrow smears were performed

immediately after bone marrow aspiration and, to minimize

the contamination with peripheral blood, the smears were

prepared with the first drops of the aspirate. Bone marrow

aspirates were not performed in children <3 months of age

or with medical contra-indications, such as severe respiratory

distress, history of seizures, suspected intracranial hyperten-

sion, or any risk identified by the responsible paediatrician.

There were no adverse effects associated to bone marrow

biopsy, but there were three adverse effects associated to

sedation. One child presented bronchial hyper-secretion and

bone marrow aspirate was then not performed. Two other

children vomited during the aspirate, also due to the admin-

istration of sedatives. Resuscitation equipment was always

available during the procedure. All children received treat-

ment after sample collection, according to their clinical con-

dition and following the national guidelines.

The study protocol was approved by the National

Mozambican Ethics Committee and the Hospital Cl�ınic of

Barcelona Ethics Review Committee. The parents/guardians

of all children included in the study provided written

informed consent after being informed of the goals, proce-

dures, benefits and risks of taking a bone marrow sample

from their child, and were offered no financial or material

inducement for participation.

Laboratory methods

Reticulocyte counts were performed on Cresil Blue stained

peripheral blood films, and P. falciparum detection/quantifi-

cation on Giemsa stained smears according to standard,

quality-controlled procedures (Alonso et al, 1994). To calcu-

late peripheral blood parasite density, P. falciparum asexual

stages and leucocytes were counted in the same fields until

either 500 parasites or leucocytes had been recorded and

8000 leucocytes/ll of blood were assumed. P. falciparum-spe-

cific real time quantitative PCR (qPCR) was performed on

all microscopically negative peripheral blood samples to

identify submicroscopic parasitaemia as previously described

(Mayor et al, 2009). Briefly, DNA was extracted from 20 ll

of blood spotted onto filter paper and eluted in 100 ll of

water, and 5 ll of DNA were screened for P. falciparum

DNA by qPCR targeting the 18S ribosomal RNA gene.

Bone marrow smears were fixed and stained with May-

Gr€unwald Eosin Methylene Blue solution and 10% Giemsa

for cytological and parasitological examination. To obtain

the myelogram data, two bone marrow smears were exam-

ined under 1009 objective and oil immersion lens (10009

final magnification), and 100 cells were counted in 13–15

fields from each smear (7–8 central cells per field). Results

were expressed as the average percentage of each type of cells

observed. Iron content in the bone marrow was assessed by

the Perls’ Prussian blue method. Smears were evaluated

blinded to clinical and laboratory details. Bone marrow

smears were considered microscopically negative for P. falci-

parum when no parasites were detected after the examination

of 100 fields at 1009 magnification. Asexual parasitaemia

was estimated as the percentage of infected red blood cells

(iRBCs) in 1000 RBCs, and gametocytes were counted in 100

fields. Hz content was assessed in bone marrow macroscopic

cell aggregates (also called fragments, spicules or particles),

which are composed of stromal and parenchymal cells and

are needed for an optimal bone marrow smear examination

(Bain, 2001; Lee et al, 2008; Phiri et al, 2009). Hz was

detected by light microscopy as coarse brown granular mate-

rial with birefringence under polarized light (Romagosa et al,

2004). The Hz content was semi-quantitatively classified as:

absent (no granules); little (few heterogeneously distributed

granules); medium (larger numbers of homogeneously
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distributed granules); abundant (many granules, some of

them overlapping in conglomerates).

Human immunodeficiency virus (HIV) status was assessed

using the Determine HIV-1/2 Rapid Test (Abbott Laborato-

ries, North Chicago, IL, USA) and confirmed by the Uni-

Gold Rapid Test (Trinity Biotech Co., Bray, Ireland). HIV

PCR from dried blood spot was performed using the Ampli-

cor HIV-1 DNA-PCR kit (Roche Diagnostics, Branchburg,

NJ, USA). Haemoglobinopathies were assessed by HPLC

using the b-thalassemia Short Program from the Variant

Haemoglobin Testing System� (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA). Detection of glucose 6-phosphate dehydrogenase

(G6PD) deficiency was performed by the Beutler fluorescent

spot test (Beutler et al, 1979).

Definitions and statistical analysis

Peripheral blood malaria infection was defined as presence of

P. falciparum asexual parasites detected by either microscopy

or real time qPCR. Submicroscopic P. falciparum infection

was defined as the detection of parasites in blood by real

time qPCR and blood smear negative. Fever was defined as

axillary temperature ≥37°C. Clinical malaria was defined as

peripheral blood malaria infection plus fever or history of

fever in the preceding 24 h. Severe anaemia was defined as

Hb <50 g/l. Cerebral malaria was defined as deep coma

(Blantyre coma score ≤2) (Newton et al, 1997). Respiratory

distress was defined as deep breathing or chest in-drawing.

HIV infection was defined as PCR-positive for children

≤18 month of age; two rapid tests positive or discordant

results and PCR positive for children ≥18 months of age.

Bone marrow dyserythropoiesis was defined as the presence

of erythroblasts with bi- and tri-nuclearity, inter-nuclear

chromatin bridges, nuclear pyknosis or any other chromatin

alterations (Wickramasinghe, 1997). Bone marrow erythroid

arrest was defined as a proportion of erythroid cells ≤15%,

and erythroid hyperplasia as a proportion of erythroid cells

≥40%. Reticulocytopenia was defined as a percentage of reti-

culocytes in peripheral blood <0�5%. Severe ineffective eryth-

ropoiesis was defined as a Reticulocyte Production Index

(RPI) <1 (Ouma et al, 2010), where RPI = reticulocyte index

(RI)/maturation factor (MF), where RI = [reticulocyte count

(%) 9 haematocrit (Hct)/0�36) and MF = b + (m)(x), where

b = 1, m = 0�05, and x = (average normal population Hct �
patient Hct). Iron deficiency was defined as an absent or

diminished amount of blue stained haemosiderin perls in

bone marrow cell aggregates (Aguilar et al, 2012).

Differences in clinical and demographic parameters

between malaria and no-malaria infected children were eval-

uated by Student’s t-test when continuous variables and by

Fisher’s exact test when categorical variables. Differences in

mean Hb levels between children with or without P. falcipa-

rum in peripheral blood and in bone marrow, and between

children with and without dyserythropoiesis were evaluated

by Student’s t-test. Differences in the prevalence of peripheral

blood infection and bone marrow abnormalities according to

bone marrow parasitaemia and/or Hz where analysed by

Fisher’s exact test. The associations of dyserythropoiesis with

iron deficiency, erythroid hyperplasia, erythroid arrest, retic-

ulocytopenia and severe ineffective erythropoiesis were analy-

sed by Chi-square test. Non-parametric tests were used to

analyse parasite densities: Spearman’s correlation coefficient

to evaluate the relationship between parasite density in bone

marrow and in peripheral blood; Rank Sum test to evaluate

differences in bone marrow parasite density according to

dyserythropoiesis; and Wilcoxon-type test for trend to evalu-

ate the trend of bone marrow parasite density across groups

with increasing Hz content. Differences in the associations

between Hz, peripheral blood parasitaemia, bone marrow

parasitaemia and dyserythropoiesis were analysed by Fisher’s

exact test. Multivariate linear regression models were applied

to evaluate the adjusted association of Hb concentration with

asexual parasitaemia, gametocytaemia and Hz content in the

bone marrow; samples positive for asexual parasitaemia or

for gametocytaemia were each divided into two groups using

as cut-off the median value for each group. Statistical analy-

ses were performed using STATA.12 (STATA Corporation,

College Station, TX, USA). All P-values are two-sided and

were considered significant when <0�05.

Results

Characteristics of the study participants

We examined 290 anaemic children who had undergone

bone marrow aspiration as cases in an anaemia case-control

study. Demographic and clinical characteristics of the study

participants are shown in Table I. Plasmodium falciparum

parasites were detected in peripheral blood of 138 (48%)

children, with 112 microscopic and 26 submicroscopic infec-

tions. Ninety-eight percent (122/125) of P. falciparum-

infected children presented with clinical malaria, and the

median [interquartile range (IQR)] of preceding days they

had signs and symptoms were 1 (1–2). The mean [� stan-

dard deviation (SD)] Hb concentration was 76 (�21) g/l,

and was lower in children with P. falciparum peripheral

blood infection (66 � 21 g/l) than in non-infected children

(84 � 16 g/l) (P < 0�001). Twenty one percent of the P. fal-

ciparum-infected children presented severe anaemia (Hb

<50 g/l) vs. only 5% of the non-infected ones (P < 0�001).

Only 10% of the malaria-infected children showed respira-

tory distress vs. 30% of the non-infected ones. None of the

malaria-infected children presented cerebral malaria. From

the 290 children included in the study, 260 had bone marrow

myelogram data, and from those, the mean (�SD) densities

of erythroid and myeloid progenitors were 28 (�15)% and

51 (�14)%, respectively. Two hundred and fifteen children

had normo- to hyper-cellular bone marrows, required to

diagnose erythroid arrest or erythroid hyperplasia. Eighteen

percent (38/215) of children presented erythroid arrest and
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27% (58/215) showed erythroid hyperplasia. Bone marrow

dyserythropoiesis was observed in 68% (161/237) of children,

with nuclear pyknosis followed by irregular nuclei as the

most commonly detected anomalies (data not shown). Preva-

lences of bone marrow abnormalities according to bone mar-

row parasitaemia and/or Hz are shown in Table II.

Dyserythropoiesis was more prevalent in bone marrows with

Hz, and erythroid hyperplasia was more prevalent in bone

marrows with parasites. The frequency of reticulocytopenia

did not vary depending on the presence/absence of parasites/

Hz in bone marrow, and severe ineffective erythropoiesis

showed a trend to be higher in children with parasites in the

bone marrow. The mean (�SD) Hb concentration was lower

in children with dyserythropoiesis compared to children with-

out dyserythropoiesis (72�7 � 21�3 g/l vs. 79�7 � 19�8 g/l,

P = 0�017). Children with dyserythropoiesis did not have an

increased prevalence of erythroid arrest [13% (19/149) vs.

18% (13/72), P = 0�294] or erythroid hyperplasia [22% (33/

149) vs. 33% (24/72), P = 0�075]. However, they had an

increased prevalence of reticulocytopenia [50% (58/115) vs.

31% (18/59), P = 0�012], and of severe ineffective erythro-

poiesis [92% (100/109) vs. 76% (41/54), P = 0�005] com-

pared to children without dyserythropoiesis. Eighty percent

(144/180) of children had iron store deficiency by bone mar-

row examination, but there was no difference in the fre-

quency of dyserythropoiesis between those children showing

iron deficiency and those who did not (P = 0�321).

Prevalence of Plasmodium falciparum sexual and
asexual stages and Hz in the bone marrow

Forty-two percent (123/290) of children presented parasites in

the bone marrow. Ring stages were found in 98% (120/123) of

parasitized bone marrows, trophozoites in 71% (87/123),

Table I. Demographic and clinical characteristics of the children included in the study.

Total (n = 290) Malaria (n = 138) No malaria (n = 152) P value

Age, months (mean � SD) 21 � 14 24 � 14 18 � 13 <0�001

Male (n, %) 164 (56�5) 76 (55) 88 (58) 0�637

Haemoglobin (g/l) (mean � SD) 76 � 21 66 � 21 84 � 16 <0�001

Fever (n, %) 262 (90) 135 (98) 127 (84) <0�001

HIV (n, %)

Positive 59 (20) 13 (9) 46 (30) <0�001

Negative 196 (67) 107 (78) 86 (57)

Indeterminate 3 (1) 1 (1) 2 (1)

No data 35 (12) 17 (12) 18 (12)

G6PD deficiency (n, %) 28/286 (10) 15/137 (11) 13/149 (9) 0�556

Haemoglobin S (n, %) 2/282 (1) 1/132 (1) 1/150 (1) 0�265

Respiratory distress (n, %) 60 (21) 15 (11) 45 (30) <0�001

Severe anaemia (n, %) 36 (12) 29 (21) 7 (5) <0�001

Diagnoses (n, %)

Convulsions 7 (2) 1 (1) 6 (4) <0�001

Diarrhoea 17 (6) 1 (1) 16 (10)

LRTI 16 (5) 4 (3) 12 (8)

URTI 2 (1) 1 (1) 1 (1)

Malnutrition 43 (15) 6 (4) 37 (24)

Meningitis 3 (1) 1 (1) 2 (1)

Nephritis 4 (1) 0 (0) 4 (3)

Pneumonia 56 (19) 7 (5) 49 (32)

Septicaemia 3 (1) 1 (1) 2 (1)

SSTI 6 (2) 1 (1) 5 (3)

Tuberculosis 3 (1) 0 (0) 3 (2)

Other 12 (4) 0 (0) 12 (8)

No data 4 (1) 1 (1) 3 (2)

Outcome (n, %)

Alive 260 (90) 128 (93) 132 (87) 0�04

Dead 7 (2) 0 (0) 7 (5)

Left 7 (2) 2 (1�5) 5 (3)

Transferred 11 (4) 6 (4) 5 (3)

No data 5 (2) 2 (1�5) 3 (2)

G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase; HIV, human immunodeficiency virus; LRTI, lower respiratory tract infection; SD, standard deviation;

SSTI, skin or soft tissue infection; URTI, upper respiratory tract infection.

P values are from Fisher’s exact test (categorical variables) and Student’s t test (continuous variables).
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schizonts in 23% (28/123) and gametocytes of different

maturity stages in 62% (76/123) (Fig 1A). Ninety-six percent

(73/76) of the bone marrows with gametocytes also con-

tained asexual parasites. The densities of sexual and asexual

bone marrow parasites were not correlated (r-Spear-

man = 0�0108, P = 0�932).

Aggregates of cells required for Hz assessment were pres-

ent in 78% (226/290) of bone marrow smears (Fig 1B, C).

Forty-nine percent (111/226) of children presented Hz in the

bone marrow, and its presence was associated with P. falcipa-

rum parasitaemia in 83% (92/111) of cases (P < 0�001).

Among parasite-positive bone marrows, asexual parasite den-

sity increased with increasing Hz content (P = 0�032) (Fig 2).

Parasites or Hz were detected independently of each other in

the bone marrow of 1% (2/226) and 8% (19/226) children,

respectively.

Association of Plasmodium falciparum peripheral blood
parasitaemia with bone marrow parasitaemia and Hz

Eighty-nine percent (109/123) of children with microscopi-

cally detectable parasites in the bone marrow also had

peripheral blood microscopic infections; and 98% (164/167)

of children without parasites detected in the bone marrow

were also negative in peripheral blood by microscopy

(P < 0�001). There was a positive correlation between asexual

parasite densities at the microscopic level in both compart-

ments (r-Spearman = 0�846, P < 0�001) (Fig 3). Of the 26

children with sub-patent peripheral blood infections, 16

(62%) did not have parasites in the bone marrow by micro-

scopic examination. Ninety-seven percent (89/92) of children

with parasites and Hz in the bone marrow showed peripheral

blood infection; and 89% (101/113) of children with neither

parasites nor Hz in the bone marrow showed no peripheral

blood infection (P < 0�001) (Table II). Interestingly, 16%

(19/120) of children without peripheral blood infection had

Hz in the bone marrow and 2�5% (3/120) had also parasites

in this tissue (Table II).

Ninety-six percent (73/76) of children with gametocytes in

the bone marrow had data on gametocytes in peripheral

blood, and 14% of those (10/73) showed sexual parasites in

peripheral circulation. Gametocytes in peripheral blood were

detected in only 1% (2/206) of the children without gameto-

cytes in the bone marrow (with peripheral blood data not

available for eight children).

Impact of Plasmodium falciparum parasitaemia and Hz
in the bone marrow on anaemia and dyserythropoiesis

The Hb concentration was statistically significantly lower in

children with parasites in the bone marrow compared to

children without parasites [mean (�SD): 65 (�22) vs. 83

(�17) g/l, respectively; P < 0�001]; and among children with

parasites in this tissue, the Hb concentration was lower when

gametocytes were observed [mean (�SD): 61 (�19) vs. 73

(�23) g/l; P < 0�001]. In the regression models adjusted

for peripheral blood infection, the Hb concentration was

statistically significantly associated with the Hz content

Table II. Peripheral blood infection and bone marrow abnormalities according to bone marrow parasitaemia and/or haemozoin.

Bone marrow (n = 226)

No parasites or

Hz (n = 113)

Only parasites

(n = 2)

Only Hz

(n = 19)

Parasites and

Hz (n = 92) P value

Peripheral blood

Microscopic parasitaemia

87/226 (38�5%)

1/113 (0�9) 2/2 (100) 1/19 (5�3) 83/92 (90�2) <0�001

Submicroscopic parasitaemia

18/226 (7�9%)

11/113 (9�7) 0/2 (0) 2/19 (10�5) 6/92 (6�5) 0�718

No parasitaemia

120/226 (53�1%)

101/113 (89�4) 0/2 (0) 16/19 (84�2) 3/92 (3�3) <0�001

Bone marrow abnormalities

Dyseythropoiesis

129/185 (69�7%)

54/89 (60�7) 1/1 (50) 15/16 (93�7) 59/79 (74�7) 0�016

Erythroid arrest

34/209 (16�3%)

26/108 (24�1) 0/2 (0) 4/17 (23�5) 4/82 (4�9) 0�001

Erythroid hyperplasia

58/209 (27�7%)

20/108 (18�5) 1/2 (50) 4/17 (23�5) 33/82 (40�2) 0�005

Reticulocytopenia

80/167 (47�9%)

40/84 (47�6) 2/2 (100) 4/13 (30�7) 34/68 (50) 0�306

Severe ineffective erythropoiesis

138/157 (87�9%)

66/79 (83�5) 2/2 (100) 8/10 (80) 62/66 (93�9) 0�129

Hz, haemozoin.

Data are n/N (column percentage).
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(P < 0�001) and with the presence of gametocytes (P = 0�021),

but not with bone marrow asexual parasitaemia (P = 0�395).

In the multivariate model applied to analyse the associations

of peripheral blood infection, bone marrow asexual parasita-

emia, bone marrow gametocytaemia and bone marrow Hz

content with the Hb concentration, only peripheral blood

infection and bone marrow Hz content remained indepen-

dently associated with reduced Hb concentration (P = 0�041

and P = 0�005, respectively) (Table III).

Bone marrows with dyserythropoiesis showed a higher

prevalence of Hz than did those without it [57% (74/129) vs.

37% (21/57), P = 0�011] (Fig 4A). Among Hz-positive bone

marrows, there was no statistically significant difference in

Hz level between bone marrows with and without dysery-

thropoiesis [mean (�SD) of Hz content: 2�16 (�0�10) vs.

1�86 (�0�17), P = 0�122] (Fig 4B). Although not statistically

significant, children with dyserythropoiesis showed a trend

towards a higher prevalence of malaria parasitaemia in the

bone marrow compared to those without dyserythropoiesis

[45% (69/152) vs. 35% (25/72), P = 0�148] (Fig 4C). Among

parasite-positive bone marrows, those with dyserythropoiesis

showed higher asexual parasite densities in this tissue than

those without dyserythropoiesis [median (IQR) of % iRBCs:

2�8 (1�2–5�9) vs. 1�2 (0�1–3�8), P = 0�008] (Fig 4D).

Discussion

This is the first large-scale ex vivo study on the presence and

effects of P. falciparum parasites and Hz in the bone marrow

of anaemic children exposed to malaria. The study shows that

the majority of P. falciparum peripheral blood infections are

accompanied by bone marrow infections of positively corre-

lated parasitaemia and Hz content; and that sexual and

mature asexual parasites are highly prevalent, which might

suggest their sequestration in this tissue. More importantly,

the study demonstrates that the presence and content of Hz

in the bone marrow is significantly and independently associ-

ated with a decreased Hb concentration, suggesting its contri-

bution to malarial anaemia. In addition, the observed

association with dyserythropoiesis indicates a probable patho-

genic mechanism of Hz in the development of anaemia

through ineffective erythropoiesis (Casals-Pascual et al, 2006).

The majority of infected bone marrows contained a mix-

ture of sexual and asexual P. falciparum parasites of different

(A)

(B) (C)

(D) (E)

Fig 1. Representative images of Plasmodium falciparum sexual and asexual parasites and haemozoin observed in bone marrow smears (A–E). (A)

Sexual and asexual parasite forms in different maturation stages (ER, early ring; LR, late ring; ET, early trophozoite; LT, late trophozoite; S, schiz-

ont; IG, immature gametocyte; MG, mature gametocyte). Percentages refer to the proportion of bone marrow samples with parasites containing

the indicated stage. (B) Medium amount of haemozoin in an aggregate of bone marrow cells (right image: under polarized light). (C) Abundant

amount of haemozoin in an aggregate of bone marrow cells (right image: under polarized light). (D, E) Macrophages containing haemozoin

(right images: under polarized light). Images were obtained by microscopy at 1009 magnification of bone marrow smears fixed and stained with

May-Gr€unwald Eosin Methylene Blue solution and 10% Giemsa. Images were taken with an Olympus BX51 microscope equipped with an Olym-

pus DP70 camera and the Olympus Cell^B Image Acquisition Software.
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maturity stages. Among the asexual forms, rings and troph-

ozoites were the most prevalent stages followed by schizonts.

The prevalence of trophozoites in the bone marrow was sim-

ilar and that of schizonts higher compared to prevalences

reported for the placenta (71% vs. 96% and 23% vs. 2–13%,

respectively) (Beeson et al, 2002), where they are acknowl-

edged to sequester, suggesting that mature asexual forms

may also sequester in the bone marrow. Sequestration of

mature asexual parasites in this tissue ties in with evidence

for sexually committed trophozoites (Silvestrini et al, 2000),

whose induction in the bone marrow would allow the result-

ing gametocyte progeny to be retained for maturation (Alan-

o, 2007). The high prevalence of gametocytes found in the

bone marrow compared to their significantly lower preva-

lence in peripheral blood stresses the role of this tissue as a

gametocyte source and reservoir, and it is in agreement with

a previously reported preferential localization of P. falcipa-

rum immature gametocytes in the bone marrow of 22 Gam-

bian children (Smalley et al, 1981).

Half of the children included in the study presented Hz in

their bone marrows. Hz is reported to have somewhat con-

tradictory bioactivities on the immune system. It has been

shown to either induce (Sherry et al, 1995) or inhibit (Sko-

rokhod et al, 2004) dendritic cells maturation, and either

induce the T-helper cell type 1 (TH1) cytokines tumour

necrosis factor (TNF) and interleukin (IL) 12 (Coban et al,

2005; Sherry et al, 1995) or the immunoregulatory cytokine

IL10 (Deshpande & Shastry, 2004). Hz has also been shown

to inhibit proliferative responses by human leucocytes (Desh-

pande & Shastry, 2004), and to promote monocyte and

macrophage dysfunction by impairing phagocytosis and the

expression of major histocompatibility complex (MHC) class

II molecules (Schwarzer et al, 2003, 1992). Recent in vitro

studies have shown that the Hz-containing digestive vacuoles

released after erythrocytes rupture impair the killing function

of polymorphonuclear granulocytes (Dasari et al, 2011), and

activate the complement and coagulation enzymatic cascades

(Dasari et al, 2012), contributing to the pathogenesis of

malaria (Dasari & Bhakdi, 2012). Recent in vitro studies have

Fig 2. Bone marrow parasite density by haemozoin content. Wilco-

xon-type test for trend was used to evaluate the trend of bone mar-

row parasite density across groups with increasing haemozoin

content. Only bone marrow samples containing malaria parasites

were included in the analysis. The area of each circle is proportional

to the number of observations. BM, bone marrow; Hz, haemozoin;

iRBCs, infected red blood cells.

Fig 3. Correlation between peripheral blood and bone marrow

Plasmodium falciparum parasite densities. Spearman’s correlation

coefficient was used to evaluate the relationship between parasite

density in bone marrow and in peripheral blood. Only pairs of sam-

ples that were both microscopically parasitaemia positive were

included in the analysis. BM, bone marrow; iRBCs, infected red

blood cells.

Table III. Multivariate regression analysis of the association of

peripheral blood infection, bone marrow parasitaemia and bone

marrow haemozoin with the haemoglobin concentration.

Covariate Coefficient* 95% CI

Overall

P-value

Asexual parasitaemia in BM (% iRBCs)

<2† vs. Negative 6�6 (�0�55, 1�87) 0�562

≥2 vs. <2† �1�1 (�1�01, 0�78)

Gametocytaemia in BM (number of gametocytes/100 fields)

<5† vs. Negative �7�5 (�1�90, 0�41) 0�420

≥5 vs. <5† 2�5 (�0�79, 1�29)

Hz in BM

Little vs. Absent �7�1 (�1�54, 0�12) 0�005

Medium vs. Little �10�5 (�2�07, �0�04)

Abundant vs. Medium �1�4 (�1�26, 0�98)

Presence of peripheral

blood infection

�9�2 (�1�80, �0�04) 0�041

BM, bone marrow; CI, Confidence Interval; iRBCs, infected red

blood cells.

N = 216.

The cut-off points between the two groups of positive asexual para-

sitaemia and gametocytaemia were based on the median value of

each variable.

95% CI based on Robust estimate of SD.

*Average difference in Hb concentration (g/l) in the compared cate-

gory versus the reference category, accounting for other variables in

the model.

†These categories do not include negative results.
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also reported that Hz stimulates the release of cytokines,

chemokines and lipo-peroxides by macrophages, and this has

been suggested to contribute indirectly to anaemia and dys-

erythropoiesis by negatively affecting the development of ery-

throid cells (Awandare et al, 2011; Skorokhod et al, 2010).

Moreover, in vitro studies have also shown that Hz may have

a direct harmful effect on erythroid precursors by delaying

the expression of erythroid markers and increasing the apop-

tosis of progenitor cells (Lamikanra et al, 2009; Schrimpe &

Wright, 2009). In addition, peripheral blood Hz may also

have a deleterious effect on circulating erythrocytes by

decreasing their deformability and thus increasing their phag-

ocytic elimination (Nuchsongsin et al, 2007; Skorokhod et al,

2007). In agreement with this, several studies have reported

an association between the amount of peripheral blood Hz

and the degree of anaemia (Awandare et al, 2007; Casals-

Pascual et al, 2006; Giribaldi et al, 2004; Keller et al, 2004).

Our detection of Hz and, to a lesser extent, of parasites in

bone marrow in the absence of peripheral infection may be a

sign of past malaria infections (Ismail et al, 2000). Hz is

ingested by circulating and resident phagocytes, being

deposited in different tissues where it can stay for long peri-

ods after the infection has been resolved (Frita et al, 2012).

In agreement with this, Hz content in the bone marrow

increased with age, and the same was observed for the preva-

lence of dyserythropoiesis (Fig S1). Thus, it is not possible to

distinguish whether the associations of Hz with anaemia and

dyserythropoiesis are due to a history of longer exposure to

bone marrow parasites, or to potential Hz toxicity. It may be

speculated that the association of bone marrow Hz with

reduced Hb concentration is explained by Hz being a bio-

marker of chronicity of infections. However, the independent

effect of Hz on the Hb concentration demonstrated in this

study suggests a possible direct effect of this parasitic product

on the pathogenesis of malarial anaemia.

Increased proportions of abnormal erythroblasts have been

reported among African children and Thai adults with differ-

ent presentations of clinical malaria (Abdalla et al, 1980;

Abdalla, 1990; Phillips et al, 1986; Wickramasinghe et al,

1987), but it is not clear whether the location of parasites is

important. Interestingly, when adjusting for peripheral blood

infection, the parasitaemia in the bone marrow in our study

does not appear to have an independent additional effect on

the Hb concentration. However, it is possible that the strong

correlation between bone marrow and peripheral blood par-

asitaemias may be obscuring a direct impact of bone marrow

parasites on Hb levels in the multivariate analysis. This

hypothesis is also supported by the significant association

observed between increased levels of bone marrow parasita-

emia and dyserythropoiesis.

(A) (B)

(C) (D)

Fig 4. Relationship of dyserythropoiesis to

haemozoin and parasitaemia in the bone mar-

row (A–D). (A) Differences in the prevalence

of Hz in the bone marrow between children

with and without dyserythropoiesis. (B) Differ-

ences in the level of Hz content in the bone

marrow (0, absent; 1, little; 2, medium; 3,

abundant) between children with and without

dyserythropoiesis. (C) Differences in the preva-

lence of parasitaemia in the bone marrow

between children with and without dyserythro-

poiesis. (D) Differences in parasite density in

the bone marrow between children with and

without dyserythropoiesis. Differences in A–C

were analysed by Fisher’s exact test, and differ-

ences in panel D were analysed by Rank Sum

test. In B, columns present means � standard

error. In D, the area of the circle is propor-

tional to the number of observations, and the

median, 25 and 75th percentiles are indicated

by horizontal lines. BM, bone marrow; Hz,

haemozoin; iRBCs, infected red blood cells.

R. Aguilar et al

884 ª 2014 John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2014, 164, 877–887

Artículo 3

116



A link between Hz and dyserythropoiesis is reinforced by

a post-mortem study in children who died with malaria,

where an association of Hz with the proportion of abnormal

erythroblasts was seen (Casals-Pascual et al, 2006). However,

in the current study, more than one-third of children with

normal erythroblasts had Hz in the bone marrow, and

almost half of the children with dyserythropoiesis did not

have Hz in this tissue. The absence of dyserythropoiesis in

the presence of Hz might be explained by infections in which

the detrimental effects of Hz are not yet seen. On the other

hand, the presence of dyserythropoiesis in the absence of Hz

might be due to other causes, such as viral infections (mainly

hepatitis, parvovirus B19 or HIV) (Calenda & Chermann,

1992; Carpenter et al, 2004; Klco et al, 2010), and micronu-

trient deficiencies such as iron deficiency (Rozman et al,

1992). However, the current study did not find an associa-

tion between iron deficiency and dyserythropoiesis.

A potential limitation of this study is the use of a semi-

quantitative method to measure Hz in bone marrow cellular

aggregates. This method entails subjectivity, which could be a

constraint in terms of comparability of the results with those

from other studies using different approaches (Casals-Pascual

et al, 2006). Futures studies should consider the use of a

highly sensitive, quantitative luminescence-based Hz method

that has been recently developed (Deroost et al, 2012).

Another limitation of the study is the classification of dysery-

thropoiesis as present or absent. The degree of dyserythro-

poiesis is variable, so futures studies should include its

quantification.

In summary, this is the first large-scale ex vivo study to

show that Hz in the bone marrow is associated with anae-

mia, and supports the hypothesis of a direct pathogenic

mechanism of Hz in this association previously observed in

in vitro studies. The large sample size, compared to previous

studies, for evaluating the presence and role of parasites and

Hz in bone marrow strengthen the validity of the observa-

tions. In addition, this study has shown that sexual and

mature asexual P. falciparum parasites are highly prevalent in

the bone marrow of malaria infected children, suggesting

their sequestration in this tissue and emphasizing the rele-

vance of looking at the molecular mechanisms involved.

Overall, the findings of this study may have clinical implica-

tions by suggesting that the development of drugs capable of

blocking the damaging effects of Hz on erythroid cells could

be used in reducing the severity and persistence of malarial

anaemia, one of the major killers of children exposed to this

parasitic infection.
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Artículo 4: Evidencia molecular de la presencia de gametocitos inmaduros 
de Plasmodium falciparum en la médula ósea 

 

Ruth Aguilar, Ariel Magallon-Tejada, Ariel H. Achtman, Cinta Moraleda, Regina Joice, Pau 

Cisteró, Connie S. N. Li Wai Suen, Augusto Nhabomba, Eusebio Macete, Ivo Mueller, Matthias 

Marti, Pedro L. Alonso, Clara Menéndez, Louis Schofield, Alfredo Mayor 

 

Resumen 

 

Los gametocitos inmaduros de Plasmodium falciparum no se observan en sangre periférica. 

Sin embargo, nunca se ha evaluado la presencia de los diferentes estadios de gametocitos en 

otros órganos, como la médula ósea, mediante técnicas moleculares que son más sensibles 

que la microscopía óptica. En este estudio se han cuantificado los estadios sexuales de P. 

falciparum en médula ósea (n=174) y en sangre periférica (n=70) de niños anémicos 

mozambiqueños mediante RCP cuantitativa específicamente dirigida para gametocitos en fase 

temprana (PF14_0748;PHISTa), intermedia (PF13_0247;Pfs48/45) y madura (PF10_0303; 

Pfs25).  

En los niños positivos para el gen constitutivo del P. falciparum (PF08_0085; gen de la enzima 

conjugadora de ubiquitina) en médula ósea (n=136) y sangre periférica (n=25) la prevalencia de 

gametocitos inmaduros fue mayor en médula ósea (temprana: 95% vs 20%, p<0,001; 

intermedia: 80% vs 16%; p<0,001) que en sangre periférica. Por el contrario, los gametocitos 

maduros fueron más prevalentes (100% vs 51%, p<0,001) y abundantes (p<0,001) en sangre 

periférica que en médula ósea. La anemia grave (3,57; 95% intervalo de confianza 1,49-8,53) y 

la diseritropoyesis (6,21; 95% intervalo de confianza 2,24-17,25) se asociaron de forma 

independiente con una mayor prevalencia de gametocitos maduros en médula ósea. Estos 

resultados destacan la alta prevalencia y abundancia de estadios sexuales precoces en médula 

ósea, así como la relación entre el desarrollo de gametocitos en este tejido y alteraciones 

hematológicas.  
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Key Points

• In P falciparum–infected
anemic children, immature
gametocytes are more
prevalent and abundant in
bone marrow than in
peripheral blood.

• P falciparum–infected anemic
children are gametocyte
carriers that can potentially
contribute to malaria
transmission.

Plasmodium falciparum immature gametocytes are not observed in peripheral blood.

However, gametocyte stages in organs such as bone marrow have never been assessed

bymolecular techniques, which aremore sensitive than opticalmicroscopy.We quantified

P falciparum sexual stages in bone marrow (n 5 174) and peripheral blood (n 5 70) of

Mozambican anemic children by quantitative polymerase chain reaction targeting tran-

scripts specific for early (PF14_0748; PHISTa), intermediate (PF13_0247; Pfs48/45), and

mature (PF10_0303; Pfs25) gametocytes. Among children positive for the P falciparum

housekeeping gene (PF08_0085; ubiquitin-conjugating enzyme gene) in bone marrow

(n5 136) and peripheral blood (n5 25), prevalence of immature gametocyteswashigher in

bonemarrow thanperipheral blood (early: 95% vs 20%,P< .001; intermediate: 80%vs 16%;

P < .001), as were transcript levels (P < .001 for both stages). In contrast, mature

gametocytes were more prevalent (100% vs 51%, P < .001) and abundant (P < .001) in
peripheral blood than in the bone marrow. Severe anemia (3.57, 95% confidence interval

1.49-8.53) and dyserythropoiesis (6.21, 95% confidence interval 2.24-17.25) were

independently associated with a higher prevalence of mature gametocytes in bone

marrow.Our results highlight the high prevalence and abundance of early sexual stages in bonemarrow, aswell as the relationship

between hematological disturbances and gametocyte development in this tissue. (Blood. 2014;123(7):959-966)

Introduction

Cytoadhesive interactions with host receptors mediate the sequestra-
tion of Plasmodium falciparum mature asexual parasites in different
organs and tissues, a phenomenon that is suggested to reduce de-
struction of infected erythrocytes in the spleen and eventually lead to
severe malaria.1 A similar phenomenon has been hypothesized for the
immature stages of gametocytes that, after maturation, are responsible
for Plasmodium transmission from humans to the mosquito.2 How-
ever, the organs where gametocytes develop and the mechanisms
underlying this process are not well defined.
A small proportion of P falciparum parasites divert from the

asexual erythrocytic cycle and develop into gametocytes through
a maturation process classically divided into 5 morphological stages
(I-V).3,4 Factors contributing to the genesis and development of
gametocytes in vivo are largely unknown. Because only gametocytes
at the mature stage V are microscopically detectable in peripheral
blood,5 it has been suggested that developing stages may be retained
in internal organs. Evidence for such enrichment is scarce, with
several case reports showing an abundance of immature gametocytes

in the spleen and bone marrow.5-8 However, these studies are of
limited scale and used standard light microscopy as the only method
for gametocyte detection and stage differentiation; standard light
microscopy is known to have low sensitivity comparedwithmolecular
tools9,10 and to miss a substantial proportion of P falciparum
infections in surveys of endemic populations.11-13 The information on
gametocyte stages detected by molecular techniques such as poly-
merase chain reaction (PCR) is scarce for P falciparum infections
in peripheral blood and absent for infections in the bone marrow.
Such a lack of data limits the accurate assessment of malaria trans-
mission at a community level, which is critical to enabling rational
development of a transmission-blocking vaccine14 and to support
elimination and eradication of P falciparum and P vivax.15

A better understanding of the dynamics between the multipli-
cation of P falciparum, gametocytogenesis, and malaria trans-
mission is essential to enabling development of new tools to
disrupt malaria transmission.15 To expand investigation beyond
case reports and autopsy studies and overcome limitations in the
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sensitivity and gametocyte stage differentiation of opticalmicroscopy,
we used a stage-specific quantitative reverse-transcriptase PCR
(qPCR) to compare the prevalence and levels of gametocytes in 174
bone marrow samples and 70 matched peripheral blood samples
fromMozambican anemic children, and identified factors associated
with the development of sexual stages.

Methods

Study site, participants, and sample collection

The studywas carried out at the Centro de Investigação emSaúde deManhiça
in the Manhiça District of southern Mozambique.16 Malaria transmission,
mainly from P falciparum (95%), is of moderate and perennial intensity with
marked seasonality. To assess dynamics ofP falciparum gametocyte stages in
bone marrow and peripheral blood of anemic children, 174 1- to 59-month-
old children admitted to theManhiça District Hospital betweenOctober 2008
and August 2010 with hemoglobin ,11 g/dL by the HemoCue system
(HemoCue HB 2011; Änghelom, Sweden) and no history of blood trans-
fusion in the preceding 4 weeks who had undergone bone marrow aspiration
were recruited as participants.

A complete clinical examination of the 174 children recruited for the
study was performed, and the information was recorded onto standardized
questionnaires together with demographic data. P falciparum was detected
bymicroscopy in peripheral blood films following standard, quality-controlled
procedures.17 Four milliliters of venous blood were collected by venipuncture
into a heparinizedVacutainer from a subset of children (n5 70). Three to 4mL
of bonemarrowwere aspirated from the anterosuperior iliac crest or the tibia of
the 174 children under conscious sedation with parenteral atropine, ketamine,
and diazepam.18,19 The first drops of the aspirate were used to prepare smears
and the rest of the sample was collected into an EDTA-coated Vacutainer.
Bone marrow aspirates were not performed in children ,3 months of age or
with medical counterindications such as severe respiratory distress, recent
history of seizures, suspected intracranial hypertension, or any other risk
identified by the responsible pediatrician. Resuscitation equipment was always
available during the procedure.

The study protocol was approved by the National Mozambican Ethics
Committee and the Hospital Cĺınic of Barcelona Ethics Review Committee.
The parents/guardians of all children included in the study provided written
informed consent after being informed of the goals, benefits, and risks of the
procedures and were offered no financial or material inducements for partic-
ipation. This studywas conducted in accordancewith theDeclaration ofHelsinki.
All children received treatment according to national guidelines.

Bone marrow smear examination

Bone marrow smears were fixed and stained with May-Grünwald eosin
methylene blue solution and 10% Giemsa for cytological and parasitological

examination. Smear cytology was evaluated by an experienced hematologist
who was blinded to clinical and laboratory details. Dyserythropoiesis was
successfully assessed in 136 of the bone marrow smears and defined as the
presence of erythroblasts with binuclearity and trinuclearity, internuclear
chromatin bridges, nuclear pyknosis, or any other chromatin alterations.20

Bone marrow smears were considered microscopically negative for
P falciparum if no parasites were detected in 100 fields at3100magnification.
Hemozoin, identified as coarse brown granular material with birefringence
under polarized light,21 was assessed in bone marrow cellular aggregates
observed in 132 of the smears. Stage I gametocytes were defined as round
parasites, sometimes with slightly pointed ends, and hemozoin located in
elongated granules; stage II as oat grain-shaped parasiteswith pointed ends and
scattered granules of hemozoin; stage III as elongated “D”-shaped parasites;
stage IV as symmetrical, elongated, spindle-shaped parasiteswith pointed ends;
and stage V as sausage-shaped parasites with rounded ends.3,22,23

CRP and EPO measurements

Peripheral blood was centrifuged and plasma samples were used to quantify
C-reactive protein (CRP) and erythropoietin (EPO) levels, using an ADVIA
2400 automated analyzer (Siemens Healthcare, Barcelona, Spain) and the
Quantikine human Erythropoietin kit (R&D Systems, Minneapolis, MN),
respectively.

RNA extraction and cDNA synthesis

Two milliliters of bone marrow aspirate were transferred to a Paxgene Bone
Marrow RNA Tube (QIAGEN) and 100 mL of peripheral red blood cells to
1 mL of Trizol (Invitrogen) for RNA stabilization. Samples were stored at
280°C until RNA preparation using the Paxgene Bone Marrow RNA Kit
(QIAGEN) and the PureLink RNA Mini kit (Invitrogen) for bone marrow
and peripheral blood samples, respectively. Quantity and purity of RNAwere
assessed with a Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) or a Nanodrop
spectrophotometer (Thermo Scientific). RNA was treated with DNAse using
the Turbo DNA-free kit (Invitrogen). Contamination with genomic parasite
DNA was assessed by a TaqMan qPCR specific for the P falciparum 18S
ribosomal gene 24,25; positive samples were retreatedwith DNAse and retested
for lack of genomic DNA. RNA (2 mg) was used for complementary DNA
(cDNA) conversion with the SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen)
using a 2-hour incubation step at 42°C to maximize yields.

qPCR of gametocyte maturation stages

Early, intermediate, and mature gametocyte transcripts were detected using
primers for 3 gametocyte markers selected from published microarray ex-
pression data for their tight windows of high expression during a certain period
of gametocyte development.26-28 These primers have been previously de-
veloped and validated in a study on autopsy tissue sections by Joice et al
(R.J., Sandra K. Nilsson, Jacqui Montgomery, Selasi Dankwa, Elizabeth
Egan, Belinda Morahan, Karl B. Seydel, Lucia Bertuccini, Pietro Alano,
KimC.Williamson,Manoj T. Duraisingh, Terrie E. Taylor, DannyA.Milner,
M.M., manuscript submitted September 2013): PHISTa gene (PF14_0748;
peak expression in early gametocytes, stages I-II; forward (Fw): ATT CAA
GGG TAG TTC CTA GAG CAG TGT GG; reverse (Rv): AGC ACT CGT
AATTCTAACACTGGG) as amarker of young gametocytes; transmission-
blocking antigen precursor Pfs48/45 (PF13_0247; peak in intermediate
gametocytes, stages III-IV; Fw: GTA AGC CTA GCT CTT TGAATAGTG

Table 1. Baseline characteristics of children included in the study

Severe anemia

No (n 5 86) Yes (n 5 88) P

Age (months) (median, IQR) 16 (10, 28) 23.5 (16, 33) .002

Male (n, %) 47 (55) 48 (55) 1.000

Hemoglobin (g/dL) (median, IQR) 9.65 (9.2, 10.2) 5.4 (4.3, 6.15) ,.001

Fever (n, %) 48 (56) 51 (58) .878

Hemozoin (n, %)* 18 (27) 53 (81) ,.001

Dyserythropoiesis (n, %)† 39 (59) 52 (74) .070

Asexual parasitemia (microscopy)

Bone marrow (n, %)‡ 18 (22) 55 (66) ,.001

Peripheral blood (n, %) 20 (23) 55 (62) ,.001

IQR, interquartile range. P values are from Fisher (categorical variables) and

Mann-Whitney tests (continuous variables).

*42 missing.

†38 missing.

‡11 missing.

Table 2. Prevalence of gametocyte-positive samples determined by
microscopy and qPCR

Gametocytes, n (%)

Microscopy qPCR

Peripheral blood Bone marrow* Peripheral blood Bone marrow

Positive 9 (5.2) 46 (28.4) 25 (14.4)† 133 (76.4)†

Negative 165 (94.8) 116 (71.6) 149 (85.6) 41 (23.6)

*12 samples not determined.

†Samples positive for at least 1 of the 3 gametocyte-stage markers.
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A; Rv: GAC CTA CGT TCA CGC ATA TCT GGC T) for intermediate
gametocytes; and ookinete surface antigen precursor Pfs25 (PF10_0303; peak
in mature gametocytes, stage V; Fw: GGA AAT CCC GTT TCA TAC GCT
TGT;Rv: TCTTGTACATTGGGAACTTTGCCT) for late developing and
mature gametocytes. Final reaction volumes of 20mL included 4mL of cDNA
(;8 ng/mL) and 10mL of iQ SYBRGreenMaster Mix (BioRad). qPCRs were
performed in a Viaa7 analyzer (Applied Biosystems) with 10 minutes at 95°C
(1 cycle), 30 seconds at 95°C, and 1 minute at 58°C (40 cycles). Each sample
was analyzed in triplicate alongside a dilution series of cDNA frommessenger
RNA targets cloned into pGEM plasmids for absolute quantification of
transcript copy numbers. Positive transcriptionwas defined as a cycle threshold
value within the standard curve’s cycle threshold range. To normalize for the
level of parasitemia and amount of cDNA loaded in each reaction, relative
transcript levels were calculated as the ratio between copy numbers of
gametocyte transcripts and the P falciparum ubiquitin-conjugating enzyme
(PF08_0085) transcript (housekeeping [HK] gene). This HK gene was
chosen for being highly constitutively expressed across patients and parasite
life-cycle stages,29-32 and was also quantified by qPCR (Fw: GGTGTTAGT
GGC TCA CCA ATA GGA; Rv: GTA CCA CCT TCC CAT GGA GTA
TCA), as described previously.33

Definitions and statistical methods

Fever was defined as axillary temperature $37.5°C, moderate anemia as
hemoglobin concentration between 11 and 7 g/dL, and severe anemia as
hemoglobin concentration ,7 g/dL. The high and low EPO, CRP, and age
categories were defined based on their median values from the 174 children

included in the study. Asexual submicroscopic parasitemias, defined as
a parasite-negative result by microscopy but positive by qPCR for the
P falciparum HK gene, were assigned a parasite density of 0.1 parasites per

Figure 1. P falciparum gametocyte stages in bone

marrow (BM) and peripheral blood (PB) detected by

qPCR. (A) Prevalence and standard error of early,

intermediate, and mature gametocyte stages. (B) Relative

transcript copy numbers expressed as the ratio between

copy numbers of gametocyte transcripts and P falciparum

ubiquitin-conjugating enzyme transcript. The area of the

circle is proportional to the number of observations, and

mean copy number and 95% confidence intervals are

indicated by horizontal lines. Samples positive for the

housekeeping gene are included in the analysis: 136 BM

and 25 PB samples.

Figure 2. Prevalence of P falciparum gametocyte stages in gametocyte-positive

bone marrows as detected by microscopy. Prevalence and standard error of the

different gametocyte stages in bone marrow samples that are gametocyte-

positive by microscopy (n 5 27).
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microliter of blood. Categorical and continuous variables were compared
between groups using the Fisher exact test and Mann-Whitney U test,
respectively. McNemar and Wilcoxon signed-rank tests were used for
comparisons between paired samples. The correlations between relative
transcript copy numbers and parasite density were assessed by Spearman
test. Associations of the prevalence of gametocyte stages in the bone
marrow and of log-transformed relative transcript copy numbers with
demographic and clinical parameters were assessed by Fisher test and Student
t test, respectively. Backward stepwise regression models were performed
including variables significantly associated in the univariate analysis.Multiple
imputation analysis was performed on the missing values (range 1.83%-
25.71%) using theAmelia II software, version 1.6.3. Regressionwas carried out
on each of the 10 imputed datasets and the results were combined. Statistical
analyses were performed using STATA.12 (STATA Corporation, College
Station, TX). All P values are 2-sided and were considered significant
when ,.05.

Results

Characteristics of the study participants

A total of 174 anemic children who had undergone bone marrow
aspiration were included in this study (Table 1). The median age of
participants was 20 months (interquartile range [IQR] 12, 30), and
55% (95/174)weremale. Themedian hemoglobin concentrationwas
6.9 (IQR 5.4, 9.6) g/dL, with 50% (88/174) of the children being
severely anemic (hemoglobin,7 g/dL) and 57% (99/174) presenting
with a fever at sample collection. Hemozoin was observed in 54%
(71/132) of the bonemarrow samples and signsof dyserythropoiesis in
67% (91/136), with nuclear pyknosis followed by irregular nuclei as
the most commonly detected anomalies. The prevalence of dysery-
thropoiesis was similar in children with and without fever (36 of
57 [63%] vs 55 of 91 [60%], P5 .464). Children with severe anemia
were older and had a higher prevalence of hemozoin and asexual
P falciparum infection detected bymicroscopy in the bonemarrow, as
well as in peripheral blood, compared with nonseverely anemic
children (Table 1). Seventy-eight percent (136/174) of the bone
marrow samples and 36% (25/70) of the peripheral blood samples
were positive for the P falciparumHK gene by qPCR. Sixteen (23%)
of the 70 children with data from both bone marrow and peripheral
blood samples were positive for the P falciparum HK gene in both
compartments.

P falciparum gametocyte stages in bone marrow and

peripheral blood

Sexual P falciparum parasites were detected by microscopy in the
peripheral blood of 5% (9/174) of the children and in the bone
marrow of 28% (46/162) (Table 2). Prevalence and relative transcript
copy numbers of qPCR-detected gametocyte stages in bone marrow

Table 3. Paired analyses comparing the prevalence and transcript levels of gametocyte stage markers between bone marrow and peripheral
blood

Prevalence Relative transcript copy number*

Peripheral blood Bone marrow–Peripheral blood

Bone marrow Positive Negative P† n > 0‡ n < 0‡ Median§ Interquartile range P{
Early

Positive 3 13 ,.001 15 1 0.098 0.043, 0.295 .004

Negative 0 0

Intermediate

Positive 3 13 ,.001 16 0 0.210 0.034, 1.696 ,.001

Negative 0 0

Mature

Positive 15 0 .032 10 6 0.110 20.047, 1.539 .148

Negative 1 0

n 5 16 paired samples.

*Ratio between copy numbers of gametocyte transcripts and P falciparum ubiquitin-conjugating enzyme transcript.

†Prevalences were compared using the McNemar test.

‡Number of pairs showing a higher (n . 0) or lower (n , 0) copy number of transcripts in bone marrow compared with peripheral blood.

§Median of the difference.

{Relative transcript copy numbers were compared using the Wilcoxon signed-rank test.

Table 4. Prevalence of early, intermediate, and mature gametocytes
in bone marrow according to demographic and clinical parameters

Early Intermediate Mature

n (%) P n (%) P n (%) P

Age (months)

#20 (n 5 80) 76 (95) 1.000 61 (76) .196 35 (44) .037

.20 (n 5 56) 53 (95) 48 (86) 35 (63)

Sex

Male (n 5 77) 73 (95) 1.000 61 (79) .830 39 (51) .864

Female (n 5 59) 56 (95) 48 (81) 31 (53)

Fever

No (n 5 57) 52 (91) .130 42 (74) .130 26 (46) .298

Yes (n 5 79) 77 (97) 67 (85) 44 (56)

CRP*

Low (n 5 68) 64 (94) .682 51 (75) .080 26 (38) .003

High (n 5 63) 61 (97) 55 (87) 41 (65)

Severe anemia

No (n 5 74) 71 (96) .702 59 (80) 1.000 24 (32) ,.001

Yes (n 5 62) 58 (94) 50 (81) 46 (74)

EPO†

Low (n 5 73) 70 (96) 1.000 60 (82) .824 31 (42) .024

High (n 5 59) 56 (95) 47 (80) 37 (63)

Asexual parasitemia (BM)‡

Submic (n 5 81) 76 (94) 1.000 62 (77) .173 29 (36) ,.001

Patent (n 5 46) 44 (96) 40 (87) 35 (76)

Hemozoin

No (n 5 56) 52 (93) .686 43 (77) .472 16 (29) ,.001

Yes (n 5 47) 45 (96) 39 (83) 33 (70)

Dyserythropoiesis

No (n 5 33) 30 (91) .373 25 (76) .422 7 (21) ,.001

Yes (n 5 73) 70 (96) 61 (84) 45 (62)

P values are from Fisher test.

Submic, submicroscopic infections.

*Median: 7.44 mg/dL.

†Median: 88.65 U/L.

‡Submicroscopic if parasites were detected only by qPCR.
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and peripheral blood are shown in Table 2 and Figure 1. Among the
136 bonemarrow samples and 25 peripheral blood samples that were
positive for P falciparum based on qPCR detection of the HK gene,
133 (98%) and 25 (100%), respectively, were positive for at least
1 gametocyte stage marker. Of these gametocyte qPCR-positive
samples, microscopy data were available for 124 bone marrow
samples with 27 (22%) gametocyte-positive (Figure 2) and for 25
peripheral blood samples with 3 (12%) gametocyte-positive. Preva-
lence of early and intermediate gametocyte stages in bone marrow
(n 5 136) were 4.8 and 5 times higher, respectively, compared with
peripheral blood (n5 25), whereas mature gametocytes were twice as
prevalent in peripheral blood as in bone marrow (P , .001 in the 3
comparisons; Figure 1A). Similarly, relative transcript levels of early
and intermediate gametocyte markers were higher in bone marrow
compared with peripheral blood, and mature gametocyte transcripts
were higher in peripheral blood than in bone marrow (P, .001 in the
3 comparisons; Figure 1B). In the paired analysis including the 16
children positive by qPCR for P falciparum both in bone marrow
and peripheral blood, early and intermediate stages were found to be
significantly more prevalent and more highly expressed in bone
marrow compared with peripheral blood (Table 3).

Parameters associated with gametocyte stages in bone marrow

The univariate analyses showed that the presence of microscopically
detected parasites and/or hemozoin in bone marrow, age.20months,

high CRP and EPO levels, severe anemia, and dyserythropoiesis
were significantly associated with an increased prevalence (Table 4)
and relative transcript copy numbers (Table 5) of mature game-
tocytes in bone marrow. Moreover, relative transcript copy numbers
of mature stages in bone marrow were positively correlated with
parasite densities in peripheral blood (r5 0.301, P, .001). The
backward stepwise regression analysis with imputed data showed
independent positive associations between the prevalence of
mature stages and severe anemia (P 5 .004), dyserythropoiesis
(P , .001), as well as the presence of a microscopic infection in
the bone marrow (P 5 .004) (Table 6). Moreover, relative
transcript copy numbers of mature gametocytes were positively
associated with severe anemia (P , .001) and negatively with
fever (P 5 .003) (Table 6). Among the 25 children with qPCR-
detected P falciparum infection in peripheral blood, relative
transcript copy numbers of mature stages in peripheral blood
were lower in severely anemic children (median: 0.086, IQR
0.014, 1.657) compared with those with moderate anemia (0.011,
IQR 0.003, 0.671; P 5 .052).
In contrast to mature stages, prevalence and levels of immature

gametocytes were not found to be associated with severe anemia nor
dyserythropoiesis (Tables 4-6). Relative transcript copy numbers of
early and intermediate gametocytes were increased in children with
submicroscopic infections in the bone marrow (Table 6) and de-
creased with increasing parasite densities (early: r 5 20.344,
P , .001; intermediate: r 5 20.217, P 5 .011).

Table 5. Relative transcript levels of early, intermediate, and mature gametocyte stage markers in bone marrow positive for the different
gametocyte stages according to demographic and clinical parameters

Relative transcript levels (3100)*

Early Intermediate Mature

n GM (95%CI) P n GM (95%CI) P n GM (95%CI) P

Age (months)

#20 76 17.2 (12.0, 24.9) .296 61 40.8 (23.2, 72.0) .314 35 8.5 (3.2, 22.7) .200

.20 53 12.8 (8.2, 19.8) 48 26.3 (13.4, 51.4) 35 20.3 (7.8, 52.6)

Sex

Male 73 14.9 (10.2, 21.9) .871 61 29.9 (16.7, 53.3) .541 39 13.6 (5.7, 32.4) .90

Female 56 15.7 (10.3, 23.7) 48 39.1 (20.2, 75.5) 31 12.5 (4.1, 38.5)

Fever

No 52 21.0 (13.6, 32.4) .061 42 48.0 (25.7, 89.4) .195 26 40.6 (13.2, 125.1) .009

Yes 77 12.3 (8.5, 17.7) 67 26.9 (15.0, 48.3) 44 6.7 (3.0, 15.1)

CRP†

Low 64 14.1 (9.2, 21.6) .880 51 31.3 (15.9, 61.5) .790 26 4.5 (1.5, 13.3) .016

High 61 14.7 (10.2, 21.3) 55 35.2 (19.6, 63.5) 41 23.5 (10.1, 54.7)

Severe anemia

No 71 16.2 (11.2, 23.4) .639 59 31.8 (16.8, 60.1) .776 24 2.7 (0.9, 7.9) ,.001

Yes 58 14.2 (9.2, 21.9) 50 36.0 (20.2, 64.2) 46 30.1 (13.8, 65.4)

EPO‡

Low 70 14.3 (9.9, 20.6) .898 60 26.1 (14.2, 47.9) .236 31 3.8 (1.4, 10.2) .002

High 56 14.8 (9.6, 23.0) 47 44.2 (23.5, 83.1) 37 30.1 (12.8, 70.8)

Asexual parasitemia (BM){
Submic 76 21.9 (15.9, 30.2) .001 62 60.1 (37.9, 95.4) <.001 29 9.7 (3.2, 29.3) .386

Patent 44 8.4 (5.0, 14.1) 40 10.7 (4.9, 23.3) 35 17.6 (7.3, 42.5)

Hemozoin

No 52 24.0 (16.5, 34.8) .009 43 60.0 (35.7, 100.9) .006 16 8.6 (2.0, 37.8) .317

Yes 45 10.6 (6.4, 17.5) 39 17.1 (8.0, 36.3) 33 20.9 (7.4, 59.3)

Dyserythropoiesis

No 30 18.9 (11.9, 29.9) .479 25 27.5 (11.6, 65.5) .753 7 13.4 (0.5, 376.1) .885

Yes 70 14.8 (9.9, 22.1) 61 32.5 (18.3, 57.7) 45 11.3 (4.9, 25.9)

P values are from Student t test using log transformed values.

CI, confidence interval; GM, geometric mean; submic, submicroscopic infections.

*Ratio (3100) between copy numbers of gametocyte transcripts and P falciparum ubiquitin-conjugating enzyme transcript.

†Median: 7.44 mg/dL.

‡Median: 88.65 U/L.

{Submicroscopic if parasites were detected only by qPCR.
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Discussion

This is the first ex vivo study on malaria-exposed children to apply
molecular detection and stage differentiation of P falciparum
gametocytes in the bonemarrow, and to highlight the unexpectedly
high prevalence of sexual stages as well as abundance of immature
stages in this site compared with peripheral blood. The results also
suggest a relationship between hematological disturbances and
gametocyte development in the bone marrow.
In this study, practically every P falciparum-infected child

carried gametocytes in the bone marrow (98%) and peripheral blood
(100%). Most of these gametocyte-positive samples (78% in bone
marrow and 88% in peripheral blood) were negative by microscopy,
demonstrating the high prevalence of submicroscopic low-density
gametocytemias in human hosts. Such underdetection in peripheral
blood is concordant with a meta-analysis of 5 studies showing that
the prevalence of gametocytes detected by microscopy in peripheral
bloodwas only 2.8% to 26.6%of that detected by PCR.34 Early-stage
gametocytes in bone marrow were particularly susceptible to
underdetection by microscopy, probably because of the difficulty in
distinguishing them from trophozoites35 and other nucleated host
cells. Given that submicroscopic gametocyte infections are capable
of infecting mosquitoes and contributing to transmission,36 these
results suggest a higher potential for malaria transmission than
previously observed in microscopically based studies.2

qPCR-based detection of sexual stage-specific transcripts showed
that immature gametocyteswere 5 timesmore prevalent and alsomore
abundant in bone marrow compared with peripheral blood. This in
contrast to the more mature gametocytemias observed in peripheral
blood, although mature gametocytes were still observed in the blood

circulating in the bone marrow. The very low transcript levels of
immature gametocytes in the peripheral blood of 20% of the children
suggest that the highly sensitive qPCR might be detecting residual
early sexual stages in the bloodstream that may have escaped from the
bone marrow. These results are in agreement with recent findings
suggesting that mechanical properties of erythrocytes infected by
immature gametocyte stages (ie, decreased deformability leading to
the retention of immature gametocytes within the marrow)37-39 may
play a role in their localization in the bonemarrow.However, it cannot
be ruled out that cytoadhesion of erythrocytes infected by sexually
committed trophozoites to specific receptors in the bone marrow may
contribute to the enrichment of early sexual stages in this organ.
Selective accumulation of immature gametocytes in bone marrow
during the 8 to 12 days they need for maturation may provide them
with a better niche for survival than the lumen of small vessels if,
for example, their clearance is reduced in the special immune
environment of the bone marrow.40 However, it is still not clear if
gametocytogenesis can be induced in bone marrow by the high
concentration of erythrocyte progenitors41,42 or other soluble
factors43 or alternatively gametocytes are produced elsewhere
and sequester in the bone marrow.
This study showed an elevated carriage of mature gametocytes in

peripheral blood of P falciparum-infected children with severe
anemia,2,44,45 representing an important infectious reservoir given
the high numbers of anemic children in Mozambique (3.8 million
children younger than age 10 years, 11.5% of them with severe
anemia46) and in otherAfrican countrieswheremalaria is endemic.47,48

Several interpretations for the observed association between game-
tocytemia and severe anemia are possible: (1) factors associated with
severe anemia such as an increased erythropoiesis and/or the elevated
production of EPO42,43,49,50 may stimulate the maturation of
gametocytes in bone marrow and increase their release into peripheral
blood; (2) long-term infections or high asexual parasite densities, as
observed in this and other studies,51 leading to severe anemia may
provide a longer time for gametocyte maturation; or (3) parasite
sequestration in the bone marrow may alter or inhibit the
differentiation of hematopoietic progenitors and increase the risk
of severe anemia. Other factors such as high temperatures or
increased levels of cytokines during febrile paroxysms may also
contribute to eliminating mature gametocytes or delay the
maturation of early stages, as suggested by the observation of reduced
levels ofmature stages among childrenwith fever.44,45,52 In contrast to
mature stages, prevalence and levels of early sexual stages were
independent of severe anemia, dyserythropoiesis, or fever in the
children in this study. Moreover, the univariate analysis found that
relative levels of developing gametocytes decreased with increasing
parasite densities in the bone marrow. These observations suggest
that the relative contribution of immature gametocytes to the pool
of parasites in peripheral blood is reduced in high-density
infections, and that the genesis of gametocytes is not related to
hematological disturbances.
This study has 2main limitations. First, the analysis was restricted

to anemic children. Dynamics of P falciparum sexual stages in
children with other disease spectrum (ie, asymptomatic) as well as
older children and adults with higher levels of antimalarial immunity
stills needs to be addressed at themolecular level. Second, gametocyte
stages in tissues other than bone marrow and peripheral blood were
not assessed in this ex vivo study. Therefore it cannot be ruled out
that other organs of the host may be implicated in the maturation of
P falciparum sexual stages. However, a recent autopsy study provides
independent evidence for the malaria sexual stage development in the
hematopoietic system of the bone marrow (R.J., Sandra K. Nilsson,

Table 6. Demographic and clinical parameters associated with
prevalence and relative transcript levels of early, intermediate, and
mature gametocyte stages in bone marrow estimated by backward
regression models

n Significant variables Effect size (95% CI) P

Without imputation

Prevalences

Early 86 —

Intermediate 86 —

Mature 86 Severe anemia 2.94 (1.01, 8.61) .049

Dyserythropoiesis 6.31 (1.75, 22.75) .005

Microscopic infection 4.54 (1.45, 14.21) .009

Levels

Early 96 Hemozoin 0.43 (0.23, 0.78) .007

Intermediate 81 Microscopic infection 0.21 (0.083, 0.51) .001

Mature 67 Severe anemia 18.37 (5.53, 60.9) ,.001

Fever 0.26 (0.079, 0.83) .026

With imputation

Prevalences

Early 136 —

Intermediate 136 —

Mature 136 Severe anemia 3.57 (1.49, 8.53) .004

Dyserythropoiesis 6.21 (2.24, 17.25) ,.001

Microscopic infection 4.09 (1.58, 10.60) .004

Levels

Early 129 Microscopic infection 0.41 (0.23, 0.73) .003

Intermediate 109 Microscopic infection 0.20 (0.083, 0.48) ,.001

Mature 70 Severe anemia 11.41 (3.37, 38.58) ,.001

Fever 0.16 (0.049, 0.54) .003

CI, confidence interval.
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JacquiMontgomery, SelasiDankwa,ElizabethEgan,BelindaMorahan,
Karl B. Seydel, Lucia Bertuccini, Pietro Alano, KimC.Williamson,
Manoj T. Duraisingh, Terrie E. Taylor, Danny A. Milner, M.M.,
manuscript submitted September 2013), supporting the concept of
bone marrow as a major source of immature gametocytes.
In summary, the qPCR-based detection of stage-specific game-

tocyte transcripts shows an enrichment of immature gametocytes in
bone marrow compared with peripheral blood demonstrating their
enrichment in this tissue. In addition, this study shows that almost all
P falciparum-infected anemic children were gametocyte carriers
potentially contributing to transmission, and points out a relationship
between severe anemia, dyserythropoiesis, and gametocyte matura-
tion in the bone marrow rather than with genesis of gametocytes.
These findings indicate that strategies targeting gametocytes should
take into account the high prevalence of low-density gametocytemias
that are undetected by microscopy and the increased contribution of
severely anemic children to the P falciparum-transmissible reservoir.
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Artículo 5: Impacto de la exposición al VIH en los indicadores de salud de 
los niños VIH negativos nacidos de madres VIH positivas en África 
subsahariana 

 

Cinta Moraleda, Nilsa de Deus, Celia Serna-Bolea, Montse Renom, Llorenç Quintó, Eusebio 

Macete, Clara Menéndez*, Denise Naniche*. 

 

Resumen 

 

Antecedentes 

En los países con alta prevalencia de VIH, hasta un 30% de los lactantes pueden estar 

expuestos al VIH pero no infectarse (ENI); a pesar de ello, el impacto de VIH materno en la 

salud de estos niños todavía no es del todo conocido. 

Métodos 

158 lactantes (menores de 1 año) ENI y 160 lactantes no expuestos al VIH mozambiqueños 

fueron evaluados 1, 3, 9 y 12 meses después del nacimiento. En cada visita se realizó un 

cuestionario, un ADN-RCP para VIH, análisis hematológicos y determinaciones de CD4 y CD8. 

Se registraron todas las visitas a las consultas externas y todos los ingresos. Los niños ENI 

recibieron profilaxis con cotrimoxazol. 

Resultados 

Los niños ENI presentaron menor hematocrito que los niños no expuestos hasta los 9 meses 

de edad (p=0,024, p=0,025, p=0,012 respectivamente). El porcentaje de células T CD4 fue un 

3% menor [95%CI (0,86; 5,15), p=0,006] y el porcentaje de las células T CD8 1,15 veces mayor 

[95%CI (1,06; 1,25), p=0,001] en los niños ENI comparado con los niños no expuestos. Los 

lactantes ENI presentaron un Z score de peso para la edad menor (p=0,049), pero una menor 

incidencia de consultas en general (p=0,042), por diarrea (p=0,001) y por afecciones 

respiratorias (p=0,042). 

Conclusiones 

Los niños ENI presentaron más frecuentemente anemia, tenían un peor estado nutricional y 

tuvieron alteraciones en el perfil inmunológico comparado con los niños no expuestos. La 

profilaxis con cotrimoxazol podría explicar la reducción en la morbilidad leve. Estos hallazgos 

refuerzan la continuación de la profilaxis con cotrimoxazol y la necesidad de entender las 

consecuencias de la exposición al VIH materno en este grupo de niños tan vulnerable. 
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CLINICAL SCIENCE

Impact of HIV Exposure on Health Outcomes in
HIV-Negative Infants Born to HIV-Positive Mothers in

Sub-Saharan Africa

Cinta Moraleda, MD,*† Nilsa de Deus, PhD,*‡ Celia Serna-Bolea, PhD,† Montse Renom, MD,*†
Llorenç Quintó, BSc, MPH,† Eusebio Macete, MD, PhD,*§ Clara Menéndez, MD, PhD,*†

and Denise Naniche, PhD†

Background: Up to 30% of infants may be HIV-exposed non-
infected (ENI) in countries with high HIV prevalence, but the impact
of maternal HIV on the child’s health remains unclear.

Methods: One hundred fifty-eight HIV ENI and 160 unexposed
(UE) Mozambican infants were evaluated at 1, 3, 9, and 12 months
postdelivery. At each visit, a questionnaire was administered, and
HIV DNA polymerase chain reaction and hematologic and CD4/
CD8 determinations were measured. Linear mixed models were used
to evaluate differences in hematologic parameters and T-cell counts
between the study groups. All outpatient visits and admissions were
registered. ENI infants received cotrimoxazol prophylaxis (CTXP).
Negative binomial regression models were estimated to compare
incidence rates of outpatient visits and admissions.

Results: Hematocrit was lower in ENI than in UE infants at 1, 3,
and 9 months of age (P = 0.024, 0.025, and 0.012, respectively).
Percentage of CD4 T cells was 3% lower (95% confidence interval:
0.86 to 5.15; P = 0.006) and percentage of CD8 T cells 1.15 times
higher (95% confidence interval: 1.06 to 1.25; P = 0.001) in ENI vs.
UE infants. ENI infants had a lower weight-for-age Z score (P =
0.049) but reduced incidence of outpatient visits, overall (P = 0.042),
diarrhea (P = 0.001), and respiratory conditions (P = 0.042).

Conclusions: ENI children were more frequently anemic, had
poorer nutritional status, and alterations in some immunologic

profiles compared with UE children. CTXP may explain their
reduced mild morbidity. These findings may reinforce continuation
of CTXP and the need to understand the consequences of maternal
HIV exposure in this vulnerable group of children.

Key Words: HIV-exposed noninfected infants, morbidity, anemia,
sub-Saharan Africa, cotrimoxazol

(J Acquir Immune Defic Syndr 2014;65:182–189)

INTRODUCTION
The HIV pandemic affects over 34 million people

worldwide. Southern Africa remains the most affected area,
where up to 40% of women live with HIV.1 The number of
infants exposed to HIV during pregnancy, delivery, and
breast-feeding is thus steadily increasing.2 In addition, the
health of exposed noninfected children (ENIC) may also be
affected by their mother’s HIV status.2

Most studies on clinical outcomes in ENIC have been
conducted in industrialized countries, where the disease burden
and health systems are not comparable with the African region.
In addition, studies conducted in sub-Saharan Africa have
often been performed without a control group of HIV-
unexposed (UE) children (UEC) or have not been designed
to study ENIC.3–6 As a consequence, the impact of maternal
HIV infection on their infant’s health is not well established.
Some studies suggest an increased mortality6–10 and morbid-
ity3,9,11,12 in African ENIC, whereas others have observed sim-
ilar health indicators compared with UEC.4,13,14 It has also
been suggested that adverse outcomes could be because of
nonspecific risk factors known to be associated with child
morbidity and mortality that are also related to maternal HIV
infection, such as maternal disease, type of feeding, child’s
anemia, low birth weight (LBW), and prematurity.2,10,11,15

However, immunologic alterations have been reported in
ENIC as compared with UEC, including an increased level
of CD8 T cells, reduced naive CD4 T cells, increased memory
T cells, and an increased prevalence of neutropenia16–18 (de
Deus N, Moraleda C, Serna-Bolea C, Renom M, Menéndez C,
Naniche D, unpublished data, 2012). Although some of these
factors specifically associated with HIV exposure, such as
decreased CD4 T-cell counts, might have an impact on morbidity
and mortality of ENIC,19,20 the overall clinical relevance of these
abnormalities is still unclear.
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Cotrimoxazol (CTX) prophylaxis (CTXP) has been
associated with a decreased morbidity and mortality among
HIV-infected children21 and among HIV-negative siblings of
HIV patients,22 and it is indicated for ENIC in low resource
settings.23 However, this recommendation is being reconsid-
ered because of a lack of information of a protective effect in
ENIC, the strengthening and duration of prophylaxis of
mother-to-child transmission (PMTCT) programs, and the
concern for development of bacterial resistance to CTX.24,25

The objective of this study was to help in guiding
targeted clinical and preventive protocols for ENIC by
increasing the knowledge of the clinical, immunologic, and
hematologic profiles of these children.

METHODS

Study Setting and Population
The study was conducted at the Manhiça district hospital

(MDH) and the Manhiça Health Research Centre, Manhiça
District, southern Mozambique. Since 1996, the Manhiça
Health Research Centre has run a continuous demographic
surveillance system with over 84,700 inhabitants under surveil-
lance in 2009 and a morbidity surveillance, whereby all pedi-
atric hospital admissions and visits to the outpatient department
(OPD) at the MDH and other health posts are registered using
standardized questionnaires. Malaria transmission is perennial
with marked seasonality and mainly because of Plasmodium
falciparum.26 At the time of the study, the antenatal clinic
prevalence of HIV infection in pregnant women was 29%.27

National guidelines for PMTCT of HIV during the study fol-
lowed the 2006 World Health Organization recommendation.28

After the first month of the study, the PMTCT national policy
for all infants born to HIV mothers changed to 4 weeks of daily
zidovudine and a single dose of nevirapine; they also received
CTXP from 4 weeks of age until 2 months after weaning, as
long as they had a HIV-negative serology test, while the moth-
ers were counseled to exclusively breast-feed until 6 months of
age.29 The protocol was approved by the National Committee
on Health Bioethics of Mozambique and the Hospital Clinic of
Barcelona Ethics Review Committee.

Study Procedures
This study was a prospective, observational cohort

study comparing 2 groups of children: those born to HIV-
positive women and those born to HIV-negative women. All
women residents in the study area delivering a singleton live
born at the MDH were invited to participate. Infants who
needed urgent medical care at birth were transferred to the
pediatric ward and were not included. After giving informed
consent, the mothers were tested for HIV using the Determine
HIV-1/2 Rapid Test (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL).
Positive results were confirmed by the Uni-Gold Rapid Test
(Trinity Biotech Co, Wicklow, Ireland). Exclusion criteria
included a multiple delivery and/or having an indeterminate
HIV test. A 5-mL venous sample was drawn from the HIV-
positive mothers for CD4 and viral load determinations. All
HIV-positive women were referred for clinical management

according to the national guidelines. At the time of delivery,
the baby’s birth weight was measured on a digital scale and
length using a height board. Gestational age was assessed by
the Dubowitz’s method.30

Study follow-up consisted of passive clinical surveil-
lance of all outpatient visits and hospital admissions included
in the morbidity surveillance (as described above) up to 1
year of age; in addition, 4 cross-sectional visits at 1, 3, 9, and
12 months postdelivery were carried out. At each visit,
a standardized questionnaire, recording clinical data and
feeding habits, was completed. A 1.5-mL venous sample
was collected for hematologic and CD4/CD8 determinations,
and a filter paper was prepared for HIV DNA polymerase
chain reaction (PCR) test. Infants were considered uninfected
if the HIV DNA-PCR at 1 month was negative or indeter-
minate and confirmed negative 2 weeks later. HIV DNA-
PCR–negative infants born to HIV-positive mothers were
assigned to the ENI group, and infants born to HIV-negative
mothers were considered UE. At each subsequent study visit
(3, 9, and 12 months), infants were tested for HIV DNA
detected by PCR. Those with positive HIV DNA-PCR had
a second PCR performed for confirmation, and if it was con-
firmed, they were referred for clinical management and were
withdrawn from further study procedures.

Laboratory Methods
The HIV status of the infants was assessed from dried

blood spot on filter paper using the Amplicor HIV-1 DNA-
PCR kit (Roche Diagnostics, Branchburg, NJ). Maternal HIV
RNA viral load was determined from frozen plasma using the
Amplicor HIV-1 Monitor assay version 1.5 (Roche Diagnos-
tics). The assay has a sensitivity of 400 copies per milliliter.
For the statistical analyses, plasma HIV-1 RNA concentrations
below the limit of detection were assigned the value of 200
copies per milliliter. T-cell counts were determined by flow
cytometry in a FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ) after whole-blood staining with fluorochrome-
labeled antibodies to CD3, CD8, CD4, and CD45 in Truecount
tubes. Hematologic determinations were assessed on whole
blood using a Coulter counter.

Clinical Definitions
Clinical malaria was defined as either current fever

(axillary temperature, $37.5°C) or a history of fever in the
preceding 24 hours, plus a P. falciparum asexual parasitemia
of any density on a blood slide. Diarrhea was defined as $3
watery loose stools in the previous 24 hours. Clinical severe
pneumonia (CSP) was defined as dyspnea or cough, with
increased respiratory rate according to age group and lower
chest retractions. Acute lower respiratory infection (ALRI)
was defined as fever plus abnormal lung auscultation without
criteria for CSP. Acute upper respiratory infection (AURI)
was defined as history of cough for less than 15 days without
inclusion criteria for CSP or ALRI. Moderate wasting was
defined as less than 22 weight-for-age Z score, moderate
stunting as less than 22 length-for-age Z score, and moderate
underweight as less than 22 weight-for-length Z score.
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Growth disturbances were considered severe in these 3
anthropometric parameters when Z score was less than
23.31 Exclusive breast-feeding was considered when the
infant only received breast milk without any additional solid
or liquid foods, including water. Mixed feeding was consid-
ered when the infant received breast-feeding and any addi-
tional solid or liquid foods and formula feeding when the
infant received infant formula with or/without other foods
or liquids, without breast milk.32 PMTCT was considered
complete for the mother if she had received all treatments
according to the guidelines28 and for the newborn if he/she
received 1 dose of nevirapine in the first 72 hours after birth
plus daily zidovudine for 4 weeks after delivery.28 Anemia
was defined as a hematocrit ,33%, microcytosis as a mean
corpuscular volume ,70 fL, and LBW as a birth weight
,2.500 grams. An infant was considered premature if the
gestational age was ,37 weeks and a mother grand multipara
if she had $5 previous deliveries. High viral load was con-
sidered .104 log10 copies per milliliter.33

Statistical Analyses
Microsoft FoxPro version 5.0 (Microsoft Corp, Red-

mond, WA) was used for data entry, validation, and cleaning of
data, and statistical analysis was performed with STATA
release 11 (StataCorp, College Station, TX). Comparisons
between groups for proportions were assessed using the x2 test
or Fisher exact test where appropriate. The Kruskal–Wallis test
was used to compare independent continuous variables
between groups. Linear mixed models were used to evaluate
differences in hematologic parameters and T-cell counts
between the study groups. These models take into account
the structure of the data variance with repeated measures for
each child and were estimated by maximum likelihood using
a random intercept term at the subject level. The model vali-
dation is based on assessment of the residuals. Because %CD8
violates the assumption of normality of its residual, it is ana-
lyzed in logarithmic scale. According to this, coefficients from
the regression models should be read as absolute differences
between means for those variables analyzed in linear scale and
proportional differences (ratios between geometric means) for
those variables analyzed in logarithmic scale.

Incidence of outpatient visits and admissions was
calculated using the observation period for the infants from
the day of birth until the study participant reached any of the
following: (1) withdrawal or lost of follow-up of the study,
(2) death, (3) became HIV positive, or (4) reached 12 months
of age. The date when an infant was considered HIV positive
was the midpoint between the visit in which the result was
positive and the previous visit. Children were excluded from
the morbidity analysis for the periods spent outside the study
area. An arbitrary lag of 15 days (28 for malaria outcomes)
was applied after each registered episode during which
children did not contribute to the time at risk or to the cases.
Negative binomial regression models were estimated to
compare incidence rates (IR), and P values were calculated
using the likelihood ratio test.

A logistic regression model was created to test the
association between mortality and the HIV status group

[results reported as odds ratio and 95% confidence interval
(CI)]. The probability of mother-to-child transmission during
the first year of life was calculated as 1 2 (negative propor-
tion at 1 month visit · negative proportion at 3 months visit ·
negative proportion at 9 months visit · negative proportion at
12 months visit) · 100.

RESULTS

Study Population
Between August 2008 and June 2009,158 HIV-positive

mothers and 160 HIV-negative mothers and their children
were enrolled. Characteristics of mother–infant pairs at deliv-
ery are shown in Table 1. Birth outcomes were similar in both
groups. Among HIV-positive mothers, 5% (7/151) had CD4
below 200 counts per microliter at delivery (Table 2) and
13% (21/158) had received highly active antiretroviral ther-
apy before delivery.

Mother-to-Child Transmission of HIV and
Feeding Habits

Eighty-two percent (129/158) of the mothers and 70%
(110/158) of their children had received complete PMTCT of
HIV. At 1 month of age, HIV transmission rate was 9% [10/
109 (95% CI: 3.7 to 14.7)]. Feeding methods were similar in
the 2 groups until 6 months of age. Thereafter, the percentage
of ENIC who were weaned increased progressively reaching
18% [10/55 (95% CI: 9.1 to 31.0)] at 9 months of age and

TABLE 1. Demographic Characteristics of Study Women and
Their Infants at Delivery According to Maternal HIV Status

HIV-Positive
Women (n = 158)

HIV-Negative
Women (n = 160) P

Women

Age (yrs), median
(range)

25 (15–43) 23 (15–42) 0.048*

Parity

Primigravidae,
n (%)

28 (18) 32 (20) 0.604†

Multigravidae,
n (%)

130 (82) 128 (80)

Newborn

Sex (male), n (%) 82 (52) 79 (49) 0.653†

GA (wk), median
(IQR)

39 (37–39) 39 (38.5–39) 0.096*

Preterm, n (%) 8 (5) 4 (3) 0.255†

Birth weight (g),
median (IQR)

3000 (2800–3300) 3100 (2900–3350) 0.253*

LBW, n (%) 10/154 (7) 7/155 (5) 0.446‡

Birth length (cm),
median (IQR)

49 (48.0–49.8) 49 (48.5–50.0) 0.213*

BHC (cm),
median (IQR)

35 (34–36) 35 (34–36) 0.989*

* Kruskal–Wallis test.
† x2 test.
‡ Fisher exact test.
BHC, birth head circumference; GA, gestational age.

Moraleda et al J Acquir Immune Defic Syndr � Volume 65, Number 2, February 1, 2014

184 | www.jaids.com � 2013 Lippincott Williams & Wilkins

Artículo 5

135



47% [20/42 (95% CI: 32.0 to 63.6)] at 12 months of age,
whereas at both ages, 100% of UEC were still breast-feeding
(P = 0.005 and P , 0.001 for 9 and 12 months, respectively).
Mixed feeding in ENIC was 10% (95% CI: 4.9 to 17.6) at 1
month, 43% (95% CI: 33.7 to 58.1) at 3 months, 75% (95%
CI: 61.0 to 85.2) at 9 months, and 52% (95% CI: 36.4 to 68.0)
at 12 months of age. The rate of HIV transmission through
breast-feeding assessed at 3, 9, and 12 months was 8% [6/76
(95% CI: 1.7 to 14.1)], 8% [5/59 (95% CI: 1.2 to 15.8)], and
5% [2/44 (95% CI: 1.9 to 10.9)], respectively. The estimated
rate of mother-to-child transmission of HIV in the first year of
life was 27%.

Hematologic Parameters During Infancy
The hematologic parameters of ENIC and UEC were

compared at 1, 3, 9, and 12 months of age and assessed
longitudinally. Median values of hematocrit were signifi-
cantly lower in ENIC compared with UEC at 1, 3, and 9
months of age (P = 0.024, 0.025, and 0.012, respectively)
(Fig. 1A). Multivariate longitudinal analysis showed that
hematocrit remained lower in ENIC compared with UEC after
adjusting for age (difference between means: 22.09; 95%
CI: 23.34 to 20.84; P = 0.001). A similar but nonsignificant
trend for lower hemoglobin in ENIC vs. UEC was also
observed (Fig. 1B). The prevalence of anemia was consis-
tently higher in ENIC vs. UEC but only reached statistical
significance at 9 months of age. [64% (49/77) vs. 52% (30/58)
at 1 month, P = 0.164; 86% (37/43) vs. 77% (24/31) at 3
months, P = 0.336; 94% (50/53) vs. 78% (25/32) at 9 months,
P = 0.025; and 92% (35/38) vs. 91% (29/32) at 12 months,
P = 0.826]. Overall, the mean corpuscular volume values
(Fig. 1C) and the prevalence of microcytosis were similar
between the 2 groups [0% vs. 0% at 1 month; 9% (4/43)
vs. 6% (2/31) at 3 months, P = 0.658; 66% (35/53) vs.
59% (19/32) at 9 months, P = 0.536; and 71% (27/38) vs.
82% (27/33) at 12 months, P = 0.289]. Total leukocyte (Fig.
1D), platelet, neutrophil, and lymphocyte counts did not differ
between groups nor over time (data not shown).

At 1 month of age, ENIC had significantly lower
median %CD4 T cells [44% interquartile range (IQR) (39–50)
vs. 47% IQR (43–53), P = 0.034] and higher %CD8 T cells
[19% IQR (15–25) vs. 15% IQR (13–21), P = 0.0057] than
UEC (Figs. 1E, F). Multivariate longitudinal analysis showed

that after adjusting for age, the %CD4 T cells was lower in
ENIC compared with UEC (difference between means:23.01;
95% CI:25.15 to20.86; P = 0.006). Similarly, after adjusting
for age, ENIC had higher %CD8 T cells (ratio of geometric
means: 1.5; 95% CI: 1.06 to 1.25; P = 0.001) compared
with UEC.

Morbidity During Infancy
One hundred fifty-three study children with PCR results

at 1 month were included in the morbidity analysis. Among
these infants under follow-up, 540 OPD visits and 34
admissions were registered during passive clinical surveil-
lance. IR of overall outpatient visits at 1 year of age were
lower in ENIC than in UEC (P = 0.042). During the first
month of life, no differences in IR were observed (Table 3).
ENIC had significantly fewer OPD visits with the diagnoses
of diarrhea and AURI than did UEC (P = 0.001 and 0.042,
respectively; Table 3). The IR of OPD visits with ALRI (0.77,
95% CI: 0.53 to 1.11), conjunctivitis (0.65, 95% CI: 0.29 to
1.45), and skin lesions (0.76, 95% CI: 0.46 to 1.26) also tended
to be lower among ENIC compared with UEC (Table 3). There
were no differences in the incidences of hospital admissions
between the 2 groups of children neither during the first month
of life (P = 0.175) nor during the next 12 months of follow-up
(P = 0.282). Hospital admissions for CSP only occurred in 7
children, but its IR ratio in ENIC vs. UEC was 5.6 (95% CI:
0.67 to 46.55; P = 0.057) (Table 4). During the study follow-up,
4 children died among ENIC and 1 child among UEC (odds
ratio: 3.74; 95% CI: 0.41 to 34.26; P = 0.195).

Nutritional Parameters
Multivariate longitudinal analysis showed that after

adjusting for age, the weight-for-age Z score was lower in
ENIC than in UEC (difference between means: 20.27; 95%
CI: 20.53 to 0.00; P = 0.049). The proportions of moderate
and severe wasting, stunting, and underweight were similar
among ENIC and UEC (data not shown).

DISCUSSION
The findings of this study show that compared with UE

infants, HIV ENI infants had an increased frequency of
anemia, poorer nutritional status, and alterations in some
immunologic profiles. In addition, although the risk of
outpatient attendances was lower in ENIC, the risk of severe
pneumonia was increased in these children compared with
UE infants.

Reduced hematocrit and hemoglobin and increased
anemia have previously been described in ENIC.34 It has been
suggested that these changes might be associated with expo-
sure to antiretrovirals for PMTCT35 or because of a direct
impact of the virus on fetal erythropoiesis.36 This type of
anemia is mainly macrocytic and usually resolves within
the first 3 months of life.35,37–39 In this study, ENIC were
more frequently anemic than UEC at all times, especially at
9 months of age, and in many, the anemia was microcytic,
thus arguing against zidovudine as the main cause of anemia.

TABLE 2. Virological and Immunologic Characteristics of HIV-
Positive Women at Delivery

Maternal CD4 cell count (cells/mL) n = 151

Absolute count, median (IQR) 606 (444–837)

,200, n (%) 7 (5)

200–349, n (%) 21 (14)

350–500, n (%) 24 (16)

$500, n (%) 99 (66)

Maternal viral load (log10 copies/mL) n = 82

log10 copies/mL, median (IQR) 4.1 (3.2–4.7)

.104, n (%) 43 (52)
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It could be speculated that the anemia in these children may
be associated with inadequate nutrition in ENIC, as suggested
by the early weaning in the HIV-exposed group or to
increased exposure of ENIC to infectious diseases.2 CTXP
exposure may also result in anemia as a secondary effect of
this drug.40 However, in this study, the lower level of hemat-
ocrit was already present at 1 month, before initiation of
CTXP. Additionally, CTXP-associated anemia is characteris-
tically megaloblastic,41 which was not the case in this study.
In addition, it has been observed that HIV-infected children
taking CTXP have significantly higher hemoglobin levels
than children with placebo.42 Although it is known that ane-
mia in children is associated with increased morbidity and
mortality,43 the clinical impact of reduced hematocrit levels
in ENIC is still unclear. As previously reported, we found an
imbalance in T-cell populations with higher CD8 levels and

lower CD4 levels in ENIC compared with UEC.16,18,44 The
clinical implications of these findings are not well understood.

Children born to HIV-positive mothers with CD4 ,200
cells per microliter are more likely to have a poor birth out-
come and increased infant morbidity and mortality.7,11,15,45,46

In this study, the prevalence of LBW and prematurity in
ENIC was not significantly higher than in UEC. This is prob-
ably because of the few HIV-positive women with CD4
counts below 200 cells per microliter in this study.

Interestingly, ENIC had a significantly lower risk of
OPD visits than did UEC, mainly because of a decreased risk
of diarrhea and AURI episodes. This lower OPD attendance is
probably related to the antibacterial effect of CTXP that ENIC
routinely receive through a special clinic at the MDH.
Alternatively, this additional clinical follow-up might have
affected the health-seeking behavior of mothers of ENIC

FIGURE 1. Dynamics of hemato-
logic and immunologic parameters
over the first year of life in ENI and
UE infants. A, hematocrit (%), (B)
hemoglobin (grams per liter), (C)
mean corpuscular volume (femto-
liters), (D) total leukocyte counts
(cells per cubic millimeter), (E) CD4
T-cell percent (%), and (F) CD8 T-
cell percent (%). UE ( ) and ENI
( ). Medians and interquartile
ranges are plotted. Asterisks indicate
P value by Wilcoxon rank sum
test, *, ,0.025; **, ,0.01; ***,
,0.05 between groups.
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reducing their attendance to the OPD. It is important to note
that previous studies documenting an increased morbidity in
ENIC were performed in contexts where CTXP was not
available.3,9,11 Contrary to the other reports suggesting a non-
significant increased risk of diarrhea with CTXP,47–49 the
findings of this study showed a significant effect of CTXP
in decreasing the risk of AURI (by 30%) and diarrhea (by
50%). This was observed even in the presence of high levels
of bacterial resistance to CTX in this setting.50 The contribu-
tion of CTXP to these findings is also supported by the lack of
difference in the incidence of OPD visits between the 2
groups of infants in the first month of life before the initiation
of CTXP. Discrepancies between this and other reports
regarding the effect of CTXP on morbidity in ENIC might
be explained by the differences in age, feeding modes, dura-
tion of CTXP, or follow-up. It has been shown that CTXP
confers protection against malaria.49,51 However, we were
unable to assess the effect of CTXP on malaria incidence
because of the small number of malaria episodes registered
during the follow-up. We did, however, observe a borderline
significant increased incidence of hospital admissions for CSP

in ENIC. This could be explained by a misdiagnosis of tuber-
culosis.12 Tuberculosis is frequent among infants born to
HIV-positive mothers,2 but it is difficult to diagnose in small
children in poor resource settings,52 and it is not preventable
by CTXP. Alternatively, it may be possible that CTXP is less
effective in preventing CSP than mild respiratory infections53

or that those ENIC with CSP were poor compliers for CTX.
Larger studies will be necessary to elucidate CSP risk in ENIC.

CTXP for ENIC is being reconsidered because of the
concerns regarding the development of bacterial resistance.24,25

In the current study, despite an established PMTCT program,
the rate of vertical transmission at 12 months of age was 27%,
which illustrates the shortcomings of the health-care system. It
might be premature to discontinue the CTXP in ENIC in the
current context of continued breast-feeding up to 12 months of
age and poor uptake of antiretrovirals.1 More information is
needed on the impact of CTXP on infant health and uptake of
PMTCT interventions before changing the current policy.

In conclusion, the findings of this study have shown that
ENIC have more anemia, are nutritionally disadvantaged, and
have immunologic alterations, which may all have clinical
consequences that need to be studied in larger prospective
studies. We have also shown that CTXP may have a role in
reducing morbidity in ENIC. This information is crucial to
assist in tailoring public health policies for the management of
this group of vulnerable infants in sub-Saharan Africa.
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TABLE 3. IR Ratios (IRRs) of Outpatient Visits in Infants by HIV
Exposure Status

Episodes

Time at
Risk

(PYAR) IR IRR 95% CI P*

No. visits to OPD

UE 291 69.37 4.19 1 0.042

ENI 249 74.61 3.34 0.79 0.63 to 0.99

No. visits to OPD
at first month

UE 18 5.95 3.03 1 0.909

ENI 19 6.52 2.91 0.96 0.51 to 1.83

Diarrhea

UE 62 67.66 0.92 1 0.001

ENI 37 73.81 0.50 0.54 0.34 to 0.86

Clinical malaria

UE 12 69.41 0.17 1 0.743

ENI 15 74.25 0.20 1.16 0.48 to 2.79

AURI

UE 144 64.46 2.23 1 0.042

ENI 115 70.69 1.63 0.71 0.51 to 0.99

ALRI

UE 84 66.74 1.26 1 0.160

ENI 71 72.47 0.98 0.77 0.53 to 1.11

Otitis media

UE 12 69.67 0.17 1 0.304

ENI 19 74.51 0.26 1.49 0.69 to 3.18

Conjunctivitis

UE 21 69.30 0.30 1 0.293

ENI 15 74.67 0.20 0.65 0.29 to 1.45

Skin lesions

UE 34 68.82 0.49 1 1 0.291

ENI 28 74.15 0.38 0.76 0.46 to 1.26

* P value from negative binomial regression model using likelihood ratio test.
IR, episodes per “time at risk;” PYAR, person-year-at-risk.
Statistically significant differences are highlighted in bold print.

TABLE 4. IR Ratios (IRRs) of Admissions to Hospital in Infants
by HIV Exposure Status

Episodes

Time at
Risk

(PYAR) IR IRR 95% CI P*

No. admissions

UE 13 69.63 0.19 1 0.282

ENI 21 74.48 0.28 1.51 0.71 to 3.18

No. admissions
at first month

UE 2 5.97 0.33 1 0.175

ENI 6 6.37 0.94 2.81 0.57 to 13.92

Diarrhea

UE 3 70.04 0.04 1 0.931

ENI 3 75.16 0.04 0.93 0.19 to 4.62

Clinical malaria

UE 4 69.86 0.06 1 0.479

ENI 7 74.86 0.09 1.61 0.43 to 6.04

CSP

UE 1 70.12 0.01 1 0.057

ENI 6 75.07 0.08 5.60 0.67 to 46.55

* P value from negative binomial regression model using likelihood ratio test.
IR, episodes per “time at risk;” PYAR, person-year-at-risk.
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Artículo 6: Impacto de la carga viral materna elevada en el parto sobre las 
poblaciones de células T en lactantes no infectados por el VIH en 
Mozambique 

 

Nilsa de Deus*, Cinta Moraleda*, Celia Serna-Bolea, Montse Renom, Clara Menéndez, Denise 

Naniche 

 

Resumen 

 

Antecedentes 

Se ha descrito que los niños ENI presentan alteraciones inmunes comparados con los niños no 

expuestos al VIH. Este estudio pretende caracterizar las poblaciones de células T un mes 

después del nacimiento en los niños ENI y en niños no expuestos que viven en un área semi-

rural del sur de Mozambique. 

Métodos 

Entre Agosto de 2008 y Junio de 2009 en el HDM se reclutaron después del parto parejas 

madre-hijo como parte de un estudio observacional prospectivo sobre los índices sanitarios e 

inmunológicos en lactantes ENI. Se invitó a los niños a realizar una visita clínica al mes de vida 

en la que se realizó una  ADN-RCP para VIH y análisis inmunofenotípicos. El análisis primario 

evaluó las diferencias inmunológicas entre los niños ENI y los no expuestos, mientras que el 

análisis secundario evaluó el impacto de la carga viral ARN materna en el grupo de niños ENI. 

Los niños con ADN-RCP para VIH positiva no se incluyeron en el análisis.  

Resultados 

Al mes de edad, 74 niños ENI y 56 niños no expuestos presentaron niveles similares de células 

T CD8 y T CD4 naive, memoria y activadas. Los niveles de células T CD8 naive y activadas se 

asociaron a la carga viral ARN materna en el parto. Los niños ENI nacidos de madres con 

cargas virales mayores de 5 log10 copias/ml tuvieron niveles medios menores de células T CD8 

naive (p=0,04) y niveles medios mayores de células T CD8 memoria (p=0,014). 

Conclusiones 

Este estudio sugiere que la exposición a una carga viral ARN de VIH materna alta aumenta el 

riesgo de los niños de tener alteraciones precoces de la población de células T. Conseguir 

mejorar los programas de profilaxis de TMH-VIH para que más mujeres tengan niveles 

indetectables de carga viral es crucial para disminuir la transmisión vertical, pero también para 

reducir las consecuencias de la exposición al VIH en los niños ENI. 
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Impact of elevated maternal HIV viral load at
delivery on T-cell populations in HIV exposed
uninfected infants in Mozambique
Nilsa de Deus1,2†, Cinta Moraleda2,3†, Celia Serna-Bolea3, Montse Renom2,3, Clara Menendez2,3 and Denise Naniche2,3*

Abstract

Background: HIV-uninfected infants born to HIV-infected mothers (HIV-exposed uninfected, HEU) have been
described to have immune alterations as compared to unexposed infants. This study sought to characterize T-cell
populations after birth in HEU infants and unexposed infants living in a semirural area in southern Mozambique.

Methods: Between August 2008 and June 2009 mother-infant pairs were enrolled at the Manhiça District Hospital
at delivery into a prospective observational analysis of immunological and health outcomes in HEU infants. Infants
were invited to return at one month of age for a clinical examination, HIV DNA-PCR, and immunophenotypic
analyses. The primary analysis sought to assess immunological differences between HEU and unexposed groups,
whereas the secondary analysis assessed the impact of maternal HIV RNA viral load in the HEU group. Infants who
had a positive HIV DNA-PCR test were not included in the analysis.

Results: At one month of age, the 74 HEU and the 56 unexposed infants had similar median levels of naïve,
memory and activated CD8 and CD4 T-cells. Infant naïve and activated CD8 T-cells were found to be associated
with maternal HIV-RNA load at delivery. HEU infants born to women with HIV-RNA loads above 5 log10 copies/mL had
lower median levels of naïve CD8 T-cells (p = 0.04), and higher median levels of memory CD8 T-cells, (p = 0.014).

Conclusions: This study suggests that exposure to elevated maternal HIV-RNA puts the infant at higher risk of having
early T-cell abnormalities. Improving prophylaxis of mother to child HIV programs such that more women have
undetectable viral load is crucial to decrease vertical transmission of HIV, but may also be important to reduce the
consequences of HIV virus exposure in HEU infants.

Keywords: HIV-exposed uninfected, T-cell, Naïve, Memory, Maternal HIV-RNA load, Africa

Background
Mother to child transmission (MTCT) of HIV occurs at
a rate of 15% to 40% in a breastfeeding population in the
absence of prevention measures [1]. However, pre-
vention of MTCT of HIV (pMTCT-HIV) through anti-
retroviral prophylaxis, cesarean deliveries and formula
feeding has successfully reduced MTCT to less than 1%
in resource-rich countries [2-4]. In Sub-Saharan African
countries, the last decade has witnessed a major rollout
of pMTCT-HIV programs, which has contributed to

dropping rates of vertical transmission of HIV. However,
with antenatal clinic HIV prevalence reaching 30% in
some countries [5,6], many infants are potentially ex-
posed to HIV, although remaining uninfected. These
HIV-exposed uninfected (HEU) infants may have im-
munological alterations which could lead to weakened
responses to infections and vaccines and vulnerability to
disease [7].
There is clear evidence that HEU infants present cyto-

penias including neutropenia as well as imbalances in
levels of total CD4 and CD8 T-cells [8-20]. There is also
increasing evidence that other immune abnormalities
may be present in HEU infants, albeit to differing de-
grees, such as, altered cytokine production or memory/
naïve T-cell skewing [10,11,13-15,21-24]. The duration
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of these abnormalities is not clear. HEU infants may also
have lower thymus output and increased immune activa-
tion as compared to unexposed infants [9,14,21]. How-
ever, reduced thymic size in HEU was not found to lead
to differences in T cell phenotypes or function between
HEU and unexposed infants at 15 months of age [25].
Some studies have suggested an important role of mater-
nal and infant antiretroviral exposure in triggering im-
munological alterations, but the impact remains unclear
[22,26]. HEU studies on lymphocytes and thymus output
have mainly been conducted in Europe, North America
and Brazil. The situation may be more complex in
Sub-Saharan Africa [19] where independently of HIV,
Africans have been shown to have lower levels of CD4,
naïve T-cells and increased levels of activated T-cells as
compared to Europeans [27-31]. In addition, environ-
mental and setting-specific factors affecting immuno-
logical indicators may vary widely in Sub-Saharan Africa.
For example, in areas of high malaria endemicity such as
Mozambique, cord blood lymphocytes from mothers in-
fected with malaria are often primed to parasite antigens
and exhibit higher level of activation [32,33].
The clinical consequences of immune alterations ob-

served in HEU infants are unknown. There has been an
observation that HEU infants may mount a weaker
immune response to BCG than infants born to HIV-
uninfected women [34,35]. Another consequence of im-
paired immunity could be that the severity, frequency and
mortality associated with infections is exacerbated in HEU
infants as compared to unexposed infants [36-39]; however
it is not clear whether this is due to specific immune alter-
ations [40-43] or to other mechanisms.
This study sought to characterize T-cell populations

after birth in HEU infants and unexposed infants living
in a semirural area in southern Mozambique where HIV
clade C is the predominant circulating virus.

Methods
Study population
This study was conducted from August 2008 to August
2010 at the Manhiça District Hospital in southern
Mozambique. The present study is integrated into a pro-
spective observational analysis of immunological and
health outcomes in infants born to HIV-infected mothers
which has been described elsewhere [20]. National guide-
lines for pMTCT-HIV during the study followed the 2006
World Health Organization (WHO) recommendation
[44]. At the time of the study, Highly Active Antiretroviral
Therapy (HAART) was indicated for women in WHO
disease stage 3 or 4 or CD4 < 250 counts/μl. For infants
whose mothers received a complete pMTCT-HIV was
based on a single dose of nevirapine (NVP) and daily zi-
dovudine (AZT) during 1 week post-delivery and for those
whose mothers did not receive a complete prophylaxis a

single dose of NVP and 4 weeks of daily AZT was recom-
mended. After the first month of the study, the pMTCT-
HIV national recommendation for children changed, and
4 weeks of daily AZT was recommended for all infants
born to HIV-infected mothers. pMTCT-HIV was consi-
dered complete for the mother if she had received all
treatments according to the guidelines, and for the new-
born if he/she had received one dose of nevirapine in the
first 72 hours after birth plus daily zidovudine for 4 weeks
after delivery [44]. Women were counselled to exclusively
breastfeed through 6 months. All HIV-infected mothers
and HIV-infected infants were referred to the day hospital
for clinical management according to national guidelines.
All participating mothers gave written informed con-

sent, and the study protocol was approved by the
Mozambican National Bioethics and the Hospital Clinic
of Barcelona Ethics Review Committees.

Study procedures
At enrolment HIV serology testing was performed in
the mothers using the Determine HIV-1/2 Rapid Test
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) and positive
results were confirmed by the Uni-Gold Rapid Test
(Trinity Biotech Co., Wicklow, Ireland) according to
national guidelines. A 5 mL venous sample was drawn
from HIV-positive mothers for CD4 cell counts and viral
load determinations. Infants were invited to return at
one month of age for a clinical examination, HIV DNA-
PCR, and blood drawing. Infants who had a positive
HIV DNA-PCR test were not included in the analysis.
Due to the difficult blood extraction, several children did
not have enough blood for all the determinations. Only
the children with all the parameters available were in-
cluded in this analysis. The mother-infant pairs included:
1) HIV-infected mothers and their HEU infants and
2) HIV-uninfected mothers and their unexposed infants.

HIV serological and virological determinations
Infants were tested for HIV-1 using the Amplicor DNA-
PCR kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). HIV-
RNA quantification was performed from cryopreserved
plasma samples with the commercial Roche Amplicor
Monitor, version 1.5 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
The assay had a lower limit of detection of 400 HIV-1
RNA copies/mL. For the purpose of analyses, plasma
HIV-1 RNA concentrations below the limit of detection
were assigned the value of 200 copies/mL.

Immunophenotypic analysis
CD4 and CD8 counting was performed from fresh whole
blood after staining with labelled antibodies: CD4, CD3,
CD8, and CD45 in TruCount tubes (Becton Dickinson
Biosciences, California, USA). Samples were assessed by
flow cytometry on a FACS Calibur (Becton Dickinson).
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Analysis was completed using Multiset software (Becton
Dickinson Biosciences, California, USA).
To assess the percentage of activated CD4 and CD8 T

lymphocytes, cell staining was performed with CD3,
CD4 or CD8, CD38, and HLA-DR antibodies. Activated
T-cells were defined as those CD4 or CD8 T-cells ex-
pressing both CD38 and HLA-DR surface markers. The
percentage of naïve CD4 and CD8 was determined with
CD62L and CD45RA antibodies whereas the percentage
of memory CD4 and CD8 T-cells was evaluated by pan-
CD45RO antibody staining.

Statistical analysis and definitions
HEU infants were defined as those having a negative HIV-
DNA PCR test at 1 month of age. Parity was categorized
as primiparous if this was the first pregnancy and multip-
arous if the mother had had any previous pregnancy. Low
birth weight was defined as birth weight < 2500 grams.
Comparisons between groups for proportions were

assessed using the chi-square test or Fisher’s exact test
where appropriate. For the T-cell population studies, ana-
lyses were made on continuous variables. The Kruskal-
Wallis test was used to compare independent continuous
variables between groups. The Wilcoxon signed rank test
was used for analysis of paired data. The Spearman cor-
relation was used to assess correlations between non-
normally distributed continuous variables.
Statistical analysis was performed using STATA ver-

sion 12.0 (StataCorp, College Station, TX). The primary
analysis sought to assess immunological differences
between HEU and unexposed groups, whereas the sec-
ondary analysis assessed the impact of the maternal HIV
RNA viral load within the HEU group.

Results
Study population
Between August 2008 and June 2009, 318 mothers, 158
HIV-infected women and 160 HIV-uninfected women
were enrolled at the Manhiça District Hospital [20]. Of
these, 110 HIV-infected and 75 HIV-uninfected women
came to the clinic at the infant’s one month visit and
were included in this study. Ten infants were de-
termined to be HIV-infected at 1 month of age and
excluded from the analysis. Of the remaining 175
mother-infant pairs, 130 infants had all immunological
measures at 1 month of age, (74 infants born to HIV-
infected mothers and 56 infants born to HIV-uninfected
mothers). The 45 mother-infant pairs lost to follow up
were comparable to the 130 used in this analysis in
terms of demographic characteristics (data not shown).
Demographic and clinical characteristics of mothers

and their infants at delivery were comparable between
HEU and unexposed groups (Table 1). The 130
mother-infant pairs included in this analysis were com-
parable to the overall study population in terms of par-
ity, age and birth weight and for HIV-infected women
in terms of CD4 counts and HIV RNA levels (data not
shown) [20]. At delivery the median maternal CD4
T-cell counts of HIV-infected mothers was 624 cells/μl
(IQR: 495–837) and 17% of the women had levels
below 350 CD4 cells/μl. Only 20.63% of the HIV-
infected women had undetectable HIV RNA at delivery
and median HIV RNA load was 3.91 log10 copies/mL
(IQR: 2.97-4.67). Eighty-two percent of HIV-infected
mothers received complete pMTCT-HIV. At one-
month of age, close to 90% of infants were receiving
exclusive breastfeeding.

Table 1 Demographic and clinical characteristics of mothers and their infants at delivery according to maternal HIV
serostatus (n = 130)

HIV-infected HIV-uninfected P

N = 74 N = 56

Parity (n, %)

primigravidae 14 18.92 11 19.64 0.917

multigravidae 60 81.08 45 80.36

Age (yrs) [median (IQR)] 25 (22–30) 23 (20–31) 0.335

Low Birth weight, (n, %) 3 4.17 1 1.82 0.453

Birth weight (gr) [median (IQR)] 3000 (2800–3300) 3100 (2900–3350) 0.253

Sex, (n, %)

male 42 56.76 23 41.07 0.077

female 32 43.24 33 58.03

Maternal HIV RNA log10* (copies/mL) [median (IQR)] 3.91 (2.97-4.67) NA

Maternal CD4 counts (cells/μl) [median (IQR)] 624 (495–837) NA

IQR: interquartile range.
*Analysis is based on n = 63 infants with maternal HIV RNA measures available.
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Distribution of T-cell populations among HEU and
unexposed infants at 1 month of age
To investigate the impact of maternal HIV infection on
the distribution of infant T-cells subsets, percent acti-
vated, naïve and memory CD4 and CD8 T-cell subsets
were assessed in HEU and UE infants.
At one month of age, the seventy-four HEU and the

fifty-six unexposed infants had similar median levels of
naïve, memory and activated CD8 and CD4 T-cells
(Figure 1).

The impact of maternal HIV viral load on levels of naïve
and memory CD8 T-cells
Within HEU infants, levels of naïve CD8 T-cells showed
a significant negative association with maternal HIV
RNA viral load (Spearman correlation: rho = −0.324,
p = 0.016) whereas levels of naïve CD4 T-cells were not
significantly associated with maternal HIV RNA (Figure 2).
Memory CD8 T-cells and activated CD8 T-cells were
positively associated with maternal HIV RNA viral load
(memory: Spearman rho = 0.293 p = 0.031 and activated:
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Figure 1 Distribution of T-cell populations among HIV-exposed infected (HEU) and unexposed (UE) infants at 1 month of age. Medians
for data from HEU (n = 74) and UE (n = 56) are indicated and plotted in solid lines with dotted lines representing interquartile ranges. The size of
bubbles is proportional to number of observations. A, C, and E show naïve, memory and activated CD8 T-cell populations and B, D and F show
naïve, memory and activated CD4 T-cell populations.
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Spearman rho = 0.312 p = 0.02). Percentage of activated
and memory CD4 T-cells were not significantly associated
with maternal HIV RNA viral load (p = 0.180, p = 0.733
respectively).
When HEU infants were categorized according to

their mothers HIV RNA at delivery, HEU infants born
to women with HIV viral load above 5 log10 copies/mL
had significantly lower levels of naïve CD8 T-cells and
higher levels of memory CD8 T-cells at 1 month of age
as compared to infants born to women with HIV RNA
level below 5 log10 copies/mL (Table 2). Maternal HIV
RNA above 5 log10 copies/mL was also associated with
increased levels of activated CD8 T-cells although this
did not reach significance. There were no associations
between maternal HIV RNA loads and levels of infant
naïve, activated or memory CD4 T-cells (Table 2). The

infants born to women with high HIV RNA levels
remained HIV-uninfected at subsequent visits although
two were lost to follow up at the 12 month visit within
the prospective observational study.
Higher maternal CD4 counts at delivery were signifi-

cantly associated with higher level of infant naive CD4
T-cells (spearman correlation: rho = 0.365 p = 0.0018)
but not with naïve CD8 T-cells (spearman correlation:
rho = 0.007 p = 0.95) nor with memory CD4 or CD8
T-cells (p = 0.104 and p = 0.811 respectively).

Discussion
In this study, at one month of age, HEU and unexposed
infants had comparable median percentages of naïve,
memory and activated CD4 T-cells and CD8 T-cells.
However, within the HEU infant group, HEU born to
women with high maternal HIV RNA level at delivery
showed skewed naïve and activated CD8 T-cell popula-
tions at one month of age as compared to HEU infants
born to women with lower viral load. In addition, mater-
nal CD4 counts at delivery were positively associated
with levels of infant naïve CD4 T-cells.
A naïve immune system with little previous antigen

stimulation is expected to have high levels of naïve
T-cells and low activation. With age, the levels of naïve
cells decrease and memory cells increase reflecting
antigen exposure [45,46]. HIV-infected infants show an
activated phenotype whereby they display a decrease in
naïve CD4 and/or CD8 T-cells and an increase in
activated and memory T-cells [47]. Some studies have
suggested that HEU infants also have naïve/memory
T-cell skewing, albeit to a lesser extent, whereas other
studies have not observed this skewing in HEU
[11,13-15,19]. In the current study, differences in naïve/

A.

B.

Figure 2 Correlation between maternal HIV RNA viral load at
delivery and infant level of naïve CD8 T cells (A) and naïve CD4
T cells (B) at one month of age. Spearman correlation coefficient
Rho and its corresponding p-value is indicated for each graph.

Table 2 Levels of T-cell populations in HIV exposed
uninfected infants at 1 month of age according to
maternal HIV RNA viral load at delivery

Cell
population

HIV RNA ≥ 5 log10

(n = 6)
[median (IQR)]

HIV RNA < 5 log10

(n = 57)
[median (IQR)]

p-value*

CD8 T-cells

counts (cells/μl) 1585 (1080–1702) 1112 (71–1447) 0.14

activated (%) 25.8 (11.2-40.3) 8.8 (3.3-18.3) 0.09

naive (%) 54.3 (42.8-67.8) 79.8 (67.6-88.2) 0.04

memory (%) 54.6 (30.5-75.8) 21.9 (14.3-40.3) 0.014

CD4 T-cells

counts (cells/μl) 2594 (2174–3185) 2291 (1955–3028) 0.337

activated (%) 5.3 (4.0-7.8) 3.5 (2.1-6.5) 0.557

naive (%) 70.1 (60.4-74.8) 70.3 (60.6-78.9) 0.79

memory (%) 19.8 (15.4-21.7) 23.9 (13.2-45.8) 0.574

Analysis is based on n = 63 infants with maternal HIV RNA measures available.
*P-value from kruskal-wallis test.
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memory T-cell skewing were not observed at one month
of age between HEU and UE. However, significantly
lower median %CD4 T-cells and higher %CD8 T-cells
were observed in these HEU as compared to UE [20].
The inconsistency in the literature regarding naïve/
memory T-cell skewing in HEU infants leads to specula-
tion as to the impact of factors such as time point of
measurement, comparability of birth outcomes between
HEU and UE infants, overall disease burden and mater-
nal viral load. Studies of thymic naïve T-cell output in
HEU infants by Nielsen et al., [14] found birth outcomes
such as gestational age, birth weight and mode of deliv-
ery to impact observed infant naïve T cell levels. This
could lead to confounding when assessing lymphocyte
subset differences between HEU and UE which have very
different birth outcomes. Additionally, time points for as-
sessment of lymphocyte subsets have ranged from birth to
adolescence, thus contributing to non-comparability of re-
sults. In our cohort, the birth weight, mode of delivery
and feeding was not significantly different between HEU
and unexposed infants. Since those infants requiring ur-
gent care at birth were not included in our study, the ab-
sence of naïve/memory lymphocyte skewing in HEU at
one month of age could be due to exclusion of those in-
fants with poor birth outcomes. Alternatively, Manhiça is
an endemic region of P. falciparum malaria and thus
heightened malaria-induced immune activation in new-
borns could have masked differences due to HIV ex-
posure. Our results showing correlation between maternal
HIV viral load and infant CD8 T cell skewing suggest that
only a sub population of HEU show T-cell skewing.
This study is one of the first to our knowledge to de-

scribe a relationship between maternal HIV RNA level
and naïve/memory skewing in CD8 T-cell populations in
HEU infants. This complements a recent study from
Canada which showed that high maternal viral load was
associated with higher levels of CD19+ B-cells in HEU
infants [48]. Both studies point to a dose-dependent as-
sociation of maternal HIV RNA level with lymphocyte
subset skewing. In most cohorts studied in resource-rich
countries, HIV viral load is undetectable or low due to
effective pMTCT-HIV. In the current study, despite the
existence of a pMTCT-HIV program, nearly 80% of
women had detectable viral load at delivery. Among the
HEU infants, linear associations were observed between
levels of maternal HIV RNA viral load at delivery and
naïve, pan-memory and activated CD8 T-cells. Maternal
HIV viral load greater than 5 log10 copies/mL was asso-
ciated with a significantly lower percentage of naïve CD8
T-cells and a higher percentage of memory CD8 T-cells
as compared to HEU infants born to mothers with
maternal HIV RNA below 5 log10 copies/mL. In utero
infant exposure to maternal HIV particles and/or pro-
teins could lead to lymphocyte subset skewing but may

require a certain threshold or duration of maternal HIV
exposure to be observed. The existence of such a thresh-
old may help to explain inconsistent results in HEU
immune abnormalities across studies. Additionally, in
breastfeeding populations, the infant is potentially con-
tinuously exposed to HIV through breastmilk which
would be higher in those women with higher plasma
HIV RNA levels.
The main study limitations are the small sample size,

particularly in the high maternal HIV RNA group, and
the lack of evaluation of the duration of the T-cell
skewing. Further studies including monitoring breast
milk viral load exposure will be necessary. The analysis
of memory T-cells was performed using the CD45RO
marker, which is a non-specific marker of mature pheno-
type T-cells and does not distinguish between central
and effector memory. The use of CD45RO may have
underestimated levels of memory cells by excluding stem
cell memory cells which are CD45RO [49] but this
would have affected both HEU and UE groups. Other
more specific markers that require greater than 4-color
flow cytometry could not be assessed in Manhiça.

Conclusions
In conclusion, HEU infants born to women with high ma-
ternal HIV RNA level at delivery had skewed naïve and ac-
tivated CD8 T-cell populations at one month of age.
Improving pMTCT-HIV programs such that more women
have undetectable viral load is crucial to decrease vertical
transmission of HIV, but may also be important to reduce
the consequences of HIV virus exposure in HEU infants.
The current recommendation of HAART for all HIV-
infected pregnant women (the B+ option) is promising
and will serve to reduce infant HIV exposure in Sub-
Saharan Africa [50]. However, there will be a lag time until
infant HIV exposure is eliminated in the region, thus elu-
cidation of the clinical relevance of infant’s exposure to
maternal HIV [20,51-53] and its impact on altered T-cell
populations should remain a priority.
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V. Revisión de los principales 

resultados y discusión 
 Los estudios presentados en esta tesis profundizan en dos patologías que son muy 

frecuentes y tienen un gran impacto en la salud de los niños en África subsahariana, la anemia 

y la exposición perinatal al VIH. Ambas patologías se asocian a la pobreza y se relacionan 

estrechamente [167]. En el primer artículo de esta tesis, se ha mostrado que la infección por 

VIH es una causa frecuente de anemia en la población estudiada, y en el quinto artículo se ha 

observado que la exposición perinatal al VIH es un factor de riesgo para el desarrollo de 

anemia. 

 

1. Etiología de la anemia 

 

 Los resultados del primer artículo permiten aumentar el conocimiento de la etiología de 

la anemia en un área semi-rural del sur de Mozambique. Los hallazgos confirman la etiología 

multifactorial de la anemia e indican qué enfermedades deberían prevenirse de manera 

prioritaria para disminuir las consecuencias de la anemia en este y otros lugares similares. 

 

 En este artículo, y confirmando la hipótesis planteada, la infección por Plasmodium 

falciparum fue un factor independientemente asociado a la anemia. Esta infección se observó 

en un 42% de los casos y en un 7% de los controles. En contra de lo observado en otros 

estudios, la prevalencia de malaria fue similar en los individuos con deficiencia de hierro (44%), 

que en aquellos que no presentaron esa deficiencia (40%), sugiriendo que la ferropenia no 

actuó como factor protector de malaria entre los casos [76, 77, 312]. La infección por P. 

falciparum fue más frecuente en los niños con anemia grave (71%) que en aquellos con anemia 

moderada (39%), de lo que se deduce que la malaria tiene un mayor peso en la etiología de la 

anemia grave que en la de los otros grados de anemia.  

 

 Para profundizar en la etiopatogenia de la anemia asociada a la malaria, en el artículo 3 

de esta tesis se estudió el impacto de la presencia de este parásito y de hemozoína en las 

médulas óseas de 290 de estos niños anémicos. Este estudio mostró que la mayoría de los 

niños con parasitemia por P. falciparum en sangre presentaron hemozoína y parásitos, tanto en 

formas sexuales como asexuales (62% gametocitos, 71% trofozoítos, 23% esquizontes) en 

médula ósea. Este hallazgo sugiere la existencia de secuestro de parásitos en este órgano, 

similar al observado en otros órganos como la placenta [313]. Además la presencia de 

hemozoína se mostró como un factor de riesgo independientemente asociado a niveles más 

bajos de Hb y mayor prevalencia de diseritropoyesis (y la asociación de ésta última con 

eritropoyesis ineficaz), mostrando la contribución del pigmento malárico a la anemia 

relacionada con malaria. Esto concuerda con recientes estudios in vitro que describen cómo la 
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hemozoína estimula la liberación de citoquinas, que se ha sugerido podrían contribuir 

indirectamente a la diseritropoyesis [151, 152], y con otros que sugieren que la hemozoína 

podría dañar los precursores eritroides aumentando su apoptosis [153, 154]. Por otro lado 

también se observó la presencia de hemozoína (16%) y gametocitos en médula ósea (2,5%) en 

ausencia de parásitos en sangre periférica, lo que podría ser un signo de infecciones pasadas 

[314]. Con estos resultados no es posible distinguir si la asociación de la hemozoína con la 

anemia se debe a una historia de exposición de la médula ósea a los parásitos o a la toxicidad 

de la hemozoína, aunque la relación independiente de la presencia de hemozoína con el grado 

de anemia observada parece ir a favor de la segunda posibilidad.  

 

 En el cuarto artículo de esta tesis se observó que en la médula ósea de los niños 

anémicos había una importante cantidad de formas sexuales de P. falciparum, principalmente 

inmaduras, demostrando el infra-diagnóstico de las técnicas microscópicas comparadas con el 

uso de la RCP [315]. Este resultado implica un mayor potencial de trasmisión de malaria que el 

demostrado previamente mediante técnicas microscópicas [316]. Además, los niños con 

anemia grave y malaria fueron frecuentemente portadores de gametocitos maduros. Se postula 

que esta asociación pueda ser por varias causas: a) el secuestro de parásitos en la médula 

ósea podría alterar la diferenciación de los precursores hemáticos originando o agravando la 

anemia, b) factores asociados con la anemia grave, como la mayor producción de EPO y una 

eritropoyesis aumentada podrían favorecer la maduración de los gametocitos en médula ósea y 

su liberación a la sangre periférica [317], o c) las infecciones con parasitemias altas que se 

asocian más frecuentemente a anemia grave podrían dar mayor tiempo para la maduración de 

los gametocitos. Por el contrario, la presencia de gametocitos inmaduros en la médula ósea no 

se asoció de forma independiente con anemia grave. 

 

 

 En el primer artículo también se confirma la hipótesis planteada de que la deficiencia de 

hierro es una causa importante de anemia en esta población. Esta deficiencia fue muy 

frecuente entre los casos (69%) y se asoció de manera independiente a la anemia. La 

deficiencia de hierro también fue prevalente en los controles (43%), lo que explicaría que la 

asociación observada no fuera tan marcada (AOR=4,05) como la de otros factores como la 

malnutrición o la malaria. Sin embargo, la AAF (53%) asociada a la deficiencia de hierro fue la 

segunda más importante después de la deficiencia de pre-albúmina, lo que indicaría que la 

prevención de la deficiencia de hierro tendría un importante impacto en la reducción de la 

prevalencia de anemia. 

 La asociación entre deficiencia de hierro y anemia observada en este estudio, contrasta 

con los resultados de un reciente estudio realizado en Malawi, donde la deficiencia de hierro se 

asocia a un menor riesgo de anemia. Los autores explican sus hallazgos por la asociación 

inversa entre deficiencia de hierro y bacteriemia y la asociación de la bacteriemia con la anemia 

[312]. En el primer artículo de esta tesis, tanto la bacteriemia como la deficiencia de hierro se 
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asociaron con anemia en el análisis univariado, pero por el contrario no se observó una menor 

prevalencia de bacteriemia en los casos con deficiencia de hierro comparados con los casos 

sin esta deficiencia [7%(17/258) vs. 8%(9/115); p=0,6649]. Las diferentes definiciones de casos 

y controles en ambos estudios podrían ser el origen de las discrepancias observadas. En el 

estudio de Malawi, los casos eran niños con anemia grave (Hb < 5 gr/dl) y los controles, niños 

sin anemia grave (Hb � 5 gr/dl) pero con medias de Hb cercanas a 8 gr/dl, y por lo tanto en su 

mayoría anémicos. En el estudio de etiología de anemia de esta tesis, los casos eran niños con 

cualquier grado de anemia, y los controles niños sin anemia. En el estudio de Malawi, la 

deficiencia de hierro fue más frecuente en los controles (la mayoría con anemia moderada) y 

por ello se observó la deficiencia de hierro como factor “protector” de anemia grave. Esto 

concuerda con los resultados del primer artículo de esta tesis donde se observó que la 

deficiencia de hierro tuvo un peso más importante en la etiología de anemia moderada (AF 

47%), que en la anemia grave (AF 35%), en la que otros factores como la malaria jugarían un 

papel más importante.  

  

 A pesar de la importancia de la deficiencia de hierro (muy frecuente entre casos y 

controles) y la anemia por deficiencia de hierro (la segunda causa de anemia según AAF en 

este estudio), la prevención de esta deficiencia mediante suplementos de hierro, una medida 

sencilla y costo-efectiva, continúa siendo un problema sin resolver en los países endémicos de 

malaria. Debido a la relación que se ha observado en diferentes estudios [74, 76, 78] entre los 

suplementos de hierro y el mayor riesgo de presentar más episodios de malaria y/o 

parasitemia, las recomendaciones actuales de la OMS [86, 214], orientan al uso de los 

suplementos de hierro para prevenir su deficiencia sólo en aquellas poblaciones en las que se 

determine que tienen deficiencia de hierro o que muestren sintomatología de anemia grave. 

Estas guías son de difícil implantación ya que el diagnóstico de la deficiencia de hierro en los 

países endémicos de malaria, que además tienen una importante presión infecciosa, es un 

problema sin resolver. Los marcadores séricos que se afectan en la deficiencia de hierro se 

afectan también en la inflamación [91], por lo que su uso en los PRB es limitado. El segundo 

artículo de esta tesis compara varios biomarcadores séricos de deficiencia de hierro con los 

depósitos de hierro encontrados en la médula ósea (el gold stardard para el diagnóstico de la 

deficiencia de hierro). En este artículo se observó que el RsTF y el índice de receptor de 

transferrina-ferritina (RsTF/logaritmo de ferritina) (ajustado por la proteína C reactiva) mostraron 

las mejores áreas bajo las curvas ROC (0.75 y 0.76, respectivamente), y fueron los marcadores 

con mayor sensibilidad para la detección de deficiencia de hierro (83% y 75%, 

respectivamente), pero con especificidades moderadas (50% y 56%, respectivamente). Aunque 

estos dos marcadores son la mejor opción entre las estudiadas, continúan siendo una opción 

deficiente, ya que más de un cuarto de niños podrían ser mal diagnosticados. Es urgente 

disponer de indicadores de ferropenia más fiables, asequibles y sencillos de usar, para poder 

diagnosticar y tratar la anemia por deficiencia de hierro en los PRB donde es más prevalente. 
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 Mientras se resuelven los retos diagnósticos de la ferropenia, es necesario mejorar la 

prevención de la deficiencia de hierro en los niños, población en la que es más prevalente y en 

la que las consecuencias de este problema son más graves [42]. Para ello es necesario 

impulsar estudios de intervención que evalúen de manera inequívoca la eficacia, seguridad y 

coste-efectividad de los suplementos de hierro en niños en lugares endémicos de malaria, 

donde tanto la deficiencia de hierro como la presencia de otras infecciones son muy 

prevalentes. También es necesario profundizar en las causas y los factores de riesgo de la 

asociación entre los suplementos de hierro y la mayor prevalencia de malaria, y confirmar los 

hallazgos que sugieren que las dosis profilácticas de hierro en los niños menores de 24 

semanas, en los que estos suplementos son más necesarios, son seguras y efectivas [80].  

  

 

 El primer artículo de esta tesis muestra una asociación independiente entre la 

desnutrición y la anemia. Cerca de la mitad de los casos tenían un peso para la altura por 

debajo de 2 desviaciones estándar con un riesgo más de 8 veces mayor de presentar anemia. 

Además la deficiencia de pre-albúmina y albúmina, que representan la desnutrición aguda y 

subaguda, fueron también factores independientemente asociados a la anemia. Estas tres 

variables presentaron unas AAF de 43%, 77% y 30%, respectivamente, lo que sugiere que su 

prevención podría tener un importante impacto en la disminución de los casos de anemia. 

Asimismo, dado que la desnutrición es responsable de hasta un tercio de las muertes en niños 

menores de 5 años [5], su prevención podría disminuir la mortalidad asociada a la desnutrición 

y a la anemia. Según se ha observado, el crecimiento económico se corresponde con una 

mejora equivalente en la nutrición, siendo la principal herramienta para disminuir la prevalencia 

de desnutrición. A pesar de ello, aunque el crecimiento económico siguiera las previsiones más 

optimistas, la consecuente reducción de la desnutrición no conseguiría llegar al objetivo del 

milenio, por lo que habría que llevar a cabo otras intervenciones más directas para reducirla 

[318]. 

 

 La exposición perinatal al VIH, como se ha observado en el artículo 5 de esta tesis, 

también es causa de peores índices nutricionales [319]. En los niños ENI, el origen del menor 

crecimiento no está definido [319]. En los niños VIH positivos la malnutrición es multifactorial 

debida a infecciones frecuentes, escasa ingesta oral, diarreas persistentes y la mala-absorción 

que puede ir asociada a ello [320]. También existe una relación entre la carga viral y la 

desnutrición ya que los parámetros nutricionales mejoran al iniciarse la terapia antirretroviral. 

La profilaxis con cotrimoxazol también ha demostrado tener un efecto favorable sobre la 

malnutrición en los niños VIH, seguramente debido a la disminución de las infecciones, 

principalmente las gastrointestinales [320]. En los niños ENI, según se ha observado en el 

quinto artículo de esta tesis, el uso de cotrimoxazol parece ser la causa del menor número de 

visitas a las consultas externas, principalmente por causas gastrointestinales y respiratorias, lo 

que podría asociar una mejora en el estado nutricional como ocurre en los niños infectados por 
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VIH, aunque esto no se ha observado en estudios previos y el diseño de nuestro estudio no 

permitió determinarlo [321]. Por otro lado, el menor peso al nacimiento asociado a la infección 

materna parece ser el principal factor relacionado con la malnutrición en los niños ENI [282, 

319]. Una implementación más efectiva de los programas de prevención del VIH que 

disminuyeran el número de madres infectadas así como de los programas de prevención de 

TMH-VIH podría mejorar los índices nutricionales de estos niños.  

 

 

 En el quinto artículo de esta tesis se ha observado que, durante los primeros 9 meses 

de vida, los niños ENI tuvieron hematocritos más bajos que los niños no expuestos. A los 9 

meses, los niños ENI presentaron anemia en mayor proporción que los no expuestos, aunque 

estos últimos también fueron anémicos en un alto porcentaje (94% ENI vs. 78% no expuestos), 

seguramente debido a las principales etiologías que se han expuesto en el primer artículo 

(desnutrición y deficiencia de hierro).  

 

 Otro factor de riesgo de anemia en los niños ENI podría ser la exposición a los 

antirretrovirales que recibieron sus madres durante el embarazo, y ellos mismos durante las 

primeras semanas de vida. Esta opción, aunque puede ser causa de anemia en los primeros 

meses de vida, no parece relevante a los 9 meses de edad, ya que la anemia asociada a estos 

fármacos, principalmente el AZT, es macrocítica y se resuelve en los primeros 3 meses [236, 

245, 247, 251]. La anemia observada en los niños del estudio fue más marcada a los 9 meses 

y fue principalmente microcítica (66% en los ENI y 59% en los no expuestos). La exposición al 

cotrimoxazol profiláctico que recibieron los niños ENI también puede producir anemia [193], 

pero la anemia asociada a este medicamento también es megaloblástica [100] y el 

cotrimoxazol no se ha constatado como factor de riesgo de anemia en niños ENI en un reciente 

estudio [322]. Además, el efecto profiláctico del cotrimoxazol comparado con placebo sobre 

enfermedades como la malaria en niños ENI se asocia a mayores niveles de Hb [194]. 

 

 La principal causa de anemia en esta cohorte de niños ENI podría ser la deficiencia de 

hierro, ya que es la principal causa de anemia en el mundo [42], y una de las principales 

causas de anemia en la población preescolar de Manhiça según los resultados del artículo 1. 

La deficiencia de hierro materna se asocia con la presencia de anemia en sus hijos durante los 

primeros meses de vida [195-197]. Las madres de los niños ENI, debido a su infección por VIH, 

la malabsorción [174] y la helmintiasis asociadas, [323] tienen mayor prevalencia de deficiencia 

de hierro que las madres VIH negativas, pudiendo ser éste el origen de la anemia observada 

en los niños ENI. El adecuado cumplimiento del tratamiento profiláctico con hierro 

recomendado por la OMS durante el embarazo para todas las mujeres, podría ser una 

herramienta útil para prevenir la anemia en la población de niños ENI [324].  

 



Resumen de los principales resultados y discusión 

156 
 

 La prevención de la deficiencia de hierro específicamente en el caso de los niños ENI 

no se recoge en las recomendaciones de la OMS [86, 214]. Algunos estudios sugieren que los 

suplementos de hierro en los niños VIH positivos pueden tener un efecto perjudicial en la 

evolución de su enfermedad de base [175, 325], aunque otros no lo confirman [175, 176] 

haciendo que no existan políticas claras sobre los suplementos de hierro en estos niños. Del 

mismo modo, debido a la ausencia, según mi conocimiento, de datos sobre los efectos de los 

suplementos de hierro en los niños ENI, tampoco existen guías específicas para ellos, y deben 

seguir las creadas para los niños VIH negativos aun teniendo en cuenta que su riesgo de 

presentar anemia es mayor según se ha demostrado en el artículo 5 de esta tesis.  

 

 Por último, el efecto del VIH sobre la eritropoyesis puede ser otra causa de anemia en 

los niños ENI, como se deduce de las alteraciones en las células progenitoras de la médula 

ósea observadas en los fetos de mujeres VIH positivas [252]. La exposición perinatal al VIH es 

por tanto una causa de anemia en los niños de esta área de Mozambique, por lo que deben 

desarrollarse intervenciones específicas para la prevención de la anemia en esta población, 

con el objetivo de disminuir sus consecuencias. 

 

 

 Algunas de las conocidas etiologías de anemia no se asociaron con ésta en la 

población de Manhiça según los resultados del primer artículo de esta tesis. 

 

 La deficiencia de vitamina A es un factor relacionado con la anemia, ya que los 

suplementos de esta vitamina reducen la prevalencia de anemia en algunos, aunque no en 

todos los estudios, y tienen un efecto sinérgico administrada con los suplementos de hierro 

[326]. En Mozambique, los suplementos de vitamina A se administran a las mujeres 

embarazadas después del parto [327] y a los niños entre 6 meses y 5 años de edad [328]. A 

pesar de ello, la mayoría de los casos de anemia del primer artículo de esta tesis, y más de un 

cuarto de los controles. presentaron deficiencia de vitamina A. Esto puede explicarse porque la 

inflamación disminuye los niveles de vitamina A, lo que sobreestimaría esta deficiencia, 

principalmente entre los casos que presentaron una alta prevalencia de inflamación (82%) 

[329]. Otra alternativa es que la ejecución de estos programas sea deficiente y las altas 

prevalencias de deficiencia de vitamina A reflejen un escaso cumplimento de las políticas [330].  

 

 La infección por parásitos intestinales en el estudio sobre la etiología de la anemia fue 

baja (4% en general), lo que concuerda con los resultados obtenidos en otras poblaciones 

similares [331, 332], aunque contrasta con otros trabajos realizados también en preescolares 

[312, 333]. El uso de una sola muestra y la ausencia de técnicas moleculares para el 

diagnóstico de esta infección podría haber disminuido la capacidad de detección de los 

parásitos [334]. Además, debido a que el 25% de los casos fueron VIH positivos se esperaría 

una mayor prevalencia de helmintiasis entre éstos por la asociación descrita entre ambas 
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infecciones [335, 336]. No obstante, otros autores han descrito una menor prevalencia de 

helmintos en los pacientes adultos VIH positivos [337-339], y estudios con técnicas moleculares 

realizados en la misma población presentaron una prevalencia de helmintiasis también baja 

(Mandomando, comunicación personal). Por otro lado, el uso de mebendazol recomendado por 

el Ministerio de Salud de Mozambique a partir del primer año de vida cada 6 meses hasta los 5 

años podría haber favorecido la baja prevalencia de helmintiasis en estos niños, aunque al no 

existir datos sobre el cumplimiento ni la cobertura de esta iniciativa, resulta difícil conocer sus 

implicaciones. Los resultados obtenidos muestran que la desparasitación masiva en los 

preescolares no sería una estrategia prioritaria en la prevención de la anemia en esta 

población.  

 

 La deficiencia de vitamina B12 es otra conocida causa de anemia [100], asociada a un 

mayor riesgo de anemia en un destacado estudio en Malawi [312], pero que no se ha 

observado asociada a anemia en nuestro estudio, ni en otros realizados en mujeres 

embarazadas y niños africanos [102, 340], ni en un reciente estudio en Papúa Nueva-Guinea 

[341]. Esta información confirma los resultados obtenidos de un estudio realizado en 2004 

también en Mozambique, donde la prevalencia de deficiencia de vitamina B12 fue baja e 

incluso menor que la presentada en un grupo de niños italianos de edad similar [342]. Por lo 

tanto, la deficiencia de vitamina B12 no es una causa principal de anemia en la población 

estudiada, y su prevención no es prioritaria para disminuir la prevalencia de anemia. Por otro 

lado, la dificultad en la medición de esta vitamina, por la presencia de análogos en el plasma, 

haría necesario confirmar estos hallazgos complementando la determinación de vitamina B12 

con la del AMM, la homocisteína y la holotranscobalamina II [100, 340].  

 

 La deficiencia de ácido fólico no se encontró en ninguno de los sujetos estudiados en el 

artículo 1. Resultados similares se han descrito en otros países africanos como Camerún [330], 

Malawi [312], Zambia [343] y Gambia [344] o en Papúa Nueva Guinea [341]. La ausencia de la 

deficiencia de esta vitamina puede ser porque su medición en plasma es complicada [345]. Por 

un lado, la deficiencia de vitamina B12 puede enmascarar la deficiencia de ácido fólico [345], 

pero la población de estudio presentó una deficiencia de vitamina B12 moderada (16% en 

casos y 20% en controles), siendo poco probable que esta sea la única explicación para la 

ausencia de deficiencia de ácido fólico. Del mismo modo, la hemólisis, que es un fenómeno 

frecuente en las infecciones por P. falciparum también puede enmascarar unos niveles bajos 

de ácido fólico en sangre [312, 346], sin embargo la hemólisis se observó sólo en un 23% de 

los casos y en un 7% de los controles. Los niveles normales de folato podrían ser por el 

consumo frecuente en esta población de vegetales verdes ricos en ácido fólico, como la hoja 

de mandioca o los grelos, aunque la ausencia de registro de la dieta de los sujetos del estudio 

impide asegurar dicha afirmación [347]. Por lo tanto, los suplementos profilácticos de ácido 

fólico, no parecen tener un importante papel en la prevención de la anemia en esta población, 
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aunque estudios en los que se midiera el ácido fólico intracelular y la homocisteína plasmática 

reforzarían los resultados observados [348]. 

 

 La deficiencia de G6PD no se asoció con anemia. Este resultado va en la línea de 

estudios que demostraron que esta anomalía enzimática no afecta la Hb basal [127, 129, 349] 

e incluso que es un factor protector de anemia grave en individuos infectados por malaria [130, 

350]. Otros autores sin embargo, sugieren que sólo las mujeres heterocigotas presentan 

protección frente a la malaria [130] y sí encontraron asociación entre anemia y la deficiencia de 

G6PD [312]. La ausencia de asociación entre anemia y deficiencia de G6PD en este estudio 

resulta inesperada ya que las infecciones son el principal desencadenante de la anemia 

hemolítica asociada a la deficiencia de G6PD [351], y la mayoría de los sujetos anémicos de 

este estudio presentaron infecciones. Por otro lado, no todas las infecciones actúan del mismo 

modo a la hora de desencadenar las crisis hemolíticas entre los sujetos con deficiencia de 

G6PD (determinadas bacterias como la Salmonella, Escherichia coli o Estreptococos beta-

hemolítico y otras infecciones como las hepatitis virales y el virus Influenza parecen tener un 

papel más importante que otros microrganismos), lo que podría originar las diferencias 

observadas entre estudios [352]. Como ya era esperado, según observaciones previas en 

Mozambique, la prevalencia de rasgo falciforme fue muy baja y no se registró ningún caso de la 

enfermedad de células falciformes [353, 354].  

 

2. Impacto de la exposición perinatal al VIH en la salud infantil 

 

 Los artículos 5 y 6 de esta tesis exponen el impacto de la exposición al VIH en la salud 

de los niños nacidos de madres VIH positivas no infectados (ENI). Los niños ENI comparados 

con los niños no expuestos, presentaron una mayor frecuencia de anemia y desnutrición, 

según se ha comentado en el apartado anterior. Además se observaron alteraciones en los 

parámetros inmunológicos y diferencias en la morbilidad.  

 

 Según se ha descrito en el quinto artículo y en concordancia con estudios previos [256-

258], los niños ENI presentaron mayores niveles de CD8 y menores niveles de CD4 comparado 

con los niños no expuestos. Por el contrario, en el artículo número 6 no se observaron 

diferencias en los porcentajes de células T CD4 y CD8 naive, memoria y activadas al mes de 

edad entre los niños ENI y los no expuestos en concordancia con algunos estudios, pero en 

discordancia con otros [257, 260, 261, 263, 355]. La inconsistencia de resultados en la 

literatura lleva a pensar que otros factores como la edad de los sujetos, las diferencias entre 

ambos grupos al nacimiento de factores clínicos y socio-demográficos, así como la gravedad 

de la enfermedad materna o la carga viral materna podrían jugar un papel importante. Los 

análisis de las subclases de las células T se realizaron sólo al mes de edad, por lo que los 

resultados no son comparables con otros estudios con niños de diferentes edades [257, 260, 

261, 263, 355]. En este estudio no se observaron diferencias al nacimiento entre los grupos en 
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varias variables estudiadas (peso al nacimiento, edad de la madre, paridad, edad gestacional, 

tipo de parto y tipo de alimentación), aunque los recién nacidos que necesitaron tratamiento 

urgente al nacimiento no fueron incluidos en el estudio, lo que supone una limitación de éste. 

Por otro lado, la relación observada entre la carga viral materna y las alteraciones en los 

subtipos de la células CD8, lleva a pensar que sólo una subpoblación de los niños ENI, 

aquellos cuyas madres presentan una mayor carga viral (>105 copias/ml), es la que tiene mayor 

riesgo de presentar alteraciones en los perfiles inmunológicos. Por ello, una mejora en los 

programas de prevención de transmisión vertical, aparte del claro beneficio de disminuir el 

número de niños infectados por VIH, podría aumentar el número de madres con carga viral 

indetectable y así disminuir las alteraciones inmunológicas asociadas en sus hijos. 

 

 

 Las consecuencias clínicas de las alteraciones inmunológicas observadas en los 

diferentes estudios no se han definido con claridad [319]. Según la hipótesis de esta tesis, los 

niños expuestos al VIH, debido a alteraciones en los perfiles inmunológicos, presentarían una 

mayor morbilidad comparados con el grupo de niños no expuestos. En contra de lo esperado, 

el número de visitas al servicio de emergencia fue menor en el grupo de niños ENI, 

principalmente debido a un menor número de episodios de diarrea y de infecciones 

respiratorias superiores. En el quinto artículo de esta tesis se postula que la menor frecuencia 

de visitas a las consultas externas podría deberse a la profilaxis con cotrimoxazol que los niños 

ENI recibieron de manera rutinaria siguiendo las guías nacionales. El hecho de que los 

principales estudios en los que se había observado una mayor morbilidad en los niños ENI se 

hubieran realizado previo al uso rutinario del cotrimoxazol [22, 27, 283], así como que el 

cotrimoxazol disminuye la incidencia de algunas infecciones como la malaria [356, 357] 

apoyarían esta teoría. También que según se ha observado en el estudio que forma parte de 

esta tesis no hubiera diferencias en la morbilidad entre los grupos de estudio al mes de vida, 

antes del inicio de la profilaxis con cotrimoxazol. Por el contrario, otros estudios no observaron 

que la profilaxis con cotrimoxazol disminuyese el riesgo de diarrea [356, 358, 359]. Las 

discrepancias entre estudios podrían ser secundarias a las diferencias en la edad de los 

sujetos de estudio, el tipo de alimentación, la duración de la profilaxis o el tiempo de 

seguimiento.  

  

 En cambio, no se observaron diferencias en el número de ingresos hospitalarios en los 

niños ENI comparados con los no expuestos, aunque el número de admisiones registrado fue 

bajo, dificultando el poder obtener conclusiones firmes. Sin embargo, los niños ENI presentaron 

un mayor número de ingresos por neumonía grave (p=0,057), lo que concuerda con estudios 

en los que los niños ENI presentaron patología respiratoria más grave [289], incluso con ratios 

de infecciones respiratorias equivalentes a los niños VIH positivos [290]. Además se han 

descrito casos entre los niños ENI de neumonía por Pneumocystis jirovecii, un patógeno 

oportunista asociado a la infección por VIH [28]. Llama la atención, sin embargo, que la 
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profilaxis con cotrimoxazol, al igual que pudo disminuir las visitas a las consultas externas, no 

hubiera disminuido el número de ingresos por neumonía grave. Esos diagnósticos de 

neumonías graves podrían corresponder a tuberculosis mal diagnosticadas [28], ya que la 

tuberculosis es frecuente en las madres VIH positivas [17] y es de difícil diagnóstico en los 

lactantes, principalmente en PRB [360], y no se previene mediante la profilaxis con 

cotrimoxazol. Por otro lado, puede ser que los niños ENI que presentaron los episodios de 

neumonía grave fueran malos cumplidores del tratamiento profiláctico, o que el cotrimoxazol 

sea menos efectivo a la hora de prevenir estos episodios comparados con los más leves [361].  
 Actualmente el papel del uso del cotrimoxazol profiláctico en los niños ENI se 

encuentra en discusión debido al incremento de las resistencias bacterianas [362, 363]. Los 

resultados obtenidos en el artículo 5 de esta tesis, apoyan el uso de éste en la población de 

niños ENI mientras se realizan estudios más concluyentes sobre este tema.  
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VI. Conclusiones 
1. La anemia es una patología muy frecuente en la población de Manhiça (91% en los niños 

menores de 5 años de la comunidad) y su etiología es multifactorial. La desnutrición, la 

malaria, el VIH y la deficiencia de hierro son las principales etiologías relacionadas con la 

anemia en esta población. La prevención de dichas patologías debe ser prioritaria en el 

desarrollo de estrategias de salud pública para la prevención de la anemia en Manhiça y 

lugares similares. 

2. La deficiencia de hierro es una patología frecuente también entre los niños sin anemia. Los 

marcadores séricos de ferropenia disponibles no son adecuados para el diagnóstico de 

deficiencia de hierro en lugares con una alta prevalencia de infecciones, por lo que 

desarrollar nuevos marcadores con una mejor sensibilidad, especificidad y coste-

efectividad debería de ser prioritario. 

3. La prevención de la deficiencia de hierro, una medida existente y coste-efectiva podría 

tener un impacto importante en la prevención de la anemia. Es necesario definir estrategias 

para la prevención de la ferropenia basadas en estudios de intervención que evalúen la 

seguridad de los suplementos férricos en las áreas endémicas de malaria. 

4. La deficiencia de vitamina B12, la deficiencia de ácido fólico, la helmintiasis, la 

esquistosomiasis y la deficiencia de G6PD no se relacionaron con la anemia en este 

estudio, por lo que el desarrollo de medidas preventivas globales para estas enfermedades 

con el fin de disminuir la prevalencia de anemia no se justifica. El diagnóstico de la 

deficiencia de vitamina B12 y de ácido fólico debe optimizarse principalmente en las 

poblaciones endémicas de malaria. 

5. La infección por VEB, parvovirus B19 y la bacteriemia se asociaron con anemia sólo en el 

análisis univariado. Esto se debe posiblemente a la asociación de estas infecciones con 

otras patologías independientemente asociadas con la anemia como malaria y VIH. 

6. La deficiencia de vitamina A también se asoció con anemia sólo en el análisis univariado, 

probablemente por la relación de esta deficiencia con la inflamación. La alta prevalencia de 

esta deficiencia en los casos (69%) y los controles (28%), hace necesario evaluar la 

efectividad de las políticas de administración de suplementos de vitamina A que están en 

marcha en el área. 

7. La alfa talasemia es muy frecuente en esta población. En poblaciones con alta prevalencia 

de alfa talasemia la CHCM no es un buen marcador de deficiencia de hierro. La beta 

talasemia y la anemia de células falciformes no fueron causa de anemia en esta población. 

8. La presencia de hemozoína en la médula ósea tiene un papel en la patogénesis de la 

anemia asociada a malaria a través de una eritropoyesis ineficaz. Este hallazgo puede 

tener importantes implicaciones en el desarrollo de drogas para prevenir y tratar la anemia 

asociada a malaria. 

9. Los niños anémicos infectados por P. falciparum presentaron una mayor prevalencia y 

numero de gametocitos inmaduros en la médula ósea que en sangre periférica, y mayor de 
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lo esperado según los resultados basados en estudios de microscopía óptica. Las 

estrategias de prevención de malaria basadas en la erradicación de portadores de 

gametocitos deberían tener en cuenta estos hallazgos. 

10. La prevención de la transmisión vertical del VIH continúa siendo la principal estrategia para 

disminuir la prevalencia del VIH en la población infantil, y con ello la anemia asociada a 

esta patología. La exposición perinatal al VIH es un factor de riesgo de anemia, pero las 

políticas dirigidas a la prevención de la anemia en esa población son escasas. 

11. Los niños ENI presentan más frecuentemente anemia, tienen un peor estado nutricional y 

alteraciones en el perfil inmunológico comparado con los niños no expuestos. La profilaxis 

con cotrimoxazol parece disminuir la morbilidad en los niños ENI, lo que refuerza la 

continuación de esta profilaxis en este grupo de niños tan vulnerable. 

12. La exposición a una carga viral ARN de VIH materna alta aumenta el riesgo de los niños 

ENI de tener alteraciones precoces de las poblaciones de células T. Mejorar los programas 

de profilaxis de TMH-VIH para que más mujeres tengan niveles indetectables de carga viral 

es crucial para disminuir la transmisión vertical del VIH, pero también lo es para reducir las 

consecuencias inmunológicas del virus en los niños ENI y sus posibles consecuencias 

clínicas. 
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