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RESUMEN

La deficiencia de hierro es el déficit micronutrimental mas generalizado en el
mundo. La suplementacion con sales de hierro se usa ampliamente en el
tratamiento de esta deficiencia, pero puede ocasionar reacciones adversas en el
25% de los pacientes tratados. EI TROFIN® deshidratado es una formulacion
antianémica constituida por hierro heminico que ha sido propuesta para el
tratamiento de los estados de deficiencia de hierro. La utilidad y seguridad del
TROFIN® deshidratado han sido evaluadas en diferentes grupos poblacionales.
Se ha logrado una elevada efectividad, sin que hasta la fecha se hayan reportado
reacciones adversas. Con el presente trabajo se evalué el efecto de la
suplementacion conjunta de TROFIN® deshidratado + Fumarato ferroso durante
14 dias en 28 ratas machos Sprague-Dawley distribuidas en 4 grupos
experimentales: Grupo I: Control: Carboximetilcelulosa al 1%; Il: TROFIN®;
I1l: Fumarato ferroso; y IV: TROFIN® + Fumarato ferroso. La respuesta al
tratamiento se midi6 mediante los cambios en el peso corporal y variables
hematoldgicas y bioquimicas especificadas. Se observé un incremento
significativo de la concentracion de hemoglobina en todos los grupos. En el
Grupo IV suplementado con TROFIN® + Fumarato ferroso se registraron los
mayores incrementos de Hemoglobina. Los niveles séricos de hierro fueron
significativamente mayores en los grupos Il — V. Sin embargo, no se observaron
diferencias entre-grupos respecto de las capacidades de saturacion de hierro y la
concentracion de este mineral en muestras de tejido hepatico. Este trabajo ha
demostrado el efecto favorable en ratas de la suplementacion con formulaciones
gue combinan diferentes presentaciones de hierro, lo que abre la posibilidad del
uso en seres humanos. Garcia Hernandez Y, Gonzélez Hernandez R, Menéndez
Soto del Valle R, Gonzalez Pérez M, Bourg Llamo V. Efecto de la
suplementacion con una formulacion deshidratada de hierro heminico + hierro
ionico en ratas. RCAN Rev Cubana Aliment Nutr 2008;18(2):204-12. RNPS:
2221. ISSN: 1561-2929.
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INTRODUCCION

Entre las deficiencias de
micronutrientes, la de hierro constituye
el trastorno nutricional de mayor
alcance a nivel mundial. La deficiencia
de hierro afecta a mas de 2,000 millones
de personas en el mundo entero,
mientras que el 50% de ellas son
anémicas.” En virtud de la insuficiente
ingestion de este mineral con los
alimentos, unido al incremento de las
necesidades del mismo en los grupos
poblacionales de riesgo, tales como los
nifios, las embarazadas y los ancianos,
la suplementacion con hierro se deberia
emplear tanto en la prevencion de los
estados de deficiencia, como en el
tratamiento de la anemia.

El hierro se encuentra en la
naturaleza en dos formas quimicas
diferentes: no heminica (idnica) y
heminica. A los fines de
profilaxis/tratamiento de la deficiencia
de hierro, las sales de hierro obtenidas
por via sintética se utilizan ampliamente
como fuente de hierro no heminico. Sin
embargo, estos productos tienen una
baja  biodisponibilidad, y pueden
ocasionar reacciones adversas en el
25% de los pacientes.”®

Se ha reportado la utilizacién
satisfactoria de sangre bovina como
fuente de hierro heminico en algunos
programa de fortificacion de alimentos
y suplementacion nutricional para la
prevencion de la deficiencia de hierro.*®
En tal sentido, en el Centro Nacional de
Preparados  (BIOCEN) se  han
acumulado 15 afios de experiencias en
el desarrollo de wuna linea de
antianémicos a partir de sangre bovina
como fuente de hierro heminico, lo que
ha resultado en la obtencion de
TROFIN®, wun producto que se
comercializa dentro y fuera del pais
desde hace mas de 10 afios. El
TROFIN® ha sido clasificado como un
hidrolizado de hierro + proteina que se
prepara a partir de materias primas
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naturales como la sangre bovina y la
miel de abejas, y al que se le incorpora
enzimas propietarias y propéleos.” Los
resultados de los ensayos clinicos con el
TROFIN® como antianémico vy
reconstituyente en nifios, ancianos y
embarazadas han sido satisfactorios.®**

Se ha confirmado la existencia en la
mucosa intestinal de dos diferentes
receptores para cada forma quimica de
hierro.***® Para que el hierro idnico
pueda ser internalizado por el enterocito
mediante la proteina transportadora
especifica DMT1 presente en la
membrana celular, se hace necesario
que el hierro i6nico se mantenga en
estado ferroso (Fe*?). No obstante, se
han descrito varios factores que pueden
influir en el estado de oxidacion del
hierro iénico al actuar en la porcion del
intestino delgado donde se produce la
absorcion del mineral.**

Las 2 formas descritas de hierro
pueden exhibir tasas diferentes de
absorcion. La cantidad de hierro
absorbido fue mayor en pacientes a los
que se le administr6 Hemoglobina
deshidratada + Sulfato ferroso, en
comparacion  con  aquellos  que
recibieron indistintamente uno u otro
tipo de hierro por separado.™ Por otra
parte, la ingestion de pequefias
cantidades de carne de cerdo junto con
fitatos: potentes inhibidores de la
absorcion del hierro no heminico,
incrementd  significativamente  la
absorcion del hierro no heminico en
humanos.*® Luego, si se pudiera contar
con una formulacion que contenga
ambos tipos de hierro se podria lograr
una mayor absorciéon del mineral
respecto de otras que ofrecen uno u otro
tipo de hierro por separado.

En consecuencia, se emprendié este
trabajo para evaluar el efecto sobre
variables hematoldgicas especificadas
en ratas de laboratorio de una
suplementacion que incluia ambos tipos
de hierro, con TROFIN® deshidratado
como fuente de hierro heminico, y
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Fumarato ferroso para el aporte de
hierro no heminico, comparada con
formulaciones que contenian solo
TROFIN® deshidratado o Fumarato
ferroso.

MATERIAL Y METODO

Reactivos y soluciones: Solucion
patrén de Cianometahemoglobina (57.2
mg/100 mL) de BDH Diagnostics
(Inglaterra); solucion estandar de Hierro
(1,000 mg Fe/L) de Merck Diagnostics
(Alemania); juego de reactivos
FERRIMAT para la determinacion de
hierro de BIOMERIEUX (Francia);
juego de reactivos TIBC para la
determinacion de las capacidades de
saturacion de BIOMERIEUX (Francia);
solucion HEMOTEST de HELFA
Diagnostics® (Cuba); solucién
GIEMSA de QUIMEFA Industria
Quimico farmacéutica (Cuba);
Fumarato Ferroso, Fenantrolina e
Hidroquinona, todos de SIGMA
Diagnostics (Estados Unidos); CMC
Carboximetilcelulosa y Acido
tricloroacético, de BDH Diagnostics
(Inglaterra); Acetato de amonio, Citrato
de sodio, de Merck Diagnostics
(Alemania); Acido clorhidrico al 37%,
de Applichem (Alemania); TROFIN®
deshidratado, nimero de lote 5P-30030,
del BIOCEN (La Habana Cuba); EMO
1002 AlyCo®, del Centro Nacional
para la Produccién de Animales de
Laboratorio CENPALAB (La Habana,
Cuba).

Animales: Se utilizaron 28 ratas
machos Sprague Dawley de 5 semanas
de edad, suministradas por el
CENPALAB. Las ratas se adaptaron en
el BIOCEN durante 3 dias antes de la
conduccion del protocolo experimental.

Durante el completamiento del
protocolo experimental las ratas se
alojaron en cajas de polietileno con
encamado de bagazo de cafia
desmeollado. A los animales se les
garantizo libre acceso al agua y la
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comida. Las condiciones ambientales
durante el desarrollo del protocolo
experimental se mantuvieron constantes
a temperatura de 22+3°C, humedad de
entre el 60 — 70%; y ciclos alternantes
de luz/oscuridad de 12 horas.

El estudio con los animales de
experimentacion se llevo a cabo con la
probacion del Comité institucional de
Cuidados y Usos de Animales de
Laboratorio.

Disefio experimental: Terminado el
periodo de adaptacion, se determind el
peso de la rata mediante una balanza
analitica SARTORIUS (Alemania). Se
retiraron muestras de sangre por
puncion del plexo retroorbital. Las
muestras de sangre se ensayaron para el
contenido de Hemoglobina (Hb) por el
método de la Cianometahemoglobina;*’
el tamafio del microhematocrito (HTC)
de la altura de la columna de una
muestra de sangre colocada en un tubo
capilar y empaquetada después de
centrifugacion; y el Conteo Total de
Leucocitos (CTL), después de extension
de una gota de sangre sobre una lamina
portaobjetos, tincion con solucion de
GIEMSA, 'y recuento bajo un
microscopio O6ptico (Carl Zeiss-Jena,
Alemania).

Los animales fueron distribuidos en
4 grupos de 7 animales cada uno, de
manera que no existieran diferencias
entre-grupos respecto de la
concentracion promedio de Hb.

Las sustancias de ensayo fueron
preparadas como una suspension en
CMC al 1%, y se administraron una vez
al dia mediante intubacion intragastrica.

Se cred un grupo control que recibid
CMC al 1%. Los siguientes 21 animales
recibieron el tratamiento experimental
de acuerdo al protocolo siguiente:
Grupo Il: TROFIN® deshidratado a la
dosis de 0.03 mg Fe/dia (preparado a
partir de 25 mg del hidrolizado de
hierro+proteinas; Ill: Fumarato ferroso
a la dosis de 0.8 mg Fe/dia; y IV:
TROFIN® deshidratado + Fumarato
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ferroso al 50% para una dosis total de
0.42 mg Fe/dia.

El protocolo experimental se
extendio por 14 dias. A la conclusion
del estudio, las ratas se pesaron
nuevamente, y se les extrajo muestras
de sangre por puncion del plexo retro-
orbital para la determinacion de la Hb,
el HTC, y el CTL.
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Analisis  estadistico de los
resultados: Se docimé la significacion
estadistica de las variaciones ocurridas
en las variables del estudio terminado el
periodo experimental mediante el test
de diferencias para medias apareadas
basado en la distribucion “t” de Student.

Tabla 1. Evolucion del peso corporal y las variables hematoldgicas y bioguimicas. Se muestran la
media + desviacion estdndar de las variables de respuesta del estudio. También se muestran las
magnitudes de los cambios observados en las variables al final del periodo de observacion.

Indicador Dia Grupos experimentales
| I Il v
CMC 1% TROFIN Fumarato ferroso  TROFIN + FF 50%
Tamafio 7 7 7 7
Peso, ¢ 0 153.21 +23.25  147.49 + 18.87 156.35 + 22.07 154.50 + 18.72
14 248.00 £31.34  244.29 + 23.77 253.10 £ 29.05 247.65+19.71
A94.79 * A96.8 * A 96.75 * A93.15 *
Hb, g.dL™* 0 11.45+0.52 11.87 £0.15 11.77+£0.11 11.67 £0.39
14 12.68 +0.50 13.09 £ 0.12 13.09 £0.20 13.11 £ 0.07
A123* A122* A132* A144%
HTC, % 0 36.83 +0.75 38.43 +0.98 38.00 £ 0.58 37.71+1.11
14 41.83+0.98 43.00 + 0.82 42.43+1.13 43.14 + 0.69
A50* A457* A443* A543 *
CTL, x 10°L 0 458 +£0.32 4,37 £0.56 423 +0.29 4,15+0.79
14 492 +0.34 454 +0.31 4,73+0.30 4,70 +£0.39
A0.34 A0.17 A 0.50 A 0.55

Leyenda: CMC: Carboximetilcelulosa. FF: Fumarato ferroso.

* Diferencias significativas entre-momentos de observacion.

! Diferencias significativas con respecto al grupo control, en cada uno de los muestreos.

Obtenidas las muestras de sangre
del plexo retroorbital, las ratas fueron
anestesiadas en atmasfera de éter, la
vena femoral fue puncionada para
obtener alicuotas de suero para la
determinacion de la concentracion de
hierro sérico y de las capacidades de
saturacion, segun las instrucciones de
los fabricantes de los estuches de
reactivos.

Completado este paso, los animales
se sacrificaron por dislocacion cervical,
y el higado se extrajo rapidamente, y se
congelo a -20°C hasta el momento de la
determinacion de la concentracion
tisular de hierro.*®

Las diferencias entre los grupos
experimentales respecto de los cambios
en los valores de las variables del
estudio se examinaron mediante un
analisis de varianza de una sola via. Se
empled el test de Tukey para identificar
la(s) fuente(s) de las variaciones. En
cualquier caso, se fijo un nivel del 5%
para denotar las diferencias como
estadisticamente  significativas.  Los
analisis  estadisticos se realizaron
mediante el programa GrandPad 4.0
(Estados Unidos).
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RESULTADOS

La Tabla 1 muestra la evolucion
inter-observacion del peso del animal,
junto con los resultados de las variables
hematoldgicas del estudio. Los grupos
experimentales solo difirieron entre si
respecto del tamafo basal del HTC,
aunque estas diferencias no tuvieron
significacion bioldgica, toda vez que los
valores basales de HTC superaron el
punto de corte de la normalidad

biolégica. Ademas, el HTC no
constituy6 un criterio para la
conformacién de los grupos

experimentales.

En los grupos experimentales se
produjo un incremento significativo del
peso corporal, independientemente del
protocolo  experimental  aplicado.
También se constataron incrementos de
la concentracion de Hb y del tamafio del
HTC. ElI CTL fue invariante del
tratamiento administrado. Se debe
destacar que el Grupo IV, que recibio
conjuntamente  TROFIN + Fumarato
ferroso, fue el que mostrd las mayores
ganancias de laHb y el HTC.
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hierro sérico superiores al observado en
los animales tratados con CMC al 1.0%.

DISCUSION

El ensayo descrito en este
manuscrito muestra los resultados
observados en ratas de laboratorio

después de la suplementacion con una
preparacion deshidratada que combina 2
formas de hierro: una heminica y otra
ionica. El incremento en los valores
basales de Hb y HTC en el grupo
experimental  que  recibi6  esta
preparacion de hierro, que fue del
17.0% cuando se le comparé con el
observado en el Grupo Control, se
destac6 como el hallazgo mas
significativo al término del periodo de
observacion.

La concentracion de Hb ha
constituido el indicador més usado en la
evaluacion del efecto de la
suplementacion con sales de hierro en la
profilaxis de la anemia ferropénica,
puesto que el 65.0% del hierro corporal
forma parte de la Hb circulante en la
sangre.”

Tabla 2. Estado de la homeostasis del hierro. Se muestra la media *+ desviacion estandar de
variable determinada al final del periodo de observacion.

a

Grupo experimental Hierro sérico TIBC Hierro tisular
(umoles.L™) (umoles.L™) (umoles.g™)
CMC 1% 30.08 +12.11 96.81 + 7.66 100.28 + 17.06
TROFIN 46.20 + 14.22 * 89.35 + 10.67 103.47 + 42.60
Fumarato ferroso 42.74 +11.06 * 82.64 £ 3.39 120.92 £ 25.26
T 50% + FF 50% 41.38+£6.03 * 89.20 + 10.52 129.00 + 36.95

* Diferencias significativas respecto del Grupo Control.
Leyenda: CMC: Carboximetilcelulosa. TIBC: Capacidades totales de saturacién de Hierro.

T: Trofin. FF: Fumarato ferroso.

La Tabla 2 muestra las
determinaciones de hierro  sérico,
capacidades de saturacion y hierro
tisular conducidas al final del estudio.
Los grupos experimentales solo
difirieron entre si respecto de las cifras
de hierro sérico. Con cualquiera de los
tratamientos se lograron valores de

La constatacion de que el mayor
incremento en la concentracion de Hb
se observo en las ratas suplementadas
con la formulacién que combinaba los 2
tipos de hierro sugiere que en estos
animales se logré una mayor absorcion
del mineral aportado, y con ello, un
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aumento en la sintesis de la molécula de
Hb.

El efecto de la preparacion
combinada de hierro sobre la
concentracion sanguinea de Hb podria
ser dual. El aporte de las 2 formas de
hierro podria estimular en el animal, al
mismo tiempo, las 2 vias conocidas de
absorcién del mineral.

También pueden haber influido
beneficiosamente en la concentracion de
Hb observados en los animales que
recibieron la formulacion combinada
(hierro heminico + hierro iénico) los
diferentes componentes que contiene la
formulacion  de  hierro  heminico
empleada en este estudio, tales como
proteinas, péptidos, aminoacidos Yy
azucares. Estos componentes pudieran
potenciar la absorcion duodenal del
hierro ionico aportado en forma de
Fumarato ferroso. Se debe recordar que
es en el duodeno donde se produce
fundamentalmente la absorcion del
hierro. Sin embargo, el pH menos &cido
propio del duodeno (pH = 6.0) respecto
del propio del estomago (pH = 2.0),
podria dificultar que el hierro idnico se
mantenga en estado ferroso, paso
necesario para la absorcién de este
mineral. No obstante, se ha reportado
que ciertos aminoacidos, azucares,
aminas y amidas pueden quelar el hierro
gue se aporte como especie ionica,
contribuyendo de esta manera a que el
Fe*? se mantenga en ese estado de
oxidacion, imprescindible para ser
absorbido al interior del enterocito.'*

Los cambios observados en las
cifras séricas de Hb y HTC, las
concentraciones sanguineas de hierro,
las capacidades de saturacion, y el
hierro contenido en el higado al final de
la ventana de observacion, fueron
similares entre los grupos en
comparacion, independientemente de la
fuente de hierro aportada. La ausencia
de influencia de las preparaciones de
hierro empleadas en este estudio sobre
los indicadores del metabolismo del
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mineral podria explicarse en base a la
composicion intima de cada
formulacién. La dosis de hierro incluida
en cada suplemento se ajustd segun la
biodisponibilidad del mineral,
fenomeno dependiente de la forma
quimica del mismo. La
biodisponibilidad del hierro heminico
suele ser de entre el 15.0-35.0%, pero la
del no heminico es menor, y se estima
entre un 2.0-20.0%.%°

Teniendo en cuenta estos elementos,
la preparacion TROFIN® deshidratada
contenia una cantidad de hierro 25
veces menor que la incluida en la sal de
Fumarato ferroso, pues se supuso una
mayor biodisponibilidad del hierro
heminico aportado, y un efecto
potenciador de sustancias favorecedoras
de la absorcion del hierro idnico, como
péptidos, aminoéacidos, azucares, entre
otros, integrantes de la preparacion
deshidratada.

Los resultados observados en los
indicadores del metabolismo de hierro
con varias preparaciones del mineral
sugieren la conduccién de ensayos
especificos orientados a la evaluacion
del comportamiento de formulaciones
combinadas de hierro que contengan
dosis de la especie no heminica (idnica)
menores a las empleadas en este
estudio. El estudio de la influencia
sobre el metabolismo de este mineral de
las preparaciones asi disefiadas, y la
relacién de la composicion quimica del
suplemento con la biodisponibilidad del
hierro en ellas contenido, podrian
aportar nuevos conocimientos del efecto
del TROFIN® deshidratado sobre la
absorcion del hierro ionico.

Se debe destacar que los resultados
anotados anteriormente se observaron
en animales de los que se aseguro la
preservacion de los estados de salud y
nutricional durante la conduccion del
ensayo. En los grupos experimentales se
observo un incremento significativo del
peso corporal al final del ensayo,
independientemente de los suplementos
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empleados y las dosis aportadas de
hierro. También se constataron conteos
preservados del ndmero total de
leucocitos  circulantes en  sangre:
expresion de la constancia del sistema
inmunolégico de los  animales
empleados en el ensayo.

CONCLUSIONES

Se han presentado evidencias
favorables del uso de una combinacion
farmacologica que incluye 2 tipos de
hierro en un modelo experimental
construido con ratas machos Sprague-
Dawley. Los resultados beneficiosos
constatados en la Hb y el HTC abre
nuevas perspectivas para el empleo de
formulaciones combinadas de hierro
(heminico + i6nico) en seres humanos,
en los que las terapias disponibles
actualmente de suplementacion con
preparados de hierro i6nico pueden
ocasionar reacciones adversas en el
250% de los pacientes>® En
contraposicion con la alta tasa de
reacciones adversas reportada después
del consumo de sales de Fumarato
ferroso, las formulaciones que incluyen
hierro heminico, como el TROFIN®, se
destacan por la buena tolerancia, y la
ausencia de efectos secundarios no
deseados.* 11412

No debe pasarse por alto que la
produccion de las formulaciones de
hierro heminico esta actualmente
limitada, por cuestiones tecnoldgicas y
de costos de obtencién, de cara a una
demanda incrementada. Luego, los
resultados expuestos en este articulo
pueden constituirse en importantes
elementos cientificos que apoyen un
mejor aprovechamiento de las fuentes
existentes de hierro a los fines del
combate de los estados de deficiencia de
hierro.
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SUMMARY

Iron deficiency is the major nutritional
disorder around the world.
Supplementation with iron salts has
been widely used for treating this
disorder, notwithstanding the 25%
adverse reactions rate seen in
medicated patients. Dehydrated
TROFIN® is an antianemic formulation
made up with heminic iron that has
been proposed for treatment of iron
deficiency states. Usefulness and safety
of dehydrated TROFIN® have been
assessed in different populations, and a
high effectiveness has been achieved
along with a low rate of adverse
reactions. The effect of dehydrated
TROFIN® + Ferrous fumarate joint
administration for 14 days in 28 male
Sprague-Dawley distributed between 4
experimental groups: Group I: Control:
1% Carboxy-methylcelulose sodium
salt; 1I: TROFIN®; Ill: Ferrous
fumarate; and IV: TROFIN® + Ferrous
fumarate. Response to treatment was
measured by means of changes in body
weight and specified hematological and
biochemical variables. A significant
increase in Hemoglobin concentration
was observed in the experimental
groups. Animals included in Group IV
who were jointly supplemented with
TROFIN® +  Ferrous fumarate
exhibited the highest increase in
Hemoglobin. Serum iron levels were
significantly higher among Groups Il —
IV. However, no between-groups
differences were observed regarding
iron binding capacities and liver
amounts of this mineral. This work has
demonstrated the favorable effect on
rats of  supplementation with
formulations ~ combining  different
presentations of iron, thus opening the
possibility for their use in human
beings. Garcia Hernandez Y, Gonzalez
Hernandez R, Menéndez Soto del Valle
R, Gonzélez Pérez M, Bourg Llamo V.
Effect of supplementation with a
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dehydrated formulation  combining
heminic iron + ionic iron in rats. RCAN
Rev Cubana Aliment Nutr 2008;
18(2):204-12. RNPS: 2221. ISSN: 1561-
2929.

Subject headings: IRON / TROFIN® /
FERROUS FUMARATE / RATS /
FERROPENIC ANEMIA / IRON
DEFFICIENCY.
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