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1. INTRODUCCION

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la ceficiencia en hierro es el desorden
nutricional mas comun en el mundo, afectando aproximadamente a 2 billones de personas.
Considerada como uno de los diez factores de riesgo de enfermedad, discapacidad y muerte,
tiene un impacto mucho mayor que la deficiencia de vitamina A o cinc (OMS, 2002). Alrededor
de la mitad de estos individuos desarrollan anemia, la forma mas avanzada de la enfermedad,
gue tiene graves efectos negativos sobre la salud y contribuye a aumentar el riesgo de muerte
durante el embarazo, mortalidad infantil, retraso fisico y desarrollo mental, afectando también al
desarrollo escolar. La debilidad y la pérdida de energia asociada con la deficiencia en hierro
afectan a la capacidad fisica en el trabajo y causan una disminucién en los niveles de

productividad a nivel individual y colectivo.

Se han recomendado tres estrategias para la correccion de la deficiencia de hierro
nutricional: a) la diversificacion o modificacion de la dieta para mejorar el valor nutricional y la
biodisponibilidad del hierro, mediante el consumo de alimentos ricos en hierro, b) la
suplementacion, eficaz en los grupos de poblacion con elevado riesgo, principalmente mujeres
embarazadas y nifios jovenes, aunque presenta una limitacion en la eficacia de los programas
de intervencion, relacionados con la logistica y la distribucion de las dosis semanales o diarias,
las cuales son a menudo insuficientes (Mora, 2002), y c) el enriquecimiento, generalmente
considerado como la soluciébn més practica y rentable a largo plazo, abarcando una amplia gama
de alimentos y alcanzando a la mayoria de los segmentos de la poblacion (Yip y Ramakrishnan,
2002; WHO, 2004).

Sin embargo, debido a que el hierro es un mineral dificil de afiadir a los alimentos en una
forma suficientemente biodisponible sin causar cambios sensoriales adversos, no todos los
alimentos enriquecidos proporcionan el suficiente hierro como para mejorar el estado nutricional
de este mineral (Hurrell, 2002). Por tanto, un alimento enriquecido debe superar dos barreras
técnicas: a) seleccionar un compuesto de hierro que sea suficientemente biodisponible y a su
vez que no cause cambios sensoriales en el alimento, y b) superar el efecto inhibitorio de los
componentes de la dieta, tales como el acido fitico, compuestos fendlicos y calcio, los cuales

estdn a menudo presentes en el alimento.

En general, la anemia puede ser el resultado de factores tanto nutricionales como no
nutricionales. Obviamente la carencia de hierro en la dieta de manera continuada es la mas
importante, aungue las deficiencias de otros micronutrientes tales como las vitaminas A, C, By,
Bes ¥ By pueden contribuir al desarrollo de esta enfermedad (Allen y Casterline-Sabel., 2001).

Estos nutrientes pueden modificar la sintesis de la hemoglobina directa o indirectamente
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afectando su absorcion y/o movilizacion. Sin embargo, debido a que la deficiencia en hierro
raramente ocurre de manera aislada y a menudo esta acompafada por la deficiencia de otros
micronutrientes (Van den Broek y Letsky., 2000), el uso de suplementos multiples de
micronutrientes en vez de suplementos individuales de hierro esta siendo cada vez mas tenido
en cuenta (Huffman y col., 1998; Lapido, 2000).

Como una medida preventiva contra la deficiencia de hierro, la mayoria de los alimentos
procesados son frecuentemente enriquecidos en este mineral (Fairweather-Tait, 1997). Pero si
tan peligroso es el déficit de hierro en la dieta, el exceso puede llegar a ser nocivo, llegando a
relacionarse con la elevada incidencia de cancer de colon en los paises desarrollados, por lo que
se ha cuestionado la conveniencia de proporcionar a la poblacion alimentos enriquecidos con
hierro de manera indiscriminada (Knekt y col., 1994; Nelson y col., 1994). La causa de este
efecto negativo sobre la salud se fundamenta en su naturaleza pro-oxidante (Babbs, 1989;
Blakeborough y col., 1989; Graf y Eaton, 1993). No obstante, son necesarias investigaciones en
las que se evalten el tipo de compuesto de hierro y las dosis de los mismos que puedan afectar
al estrés oxidativo de las células de la mucosa del colon, ya que este lugar a sido el sugerido por

los estudios epidemiolégicos como el mas vulnerable a un exceso en la ingesta de hierro.

En Europa ha aumentado considerablemente en la dltima década el interés de los
consumidores por conocer la relacion que existe entre la dieta y la salud. Existen una gran
variedad de alimentos a disposicion del consumidor, pero en estos momentos la prioridad es
identificar qué alimentos pueden mejorar la salud y el bienestar, y reducir el riesgo o retrasar la
aparicion de importantes enfermedades. Dentro de esta amplia gama de alimentos y debido a
su aceptabilidad, los zumos de frutas y similares enriquecidos con micronutrientes pueden ser
tiles en la reduccién de las deficiencias de micronutrientes. Estos productos enriquecidos se
engloban dentro del concepto de “alimentos funcionales”. No obstante, uno de los mayores
retos para los cientificos consiste en investigar la relacion existente entre un alimento o uno de
sus componentes y la mejora del estado de salud y bienestar o la disminucién de enfermedades.
La composicion del néctar de frutas empleado en el desarrollo de la presente tesis, esta
disefiado para mejorar el estado nutricional del hierro con el fin de ser utilizado como
complemento ¢ una dieta equilibrada en individuos con deficiencia en hierro. Este trabajo
constituye una continuacion a los estudios iniciados en la Tesis de Licenciatura titulada “Cinética
de la disponibilidad del hierro en néctares de frutas enriquecidos y sus atributos sensoriales”
sobre la bioaccesibilidad de diferentes compuestos de hierro afiadidos a un néctar de frutas
utilizando un método in vitro de digestion y dialisis del mineral (Haro-Vicente y col., 2006). Los
resultados de la Tesis de Licenciatura mostraban un claro efecto favorecedor de las vitaminas

adicionadas al néctar sobre la dializacion de los compuestos de hierro. No obstante, resulta
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necesario contrastar estos resultados con los estudios in vivo. Por este motivo, en la presente
Tesis doctoral se ha investigado la biodisponibilidad de los mismos compuestos de hierro
(sulfato ferroso, pirofosfato férrico micronizado y bis-glicinato ferroso) afiadidos al néctar de
frutas junto a las vitaminas C, Be, By, y &cido folico, y fructo-oligosacaridos, utilizando un ensayo

de replecion de la hemoglobina en ratas.
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Il1. OBJETIVOS

1.- Evaluar y comparar el efecto de la adicién por separado y conjunta de diferentes vitaminas
(C, Bs, By, &cido folico) con/sin fructo-oligosacaridos (FOS) en la absorcion de hierro, en ratas,
del pirofosfato férrico micronizado y bis-glicinato ferroso afiadido a un néctar de frutas,

comparandolo con una fuente de hierro estandar, el sulfato ferroso (SF).

2.- Determinar si la adicion de las diferentes vitaminas con/sin FOS junto al pirofosfato férrico
micronizado (PFM), sulfato ferroso (SF) y bis-glicinato ferroso (BF) en un néctar de frutas,
modifica los parametros hematol6gicos y bioquimicos relacionados con el estado nutricional del
hierro en ratas. Estudiar la biodisponibilidad de este compuesto, en relacion al SF, utilizando

como medida la regeneracion de la hemoglobina en ratas.

3.- Comparar el deposito del mineral en los organos diana (bazo, higado, rifién, corazon
duodeno) en funcion del tipo de compuesto de hierro afiadido al néctar y determinar si la
adicién de vitaminas y/o FOS produce un efecto adicional sobre la concentracion del mineral en

dichos érganos.

4.- Determinar si la administracion del néctar enriquecido con PFM, BF y SF en la dosis del
estudio, en combinacién con las diferentes vitaminas y/o FOS, esta asociada a un aumento en la

concentracion de hierro y a la capacidad de generacion de radicales libres en heces de ratas.

5.- Seleccionar la combinacién de vitaminas y compuesto de hierro que proporcione una mayor

absorcion y biodisponibilidad del mineral cuando se afiade a un néctar de frutas.
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111. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. IMPORTANCIA NUTRICIONAL DEL HIERRO

El hierro, es el segundo metal mas abundante (después del aluminio) y el cuarto elemento
mas abundante de la corteza terrestre. Es un nutriente esencial y al mismo tiempo un potente
toxico para las células, por ello, requiere de un sofisticado complejo de regulacién para alcanzar
las demandas de las células y al mismo tiempo prevenir su excesiva acumulacion (Pietrangelo,
2002).

Siendo uno de los metales mas abundantes en el cuerpo humano, el hierro participa en
numerosos procesos celulares tales como la sintesis de ADN, ARN y proteinas, transporte de
electrones, respiracion celular, diferenciacion y proliferacién celular, y en la regulacién de la
expresion de los genes (Gerlach y col., 1994; Andrews y col., 1999; Boldt, 1999; Conrad y col.,
1999; Wessling-Resnick, 1999). Elevados niveles de hierro se encuentran en el higado, cerebro,
células rojas sanguineas, y macréfagos (Youdim, 1988; Yehuday Youdim, 1989; Andrews y col.,
1999). Ademas, el hierro participa en la formacion de la mielina y en el desarrollo de las
dendritas neuronales (Youdim y col., 1990, 1991; Ben-Shachar y col., 1991), siendo critica la
homeostasis del hierro en la funcién normal del cerebro, especialmente en el aprendizaje y la
memoria (Youdim y col., 1989, 1990; Gerlach y col., 1994).

El hierro es un componente clave de muchas enzimas celulares, como oxidasas, catalasas,
peroxidasas, citocromos, ribonucledtido reductasas, aconitasas, y 0xido nitrico sintetasa (Boldt,
1999; Conrad y col., 1999; Ponka, 1999). Estas enzimas no solamente son criticas en muchos
procesos celulares basicos, como la sintesis de ADN y ARN, transporte de electrones, y
proliferacién celular, sino que ademas contribuyen al desarrollo de un amplio nimero de
enfermedades, como des6rdenes metabolicos del hierro, diversos tipos de cancer, enfermedades

neurodegenerativas, y envejecimiento.

La importancia biologica del hierro esta en su capacidad de aceptar o donar electrones al
existir tanto en el estado ferroso (Fe*?) como férrico (Fe*®). El hierro participa en reacciones de

oxidacion-reduccion conocidas como reaccion Fenton (Wessling-Resnick, 1999):
Fe™ +'0,? Fe””+0,  Fe'?+H,0,? Fe"™ + OH + OH

Estas reacciones redox son esenciales para las funciones bioquimicas del hierro que
participan en diversos procesos metabolicos celulares. No obstante bs niveles de hierro deben

mantenerse adecuadamente dentro de las células, porque el exceso de hierro es altamente
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toxico. El efecto perjudicial del hierro esta relacionado con su capacidad de generar especies
reactivas de oxigeno (ROS) por la via Fenton (McCord, 1998), tales como radicales hidroxilo
(OH) y superéxido (0O,), altamente toxicas para el organismo debido a su capacidad para
reaccionar rapidamente con una elevada afinidad con la mayoria de las moléculas que se
encuentran en las células vivas (McCord, 1998). Los efectos globales que producen son dafios
en el ADN, en la sintesis de proteinas, en las membranas lipidicas y carbohidratos, producen
induccion de las proteasas, y alteracion en la proliferacion celular (Halliwell, 1992; Halliwell and
Gutteridge, 1992; Schaich, 1992; Smith y col., 1992; McCord, 1998). Ademas, el hierro libre
puede reaccionar directamente con los acidos grasos insaturados y producir hidroperéxidos
lipidicos para formar radicales alcoxilos y/o peroxilos, dafiando seriamente la integridad de la
membrana y causando la muerte celular (Gerlach y col., 1994; McCord, 1998). Este destructivo
potencial del hierro ha conducido a la sugerencia de que el hierro puede jugar un papel en los
multiples procesos de la carcinogénesis, patogénesis de la arteriosclerosis, o desordenes
neurodegenerativos, tales como las enfermedades del Parkinson y Alzheimer (Sofic y col., 1988;
Youdim, 1988; Dexter y col., 1991; Jenner, 1991; Connor y col., 1992).

1.1. Almacenamiento y distribucion del hierro
1.1.1. Intercambio de hierro

Teniendo en cuenta que el hie rro se requiere en diversas funciones celulares, un balance
adecuado entre la ingesta, almacenamiento, y la utilizacion del hierro es necesario para
mantener su homeostasis (Smith y col., 1992; Sussman, 1992). Por este motivo, la absorcion, la
concentracion de hierro en los drganos, y el estado redox del hierro, se encuentran

cuidadosamente reguladas por nuestro organismo (Figura 1).

El hierro almacenado en forma de ferritina es utilizado para alcanzar los requerimientos
diarios no proporcionados por la dieta. El hierro movilizado desde los tejidos es transportado por
el transportador del hierro, transferrina. Esta molécula (Figura 2) es una de las principales
proteinas séricas en los eucariotas y juega un papel critico en la fijacién y transporte del mineral
(Hoefkens y col., 1996). Su peso molecular de 80 KDa (Parkkinen y col., 2002), esta formado
por una cadena polipeptidica de 679 aminoacidos organizados en dos lobulos homogéneos
conocidos como lébulo N y I6bulo C. Cada lIébulo estd formado por dos dominbs. Los dominios
interaccionan para formar un profundo hueco para la fijacion del hierro (I1l). Ademas, para
estabilizar la molécula de hierro requiere dos moléculas de oxigeno donadas por una molécula

de carbonato o bicarbonato (Hirosi, 2000).
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Eritrocitos

2500 mg

Sistema Reticuloendotelial Médula Osea
Destruccion de los Generacion de los
glébulos.rojos glébulos.rojos
20 mg/dia 20 mg/dia
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1-2 mg/dia 1-2 mg/dia

/ ~ 5 mg/dia

Mioglobina
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respiratorias

Reservas

1000 mg
300 mg

Figura 1. Distribucién e intercambio cuantitativo del hierro en el organismo (Conrad, 2000).

La afinidad de la transferrina por el hierro es dependiente del pH, siendo este elemento
liberado de la transferrina cuando el pH se encuentra por debajo de 6.5. Ademas del hierro, la
transferrina podria estar implicada en el transporte de una serie de metales, tales como el
aluminio, manganeso (Davidsson y col., 1989a,b), cobre, y cadmio (Moos y col., 2000). Sin
embargo, el hierro tiene una mayor afinidad por la transferrina y desplaza a otros metales (Lieu
y col., 2001).

La transferrina es sintetizada principalmente en el higado (Morgan, 1983), pero es ademas
producida en cantidad significativa en el cerebro, testiculos, glandulas mamarias y en algunos
tejidos durante el desarrollo fetal (Dickson y col., 1985; Takeda y col., 1998). La transferrina
existe como apotransferrina (proteina sin hierro), transferrina monoférrica (unida a una
molécula de hierro), y transferrina diférrica (con dos moléculas de hierro). La presencia de cada
una de las formas depende de la concentracion de hierro y de la transferrina presente en el

plasma sanguineo.
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Figura 2. Diagrama de la transferrina con sus dos I6bulos (I6bulo N, parte superior y
I6bulo C, parte inferior) y sus dominios (N1, N2, C1 y C2). Los atomos de hierro se
representan como circulos negros @. El péptido interlobular (P) es el encargado de
unir los I6bulos N 'y C (Baker y Lindley, 1992).

1.1.2. Distribucién del hierro

El cuerpo humano contiene aproximadamente de 3 a 5 g de hierro (45-55 mg/Kg de peso
corporal en una mujer y hombre adulto, respectivamente), distribuido segun se presenta en la
Figura 3. La mayoria del hierro corporal (— 60-70%) es utilizado por la hemoglobina en la
circulacion de las células rojas sanguineas (Andrews, 1999: Ponka, 1997). Otros érganos con
una elevada concentracion de hierro son el higado y los musculos. Aproximadamente el 20-30%
del hierro corporal es almacenado en los hepatocitos y en los macréfagos del sistema
reticuloendotelial, en forma de ferritina y en su producto de degradacién, la hemosiderina. El
resto del hierro corporal esta localizado en la mioglobina, citocromos, y enzimas que contienen

hierro.

Un individuo sano absorbe diariamente 1-2 mg de hierro de la dieta, cantidad que
compensa tras las pérdidas de hierro por la descamacion de las células de la piel y del intestino.
Ademas, las mujeres menstruantes fisiologicamente pierden hierro a través de la sangre. La
eritropoyesis requiere aproximadamente 30 mg de hierro al dia, cantidad que es principalmente
proporcionada por el reciclaje del hierro a travées de los macréfagos del sistema
reticuloendotelial. En este caso, los macréfagos destruyen las células rojas sanguineas
senescentes y liberan el hierro a la circulacién unido a la transferrina. Este hierro (~ 3 mg) es
muy dindmico y sufre mas de diez veces al dia un proceso de reciclaje (Figura 3) (Papanikolaou

y Pantopoulos, 2005).
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Figura 3. Distribucion del hierro en el cuerpo humano

Normalmente, el 95% del hierro almacenado en el higado se encuentra en los hepatocitos
en forma de ferritina. La hemosiderina constituye el 5% restante y se encuentra
predominantemente en las células lisosomales de Kupffer. Esta molécula de reserva, es un
aglomerado amorfo de la degradacion de la ferritina entremezclado con polimeros de hidroxido
férrico (O’Connell y col., 1988; Ward y col., 1988, 1989). En un higado normal, la ferritina es la
principal proteina con hierro que se detecta, pero en condiciones de sobrecarga de hierro, la

hemosiderina se muestra predominante (Halliday y col., 1995).

La apoferritina humana (molécula desprovista de hierro) tiene un peso molecular de 480
KDa y esta formada por 24 subunidades cuyo peso molecular es de aproximadamente 19 KDa.
La ferritina humana (Figura 4) esta constituida por dos tipos de subunidades, la H-ferritina,
proteina de 22 KDa compuesta por 182 aminoacidos y presente en el corazén (Powell y col.,
1974 y 1975), células rojas sanguineas (Peters y col., 1983), linfocitos y monocitos (Jones y col.,

1983); y la L-ferritina, proteina con un peso molecular de 19 KDa compuesta de 174
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aminoacidos. La L-ferritina se encuentra predominantemente en el higado, bazo y placenta
(Arosio y col., 1976). Las dos subunidades son mas o menos redondeadas y ambas forman una
carcasa casi esférica que engloba un nucleo central que contiene cerca de 4500 atomos de
hierro en la forma de hidroxifosfato férrico. Generalmente la ferritina en el higado, bazo,
corazoén y rifidn contienen alrededor de 1500 a&tomos de hierro por molécula (Wagstaff y col.,
1982).

La molécula de ferritina tiene un importante papel en la fisiologia del metabolismo del hierro
(Halliday y col., 1995): mantener el hierro en una forma soluble no toxica y biolégicamente
disponible, y secuestrar cantidades extensas de hierro. De esta manera, la ferritina puede ser
vista no solamente como parte de un grupo de proteinas reguladoras del balance de hierro que
incluyen a la transferrina y al receptor de la transferrina, sino ademas como un miembro de la
familia de proteinas que intervienen en la defensa celular contra elestrés y la inflamacion (Torti
y col., 1988).

ER B B 1
2 .II u_,."” ._I _1:;.&-\_1‘:_‘_;.____{
&
oy D
SRR
RN . ]
e e\ Figura 4. Estructura de la ferritina. En (1) se
— “x.'*%':_:'.*i | muestra un esquema completo de las 24
= e e | subunidades de la ferritina. La orientacién de las
=l = subunidades en la molécula completa esta
R — ,;_-_lr' indicada por las posiciones N y E. En (2) se
i'}: R muestra un diagrama de una subunidad con sus
b, A
-'C\'::._-\L;___. ‘.—,—;\: Pl 4 hélices (A, B, C y D) y una hélice corta (E)
. {l\_‘iﬁ/} acostada en un angulo agudo al bucle axial. La
{ e parte terminal de la molécula (N) yace enfrente
W de la hélice E. El bucle L es el encargado de unir
alas hélices By C (Ford y col. 1984)

2. ABSORCION DEL HIERRO

La absorcién nutricional tanto del hierro hemo como no hemo tiene lugar principalmente en
el intestino delgado, concretamente en el duodeno y yeyuno proximal (Conrad y col., 1987;
Wood y Han, 1998). No obstante recientemente se ha descubierto que en ratas existe absorcion
del hierro no hemo a nivel del colon proximal. Los mecanismos por bs cuales se produce este
transporte no se conocen (Johnston y col., 2006). Los enterocitos localizados en las vellosidades
del intestino delgado son células absorbentes, altamente especializadas y polarizadas, que
controlan el paso del hierro dietético al lumen del intestino y la transferencia del hierro hacia la

circulacion sanguinea (Wood y Han., 1998).
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La disponibilidad del hierro ingerido para la absorcion y la cantidad absorbida dependen de
la naturaleza quimica y la cantidad de hierro en la dieta, & presencia de otros factores en el
alimento ingerido, los efectos de las secreciones gastrointestinales y la capacidad absorbente de
la mucosa intestinal (Morgan y Oates, 2002). En el alimento el hierro esta presente en dos
formas: hierro hemo y hierro no hemo (Martinez y col., 2000). El hierro no hemo (o inorganico)
lo encontramos en los alimentos en la forma reducida (Fe*?) o en la forma oxidada (Fe*®).
Debido a que el hierro férrico es insoluble a un pH > 3, éste debe ser reducido o quelado en el
estomago para estar disponible durante la absorcion en el duodeno. Mientras, la mayor parte
del hierro ferroso permanece soluble a un pH 7, por lo que la absorcién del hierro ferroso es

mas eficiente que la del hierro férrico (Conrad y col., 1999).

Otros constituyentes dietéticos (fitatos, carbonatos, fosfatos, oxalatos, y taninos) precipitan
el hierro férrico formando macromoléculas que no son disponibles para la absorcion. No
obstante, es posible que una proporcon de hierro férrico dietético sea reducido por
constituyentes dietéticos y secreciones intestinales a hierro ferroso, el cual si es soluble a pH
neutro. Para que el hierro ferroso permanezca en este estado reducido requiere la presencia
continua de sustancias reductoras para mantenerse quelado, de manera que no sea posible la
exposicion del hierro al oxigeno. Los principales favorecedores de la absorcion del hierro no
hemo son la carne y los &cidos organicos, principalmente el &cido ascorbico. Este act(a
reduciendo el hierro férrico a un estado ferroso mas soluble, pero ademas podria quelar el
hierro férrico en el medio acido del estbmago. Este complejo no permaneceria estable, pero si
soluble en el pH alcalino del tracto gastrointestinal. Dentro de los inhibidores de la absorcién del
hierro no hemo se incluyen los polifenoles presentes en los vegetales, legumbres y
condimentos; los fitatos, que constituyen entre el 1-2 % de muchos cereales, nueces y
legumbres; la fibra dietética, el calcio y el fosforo, y algunas proteinas como las lacteas
(Crichton, 2001).

El primer paso en la absorcién del hierro es la transferencia del hierro a través de la
membrana apical de los enterocitos que en el caso del hierro ferroso estd mediada por un
“transportador de cationes divalentes” DCT1 (Divalent cation transporter 1), o Nramp2 (Natural
Resistance Associated Macrophage Protein 2) o “transportador de metales divalentes” DMT1
(Divalent metal transporter 1) (Fleming y col., 1997; Gunshin y col., 1997). Estos autores
observaron que el DMT 1 es capaz de transportar protones con una estequiometria de un proton
por cada catién divalente, estableciendo que el gradiente de protones asociado con el pH
ligeramente acido del duodeno proximal es la fuerza motriz para la entrada del metal, es decir
gue el transporte de hierro esté acoplado a una bomba de protones y requiere un gradiente de

pH (Tandy y col., 2000). El DMT1 es capaz de transportar no solamente el Fe*?, sino también un
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amplio rango de cationes divalentes: Zn™*, Mn*?, Co™®, Cd*?, Cu*?, Ni*?, y Pb**. Ademas, la
funcion del DMT1 es dependiente del pH, siendo su pH dptimo inferior a 6 (Gunshin y col.,
1997). Este transportador de cationes divalentes esta implicado también en la recapturacion del
Fe*? en el rifion (Ferguson y col., 2001; Hubert y Entes, 2002) y en el transporte del hierro en el
cerebro (Jeong y David, 2003). Como la mayoria del hierro no hemo esta en la forma de Fe*,
ésta debe ser primero reducida a su forma ferrosa (Fe*?) para poder ser absorbida. La enzima
responsable parece ser una hemoproteina asociada con los enterocitos de la membrana apical,
denominada Dcytb (Duodenal cytochrome b), la cual tiene actividad ferrireductasa parecida al
citocromo b (McKie y col., 2001). La actividad reductasa esta fuertemente estimulada en estados
de hipoxia y deficiencia en hierro, incrementando la absorcién del hierro dietético. Ademas, esta
actividad enzimatica es mas elevada en el duodeno y mas baja en el ileon, situacion que

coincide con el perfil de la absorcion del hierro a lo largo del intestino (McKie y col., 2002).

Una vez en el interior del enterocito, el hierro tiene dos posibles destinos. La porcion que no
es necesaria para su uso inmediato es almacenada en la ferritina dentro del enterocito; para
posteriormente ser eliminada del organismo via fecal al final de & vida media de estas células.
La otra porcion del hierro es transferido a través de la membrana basolateral a la transferrina
plasmatica (Andrews, 2005). El transporte del hierro desde los enterocitos hacia el torrente
sanguineo, es llevada a cabo por la accion coordinada del gen transportador regulador de hierro
1 (IREG-1), también conocido como “proteina transportadora de metall” (MTP 1) o ferroportina
1 (Abboud y Haile, 2000; Donovan y col., 2000; McKie y col., 2000) y una ferroxidasa

denominada hefaestina, presente en la membrana celular (Vulpe y col., 1999).

La ferroportinal se expresa principalmente en la membrana basolateral de los enterocitos
(McKie y col., 2000), placenta, higado, bazo, macréfagos y rifiones (Donovan y col., 2000).
Ademas de su papel en la transferencia de hierro desde el intestino a la circulacion, también
interviene en el transporte del hierro a otros organos, principalmente la placenta, donde el
hierro se transfiere entre la circulacion maternal y fetal (McKie y col., 2000). La hefaestina es un
homologo de la ceruloplasmina, la cual es una proteina que contiene cobre con actividad
ferroxidasa que es requerida para la liberacion del hierro a la circulacion sanguinea y para la
fijacion a la transferrina (Harris y col., 1998). Como la ceruloplasmina, la hefaestina no es un
transportador, pero facilita el transporte del hierro desde el enterocito a la circulacién (Harris y
col., 1998; McKie y col., 2000). La importancia de la hefaestina en la absorcion del hierro se ha
podido observar en los ratones con anemia ligada al sexo, los cuales presentan un defecto en la
hefaestina. En estos ratones la salida del hierro desde los enterocitos a la circulacion sanguinea

esta afectada, dando lugar al desarrollo de una anemia microcitica (Vulpe y col., 1999).
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En cuanto a la absorcion del hierro hemo, se sabe que es soluble a pH del duodeno y su
entrada a los enterocitos no esta influida por los constituyentes dietéticos que afectan al hierro
inorganico, a excepcion del calcio, el cual es el Unico factor dietético encontrado que inhibe &
absorcion tanto del hierro hemo como la del hierro no hemo (Deehr y col., 1990; Cook y col.,
1991; Hallberg y col., 1991a; Hallberg y col., 1992). Ademas, la absorcion del hierro hemo es
mas eficaz que la del hierro no hemo (5-35% vs 2-10%) (Hurrell, 1997a). Es la principal fuente
de hierro en Europa y América del Norte, y en paises donde el consumo de carne es bajo hay
una elevada incidencia de anemia deficiente en hierro (Conrad y Umbreit., 2000). Segun los
primeros estudios sobre la absorcion del hierro hemo, el hierro hemo se unia a la membrana en
borde de cepillo de los enterocitos del duodeno y se internaba de manera intacta al interior a
través de la membrana, para posteriormente unirse a unas vesiculas dentro del citoplasma
(Weintraub y col., 1965; Conrad y col., 1966; Wheby y col., 1970; Parmley y col., 1981a; Wyllie
y Kaufman., 1982). El hierro hemo es entonces degradado por la hemo oxigenasa liberando el
hierro ferroso y el pigmento biliar biliverdina, posteriormente éste hierro entra a formar parte en
los mecanismos de transporte relacionados con el hierro no hemo, saliendo del enterocito a
través del transportador de la membrana basolateral, ferroportina 1 (McKie y col., 2000;
Donovan y col., 2000; Abboud y Haile, 2000). Aunque se ha demostrado que el hierro hemo

puede difundirse a través de las membranas lipidicas debido a su naturaleza hidrofébica (Light y
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Olson, 1990), estudios en hepatocitos (Noyer y col., 1998) y en la linea celular Caco-2
(Worthington y col., 2001) han demostrado que la entrada del hierro hemo tiene lugar por un
proceso mediado por un transportador. Este transportador ha sido descrito por Shayeghi y col.
(2005) y es expresado en la region apical de las células epiteliales del duodeno, denominandose

“proteina transportadora del hierro hemo 1” (HCP1).

Como con el hierro no hemo, el duodeno es el principal lugar de absorcion del hierro hemo
y se ha comprobado la existencia de un gradiente en la entrada del hierro hemo en la mucosa a
lo largo del intestino similar al que ocurre con el hierro no hemo (duodeno > yeyuno > ileon)
(Wheby y col., 1970).

3. REGULACION DE LA ABSORCION DEL HIERRO

En los mamiferos al no poseer ninguna via fisiolégica para la excrecion del hierro, la
homeostasis del hierro esta regulada a nivel de su absorcion. Existen tres vias reguladoras que

contribuyen al mantenimiento de la homeostasis del hierro (Andrews, 1999a; Finch, 1994):

v' Primero, la absorcion del hierro puede estar modulada por la cantidad de hierro
recientemente consumida en la dieta, un mecanismo referido como el ‘regulador dietético”
(Andrews y col., 1999a,b). Durante varios dias después de la ingesta de hierro presente en la
dieta, los enterocitos se hacen resistentes a adquirir mas hierro. Este fenomeno es llamado
“bloqueo de la mucosa” (Andrews y col., 1999a,b), y probablemente resulte de la acumulacion
de hierro a nivel intracelular, por lo que el enterocito cree que los requerimientos para el hierro

han sido alcanzados.

v" Un segundo mecanismo de regulaciéon denominado “regulador de reservas”, controla la
entrada de hierro en funcion de las reservas de hierro presentes en el organismo. El “regulador
de reservas” es capaz de cambiar la cantidad de hierro absorbido a un limite relativamente mas
modesto; es decir en estados de deficiencia de hierro la absorcion de hierro se ve aumentada
dos o tres veces, y cuando las reservas de hierro son replecionadas, la absorcion de hierro
vuelve a su nivel basal. Esta funcion es critica para la homeostasis del hierro. El regulador de
reservas probablemente actie sobre las células progenitoras en la cripta de Lieberkihn,
controlando la cantidad de hierro captado, por lo tanto programandolas para una adecuada
actividad absorbente cuando maduren (Conrad y col., 1963). Ha sido postulado que los
componentes solubles pueden servir como reguladores de las reservas: ferritina sérica,
transferrina, o el receptor soluble de la transferrina (Finch, 1994). Actualmente, un nuevo

candidato ha sido incluido como regulador de las reservas: la Hepcidina (Ganz, 2003).
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v El tercer mecanismo de regulacion es conocido como el ‘regulador eritropoyético”, y
tiene mayor capacidad para incrementar la absorcién del hierro que el “regulador de reservas”.
El “regulador eritropoyético” no responde a los niveles de hierro celular en general (Finch,
1994), sino que modula la absorcion del hierro en respuesta a los requerimientos para la
eritropoyesis, es decir, ajusta la absorcion del hierro intestinal en respuesta a las demandas de
la eritropoyesis, independientemente de las reservas de hierro corporal (Finch, 1994; Andrews,
1999a). Es posible que el regulador eritropoyético requiera de una sefial soluble que sea
transportada por el plasma desde la médula 6sea al intestino, pero esta sefial ain no ha sido

identificada.

4. REQUERIMIENTOS FISIOLOGICOS DEL HIERRO

Las pérdidas de hierro basal desde las superficies externas e internas del cuerpo, las
pérdidas de hierro menstrual en la mujer, y ademas, las necesidades del hierro para el
crecimiento y durante el embarazo, determinan los requerimientos del hierro, los cuales varian

segun la edad y el sexo (Hallberg, 2001).

4.1. Pérdidas de hierro basal

Las pérdidas de hierro desde las superficies externas e internas del organismo constituyen
las pérdidas de hierro basal (Hallberg, 2001). Estas pérdidas se producen entre el tracto
gastrointestinal, piel y tracto urinario en una proporcion aproximada de 6:3:1 (Baynes, 1994).
En los nifios, las pérdidas de hierro estan relacionadas con la superficie corporal. Una mujer no
menstruante de 55 Kg de peso pierde alrededor de 0.8 mg hierro/dia, y un hombre de 70 Kg de
peso pierde alrededor de 1 mg/dia. El rango de variacion individual ha sido estimado en £ 15%
(FAO/WHO, 1988). Estudios realizados sobre el contenido de hierro en el sudor bajo condiciones
controladas han demostrado que la perdida de hierro a través de la piel es despreciable (Brune
y col., 1986). Las perdidas enddgenas de hierro a través de las heces resultan de los enterocitos
desprendidos de la mucosa del intestino, células rojas sanguineas extravasadas y productos de

la ruptura del grupo hemo por la bilis que son pobremente absorbidos.

4 .2. Pérdidas de hierro menstrual

Las pérdidas de sangre menstrual son muy constantes de mes a mes pero varia
sensiblemente de una mujer a otra (Hallberg y col., 1966). La principal parte de esta variacion
est4 genéticamente controlada por el contenido de los activadores fibrinoliticos en la mucosa
uterina (Rybo y Hallberg., 1966; Rybo, 1966). La pérdida media de sangre en cada ciclo
menstrual ha sido estimada en 30,9 ml (Hallberg y Hulthén, 2002). Basandonos en una

concentracion media de hemoglobina en mujeres no anémicas de 135 g/| (Beaton y col., 1989)
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y una concentracion media de hierro en la hemoglobina de 3.39 mg/g (Smith y Rios, 1974), la
pérdida de hierro menstrual ha sido calculada en 0.51 mg/dia. Sin embargo es importante
enfatizar que las pérdidas de hierro menstrual pueden ser considerablemente mas altas; por
ejemplo en un 10% de todas las mujeres se ha estimado en 1.38 mg/dia (Hallberg y Hulthén,
2002).

Las causas exdgenas que influyen en la variacién de las perdidas menstruales incluyen los
anticonceptivos orales, los cuales reducen las perdidas aproximadamente en un 50% (Nilsson y
Solvell, 1967; Frassinelli-Gunderson y col., 1985) y por el contrario los dispositivos intrauterinos

gue las incrementan (Guillebaund y col., 1976; Kivijarvi y col., 1986).

Varios estudios desarrollados en paises separados geograficamente, sugieren que las
perdidas de hierro menstrual son semejantes entre las mujeres de diferentes paises, por lo que
las diferencias en la prevalencia de la deficiencia en hierro esta principalmente relacionada con

las diferencias en la absorcién del hierro dietético.

4.3. Requerimientos durante el crecimiento

En el recién nacido el contenido de hierro es de 250 a 300 mg (75 mg/kg peso corporal).
Durante los primeros dos meses de vida, la concentracién de hemoglobina desciende debido al
mayor aporte de oxigeno en el recién nacido comparado con la del feto. Esto conduce a una
considerable redistribucion del hierro desde los eritrocitos catabolizados a las reservas de hierro.
Este hierro, por lo tanto, cubriria las necesidades del recién nacido durante los primeros 4-6
meses de vida (FAO/WHO, 2002). Este hecho, es debido a que la hemoglobina fetal tiene una
mayor afinidad al oxigeno que la hemoglobina adulta, facilitando la transferencia del oxigeno al
feto a través de la superficie de & placenta. Al nacer, el recién nacido empieza a producir
hemoglobina adulta, por lo que la concentracion de hemoglobina necesaria sera mas baja. Por
tanto habrd un exceso de hierro en el cuerpo que servir4 de colchon durante los primeros 4-6
meses de vida (Hallberg, 2002). Debido al marcado suministro de hierro al feto durante el dltimo
trimestre del embarazo, la situacion del hierro es mucho menos favorable en los prematuros y
en los recién nacidos con bajo peso que en los recién nacidos a término. Un suministro extra de
hierro es por lo tanto necesario en estos nifios incluso durante los primeros seis meses de edad
(FAO/WHO, 2002).

En el primer afio de vida, el recién nacido dobla sus reservas de hierro y triplica su peso
corporal. Entre la edad de 1 a 6 afios, el contenido de hierro corporal se duplica de nuevo. Los
requerimientos para el hierro en los recién nacidos y nifios son por tanto muy elevados en

relacion a sus requerimientos energéticos (FAO/WHO, 2002).
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En la adolescencia, los requerimientos de hierro vuelven a elevarse, especialmente durante
el periodo de rapido crecimiento “estiron puberal’, éstos son calculados a partir de los
reguerimientos necesarios para la expansion del volumen sanguineo total (de media 0,18 mg/dia
en varones y 0,14 mg/dia en chicas) y del incremento en el comportamiento de hierro corporal
esencial debido al incremento de la masa magra (0,55 mg/dia en varones, y 0,33 mg/dia en
chicas, de requerimientos adicionales medios). En el aumento de los requerimientos de hierro
por el incremento de la masa eritrocitaria se incluyen el incremento de hemoglobina media
desde los afios escolares hasta el estiron puberal de la adolescencia (Beard, 2000). A las
necesidades por crecimiento corporal hay que afiadir en las chicas la cantidad de hie rro perdido
en la menstruacion, que no difiere de las perdidas de mujeres en edad reproductiva (Hallberg,
1996). Por ello, los requerimientos diarios de hierro se situarian en 2,1 mg/dia en chicas con

unas perdidas de menstruales en el percentil 75 (Beard, 2000).

4 .4. Requerimientos de hierro durante el embarazo y la lactancia.

Durante el embarazo, los requerimientos para el hierro son significativamente mas elevados
que en las mujeres no embarazadas a pesar del cese temporal en las pérdidas de hierro
presentes en la menstruacion (Bothwell, 2000). La mayoria del hierro requerido durante el
embarazo se utiliza para incrementar la cantidad de hemoglobina si se tiene suficientes reservas
de hierro o si tienen un aporte de hierro dietético adecuado. El aumento de la hemoglobina esta
directamente relacionado con el aumento de la necesidad en el transporte de oxigeno durante el
embarazo, siendo una de las adaptaciones fisiolégicas mas importantes que tienen lugar durante
este periodo (Hallberg, 1988, 1992).

Las necesidades para el hierro, sin embargo, varian durante cada trimestre del embarazo.
Los requerimientos del hierro descienden durante el primer trimestre de embarazo debido a la
ausencia de la menstruacion, que representa un ahorro medio de 0.56 mg hierro/dia (160 mg
hierro/embarazo) (Hallberg y col., 1991). Las uUnicas pérdidas de hierro que deben ser
compensadas durante este periodo (1°" trimestre) son las que tienen lugar via intestinal, piel, y
orina (T 0.8 mg hierro/dia, para una mujer de 55 Kg de peso; 14 g/Kg /dia 6 230
mg/embarazo) (Green y col., 1968).

Durante el segundo trimestre, los requerimientos del hierro empiezan a aumentar y
contindan haciéndolo durante el resto del embarazo. El aumento en el consumo de oxigeno
tanto por la madre como por el feto estd asociado con importantes cambios hematoldgicos.
Durante el embarazo hay un incremento en el volumen sanguineo de » 35-40%, que resulta del
aumento en el volumen del plasma de » 45-50% y de la masa eritrocitaria en » 15-20%. Ya que

la expansion de la masa eritrocitaria es proporcionalmente menor que el aumento en el volumen
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del plasma, la concentracion de la hemoglobina y el hematocrito descienden en paralelo con el
volumen sanguineo. Los valores de hemoglobina y hematocrito alcanzan sus valores mas bajos
en el 2° trimestre de embarazo y aumentan otra vez en el 3 trimestre. Por estas razones, los
valores especificos para la hemoglobina y hematocrito en cada trimestre son propuestos para
valorar la anemia en las mujeres embarazadas (Picciano, 2003). A medida que el embarazo
progresa, los requerimientos para el desarrollo fetal aumentan constantemente en proporcion al
peso del feto. El contenido medio de hierro de un feto que pesa >3 Kg es ~270 mg (Widdowson
y Spray., 1951).

Para la determinacién de los requerimientos del hierro durante el embarazo, se deben tener
en cuenta las pérdidas provocadas durante el parto. Esto implica una pérdida media de sangre
materna equivalente a 150 mg hierro, mas 90 mg de hierro procedentes de la placenta y cordén
umbilical (Bothwell y col., 1979). Después del parto, hay una pequefia pérdida de hierro
adicional de » 0,3 mg/dia durante la lactacion (Fransson y Lonnerdal, 1980), pero estas pérdidas
son compensadas por la ausencia de la menstruacion, excepto cuando la alimentacién con
pecho contintia después de la menstruacion. En general, el requerimiento total de hierro durante
el embarazo para una mujer de 55 Kg de peso es ~ 1040 mg (Tabla 1). En el parto, hay mas
pérdidas de sangre en la madre, las cuales aumentan el coste total en el embarazo a » 1190 mg
de hierro. El coste neto, sin embargo, es solamente de 580 mg debido a que el hierro empleado
para incrementar la masa eritrocitaria es devuelto a las reservas y las pérdidas totales son
ademas compensadas por la presencia de la menstruacion durante el embarazo (Bothwell,
2000).

Como hemos comentado anteriormente, durante el embarazo los requerimientos de hierro
no estan igualmente distribuidos. El crecimiento exponencial del feto, implica que las
necesidades del hierro sean casi despreciables en el primer trimestre, mientras que en el Ultimo
trimestre, las necesidades aumentan hasta un 80%. Los requerimientos diarios totales para el
hierro, incluyendo las perdidas de hierro basal (0.8 mg hierro), aumentan durante el embarazo

de 0.8 mg a casi 10 mg/dia durante las Ultimas seis semanas del embarazo (Hallberg 1992).
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Tabla 1. Requerimientos de hierro durante el embarazo (FAO/OMS, 2001)

Requerimientos de hierro

(mg)

REQUERIMIENTOS DE HIERRO DURANTE EL EMBARAZO

Feto 270

Placenta 90

Aumento de la concentracion de los eritrocitos en la madre 450

Perdidas de hierro basal 230
Suma 1040

Pérdida de sangre maternal en el parto 150
Balance total de hierro 1190
BALANCE NETO DE HIERRO DESPUES DEL PART O

Contraccion de la masa eritrocitaria maternal -450

Ausencia de menstruacién en el parto -160
Balance neto de hierro -610
Los requerimientos totales para el hierro durante el embarazo si las
reservas de hierro maternas son suficientes son de 1190 — 610 = 580 mg 580

También se producen cambios en la cantidad de hierro absorbido. En el primer trimestre
hay un marcado descenso en la absorcion del hierro, coincidiendo con la reduccién en los
requerimientos del hierro durante este periodo. En el segundo trimestre, la absorcion del hierro
aumenta en casi un 50%, y en el Ultimo trimestre puede incrementarse casi cuatro veces
(Hallberg 1992). Curiosamente las necesidades nutritivas durante la lactacion son
considerablemente mas elevadas que durante d embarazo. En los primeros 4 — 6 meses
después del parto, los recién nacidos doblan su peso al nacer. La leche secretada en los 4 meses
representa una cantidad de energia aproximadamente equivalente al coste total de energia
durante el embarazo. Sin embargo, algo de la energia y muchos de los nutrientes almacenados
durante el embarazo estan disponibles para mantener la produccién de leche. Durante la
lactacion, la perdida de hierro diaria a través de la leche es alrededor de 0.3 mg. Junto con las
perdidas de hierro basal de 0.8 mg, los requerimientos totales de hierro durante el periodo de

lactancia equivale 1.1 mg/dia (Picciano, 2003).
4.5. Valores de la ingesta diaria recomendada

Las ingestas dietéticas de referencia (IDR), en inglés (DRI, Dietary Reference Intake) estan

constituidas por cuatro valores de referencia (IOM, 2000) (Tabla 2):

% “Requerimiento medio diario” o EAR (Estimated Average Requirements),
% “Recomendaciones dietéticas” o RDA (Recomended Dietary Allowances),
¢ “Ingestas adecuadas” o Al (Adequate Intake), y

% “Nivel de ingesta méaxima tolerable” o UL (Tolerable Upper Intake Level)
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Tabla 2. Definiciones y usos de las DRI.

DRI

Definicion

Utilizacion de los valores de ingestas

Individual

En grupos

Requerimiento
medio estimado
(EAR)

- la media diaria del nivel de ingesta de un
nutriente estimado para cubrir las necesidades
de la mitad de los individuos sanos de un
grupo de edad y género determinados

- la ingesta en la que el riesgo de deficiencia es
el 50% para un individuo

- examinar la probabilidad en
la que la ingesta normal de
un individuo es insuficiente.

- estimar la prevalencia de un
aporte insuficiente dentro de
un grupo de poblacion.

Recomendaciones
dietéticas (RDA)

- ingesta dietética diaria suficiente para cubrir las
necesidades de casi todos (97% al 98%) los
individuos sanos de un grupo de edad y
género determinados

- la ingesta en la cual el riesgo de deficiencia
para un individuo es muy pequefio (solamente
del 2% al 3%)

- un objetivo para ingestas
normales de individuos

- RDA = EAR + 2 DT
(Desviacion tipica)

- no puede ser usada para
valorar ingestas de grupos

Ingesta adecuada

(AD

- media recomendada del nivel de ingesta diaria
de un nutriente basado en aproximaciones o
estimaciones observadas o determinadas
experimentalmente, de la ingesta de un
nutriente por parte de un grupo/s de personas
sanas, que se asume es adecuada

- cuando una RDA no esta
disponible para un nutriente,
la Al puede ser usada como
un objetivo para la ingesta
de un individuo

- una ingesta media normal 6
por encima de este nivel
implica un bajo predominio
de inadecuadas ingestas
entre un grupo

Nivel de ingesta
superior tolerable
o

- la media mas alta del nivel de ingesta diaria de
un nutriente sin que existan riesgos en la
salud en todos los individuos de la poblacién
general a largo plazo

- una ingesta elevada por encima del UL,
aumenta el riesgo en los efectos adversos

- si la ingesta se sitda entre la RDA y el UL, los
riesgos para el individuo de deficiencia yde
exceso estan cerca de cero

- una ingesta normal por
encima de este nivel puede
colocar a un individuo en
riesgo de padecer efectos
adversos por la ingesta
excesiva de un nutriente

- estima el porcentaje de una
poblacion de padecer un
riesgo potencial en la salud
por una ingesta excesiva de
un nutriente

(10M, 2000)

Para calcular la RDA para el hierro se utiliz6 un modelo factorial. Este método utiliza la distribucion de los requerimientos del hierro
de un individuo para un grupo de edad y género determinados. Por ejemplo, los requerimientos del hierro para los recién nacidos,
nifios, y mujeres embarazadas incluyen los requerimientos para las pérdidas de hierro basal asi como la cantidad necesaria para el
mantenimiento en le crecimiento y desarrollo fetal.

En la Tabla 3 se representan la ingesta dietética de referencia (IDR) del hierro en las

distintas etapas de la vida.
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Tabla 3. Ingesta dietéticas de referencia (DRI) en las distintas etapas de la vida.
Grupos de edad RDA/AI (mg/dia) EAR (mg/dia) UL (mg/dia)

Recién nacidos

0 a 6 meses 0.27 - 40

7 a 12 meses 11 6.9 40
Nifios

1 a 3 afios 7 3 40

4 a 8 afos 10 4.1 40
Hombres

9 al3 afios 8 5.9 40

14 a 18 afos 11 7.7 45

19 a > 70 afos 8 6 45
Mujeres

9 a 13 afios 8 5.7 40

14 a 18 afos 15 7.9 45

19 a 50 afios 18 8.1 45

51 a > 70 afos 8 5 45
Embarazadas

= 18 afios 27 23 45

19 a 50 afios 27 22 45
Mujeres lactantes

= 18 afios 10 7 45

19 a 50 afos 9 6.5 45
(10M, 2000).

5. ANEMIA, DEFICIENCIA EN HIERRO Y ANEMIA DEFICIENTE EN HIERRO
5.1. Anemia, un problema de salud publica

La anemia se define como el estado patoldgico en el que la concentracion de hemoglobina
se encuentra por debajo de los niveles normales establecidos por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS). En la Tabla 4 se representa los valores limites de hemoglobina establecidos para
definir la anemia. Ademas del sexo, edad, y embarazo existen otros factores como la altitud,
raza y habitos, que influyen en los valores limites para la concentracion de la hemoglobina
(WHO/UNICEF/UNU, 2001).

La anemia es un problema de salud publica generalizado con principales consecuencias para
la salud humana y para el desarrollo social y econédmico. A pesar de que los calculos de la
prevalencia de la anemia varian mucho segun las fuentes consultadas, y a menudo no hay datos
exactos, podemos suponer que en regiones de pocos recursos una proporcion considerable de
nifios de corta edad y de mujeres en edad fértil padecen anemia (WHO, 2004). La OMS calcula
gue en el mundo hay aproximadamente un total de 2 billones de personas anémicas, y que
cerca del 50% de los casos pueden atribuirse a la deficiencia en hierro (WHO/UNICEF/UNU,
2001).
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Tabla 4. Limites de hemoglobina utilizados para definir la anemia, basados en las
recomendaciones de WHO/UNICEF/UNU (2001).

Grupo de edad o género Hemoglobina (g/L) Hematocrito (26)
Nifios de 6 meses a 5 afos 110 33
Nifios de 5-11 afios 115 34
Nifios de 12-13 afios 120 36
Mujeres no embarazadas 120 36
Mujeres embarazadas 110 33
Hombres 130 39

5.2. Deficiencia en hierro y anemia deficiente en hierro

La deficiencia de hierro ocurre en tres estados secuencialmente desarrollados:

a) El primer estado es la deplecion de las reservas de hierro. Esta circunstancia tiene lugar
cuando el cuerpo no tiene reservas de hierro pero la concentracion de la hemoglobina
permanece por encima de los niveles limites establecidos por la OMS. La deplecion de las
reservas de hierro se define como una disminucion en la concentracion de la ferritina sérica
(<12 ug/)), la cual proporciona una estimacion del tamafio de las reservas de hierro en higado,
médula 6sea, y bazo (Cook y Finch., 1979; Lynch y Green., 2001). Cada pg/l de ferritina sérica
equivale a 8 mg de hierro almacenado en adultos (Bothwell y col., 1979) y a 0.14 mg en nifios
(Finch y Huebers., 1982). No hay evidencias concluyentes de que una disminucién de las
reservas de hierro por debajo de dicho limite tenga consecuencias negativas para la salud, pero
en caso de un descenso acusado en el balance del hierro, puede conducir a un rapido descenso

en el desarrollo de los componentes funcionales (Hercberg y col., 2001).

b) El segundo estado es conocido como eritropoyesis deficiente en hierro. Durante este
periodo la cantidad de hierro suministrada a la médula 6sea y a otros 6rganos es inadecuada
como consecuencia de un insuficiente transporte de este mineral (Lynch y Green., 2001). La
concentracion de hemoglobina no desciende por debajo de los niveles considerados indicativos
de anemia, sin embargo se puede diagnosticar mediante la medicién de la saturacién de la
transferrina sérica, la principal proteina fijadora de hierro responsable del transporte del hierro
en el plasma (Brody, 1999), la cual desciende desde un 30-35% hasta menos de un 16%.
Ademas, una concentracion en la protoporfirina libre eritrocitaria > 70 pg/dl indica que la
formacion del grupo hemo desde la protoporfirina I1X esta alterada debido al insuficiente
suministro de hierro. Finalmente, la ausencia de hierro conduce a un incremento en los
receptores de la transferrina en la superficie de todos los 6rganos teniendo por resultado una

concentracion por encima de 8.5 mg/l (IOM, 2002).

c) El tercer y mas severo estado de la deficiencia en hierro es la anemia deficiente en

hierro, que es diagnosticada segun las concentraciones de hemoglobina antes citadas. La
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anemia deficiente en hierro solamente ocurre en asociacion con valores anormales para los
indicadores de la deficiencia en hierro, ya que los niveles de hemoglobina bajos no son un
indicador especifico para la anemia deficiente en hierro. Los niveles de hemoglobina pueden
descender por otra serie de razones, por ejemplo las deficiencias nutricionales como la vitamina
A, éacido fdlico, riboflavina, o deficiencia de vitamina B;, (Allen y Casterline-Sabel, 2001),
infecciones como la malaria (Fleming, 1981), y desordenes inflamatorios crénicos (Yip vy
Dallman, 1988).

5.3. Etiologia de la deficiencia en hierro.

La deficiencia en hierro es el resultado de la interaccién de mudltiples factores etiologicos
que conducen a un desequilibrio entre los requerimientos del hierro para el organismo y la
cantidad de hierro absorbido (Figura 6). Por lo tanto, los grupos de poblacién con mayor riesgo
son aquellos cuyos requerimientos de hierro son los mas elevados, como son los recién nacidos,
nifios, adolescentes, mujeres embarazadas y en lactacion y las mujeres en edad fértil
(UNICEF/WHO /UNU/MI, 1998).

Una de las principales causas responsables de la deficiencia en hierro es la dieta. La baja
ingesta de hierro dietético es una de las razones y puede por ejemplo resultar de una restriccion
de energia o una dieta baja en hierro. Mientras que en los paises en vias de desarrollo la
restriccion energética en su mayoria es involuntaria, en los paises desarrollados ésta es
voluntaria, en particular en las mujeres jovenes (Baynes, 1994, Hallberg, 2001). Por otra parte,
una mala calidad de la dieta puede ser también responsable de una deficiente absorcion de este
mineral La calidad dietética, basada en el contenido de los favorecedores e inhibidores de la
absorciéon del hierro que consumimos, es a menudo dependiente de los factores

socioeconémicos (Bothwell y col., 1989).

Numerosos estudios han demostrado que la ingesta total de hierro en los vegetarianos es
similar que la de los no vegetarianos, mientras que muy pocos estudios han demostrado mas
bajas ingestas de hierro entre los vegetarianos (Reddy y Sanders, 1990; Alexander y col., 1994;
Janelle y Barr, 1995; Shaw y col., 1995; Harman y Parnell, 1998; Ball y Bartlett, 1999; Haddad y
col., 1999; Wilson y Ball, 1999; Barr y Broughton, 2000; Larsson y Johansson, 2002). Sin
embargo, la ingesta total de hierro no es un buen indicativo de la cantidad de hierro absorbido,
que varia inversamente a las reservas de hierro y esté influenciada por la forma quimica del
hierro y la presencia de otros factores dietéticos que pueden favorecer o inhibir la absorcién
(Hunt, 2003). Muchos estudios han indicado que la prevalencia de anemia deficiente en hierro
es similar entre los vegetarianos y los omnivoros (Ball y Bartlett, 1999; Haddad y col., 1999;

Larsson y Johansson, 2002; Harman y Parnell, 1998). Sin embargo, dada la reducida
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biodisponibilidad del hierro de las dietas vegetarianas y que las ingestas de hierro en las dietas
vegetarianas son similares o algo mas elevadas que las dietas de los omnivoros, no es
sorprendente que las reservas de hierro sean mas bajas en los vegetarianos, demostrado por los
bajos niveles de ferritina (Herman y Darnton-Hill, 1987; Snyder y col., 1989; Reddy y Sanders,
1990; Alexander y col., 1994; Donovan y Gibson, 1995; Harman y Parnell, 1998; Ball y Bartlett,
1999; Haddad y col., 1999; Wilson y Ball, 1999; Shaw y col., 1995; Hua y Stoohs, 2001).
Muchos de estos estudios concluyen que los vegetarianos tienen mas probabilidad de tener una
deficiencia de hierro no anémica (las reservas de hierro <12 pg/l pero con una concentraron de
hemoglobina normal) que los omnivoros (Snyder y col., 1989; Alexander y col., 1994; Donovan
y Gibson, 1995; Shaw y col., 1995; Haddad y col., 1999; Wilson y Ball, 1999).

Otra de las causas de la deficiencia en hierro es el ciclo vital. Las mujeres presentan una
mayor prevalencia de anemia que los hombres, ya que alrededor de la mitad de sus
requerimientos de hierro se necesitan para reemplazar las perdidas de este mineral durante la
menstruacion. Esto explica por qué la mayoria de las mujeres en los paises en vias de
desarrollo, y muchas en los paises desarrollados, comienzan un embarazo con las reservas de
hierro practicamente agotadas. Sus elevados requerimientos de hierro en la sintesis de tejidos
durante el embarazo y para la transferencia al feto, exacerban su deficiencia en hierro y pueden
conducir a la anemia. La pérdida excesiva de sangre en el parto, cortos intervalos entre
embarazos (<2 afios), embarazos en la adolescencia, y partos mdltiples, son algunas de las

causas que favorecen la deficiencia en hierro (Allen, 2000).
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Figura 6. Factores que contribuyen a la deficiencia en hierro en nifios y mujeres

Deficiencia en hierro
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(UNICEF/WHO/UNU/MI, 1998)

Durante la lactacioén, el contenido de hierro en la leche materna es bajo, pero posee una
elevada biodisponibilidad. Después de los seis meses de edad, la leche materna no puede cubrir

las necesidades nutricionales del nfio para su completo desarrollo.
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Por lo tanto, una prolongada alimentacion con leche materna, junto con inadecuadas
cantidades de hierro absorbible en alimentos complementarios, explica la maxima prevalencia de
anemia entre los 9 y 18 meses de edad. Alrededor de la mitad de estos nifios llegan a ser

anémicos a los 12 meses (Ross y Thomas, 1996).

La deficiencia en hierro puede estar también causada por un aumento de las pérdidas de
sangre o un descenso en la absorcién del hierro debido a causas patoldgicas. Por ejemplo, las
infecciones por parasitos en los paises en vias de desarrollo causan pérdidas de sangre a través
de la mucosa intestinal. Las causas patoldgicas que provocan pérdida de sangre gastrointestinal
y que afectan a las personas en los paises desarrollados incluyen la esofagitis, gastritis, Ulceras
pépticas, enfermedad inflamatoria del intestino, y hemorroides (Beveridge y col., 1965; Skikne,
1988). Ademas, wna deficiente absorcion del hierro puede ocurrir debido a la aclorhidria y la

cirugia gastrica (Hallberg y col., 1993).

Otros grupos de la poblacion con elevado riesgo de una deficiencia en hierro debido a las
elevadas pérdidas son los donantes de sangre y los atletas. Las donaciones de sangre resultan
en una sustancial pérdida de hierro (200-250 mg hierro/donacion) y han sido asociadas con un
descenso en los niveles de ferritina sérica (Finch y col., 1977; Milman y Sondergaard, 1984). En
los atletas, varios mecanismos relacionados con el ejercicio pueden contribuir al desarrollo de la
deficiencia en hierro: a) pérdidas de sangre gastrointestinales debido a la carrera (Stewart y
col., 1984), b) Hematuria por traumatismo, llamada también “hematuria deportiva” (Abarbanel y
col., 1990), c) Elevada renovacion de las células rojas en los atletas (Weight y col., 1991;
Shaskey y Green, 2000) y d) desordenes en la absorcion del hierro relacionadas con el ejercicio
(Shaskey y Green, 2000). Sin embargo, las elevadas pérdidas de hierro a través del sudor y la
elevada demanda para la mioglobina y las enzimas respiratorias que contienen hierro son
suficientes razones para denominarla anemia inducida por el ejercicio (Weaver y Rajaram,

1992).

5.4. Consecuencias de la deficiencia en hierro

El hierro, se encuentra formando parte de numerosas biomoléculas con diferentes funciones
bioquimicas y fisiolégicas. Su deficiencia produce diferentes trastornos funcionales, que
generalmente aumentan a medida que se produce la deplecion de los compuestos esenciales del
metal. Muchas de las manifestaciones clinicas son consecuencia de la anemia, sin embargo,
otras pueden deberse a la disminucion de hierro en los distintos tejidos o bien ser una

combinacién de ambos procesos (Dallman, 1990; Yip, 2002).
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5.4.1. Infancia y nifiez

La infancia es un periodo de rapido crecimiento fisico, desarrollo fisiolégico, inmunolégico y
mental. Durante el primer afio de vida, los requerimientos nutricionales son mas elevados que
en cualquier otra etapa. La deficiencia en energia o algunos de los nutrientes esenciales pueden
tener fatales consecuencias, pudiendo dejar secuelas que permanecen durante toda la vida. En
los dos primeros afios de vida, periodo donde los nifios son especialmente vulnerables a los
factores ambientales, tienen lugar muchos cambios coincidiendo con la maxima prevalencia de
anemia. Numerosos estudios coinciden que la anemia deficiente en hierro en esta etapa esta
asociada a un retraso en el desarrollo, que puede ser corregido con un tratamiento a largo plazo
con hierro oral, aunque los efectos a corto plazo no son totalmente concluyentes (Gordon,
2003). Las funciones reurofisiol6gicas y bioquimicas que desempefia el hierro en el sistema
nervioso se basan en que el hierro interviene en importantes procesos, como la produccion y
mantenimiento de la mielina, la regulacion del metabolismo de la dopamina, serotonina y GABA
(Acido gamma amino-butirico), ademas de formar parte de numerosas enzimas relacionadas con

la sintesis de diversos neurotransmisores (Wauben y Wainwright, 1999).

Las deficiencias nutricionales mas prevalentes en los recién nacidos y en la infancia son la
deficiencia en hierro, vitamina A, yodo, la deficiencia energético-proteica, riboflavina, calcio, y
vitamina D. Segun la FAO/OMS (1992) millones de nifios sufren deficiencias en hierro, yodo, y
vitamina A. La incidencia de estos problemas es més elevada en los paises en vias de desarrollo
pero también se produce en los paises industrializados (aproximadamente un 15% de los nifios

consumen cantidades insuficientes de hierro dietético) (Yip, 1998).

La alimentacion con leche materna protege al nifio de la deficiencia en hierro. El nivel de
hierro en la leche materna es relativamente bajo, pero su biodisponibilidad esta en el rango de
50 al 80%, probablemente debido a la presencia de la lactoferrina, la cual favorece la absorcion
del hierro. Los recién nacidos alimentados con leche materna reciben los requerimientos
necesarios para mantener un estado nutricional normal hasta los 4-6 meses de edad (Saarinen y
col., 1977). No es sorprendente que la prevalencia de la anemia deficiente en hierro en la nifiez
esté inversamente relacionada con la proporcion de madres que alimentan a sus hijos con su
propia leche, es decir, cuanto mayor es la incidencia de lactancia materna, menor es la

prevalencia de la deficiencia en hierro.

5.4.2. Adolescencia

La adolescencia se define como la etapa de la vida que se situa entre la nifiez y la madurez

sexual, es decir, la pubertad. Es el periodo en el cual los érganos llegan a ser capaces de
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ejercitar la funcion de la reproduccion, y al mismo tiempo se produce un rapido crecimiento y
desarrollo fisico y psicol6gico. Durante este periodo, la anemia deficiente en hierro provoca un
descenso de la capacidad fisica en el trabajo debido al descenso en la capacidad de transportar
el oxigeno y al deterioro de los tejidos en el metabolismo oxidativo (Baynes y Bothwell, 1990).
La capacidad oxidativa de los tejidos esta afectada en todos los niveles de la deficiencia en
hierro, mientras que la capacidad transportadora de oxigeno sélo se ve afectada en los estados
mas severos de deficiencia, cuando la concentracion de hemoglobina es reducida. Sin embargo,
estas dos consecuencias afectan de diferente manera al desarrollo fisico, es decir, la reduccion
en la capacidad transportadora del oxigeno deteriora la capacidad aerObica, mientras que la
reduccién en la capacidad oxidativa de los tejidos perjudica a la resistencia y eficacia energética

(Davies y col., 1984).

Los adolescentes que son atletas o deportistas deben tener suficientes reservas de hierro
para asegurar el maximo transporte de oxigeno a los érganos y tejidos y evitar los efectos
adversos en los sistemas enzimaticos asociados a una elevada produccién de energia en los
musculos. Durante un ejercicio aerobico intenso las reservas de hierro en el organismo
descienden moderadamente, debido a su movilizacion para una mayor produccion de glébulos
rojos y masa muscular. Asi mismo, la deficiencia en hierro puede ser explicada por una

acelerada perdida de sangre por el tracto gastrointestinal (Cook, 1994).

5.4.3. Embarazo

La deficiencia de hierro afecta a la mayor parte de las mujeres embarazadas. Aquellas
mujeres que afrontan un embarazo sin una adecuada cantidad de hierro en sus depésitos y /o
aquéllas cuyo suministro de hierro es insuficiente, tienen un alto riesgo de sufrir deficiencia en
hierro o anemia. Los datos existentes sugieren que la deficiencia de hierro durante el embarazo,

afectan tanto a la salud de la madre como a la del recién nacido (Goyer, 1995).

La anemia durante el embarazo es un factor de riesgo tanto para la madre como para el
feto. Las consecuencias en el feto son un elevado riesgo de retraso en el crecimiento,
nacimientos prematuros, muerte intrauterina, ruptura de la placenta e infeccion (Breymann,
2005). Las consecuencias en la madre son sintomas cardiovasculares, reduccion en el desarrollo
mental y fisico, reduccién en la funciéon inmune, cansancio, reduccion en las reservas sanguineas
y finalmente un elevado riesgo de necesidad de transfusion de sangre en el periodo posparto
(Baker, 2000). El estatus del hierro durante el embarazo ha sido relacionado con el desarrollo
del feto y con enfermedades cronicas. Bajos niveles de hemoglobina en la madre estan

relacionados con el desarrollo de una placenta de gran tamafio y un elevado cociente entre los
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pesos placenta:neonato. Este Ultimo parametro se considera un valor predictivo en el desarrollo
a largo plazo de hipertension y enfermedades cardiovasculares (Luke, 2005). Allen (2001)
sugiri6 tres mecanismos potenciales por los que la anemia maternal podria aumentar el riesgo
de partos prematuros: hipoxia, estrés oxidativo e infeccion. Una hipoxia cronica podria iniciar
estrés como respuesta en la madre, seguido de la liberacion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) por la placenta, un aumento en la produccion de cortisona por el feto, y
por ultimo el parto prematuro. Un aumento en el estrés oxidativo en las mujeres con deficiencia
en hierro que no son compensados por antioxidantes dietéticos o enddgenos podria dafiar la
placenta, resultando en un parto prematuro. Una reducida funcidn inmune y un elevado riesgo
de infeccion entre las mujeres deficientes en hierro, produciria un aumento de citoquinas,
secrecién de CRH, y produccion de prostaglandinas, con el resultado de un elevado riesgo de

parto prematuro (Scholl, 2005).

6. ESTRATEGIAS DE INTERVENCION PARA PREVENIR LA DEFICIENCIA DE HIERRO.

Existen tres estrategias de intervencién para prevenir la carencia de hierro y, por
consiguiente la deficiencia en hierro: la administracién de suplementos, la diversificacion de la

dieta y la fortificacion o enriquecimiento de alimentos.
6.1. Suplementacion

La suplementacion con hierro es considerada como una importante estrategia en la
prevencion y tratamiento de la anemia deficiente en hierro, y puede producir importantes
progresos en el desarrollo funcional de los individuos y poblaciones deficientes en hierro (Allen,
2002a). Los suplementos normalmente son proporcionados a un grupo de la poblacién bien
definido, no a una poblacién entera, y por un periodo de tiempo limitado. Generalmente,
embarazadas, mujeres lactantes y nifios, representan los grupos de mayor riesgo cuyas
necesidades de hierro son mas elevadas. Incluso, aunque tradicionalmente la suplementacion es
considerada como una propuesta a corto plazo, en realidad puede ser una propuesta a largo
plazo en muchas situaciones. En los paises industrializados, entre un 10 y 30 % de la poblacién
toman suplementos dietéticos regularmente, con el resultado de que las ingesta dietéticas de
nutrientes tales como el hierro y el &cido fdlico sean favorables en este segmento de la

poblacion sin riesgos aparentes o efectos adversos (Dwyer y col., 2001; Kiely y col., 2001).

La anemia tiene su origen en factores tanto nutricionales como no nutricionales. En
concreto, a parte del hierro, las deficiencas de micronutrientes tales como las vitaminas A, C,
Bi, y acido félico pueden contribuir al desarrollo de la anemia (Allen y Casterline-Sabel., 2001).

Estos nutrientes pueden afectar a la sintesis de la hemoglobina directa o indirectamente,
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influyendo en la absorcion y/o movilizacion del hierro (Ramakrishnan y col., 2004). En muchos
paises en vias de desarrollo, las dietas que son pobres en hierro lo son también en otros
nutrientes, debido a las reducidas ingestas de alimentos de origen animal y a las elevadas
ingestas de alimentos ricos en inhibidores de la absorcion del hierro como son los fitatos. En
general, las ingestas de hierro, zinc, acido folico, vitamina Bg, B;,, vitamina A, riboflavina y calcio
estan por debajo de los niveles recomendados (Allen, 1995; Huffman y col., 1998). Este hecho
ha aumentado el interés de proporcionar nutrientes, ademas del hierro, para reducir la
prevalencia de la anemia (Allen, 1993; Ramakrishnan y Huffman., 2001). Dos ensayos aleatorios
realizados en Tanzania (Fawzie y col., 1998) y en Nepal (Christian y col., 2003a,b) evaluaron los
beneficios de los suplementos multiples de micronutrientes durante el embarazo. Fawzie y col.
(1998) observaron que los suplementos con multinutrientes reducian la prevalencia de los
nacimientos con bajo peso y los partos prematuros en mujeres embarazadas con SIDA. Sin
embargo, en el otro ensayo, Christian y col. (2003b) observaron que los suplementos mdltiples
de micronutrientes no mejoraban los indicadores hematol6gicos cuando los comparaban con
pacientes que recibian suplementos de hierro y acido félico. En ambos grupos se observaba una
disminucién modesta y similar del riesgo de nacimientos con bajo peso. Ramakrishnan y col.
(2004) tampoco observaron que los suplementos multiples de vitaminas y minerales durante el
embarazo mejoraran los niveles hematoldgicos y el estado nutricionaldel hierro comparado con

la suplementacion con hierro de forma individual

Algunos autores han cuestionado la eficacia de los multnhutrientes combinados dentro de un
suplemento debido a las posibles interacciones entre los nutrientes o interferencias en los
mecanismos de absorcion (Argiratos y Samman., 1994; Sadstrom, 2001). Sin embargo, Untoro y
col. (2005) y Smuts y col. (2005) concluyeron que la suplementacion diaria con una adecuada
concentracion de mudltiples micronutrientes es la mejor de las estrategias evaluadas para
mejorar la anemia y el estado nutricional de micronutrientes de los nifios en los paises en vias
de desarrollo. En cambio no se han observado diferencias significativas en el crecimiento y la
mortalidad. Otro de las variables a tener en cuenta es la frecuencia y periodicidad de
administracion de dichos suplementos. En un estudio realizado en nifios vietnamitas, se
concluyé que la suplementacion semanal con mdultiples micronutrientes fue igualmente eficaz
gue la suplementacién diaria para mejorar la concentracion de hemoglobina, los niveles de zinc

en suero y las concentraciones de retinol (Thu y col., 1999).
6.2. Diversificacion de la dieta

El hierro en los alimentos se encuentra en dos formas quimicas: hierro hemo (que forma

parte de la hemoglobina y la mioglobina de la carne), y hierro no hemo (presente en los
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cereales, verduras, también en la carne y en otros alimentos). Estas dos formas de hierro se
absorben por diferentes rutas y con una eficacia distinta. El hierro hemo es utilizado de manera
mas eficiente por nuestro organismo (Martinez y col., 1998) mientras que el hierro no hemo se
absorbe en menor proporcion ya que su solubilidad es menor, y ademas se ve afectado por la
presencia de otros constituyentes de la dieta (Van Moorsell, 1997). Asi, encontramos
promotores de la absorcién del hierro en los alimentos, como el acido citrico y el ascérbico, la
fructosa, la carne y el pescado, y la vitamina A y, por otra parte, inhibidores de la absorcion de
este mineral, como son el acido fitico, los polifenoles y los oxalatos, que se unen al mineral
formando complejos insolubles (Allen y Ahluvalia, 1997). El calcio y otros cationes como el
cobre, el zinc, manganeso o cobalto, también disminuyen la absorcién del hierro, puesto que

comparten las mismas rutas de entrada en las células de la mucosa intestinal.

De lo anterior, podemos deducir que el hierro hemo esta disponible méas facilmente para el
organismo que el hierro no hemo. No obstante, existen factores relacionados con el consumidor
gue influyen en la absorcion de ambos tipos de hierro. Asi, cuando los niveles corporales de
hierro se encuentran disminuidos aumenta la absorciéon de hierro de la dieta. La concentracién
de los &cidos del jugo gastrico también influye en la absorcion de hierro inorganico, por lo que
individuos con aclorhidria o incluso los nifios, absorben de manera menos eficiente este mineral
(BNF, 1996).

Otra de las estrategias para prevenir la deficiencia en hierro es incrementar la ingesta de
alimentos con hierro de elevada biodisponibilidad. La biodisponibilidad se refiere a la cantidad de
hierro que se absorbe de los alimentos para ser utilizado en las funciones y los procesos
metabdlicos normales, y como hemos mencionado, se ve afectada tanto por factores de la dieta
como por condiciones fisiolégicas de las personas. De esta forma, podemos mejorar la cantidad
de hierro no hemo absorbible mediante una apropiada combinacién de alimentos. Las dietas
pueden clasificarse en tres categorias: de “baja”, “media” y “alta” biodisponibilidad en hierro,
con una absorcion media del mineral de 5, 10 y 15% respectivamente (FAO/WHO, 1988). Las
dietas con “baja” biodisponibilidad se componen de cereales y tubérculos, ricos en inhibidores
de la absorcion del hierro como el &cido fitico, y pequefas cantidades de carne, pescado o
alimentos ricos en &cido ascorbico. Es la base de la alimentaciébn en los paises en vias de
desarrollo y en sectores de poblacbn econémicamente desfavorecidos. Las dietas de
biodisponibilidad “media” estan constituidas principalmente por cereales y tubérculos pero se
incluyen en ella alimentos ricos en &cido ascorbico y carne en proporciones intermedias. Por
altimo, las dietas de “alta” biodisponibilidad contienen importantes cantidades de carne y

pescado, citricos y verduras.
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En el ambito doméstico es posible preparar y/o procesar los alimentos para reducir el nivel
de inhibidores o aumentar el contenido de promotores de la absorcion mejorando la
biodisponibilidad de este mineral. Estas practicas tienen especial importancia en los paises en
vias de desarrollo, donde se consumen dietas de baja biodisponibilidad ricas en cereales,
leguminosas y tubérculos (Tontisirin y col., 2002). La germinacion, el malteado y la
fermentacion en los alimentos anteriormente mencionados pueden aumentar la absorcion de
hierro hasta 12 veces, probablemente debido a la reduccion del contenido en acido fitico
(Tontisirin y col., 2002). También se ha demaostrado que el mantenimiento de las legumbres y
los cereales en remojo antes de su cocinado elimina antinutrientes como las saponinas y los
polifenoles, que son potentes inhibidores de la absorcién del hierro no hemo (Brune y col.,
1989). Ademas se ha visto que en el caso de los tubérculos un calentamiento suave, aumenta la

absorcion de hierro no hemo (Marfo y col., 1990).
6.3. Enriquecimiento

El enriquecimiento de los alimentos con diversos micronutrientes es un método tecnoldgico,
programado y economicamente eficaz para incrementar la ingesta de micronutrientes en la
poblacién (Nestél, 1993; Lotfi y col, 1996; Darnton-Hill, 1998). Esta estrategia ha jugado un
importante papel en la mejora de la salud nutricional y bienestar de las poblaciones en los
paises industrializados. Iniciado en el siglo XX, el enriquecimiento fue utilizado en situaciones
especificas para prevenir ciertas enfermedades: el bocio con sal yodada; raquitismo con leche
enriquecida con vitamina D; beriberi, pelagra y anemia con cereales enriquecidos con vitaminas
del grupo B; y la aparicion de defectos del tubo neural en embarazadas, con cereales

enriquecidos con acido folico (Darnton-Hill y Nalubola, 2002).

Segun el Codex Alimentarius el enriquecimiento se define como la adicion de uno o mas
nutrientes esenciales a un alimento, esté presente o no de forma natural en dicho alimento, con
el proposito de prevenir o corregir una demostrada deficiencia de uno o mas nutrientes en la
poblacién o grupos de la poblacion especifica (FAO, 1996). Las pautas para enriquecer de forma

adecuada un alimento estan bien establecidas (Tabla 5) (FAO, 1996).
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Tabla 5. Condiciones que deben cumplir los alimentos para ser enriquecidos con un nutriente (FAO, 1996).

» Que sea consumido de forma habitual por la poblacién seleccionada
Que tenga un patrén de consumo constante con un bajo riesgo de excesivo consumo
Que presente una buena estabilidad durante el almacenamiento

Que tenga un coste relativamente bajo

vV V VY V

Que el alimento pueda ser procesado de tal manera que el nutriente se encuentre repartido de forma
homogénea
Que no existan interacciones entre el alimento y el nutriente a afiadir

v Vv

Que su disponibilidad no esté relacionada con el estatus socioeconémico

» Que esté relacionado con la ingesta energétca

El enriquecimiento, tiene la ventaja de requerir menos cambios en la conducta de los
consumidores y habitos alimentarios que las otras estrategias (suplementacion y diversificacion
en la dieta) (Darnton-Hill y Nalubola, 2002). El enriquecimiento de los alimentos con compuestos
de hierro esta considerado como el mejor planteamiento a largo plazo para prevenir la
deficiencia en hierro (Bothwell.,, 1999). Las ventajas que presenta incluyen, alcanzar a la
mayoria de los segmentos de la poblacién, y ademas no requerir la cooperacién del individuo.
Sin embargo, existen muchas dificultades que tienen que ser superadas cuando enriguecemos la
dieta con hierro, principalmente la ausencia de una simple estrategia de enriquecimiento que
sea viable para su uso a escala mundial. Por lo tanto, los programas de enriquecimiento con
hierro tienen que ser desarrollados especificamente para cada pais o region teniendo en cuenta
los habitos dietéticos de los grupos o poblaciones seleccionadas. La evaluacion de los habitos
dietéticos es bastante importante para la seleccion de un apropiado alimento para su
enriquecimiento. Después de que se haya sido seleccionado el alimento, tiene que ser
determinado el tipo de compuesto de hierro més adecuado, teniendo en cuenta el
almacenamiento del alimento y la preparacién del mismo en la regién o poblacion seleccionada.
Ademas, es importante evaluar su aceptabilidad dentro de la poblacion seleccionada. Por ultimo
se debe determinar su absorcion y su efecto sobre el estado nutricional en un estudio a largo
plazo (Cook y Reusser, 1983; Walter y col, 2001).

Para optimizar el enriquecimiento de los alimentos con hierro se siguen tres etapas (Hurrell,
2002):

= Seleccion del compuesto de hierro: Identificar el compuesto de hierro que tenga el
mayor potencial de absorcion y que, al ser afiadido al nivel apropiado, no produzca ningun
cambio sensorial en el alimento enriquecido o en el producto final cocinado. Esto obliga a contar
con informacién sobre la aceptabilidad del color, el sabor y el olor después del enriquecimiento,

al final del periodo de vida comercial y después de procesar o cocinar el producto final.
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» Optimizacion de la absorcion del compuesto de hierro para satisfacer las
necesidades nutricionales: mediante la adicion de promotores de la absorcion o la

eliminacion o disminucién de los inhibidores.

» Valoraciéon del cambio en el nivel de hierro en la poblacion destinada:
mediante la determinacién previa de la prevalencia y el cambio, tras la administracion del

alimento enriquecido, en la deficiencia de hierro y la anemia deficiente en hierro de la poblacion.

Los compuestos de hierro empleados en el enriquecimiento de los alimentos difieren tanto
en su biodisponibilidad relativa (la cual depende en gran parte de su solubilidad en el jugo
gastrico durante la digestion) como en su potencial para causar cambios sensoriales no
deseados (Hurrell, 2002). Los compuestos de hierro para el enriqguecimiento de los alimentos se
pueden clasifican en dos categorias: compuestos de hierro inorganico y compuestos de hierro

protegido.

6.3.1. Compuestos de hierro inorganico

Los compuestos de hierro inorganico que pueden utilizarse para el enriquecimiento de los

alimentos se clasifican en (Tabla 6):
6.3.1.1. Solubles en agua.

Son los compuestos de hierro mas biodisponibles. De todos ellos, el sulfato ferroso (FeSO, *
7H,0) es el mas utilizado para enriquecer los alimentos y tiene por definicibn una
biodisponibilidad relativa del 100%. Su absorcion puede variar entre el 1% al 50%, dependiendo
del estado nutricional de hierro del individuo, la presencia de inhibidores y favorecedores de la
absorcion del hierro en la dieta y el contenido de hierro de la dieta (Hurrell, 1997). Se ha
utilizado con éxito en el enriquecimiento de formulas infantiles, pan y pasta (Hurrell, 1999) y
puede ser afiadido a harinas de trigo blanco almacenadas durante periodos de tiempo cortos
(Cook y Reusser, 1983). Sin embargo, provoca la oxidacion de la grasa y el enranciamiento en
harinas de cereales almacenadas durante largos periodos de tiempo (Hurrell, 1999) y causa
cambios de color no deseables en productos con cacao (Douglas y col., 1981), cereales
infantiles con frutas (Hurrell, 1984) y sal (Rao, 1985). A menudo causa un sabor metélico en
productos liquidos y puede precipitar los péptidos de la salsa de soja y saka de pescado. La
forma deshidratada del sulfato ferroso (FeSO, * xH,O) es menos prooxidante en cereales que la
forma hidratada (Hurrell y col., 1989).

Dentro de este grupo también estdn presentes compuestos como: gluconato ferroso,

lactato ferroso, citrato férrico amoénico y sulfato ferroso amonico. Estos compuestos causan
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problemas organolépticos similares al sulfato ferroso y poseen un precio méas elevado que éste
(Hurrell, 2002). El gluconato ferroso (FeCH,OH-(CHOH),-CO0), * 2H,0) se utiliza para sustituir
al sulfato ferroso en los suplementos de hierro orales; sin embargo rara vez se emplea en el
enriquecimiento de los alimentos (Hurrell, 1999). Estudios de replecion de hemoglobina hechos
en ratas deficientes en hierro han demostrado que el gluconato ferroso tiene una
biodisponibilidad relativa frente al sulfato ferroso entre 79% y 138% (Theuer y col., 1971,
1973). La biodisponibilidad relativa del lactato ferroso (Fe(CH;-CHOH-COO,) * 3H,0) fue
evaluada en la misma serie de estudios y mostré un valor entre 100% y 118% para las ratas. En
humanos, la biodisponibilidad relativa del lactato ferroso es comparable a la del sulfato ferroso
(Brise y Hallberg., 1962). El citrato férrico amonico presenta una biodisponibilidad relativa
similar al sulfato ferroso en ratas (Hurrell, 1999), sin embargo, en humanos presenta una baja
absorcion comparada con el hierro elementaly el sulfato ferroso (Grebe y col., 1975; Layrisse y
col., 1976; Gonzalez y col., 2001). El sulfato ferroso amonico (Fe(NH,)2(SO,4), * 6H,0) no ha
sido estudiado en humanos, sin embargo se asume que sera tan disponible como el sulfato
ferroso ya que estudios en ratas concluyen que su biodisponibilidad relativa esta préxima al
100% (Hurrell, 1999).

6.3.1.2. Poco solubles en agua/solubles en soluciones acidas.

Estos compuestos se disuelven lentamente en el medio &cido del estbmago. Causan muy
pocos problemas organolépticos comparados con los compuestos de hierro solubles en agua,
pero tienen una biodisponibilidad relativa similar a la del sulfato ferroso (Hurrell, 2002).

El fumarato ferroso es el principal compuesto de esta categoria. Se emplea para enriquecer
los cereales infantiles en Europa (Hurrell, 2002b), harinas de trigo y maiz en Venezuela (Garcia-
Casal y Layrisse., 2002) y bebidas de chocolate en polvo (Hurrell, 1999). Se absorbe tan bien
como el sulfato ferroso en los adultos y en los adolescentes, pero los datos recientes indican que
se absorbe menos en las personas con una concentracion de acido géastrico baja, y en particular,
en los nifios (Davidsson y col., 2001). Cuando se afiade a bebidas de chocolate en polvo sin
procesar, el fumarato ferroso se absorbe de manera similar al sulfato ferroso sin embargo, su
absorcion fue dos veces superior después del proceso de deshidratacion del chocolate (Hurrell y
col., 1991), lo cual indica que el tratamiento tecnoldgico puede influir en la biodisponibilidad de

algunos compuestos de hierro.

Otros compuestos como el succinato ferroso y el sacarato férrico presentan una
biodis ponibilidad relativa en humanos muy similar o ligeramente mas baja que la del sulfato

ferroso (Hurrell y col., 1989). El citrato férrico es otro de los compuestos de hierro que
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pertenecen a este grupo, su biodisponibilidad relativa en ratas y en humanos es de un 75% con

respecto a la del sulfato ferroso (Brise y Hallberg., 1962; Fritz y col., 1975).

6.3.1.3. Insolubles en agua / poco solubles en soluciones &cidas.

Estos compuestos son utilizados por la industria alimentaria en los paises desarrollados
porque son bastante inertes y tienen escasos efectos sobre las propiedades sensoriales de los
alimentos. Sin embargo, la absorcion del hierro es dudoso debido a sus muy bajos niveles de
solubilidad. Hay dos tipos diferentes de compuestos de hierro insolubles en agua: compuestos

de fosfatos de hierro y polvos de hierro elemental (Hurrell, 2002b).

6.3.1.3.1. Compuestos de fosfatos de hierro.

El pirofosfato férrico (Fe, (P.O;)s * x HO) y el ortofosfato férrico (FePO, * x H,0) se
emplean también para enriquecer los cereales infantiles y bebidas de chocolate en polvo,
aunque en los cereales infantiles el pirofosfato férrico en cierta medida ha sido reemplazado por
el fumarato ferroso (Hurrell, 1999). Ambos son pobremente solubles en soluciones &cidas, y su
biodsponibilidad relativa es muy variable en humanos (Tabla 6) (Hurrell, 1999). En un estudio
con is6topos estables realizado en nifios (Davidsson y col., 2000), el pirofosfato férrico present6
valores inferiores al fumarato ferroso cuando se afiadieron a cereaks infantiles de trigo y de
soja. En adultos, la absorcion del hierro del pirofosfato férrico ha sido comparada a la del sulfato
ferroso en cereales infantiles asi como en bebidas de chocolate en polvo. En los cereales de
trigo infantiles la biodisponibilidad relativa del pirofosfato férrico varié entre un 39% (Hurrell y
col., 1989) y un 15% (Hurrell y col., 2000). En la bebida de chocolate en polvo fue del 75%
comparada con el sulfato ferroso (Hurrell y col., 1991). Estas variaciones en la biodisponibilidad
relativa podrian ser debidas a las diferencias en las propiedades de solubilidad de estos
compuestos. La solubilidad del pirofosfato férrico depende de sus caracteristic as fisicas (tamafio,
forma, y &rea de superficie de las particulas) (Hurrell, 2002b). Recientes estudios han sugerido
gue disminuyendo el tamafio de las particulas es posible aumentar la absorcion de estos
compuestos. Este hecho ha sido documentado en humanos, comprobandose que al disminuir el
tamafo de las particulas de 8.5 a 6.7 um aumentaba la biodisponibilidad del pirofosfato férrico
comparada con la del sulfato ferroso desde un 36% a un 52%, aunque este aumento no fue
estadisticamente significativo (Fidler y col., 2004a,b). En otro estudio llevado a cabo en
Marruecos (Zimmermann y col., 2004), donde el tamafio medio de las particulas de hierro
administradas fue de 2.5 pm se empled el pirofosfato férrico en un doble enriquecimiento

(hierro y yodo) afadidos a la sal para reducir la prevalencia de la anemia deficiente en hierro en
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los nifios escolares. Esta estrategia fue muy efectiva en la reduccion de la anemia ferropénica,

gue disminuy6 desde un 30% a un 5% en la poblacion.

La absorcion del hierro del ortofosfato férrico en humanos esta entre un 25% y un 32%
comparada con el sulfato ferroso (Cook y col., 1973; Rios y col., 1975; Forbes y col., 1989). Por
otro lado, estudios de replecion de la hemoglobina en ratas determinaron que la
biodisponibilidad relativa del ortofosfato férrico variaba entre un 7% y 32% (Fritz y col., 1970).
En este caso también depende la biodisponibilidad del compuesto del tamafio de particula ya
que Harrison y col (1976) observaron que la biodisponibilidad relativa de cinco muestras
comerciales de ortofosfato férrico variaba de un 6% a un 46%. Este aumento se debi6 a &

reduccion en el tamafio de la particula de 15 um a menos de 1 pum.
6.3.1.3.2. Compuestos de hierro elemental.

Los polvos de hierro elemental més utilizados en el enriquecimiento de cereales son el
hierro electrolitico y el hierro reducido por hidrégeno. El hierro electrolitico es el Gnico polvo de
hierro elemental actualmente recomendado para el enriquecimiento de los cereales
(Zimmermann y col., 2005) y es utilizado en cereales infantiles. Se obtiene por migracion
electrolitica del hierro desde un anodo de hierro a través de una solucion de sulfato ferroso. Las
especificaciones del Codigo de Sustancias Quimicas en los Alimentos (FCC) requiere que las
particulas de hierro electrolitico pasen a través de una malla de 325 mesh (tamafio de particula
<44 pm) (Hurrell y col., 2002). La biodisponibilidad relativa (RBV) del hierro electrolitico
comparada con la del sulfato ferroso se estima a ser del 16-70% en ratas y un 75% en
humanos (Hurrell, 2002, 2002b; Hurrell y col., 2002). El hierro reducido por hidrégeno es
también utilizado en el enriquecimiento de cereales (Hurrell y col., 2002). Se obtiene por
reduccion del oxido de hierro molido a su estado elemental con hidrégeno a una temperatura
elevada y ademéas presenta un grado de pureza mas bajo (>96% hierro) que el hierro
electrolitico (>99% hierro). La mayoria de los polvos de hierro reducido por hidrégeno utilizado
en Europa y América del norte tienen un tamafio de particula de 300 o 325 mesh, aunque los
polvos con un tamafio de particula mas grande a menudo son utilizados en los paises en vias de
desarrollo (Hurrell y col., 2002). La biodisponibilidad relativa (RBV) del hierro reducido por
hidrégeno es aproximadamente del 13-54% en ratas y 13-148% en humanos (Hurrell, 2002,
2002b; Hurrell y col., 2002).

Varios test de screening (solubilidad en &cido, método in vitro de didlisis, células Caco-2,
estudios de repleciéon de la hemoglobina en ratas, perfil del hierro sérico) se han utilizado para

evaluar el potencial de los compuestos de hierro elemental para el enriquecimiento de los
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alimentos, y se han observado resultados poco convincentes (Hurrell y col., 2002). Swain y col.
(2003) emplearon los polvos de hierro elemental en un estudio de replecién de & hemoglobina
en ratas y observaron que la RBV del hierro dectrolitico y del hierro reducido por hidrégeno
comparado con la del sulfato ferroso fue del 54% y 42%, respectivamente. En otro estudio
(Hoppe y col., 2006) donde se utiliz6 los perfiles de hierro sérico en hombres y mujeres
replecionados, observaron que la RBV para el hierro electrolitico fue del 65% y de un 56% para
el hierro reducido por hidrogeno, ademas observaron que la administracon de 50 mg acido
ascorbico y 100 mg de hierro electrolitico fue tan bien absorbido cuando se compar6 con el
sulfato ferroso. Por tanto, una alternativa a mejorar el RBV de los polvos de hierro elemental
podria ser la adicion del &cido ascorbico. De acuerdo con los resultados obtenidos por
Zimmermann y col. (2005), el hierro electrolitico es el mas idoneo para el enriquecimiento de los
cereales, coincidiendo con la guia de enriquecimiento propuesta por la WHO (WHO, in press).
Ademas, esta guia sugiere que el hierro reducido por el hidrégeno, usando dos veces la

concentracion del sulfato ferroso podria ser un eficaz compuesto de hierro.

Por el contrario, el hierro carbonilo que se obtiene por calentamiento controlado del
pentacarbonilo de hierro vaporizado y que conduce a la sedimentacion del hierro elemental en
forma de esferas microscépicas de < 5 um de didmetro Sacks y Houchin, 1978) tiene un
limitado valor en el enriguecimiento de los alimentos debido a su elevado coste. Estudios de
replecion de hemoglobina en ratas con hierro carbonilo han mostrado una biodisponibilidad
relativa de un 50% con respecto al sulfato ferroso. Su uso terapéutico en elevadas dosis (>1.5
g/dia), da lugar a una baja absorcién (0.5-2.0%) en humanos.

6.3.2. Compuestos de hierro protegidos.
6.3.2.1. Compuestos quelados.

6.3.2.1.1. NaFeEDTA (Etilendiaminotetraacetato — sddico-férrico)
El NaFeEDTA como compuesto de hierro utilizado para el enriquecimiento ha sido revisado
por el International Nutritional Anemia Consultative Group (INACG) y recomendado como el

fortificante de hierro mas apropiado en los paises en vias de desarrollo (INACG, 1983).

El EDTA (acido etilendiaminotetraacético) es un quelato que se une a través de sus cuatro
grupos carboxilos cargados negativamente y por sus dos grupos aminos. Puede combinarse con
cualquier metal presente en la tabla periddica. Su eficacia como quelante depende de su
constante de estabilidad entre el EDTA y el metal a un pH determinado. De los metales mas
importantes, el Fe™® tiene la mas alta constante de estabilidad con 25.1, seguida del Cu con
18.4, Zn con 16.1, Fe*? con 14.6, Ca con 10.7, Mg con 8.7, y Na con 1.7. (Hurrell, 1997a). El pH
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optimo para la formacion del complejo entre el Fe™ y el EDTA es de 1, para el Cu es de 3, Zn es
4, Fe** es 5, Caes 7.5, y Mg es 10 (West y col., 1960). Por lo tanto, cuando el EDTA esta
presente en el estbmago puede esperarse que forme complejos con el hierro férrico y asi
prevenir la precipitacion del hierro férrico presente en el alimento cuando el pH aumente por
encima de 3. Por consiguiente, cuando el hierro es consumido como NaFeEDTA, el hierro
permaneceria quelado al EDTA en el estbmago sin precipitar (INACG, 1993). En las condiciones
alcalinas del duodeno, la constante de estabilidad del hierro férrico es mucho mas baja que la de
otros metales, tales como el cobre, zinc, calcio, o el hierro ferroso, por lo tanto el hierro férrico

puede ser desplazado por estos metales (Hurrell, 1997).

El uso del NaFeEDTA para enriquecer los alimentos tiene varias ventajas. En presencia de
acido fitico, el hierro es 2 o 3 veces mejor absorbido cuando se encuentra en forma de
NaFeEDTA que a partir del sulfato ferroso (INACG, 1993; Hurrell y col., 2000). Ademas no
provoca la oxidacion de los lipidos durante el almacenamiento de las harinas de cereales
(Hurrell, 1997; Garby y Areekul., 1974) y a diferencia de muchos otros compuestos solubles de
hierro, no causa la precipitacién de los péptidos cuando se adiciona a la salsa de pescado o
salsa de soja. En ausencia de &cido fitico, el NaFeEDTA tiene una absorcion similar a la del
sulfato ferroso (INACG, 1993). Su eficacia ha sido demostrada, ya que ha mejorado el estado
nutricional del hierro en poblaciones anémicas que consumieron salsa de pescado enriquecida
con NaFeEDTA (Garby y Areekul., 1974; Thuy y col., 2001), curry en polvo (Ballot y col., 1989) y
azucar (Viteri y col., 1995).

En cuanto a los inconvenientes que presenta el NaFeEDTA, son su elevado coste
(aproximadamente 6 veces mas caro que el sulfato ferroso) y su tendencia a causar reacciones
de color no deseadas similares a las producidas por el sulfato ferroso. El NaFeEDTA en el azucar
causa un color ligeramente amarillo y cuando éste es afiadido al té, se decolora. Lo mismo
ocurre cuando se afiade a ciertos alimentos, tales como las bebidas de chocolate en polvo y

cereales infantiles que contienen como ingredientes platano y otras frutas (Hurrell, 1997).

El NaFeEDTA fue aprobado en 1999 por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios para ser utilizado en programas supervisados en zonas con una alta prevalencia de
carencia de hierro, con wa ingesta maxima de 02 mg de Fe/Kg de peso corporal/dia. El
NaFeEDTA parece ser una buena opcion para el enriquecimiento de las harinas de trigo y de

maiz con un elevado contenido en inhibidores de la absorcion del hierro (JECFA, 1999).
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6.3.2.1.2. Bs-glicinato ferroso (Hierro aminoquelado).

El bis-glicinato ferroso estd formado por una molécula de hierro ferroso acoplado a dos
moléculas de glicina. El hierro esta unido al grupo carboxilo de la glicina por un puente anidnico,

y a un grupo amino por una unién covalente, para formar dos anillos heterociclicos (Figura 7).

Figura 7. Estructura del bis-glicinato ferroso

Esta estructura puede proteger al hierro de las interacciones con los inhibidores dietéticos
de la absorcién del hierro, haciéndolo ideal para el enriquecimiento de los alimentos con un
elevado contenido en antinutrientes tales como el acido fitico (Allen, 2002b). Sin embargo, los
estudios realizados demuestran contradicciones y la posibilidad de que diversos compuestos de

la dieta puedan afectar a la absorcion de este compuesto.

Olivares y col. (1997) compararon la absorcion del hierro del bis-glicinato ferroso afiadido al
agua y a la leche, y concluyeron una absorcion menor en la leche (11%) que cuando era
afadido al agua (46%). Ademas, cuando el acido ascérbico fue afiadido a la leche la absorcion
del bis-glicinato ferroso increment6 en un 38%. Estos resultados sugieren que los inhibidores y
favorecedores pueden afectar a la absorcion del bis-glicinato ferroso. En otro estudio llevado a
cabo por Fox y col. (1998) en nifios alimentados con un puré de verduras o una papilla de
cereales con un elevado contenido en acido fitico y enriquecidas con bis-glicinato ferroso o
sulfato ferroso marcados con iso6topos estables, observaron que el acido fitico disminuyé la
absorcion del hierro de igual manera en ambos compuestos de hierro. Bovell-Benjamin y col.
(2000), compararon la absorcion del hierro del bis-glicinato ferroso con la del sulfato ferroso
afadidos a copos de maiz con un elevado contenido en &cido fitico en un grupo de individuos
deficientes en hierro. La absorcion del bis-glicinato ferroso fue de cinco a seis veces superior a la
del sulfato ferroso (6-7% comparada con 1-2%, respectivamente). Cuando las dos fuentes de
hierro fueron administradas conjuntamente en la misma comida los resultados fueron muy
similares, indicando que no habia un intercambio de los is6topos en el pool intestinal, y que la

molécula de bis-glicinato ferroso probablemente se absorbia de una forma intacta.

En general, la ventaja de usar el bis-glicinato ferroso para enriquecer los alimentos es por

su elevada absorcién en alimentos con un elevado contenido en inhibidores de la absorcién del
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hierro. Aunque hay algunas evidencias sobre la absorcion intacta del bis -glicinato ferroso cuando
entra en las células intestinales, la eficacia de la absorcion del hierro aparentemente esta
regulada por el estado nutricional de hierro en el individuo. Otra ventaja que presenta este
compuesto de hierro es que puede ser utilizado para enriquecer productos lacteos y una amplia
variedad de productos comerciales, tales como cereales, galletas, bizcochos, y bebidas de frutas.
Sin embargo posee un elevado potencial redox y por consiguiente una elevada tendencia a
causar oxidacion lipidica. El bis-glicinato ferroso tiene un coste superior al sulfato ferroso, pero
hay que tener en cuenta que debido a su elevada biodisponibilidad se podrian utilizar cantidades

mas pequefias (Allen, 2002a).
6.3.2.2. Compuestos encapsulados.

La encapsulacion del hierro tiene el potencial suficiente para vencer los principales
inconvenientes del enriquecimiento del hierro en los alimentos. Los compuestos de hieror
actualmente utilizados son: sulfato ferroso, fumarato ferroso, pirofosfato férrico, y el hierro
elemental. Con respecto a los materiales empleados para la encapsulacion, los solubles como la
maltodextrina y la celulosa, no proporcionan una adecuada proteccién frente a la oxidacion del
hierro en ambientes himedos. Como solucién la mayoria de los compuestos de hierro
encapsulados son cubiertos con aceites hidrogenados que proporcionan una buena barrera
frente a un relativo bajo coste. Estos compuestos de hierro encapsulados son utilizados en el
enriguecimiento de formulas infantiles y cereales, ademas de dros alimentos de primera
necesidad. Una de las ventajas que presentan es la ausencia de cambios sensoriales debidos a
los procesos de oxidacion de los acidos grasos, animoacidos, y otros micronutrientes. Ademas,
pueden reducir las interacciones del hierro con los inhibidores de la absorcion del hierro, como
el acido fitico, taninos, y polifenoles. Sin embargo, otro de los factores que hay que tener en
cuenta es el efecto de la encapsulacién sobre la biodisponibilidad del hierro. EI material de la
capsula, la proporcion entre material de la capsula y contenido en hierro, y el proceso industrial
empleado en la encapsulacion son algunos de los factores que pueden influir en la
biodisponibilidad del hierro (Zimmermann, 2004). Ademas, las capsulas poseen un bajo punto
de fusion (45-65° C), por lo que si se destruyen durante la preparacion del alimento, de nuevo

pueden aparecer cambios sensoriales no deseados (Hurrell, 1985; Hurrell y col., 1989).

En ensayos de replecion de la hemoglobina realizados en ratas, se compar6 la
biodisponibilidad de diferentes compuestos de hierro encapsulados, sulfato ferroso, fumarato
ferroso y citrato férrico de amonio frente a los compuestos no encapsulados y se observo que

un ratio capsula:hierro 3 60:40 puede descender la biodisponibilidad relativa del hierro

aproximadamente en un 20%. A un ratio de capsula:hierro = 50:50, la biodisponibilidad del
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sulfato ferroso encapsulado parece ser similar a la forma no encapsulada. Ademas, Barclay
(2003) observd que pequefios cambios en la composicion de la cdpsula pueden influir en la
biodisponibilidad del hierro. Ademas en otros estudios realizados en nifios, el fumarato ferroso
encapsulado afiadido junto con el acido ascorbico a alimentos infantiles (Zlotkin y col., 2001) y
el sulfato ferroso encapsulado empleado en el enriquecimiento de la sal (Zimmermann vy col.,

2003) mostraron ser eficaces en la recuperacion de la anemia.

Recientes investigaciones han demostrado que la micronizacion de los compuestos
insolubles puede mejorar su biodisponibilidad. Este es el caso del pirofosfato férrico
micronizado, un compuesto de hierro no reactivo e insoluble y dispersado dentro de pequefias
particulas de una emulsion. El gusto y el olor desagradable del mineral son enmascarados y
ademads, una caracteristica importante frente a los compuestos de hierro solubles €omo el
sulfato ferroso), es que no provoca irritacion en el sistema gastrointestinal (Nanbu y col., 1998).
El pirofosfato férrico micronizado se produce a partir del cloruro férrico y el pirofosfato sodico
utilizando una nueva técnica de dispersion que produce como resultado un tamafio de particula
muy pequefia (@0.3 um), ~20 veces menor que el pirofosfato férrico convencionalde @8 um de
tamano. Con el fin de evitar la formacion de aglomerados después de la produccién, se afiaden
durante el proceso de producciébn emulsificadores, como la lecitina de soja hidrolizada

enzimaticamente y el éster de &cido graso de poliglicerol (Fidler y col., 2004a,b)

Se ha comprobado la biodisponibilidad de este compuesto en ratas. En concreto Sakaguchi
y col., (2004) en un estudio de replecion de la hemoglobina en ratas, concluyeron que la RBV
del pirofosfato férrico comercial y el micronizado (—0.5 pum) era de 56% y 104% comparada con
la del sulfato ferroso. En un estudio de intervencion doble-ciego en nifios escolarizados de
Marruecos, se demostro su eficacia al incorporarlo a la sal. En este caso, la sal fue doblemente
enriquecida con el pirofosfato férrico micronizado (tamafio de particula de 2.5 um) y con yodo
(yodato potéasico) reduciendo significativamente la prevalencia de anemia deficiente en hierro
(Zimmermann y col., 2004). En otro estudio con isotopos estables realizado en humanos, la
absorcién del pirofosfato férrico micronizado incorporado a cereales infantiles enriquecidos y a
un yogurt liquido fue similar a la del sulfato ferroso (Fidler y col., 2004). Sin embargo, no esta
claro si la elevada biodisponibilidad de este compuesto fue debida solamente al reducido tamafio
de particula o si los emulsificadores que envuelven al compuesto podrian jugar un papel

importante.

Basado en estos resultados, este compuesto tiene un gran potencial de utilizacién, debido a
gue causa muy pocos problemas organolépticos comparados con los compuestos de hierro

solubles en agua (sulfato ferroso). Alimentos como bebidas de chocolate, cereales, sal yodada, y
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pastillas de caldo podrian ser enriquecidos con esta forma de hierro (Fidler y col., 2004).
Actualmente, el pirofosfato férrico micronizado esta siendo empleado en Jap6n para el
enriquecimiento de la leche y productos lacteos, y en Corea para formulas infantiles destinadas
a niflos con deficiencia en hierro. Esta parece ser una solucion en este tipo de productos en los
gue la utilizacion de compuestos solubles como el sulfato ferroso ha causado problemas
organolépticos debido a las caracteristicas de su matriz (Demott, 1971; Edmondson y col., 1971;
Kurtz y col., 1973; Wang y King, 1973).
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Tabla 6. Compuestos de hierro utilizados para enriquecer los alimentos. Biodisponibilidad relativa y cambios organolépticos (Hurrell,1997)

Biodisponibilidad Relativa Media

Cambios organolépticos no deseados

Compuesto de hierro ~ % Fe Ratas Humanos
Alta solubilidad en agua
Sulfato ferroso - 7 H,0 20 100 100
Sulfato ferroso desecado 33 100 100
Gluconato ferroso 12 97 89 Alta
Lactato ferroso 19 — 106
Citrato férrico de amonio 18 107 —
Sulfato ferroso de amonio 14 99 —
Baja solubilidad en agua 7 soluble en &cido diluido
Fumarato ferroso 33 95 100
Succinato ferroso 35 119 92
Sacarato férrico 10 92 74 Baja
Glicerofosfato férrico 15 93 —
Citrato ferroso 24 76 74
Tartrato ferroso 22 77 62
Insoluble en agua / baja solubilidad en &cido diluido
Pirofosfato férrico 25 45 - 58 21-74
Ortofosfato férrico 28 6 —46 25-32
Polvos de hierro elemental reducido por electrolisis 97 16 -70 5-100
Polvos de hierro elemental reducido por hidrégeno 97 13-54 13-148 Despreciable
Polvos de hierro elemental reducido por CO 97 12 -32 SD
Hierro atomizacion 97 SD SD
Hierro Carbonilo 98 27 - 66 5-20
Compuestos encapsulados
Sulfato ferroso — 98 —
Fumarato ferroso — — — Despreciable
Pirofosfato férrico — — —
Compuestos quelados
NaFeEDTA 14 — 150-300 )
Bis-glicinato ferroso 19 — 100-400 Despreciable
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7. EL CONCEPTO DE LA BIODISPONIBILIDAD DEL HIERRO Y SU VALORACION

La biodisponibilidad es una medida de la proporcion total de hierro de un alimento o dieta
que es digerido, absorbido, y metabolizado por las rutas metabdlicas normales (Fairweather-
Tait, 1987). Por lo tanto, la biodisponibilidad del hierro depende de la digestibilidad o mejor
dicho, la solubilidad del hierro durante la digestion, la absorcion del hierro y su liberacion a la
circulacion, y la metabolizacion del hierro una vez que ha entrado en la circulacion, y su
incorporacion a los componentes funcionales como la hemoglobina, citocromos, etc. Otras

definiciones propuestas por otros autores se reflejan en la Tabla 7 (Wienk y col., 1999).

Tabla 7. Definiciones propuestas para la biodisponibilidad del hierro.

«  Porcion del hierro total que es metabolizado (Mahoney y Hendricks, 1982)

% Medida de la proporcion del hierro total en un alimento o dieta que es digerido, absorbido, y
metabolizado por las rutas metabdlicas normales (Fairweather-Tait, 1987)

% Proporcion del hierro total en un alimento, comida o dieta que es utilizado para las funciones
normales del cuerpo (Fairweather-Tait, 1992)

< Porcentaje del hierro ingerido que llega a ser disponible para el proceso metabdlico (Van Dokkum,
1992)

« Medida de la disponibilidad del hombre y animales, o la eficacia, por la que los nutrientes (hierro),
en una forma quimica dada, son liberados del alimento en presencia de ciertos componentes del
alimento. Ademas incluye la absorcidn y transporte del hierro a érganos y células, donde finalmente

completa su funcion fisiolégica (Schlemmer, 1995)

Actualmente, el hierro es el Gnico micronutriente que presenta una medida directa de la
biodisponibilidad ya que aproximadamente el 80 — 90% del hierro absorbido es utilizado para la
sintesis de la hemoglobina en los reticulocitos. La biodisponibilidad puede ser medida como la
proporcion incorporada del compuesto de hierro a la hemoglobina, mediante isétopos
marcadores. Sin embargo, debido a que no hay vias de excrecién para el hierro, las medidas de
la absorcion son utilizadas para la prediccién o estimaciéon de la biodisponibilidad. Las técnicas

de valoracion de la biodisponibilidad del hierro se enumeran en la Tabla 8.

Tabla 8. Métodos para valorar la biodisponibilidad del hierro

% Incorporacién a la hemoglobina (radioisétopos e isétopos estables)

* Monitorizacion fecal hemoglobina (radioisétopos e isétopos estables)
< Contador corporal (*°Fe)

% Aparicibn/desaparicion en plasma

% Replecién de la hemoglobina

(Fairweather-Tait, 2001)
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7.1. Incorporacion a la hemoglobina

Este método se basa en marcar el compuesto de hierro en estudio con un radioisétopo (*°Fe
0 *°Fe). El radiois6topo es administrado por via oral a personas en ayunas en una 0 Mas
ocasiones y 14 dias después de la ultima dosis se calcula el porcentaje de la incorporacion del
hierro a la hemoglobina (Brise y Hallberg, 1962a). También se suele emplear el método del
doble is6topo para la obtencion de los valores absolutos en vez de los relativos para la absorcién
del hierro (Saylor y Finch, 1953). Este método consiste en la administracién por via oral de *Fe
y la administracion simultanea por via intravenosa del *°Fe, tras 9 dias se toma una muestra de
sangre. La relacion entre el *°Fe y **Fe en sangre es la medida de la verdadera absorcion del
*Fe, a condicion de que las distribuciones internas de los is6topos oral e intravenosa sean

similares. Puede ser calculado como:

% Absorcion *°Fe = (radioactividad en la sangre del *>Fe x dosis inyectada del *°Fe) x 100 /

(dosis oral del *°Fe x radioactividad en la sangre del *°Fe)

Una variacion de este método es la utilizacion de ambos radioisétopos administrados por via
oral en dias consecutivos y en diferentes comidas, permitiendo estimar la absorcion del hierro
comparativamente dentro de la misma persona (Bothwell y col., 1958; Pirzio-Biroli y col., 1958).
Transcurridos 14 dias se toma una muestra de sangre para calcular la absorcién del hierro
mediante la férmula anteriormente mencionada (Wienk y col., 1999). Sin embargo, aunque no
se dispone de pruebas de que las radiaciones ionizantes a las dosis que se aplican en los
ensayos provoquen efectos perjudiciales en el hombre, existe una comprensible cautela al uso
de is6topos radioactivos en ciertos grupos de poblacion como nifios y mujeres embarazadas
(Barberay Farre, 1992).

Frente a los is6topos radioactivos, los is6topos estables no presentan ningun riesgo para la
salud a consecuencia de las radiaciones ionizantes y ademas no sufren decaimiento, por lo que
las muestras marcadas pueden ser almacenadas indefinidamente. Estudios con *'Fe y *®Fe han
sido utilizados frecuentemente para el estudio de la biodisponibilidad de diferentes compuestos
de hierro afiadidos a alimentos infantiles (Martinez, y col. 1998; Fox y col., 1998) o para
ensayos disefiados en mujeres (Fidler y col., 2003; Diaz y col., 2003). Sin embargo, estos
estudios no se hallan exentos de inconvenientes. En primer lugar, los is6topos estables son mas
caros y ademas las dosis necesarias para obtener un adecuado enriquecimiento con un isétopo
estable pueden ser demasiado elevadas para ser considerado un marcador, especialmente en

estudios realizados en adultos (Bothwell y col., 1979; Weaver, 1998).
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7.2. Monitorizacion fecal

Debido a que las pérdidas enddgenas de hierro a través de las heces son despreciables y la
cantidad de hierro excretado por la orina es muy pequefia, este método puede ser utilizado para
medir la verdadera absorcion del hierro. Generalmente se utilizan is6topos estables, donde las
dosis son dependientes del sistema de deteccion y las cantidades necesarias para narcar los
compuestos de hierro son menores comparadas con la técnica de la incorporacion a la
hemoglobina. Sin embargo, presentan una serie de inconvenientes, primero la incompleta
recogida de las heces, especialmente en personas con largos periodos de transito intestinal; y
segundo, la recogida de las heces en periodos cortos de tiempo conduce a una sobreestimacion
en la absorcion debida a la incompleta recuperacion del isétopo no absorbido presente en el
contenido del lumen y/o por una incompleta recogida de células de la mucosa que contiene el

isétopo y que no se ha transferido a la circulacion sanguinea (Fairweather-Tait, 2001).
7.3. Recuento corporal

Este método se basa en marcar con Fe un alimento o un compuesto de hierro y
administrarlo por via oral. Tras un periodo corto de tiempo (~ 1h) se realiza el recuento del
is6topo emitido por el organismo. El resultado total es considerado como el 100%. La cantidad
de *°Fe presente en el cuerpo descendera sucesivamente debido a la excrecion fecal. Después
de un tiempo (10 a 14 dias en humanos y de 5 a 7 dias en ratas) se alcanza un estado
constante. La diferencia entre ambas medidas (a la hora y a los 10 a 14 dias) se considera una
medida de absorcion del is6topo. Solamente el **Fe puede ser usado para el recuento corporal,

ya que el *°Fe no emite radiacién gamma (Fairweather Tait, 2001).
7.4. Aparicion/Desaparicion en el plasma

Las amplias variaciones diurnas del hierro plasmatico restringen el uso de este paradmetro
como un método para medir la absorcion del hierro de compuestos no marcados, excepto para
elevadas dosis. Se han establecido planteamientos alternativos usando isGtopos estables,
validados frente a los métodos con radioisétopos (Barrett y col., 1994). Para cuantificar la
absorcién del hierro, se debe conocer el ritmo de renovacién del hierro en el plasma, para ello
se administra una dosis intravenosa del isétopo de hierro. Al mismo tiempo se administra otro
isétopo diferente por via oral. Las concentraciones de los is6topos en el plasma se calculan

midiendo el area baja la curva (Fairweather-tait, 2001) segun la siguiente formula:

% Absorcion oral = [(ABCra / ABCjy) X (dosisy, / dosisgra)] x 100
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donde ABC,., es el area bajo la curva del is6topo administrado via oral y ABC,, el area bajo la

curva del is6topo administrado via intravenosa.
7.5. Replecién de la hemoglobina

Es uno de los métodos mas empleados para estimar la biodisponibilidad del hierro en ratas,
estando recomendado por la Asociacion Oficial de Quimica Analitica (AOAC, 1990). Este método
parte de un grupo de ratas jovenes, machos, las cuales son deplecionadas de sus reservas de
hierro mediante una dieta deficiente en este mineral hasta provocarles una anemia. Después de
un minimo de cuatro semanas en deplecion, las ratas son divididas en grupos similares, segun
peso y niveles de hemoglobina, y cada grupo recibe una dieta que contiene el compuesto de
hierro en estudio, en tres diferentes concentraciones. La replecion de la hemoglobina se mide en
comparacion a la de la fuente de hierro de referencia, el sulfato ferroso que se administra a
otros tres grupos de ratas. Los niveles de hemoglobina son medidos después de 2 semanas de
replecion y estos valores son representados frente a las diferentes concentraciones del hierro
dietético para cada fuente de hierro. De esta manera, obtenemos dos rectas de regresion, una
para el compuesto en estudio y otra para la sal de referencia (el sulfato ferroso). La relacion
entre las pendientes obtenidas refleja una medida cuantitativa de la biodisponibilidad del
compuesto de hierro en estudio. El valor de la biodisponibilidad relativa (VBR) de la fuente de

hierro se expresa relativo al efecto del sulfato ferroso (Wienk y col., 1999).

Mediante la replecion de la hemoglobina de ratas anémicas se puede determinar también la
biodisponibilidad del hierro de diferentes compuestos calculando h eficiencia de la regeneracion

de la hemoglobina (Mahoney y Hendricks., 1982; Zhang y col., 1989)

El método de la eficiencia de la regeneracibn de la hemoglobina cuantifica la
biodisponibilidad del hierro como la cantidad de hierro en la hemoglobina que se gana durante
el periodo de replecion (Anderson y col., 1972; Mahoney y col., 1974), para ello utiliza un disefio
semejante al escrito para la determinacion de la VBR, pero emplea una sola dosis del compuesto
de hierro en estudio. La cantidad de hierro en la hemoglobina se calcula usando la siguiente

ecuacion:

Fe-Hb (mg) = Hb (mg/I) x peso (Kg) x contenido en hierro de la Hb (%) x

Volumen de sangre (% en peso)

El volumen de sangre en ratas en crecimiento es alrededor del 7.5% de su peso corporal,
tanto para animales anémicos como para animales recuperados de una anemia deficie ncia en

hierro (Whittaker y col., 1984). La hemoglobina contiene un 0.335% de hierro y este valor se
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puede aplicar tanto para calcular la cantidad de hierro en la hemoglobina inicial como final
durante el periodo de replecién. La eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH) puede
ser calculada para cada grupo de animales conociendo sus pesos iniciales y finales, sus
concentraciones de hemoglobina iniciales y finales, la cantidad de alimento consumido, y la

concentracion de hierro del alimento (Mahoney y Hendricks, 1982).

ERH = [(Fe-Hbfina — Fe-Hbina) / (Ingesta de hierrosina - inicia)] X 100

Otro de los métodos empleados para estimar la biodisponibilidad relativa del hierro, es el
“Método del ratio de la pendiente”. Relaciona mediante un andlisis de regresiéon multiple la dosis
frente a la respuesta, siendo la dosis, diferentes concentraciones de hierro dietético para cada
fuente de hierro o también la ingesta absoluta de hierro, mientras que la respuesta, puede ser el
cambio en la concentracion de la hemoglobina o la ganancia de hierro en la hemoglobina
durante el periodo de replecion. El célculo de la biodisponibilidad relativa (VBR) es la relacion
entre la pendiente del compuesto de hierro en estudio frente a la pendiente del sulfato ferroso.
Para establecer este método se tiene que tener en cuenta tres suposiciones; primero, que exista
una respuesta lineal para cada fuente de hierro; segundo, que las intersecciones con el eje y
para todas las lineas sean iguales y tercero, la respuesta al nivel cero (llamado blanco) debe ser

igual a un comun valor en la intersecciéon de todas las lineas.

8. EL PAPEL DE LAS VITAMINAS EN LA PREVENCION Y CONTROL DE LA ANEMIA

La anemia por una deficiencia en hierro esta causada por un descenso en el suministro de
hierro para la sintesis del grupo hemo y, por consiguiente, para la formacibn de la hemoglobina.
Un descenso en la formacién de la hemoglobina conduce a la producciéon de eritrocitos mas
pequefios que los normales (microciticos) y con cantidades reducidas de hemoglobina

(hipocrémicos) (Koury y Ponka, 2004).

El correcto mantenimiento de la funciébn hematopoyética requiere adecuados niveles de
muchos otros nutrientes que actian en conjunto. Desgraciadamente, los papeles y mecanismos
por los cuales muchos nutrientes influyen en la patogénesis o prevencién de la anemia
permanecen sin descubrir. En la Figura 8, se representa algunas de las caracteristicas basicas
del metabolismo del hierro y la eritropoyesis, poniendo atencion en los procesos en los cuales

ciertas vitaminas pueden influir en la deficiencia en hierro y la anemia.

Las vitaminas, como la vitamina A, acido fdlico, vitamina B,,, riboflavina y vitamina Bg, son

necesarias para la produccion normal de las células rojas sanguineas, mientras que otras como
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las vtaminas C y E protegen a los eritrocitos maduros de su destruccion prematura por la
oxidacion de los radicales libres (Tabla 9). La riboflavina, vitamina A y C ademas pueden
prevenir la anemia mejorando la absorcion intestinal del hierro, o facilitando su movilizacién a

partir de sus reservas (Fishman y col., 2000).

Pérdidas de sangre
(menstruacién, hemorragia)
Eritrocitos
‘ :
1
7 el o
. Funcién antioxidante:
| Vitamina E
' Vitamina C
| Eritroblastos
) ) Reservas de hierro Células
Erltropoye3|s: (ferritina, hemosiderina) reticuloendoteliales
VitaminaA = = === - Pro- (higado, sangre) (higado, bazo)
Acido félico ‘ eritroblastos
Vitamina B2 Movilizacion del hi .
Riboflavina Movilizacién del hiero:
VitaminaBs ‘ Céluamadre |  |e-eeme--- Vitamina C
Riboflavina
Médula 6sea _ Transferrina en sangre
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S Tejidos periféricos (ej. musculo, placenta
Riboflavina / et ) P @ P )
Ingesta de hierro \ o )
Pérdida de hierro en heces

Figura 8. Funciones de las vitaminas en el metabolismo del hierro y la eritropoyesis. (Adaptado por Hughes-Jones &
Wickramasinghe, 1996)

Tabla 9. Relacién entre las vitaminas y el desarrollo de la anemia.
Deficiencia Posible funcién en la anemia mediante:
Vitamina A Movilizacién deficiente de las reservas de hierro

Eritropoye sis alterada
Susceptibilidad aumentada a las infecciones

Acido félico Alteracion en la sintesis del ADN, dando lugar a una ineficaz eritropoyesis
Vitamina By, Alteracion en el metabolismo del &cido félico, dando lugar a una ineficaz eritropoyesis
Riboflavina Fallo en la movilizacién del hierro

Fallo en la produccion de la globina, dando lugar a una eritropoyesis ineficaz
Reduccién de la capacidad de absorcion del hierro
Vitamina C Reduccién de la absorcion del hierro
Reducida movilizacién del hierro desde sus reservas
Alteracion en el metabolismo del acido félico
Dafio oxidativo en los eritrocitos, produciendo hemodlisis
Hemorragia capilar, dando lugar a pérdida de sangre

Vitamina E Dafio oxidativo en los eritrocitos, produciendo hemodlisis

Vitamina Bg Alteracion en la sintesis del grupo hemo, produciendo eritropoyesis ineficaz
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8.1. Vitamina A

La vitamina A es necesaria para la eritropoyesis. En aquellas personas que sufren de una
deficiencia en vitamina A, | hemoglobina no se incorpora de manera correcta a las células rojas
sanguineas. Hodges y col. (1978) fueron los primeros que describieron una interaccion entre la
vitamina A y el metabolismo del hierro. Ademas se ha observado una correlacion positiva entre
el retinol sérico y la hemoglobina en nifios de Guatemala (Mejia y col., 1977), India (Mohanram
y col., 1977), Tailandia (Bloem y col., 1989), Indonesia (Semba y col., 1992), Etiopia (Wolde-
Gabriel y col., 1993), Bangladesh (Ahmed y col., 1993, 1996), y Sudéfrica (Beynen y col., 1992),
y también en mujeres embarazadas en Indonesia (Sijtsma y col., 1993). De hecho, en nifios
(Mohanram y col., 1977; Mejia y Chew., 1988) y en mujeres embarazadas (Panth y col., 1990;
Suharno y col., 1993) la administracion de vitamina A aumenta significativamente los niveles de
hemoglobina, hematocrito, y ferritina en plasma. De igual manera, se produce un incremento
significativo en la concentracion de hemoglobina en mujeres embarazadas anémicas cuando se
administra en conjunto hierro y vitamina A, en comparacion a la administracion individual del

compuesto de hierro (Vijayalakshmi y Devadas, 1987; Panth y col., 1990; Suharno y col., 1993).
Existen varios mecanismos que pueden explicar esta interaccion:

a) Por un lado, se ha sugerido que la deficiencia en vitamina A disminuye la sintesis de
transferrina y por tanto reduce el transporte de hierro hacia la médula ésea (Bloem y col.,
1989), altera la diferenciacion de las células sanguineas cebido a la falta de &cido retinoico
(Koeffler y Amatruda., 1985; Schroeder y col., 1992) y da lugar a una eritropoyesis insuficiente
(Roodenburg y col., 1996). También puede diminuir la movilizacion del hierro desde las reservas

de ferritina (Mejia y Arroyave., 1982).

b) Otro de los mecanismos propone que la elevada prevalencia de infecciones que se
producen durante la deficiencia en vitamina A, dan lugar, indirectamente, al descenso de la
concentracién de la hemoglobina debido a que el organsmo secuestra hierro durante la fase
aguda de la infeccion (Thurnham, 1993). También se ha sugerido que la vitamina A tiene un
efecto favorecedor en la absorcion del hierro mediante la formacion de complejos solubles con

el hierro en el intestino (Layrisse y col., 1997; Garcia-Casal y col., 1997; 2003).
8.2. Acido félico

Junto al hierro y la vitamina Bi,, el &cido folico es un componente esencial de la
eritropoyesis humana, y aunque esta ampliamente distribuido en los alimentos, especialmente

en las hojas verdes (foliaceas), la deficiencia dietética del &cido félico es la principal causa de la
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anemia megaloblastica en el mundo (Gallagher y col., 1995). Cuando hay una deficiencia en
acido folico, la fase de sintesis de la division celular se prolonga y la maduracion de las células
se retrasa, induciendo en el caso de la médula 6sea, a precursores anormales de los eritrocitos
(megaloblastos) que tienen un tamafo y diametro nuclear mayor que en las células normales
(Myhre, 1964; Roudanelli y col., 1964; Steinberg y col., 1983; Hughes-Jones y Wickramasinghe,
1996). Los megaloblastos sufren una proliferacion celular desordenada, y aquellos que maduran
son a menudo ingeridos y degradados por los macréfagos de la médula 6sea. Como resultado,
la eritropoyesis es ineficaz, el ritmo en la liberacion de los nuevos eritrocitos a la circulacion es
muy bajo, desarrollandose de manera gradual una anemia macrocitica (Figura 6). Desde el
punto de vista hematoldgico, se traduce en un volumen corpuscular medio elevado y una

concentracion de hemoglobina baja (Hughes-Jones y Wickramasinghe, 1996).

Las poblaciones que viven en regiones endémicas de malaria presentan un elevado riesgo
de padecer deficiencia en acido félico. La frecuente hemdlisis producida por la malaria estimula
una hiperplasia eritroide y de manera drastica aumenta los requerimientos para el &cido félico,
siendo la malaria la causa mas comun de eritropoyesis megaloblastica durante el embarazo en el
Africa occidental (Fleming, 1989). En general, la deficiencia en acido félico contribuye al
desarrollo de la anemia principalmente por una alteracién en la divisién celular que pone en
peligro a la eritropoyesis. La suplementacién con acido félico es eficaz en el tratamiento y
prevencion de la deficiencia severa de acido félico y la manifiesta anemia megaloblastica. Sin

embargo, los ensayos realizados hasta la fecha indican que la suplementacién con é&cido félico:

1. Tiene poco efecto en la concentracion de la hemoglobina o hematocrito entre las mujeres
embarazadas.

2. Podria reducir la gravedad de b anemia en nifios, pero hasta ahora no se han realizado
estudios que comprueben el efecto en los pardmetros hematoldgicos tras la

administracion de folatos.
8.3. Vitamina B,

Una segunda causa nutricional de anemia megaloblastica es la deficiencia de vitamina B,
(cobalamina), que puede producir anemia macrocitica y un fallo neuroldgico severo. La vitamina
B> es un cofactor esencial en al menos dos reacciones de transmetilacion, una de las cuales se
encuentra interrelacionada con el acido félico en la sintesis del ADN y la hematopoyesis. La
conversion de la homocisteina a metionina requiere una enzima dependiente de la vitamina B,

asi como de un grupo metil donado por el 5-metiltetrahidrofolico (5-metilTHFA). Con una
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deficiencia en la vitamina B la funcion de la enzima es interrumpida, la formacion de la

metionina se altera, y tanto el 5-metilTHFA como la homocisteina se acumulan.

La deficiencia de la vitamina B, ocurre con menos frecuencia que la deficiencia de acido
folico, debido a que tiene lugar como resultado de un defecto en la absorciébn mas que de una
ingesta insuficiente (Herbert, 1984). Las reservas corporales de vitamina B;, entre adultos sanos
y normales son cuantiosas y se necesitarian unos 34 afios para agotarlas consumiendo una
dieta sin vitamina B, 0 quizas unos 20 afios con una dieta baja en vitamina B,,, esto se debe a
la existencia de una eficaz circulacion enterohepatica que recicla la vitamina B, desde la bilis a
otras secreciones intestinales (Antony, 1991). Sin embargo, varios estudios han observado que
las mujeres embarazadas que son vegetarianas estrictas o consumen pequefias cantidades de
productos carnicos presentan un elevado riesgo de llegar a ser deficientes en vitamina B

durante el embarazo y la lactacion (Allen y col., 1992; Allen, 1994).

En general, el tratamiento de la anemia megaloblastica con &cido félico sélo puede
enmascarar la deficiencia de la vitamina Bi,, la cual puede conducir a severas secuelas
neurolégicas. Por la tanto, esta enfermedad deberia ser tratada tanto con &cido félico como con
vitamina B,,. Diversos estudios han sugerido que la suplementacion con la vitamina By,:

1. No tiene ningun efecto sobre la concentracion de la hemoglobina en mujeres
embarazadas.
2. Puede aumentar los niveks de hemoglobina y reducir la severidad de la anemia en los

nifios prematuros y con bajo peso al nacer.
8.4. Vitamina B¢

La deficiencia de vitamina B;, aunque es poco comun, puede alterar la sintesis del grupo
hemo y dar lugar a una anemia normocitica, microcitica o sideroblastica (Figura 6). El
tratamiento de la anemia sideroblastica con vitamina B restablece la actividad del acido d-
aminolevulinico sintetasa (ALAS), la enzima limitante en la sintesis del grupo hemo, corrigiendo
las anormalidades hematoldgicas (Ofori-Nkansah y col., 1975; Meier y col., 1981). La vitamina
Bs puede ademas inhibir la formacion de los eritrocitos en forma de hoz presentes en la anemia

falciforme (Natta y Reynolds., 1984).

8.5. Vitamina C

La deficiencia de vitamina C se asocia con varias formas de anemia, pero no esta claro si
esta vitamina (ascorbato) esta directamente implicada en la hematopoyesis o si la anemia

aumenta indirectamente las interacciones de la vitamina C con el &cido félico y el metabolismo
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del hierro (Oski, 1995). En su papel como agente reductor, la vitamina C puede facilitar la
absorcion del hierro desde el tracto gastrointestinal y permitir su movilizacion desde las reservas
(Figura 6). El hierro y el acido ascorbico forman un complejo quelante-hierro que es mas soluble
en el medio alcalino del intestino delgado y, por lo tanto, mas facil es su absorcion (Bothwell y
col., 1964; Lynch y Cook, 1980; Hallberg y col., 1987; Clark y col., 1992). La suplementacién
con vitamina C puede aumentar la absorcion del hierro de la dieta. Sin embargo, el acido
ascorbico debe ser consumido casi a la misma vez que el hierro para ser eficaz (Cook y Monsen,
1977). Ademés, la vitamina C puede contrarrestar la inhibicion de la absorcion del hierro

producida por los fitatos y taninos de la dieta (Hallberg y col., 1987).

El acido ascorbico puede, al mismo tiempo, activar la enzima acido félico reductasa, para
formar el acido tetrahidrofélico, la forma activa del acido félico que previene la anemia
megaloblastica (Oski, 1995; Stokes y col., 1975). También puede prevenir la pérdida de hierro
debido a hemorragias asociadas con la deficiencia en vitamina C, y posiblemente, previene la
hemolisis resultante de los mecanismos de defensa antioxidante de las células (Oski, 1995;
Chow, 1979).

En general, la vitamina C mejora la absorcion del hierro no hemo, protege a las células
frente al dafio oxidativo y contrarresta los efectos de los inhibidores de la absorcion del hierro.
También, incrementa los niveles de hierro en suero, las concentraciones de ferritina y

hemoglobina en los nifios y mujeres no embarazadas (Fishman y col., 2000).
9. ALIMENTOS FUNCIONALES
9.1. Concepto de alimento funcional

En Europa, ha aumentado considerablemente el interés de los consumidores por conocer la
relacion que existe entre la dieta y la salud. Hoy en dia, la poblacion reconoce en mayor medida,
gue llevar un estilo de vida sano, incluida la dieta, puede contribuir a reducir el riesgo de
padecer enfermedades y dolencias, y a mantener el estado de salud y bie nestar. Existen una
gran variedad de alimentos funcionales a disposicion del consumidor, pero en estos momentos
la prioridad es identificar cuales de ellos tienen un efecto real sobre la salud. No obstante, es
necesario aclarar el concepto de “alimento funcional”’. El término alimento funcional hace
referencia a aquellos alimentos obtenidos por diversos procedimientos, con la caracteristica
particular de que alguno de sus componentes, sea 0 no nutriente, afecta a las funciones diana
del organismo, de manera especifica y positiva, y promueve un efecto fisiolégico o psicolégico
mas alld de su valor nutritivo tradicional. El efecto positivo de un alimento funcional puede ser

tanto su contribucién al mantenimiento del estado de la salud y bienestar como la reduccion del
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riesgo de padecer una determinada enfermedad (Diplock y col., 1999). Un alimento funcional
puede ser un alimento natural o modificado (alterado, afiadiendo o eliminando uno o varios de
sus componentes) o una combinacion de ambos. Ademas, puede ser funcional para la poblacion
en general o para grupos particulares de la poblacion, definidos por sus caracteristicas
genéticas, sexo, edad u otros factores. Asi se obtienen siguiendo alguna de las siguientes

estrategias o sus combinaciones (Roberfroid 2000; 2002):

1. Eliminando componentes perjudiciales presentes en el alimento (ej. alergenos)

2. Incrementando la concentracibn de un componente presente de forma natural en el
alimento hasta unos niveles en que pueda inducir los beneficios esperados (gj.
enriquecimiento con micronutrientes como el hierro) o incrementando la concentracion de
una sustancia no nutritiva hasta niveles en que se conoce su efecto beneficioso.

3. Anadiendo un componente que no esta presente de forma natural en el alimento y que no
es necesariamente un macronutriente o un micronutriente, pero cuyos efecto beneficiosos
son reconocidos (ej. prebidticos, antioxidantes no vitaminicos).

4. Sustituyendo un componente, generalmente un macronutriente (ej. grasas), cuyo consumo
excesivo tenga efectos perjudiciales por un componente de reconocido efecto beneficioso
(ej. inulina).

5. Incrementando la biodisponibilidad o estabilidad de un componente que se sepa que es
capaz de producir un efecto funcional o reducir un potencial riesgo de enfermedad del

propio alimento (ej. afiadiendo vitamina C para mejorar la biodisponibilidad del hierro).

Debido al creciente interés en el concepto de “Alimentos Funcionales” y en las “Alegaciones
de Salud”, la Union Europea ha creado una Comision Europea de Accion Concertada sobre
Bromatologia Funcional en Europa (Functional Food Science in Europe, FUFOSE). El programa
ha sido coordinado por el Instituto Internacional de Ciencias Biologicas (Internacional Life
Sciences Institute (ILSI) Europe), y su objetivo es desarrollar y establecer un enfoque cientifico
sobre las pruebas que se necesitan para respaldar el desarrollo de productos alimenticios que
puedan tener un efecto beneficbso sobre una funcién fisiologica del cuerpo y mejorar el estado
de salud y bienestar de un individuo y/o reducir el riesgo de que desarrolle enfermedades. La
posicion que defiende el informe es que los alimentos funcionales deberian presentarse en
forma de alimentos de consumo habitual y que se deben demostrar sus efectos en las
cantidades que normalmente se consumirian en la dieta. Por tanto, es necesario poner en
practica las conclusiones y principios del programa FUFOSE. Por ello, se cre6 un nuevo
programa de Accién Concertada de la Comisién Europea, el Proceso para la Valoracién de
Soporte Cientifico de las Alegaciones con respecto a los Alimentos (Process for the Assessment

of Scientific Support for Claims of Foods, PASSCLAIM), que tiene como objetivo resolver los
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temas relativos a validacion y verificacion cientifica de alegaciones y la informacion al

consumidor (Aggett y col., 2005), las cuales aparecen recogidas en la Tabla 10.

Tabla 10. Criterios consensuados para la comprobacion cientifica de la declaraciones nutricionales en
el &mbito de al Unién Europea (PASSCLAIM)

1. El alimento o componente del alimento al cual se atribuye un efecto beneficioso debe ser
caracterizado

2. La comprobacion de una declaracion nutricional debe estar basada principalmente en datos
obtenidos en estudios de intervencion en humanos. El disefio de los estudios de interve ncién debe
incluir las siguientes consideraciones:

a. Los grupos de estudio deben ser representativos de la poblacidn a la cual va destinado el
alimento funcional

b. Deben establecerse unos grupos control adecuados

c. La duracion de la intervencion t el seguimiento deben ser adecuados para demostrar el efecto
propuesto

d. Debe caracterizarse la dieta habitual de los participantes asi como los aspectos mas
relevantes de sus habitos de vida.

e. La cantidad de alimento o componente activo debe ser consecuente con el modo propuesto
de consumo.

f. Ha de tenerse en cuenta el efecto de la matriz del alimento asi como el contexto dietético del
efecto funcional del componente activo

g. Comprobacion de la conformidad con la ingesta del alimento o componente activo bajo
examen.

h. Ha de considerarse el poder estadistico para el contraste de la hipotesis

3. Cuando un efecto beneficioso no puede evaluarse de forma directa, los estudios de intervencion
deben emplear (bio) marcadores. Estos deben ser:
- Bioldgicamente validos. Para ello, su relacién con le efecto final y su variabilidad dentro de la
poblaciéon deben ser conocidas.
- Deben ser metodol6gicamente validos en cuanto a sus caracteristicas analiticas

4. En u estudio de intervencion, la variable estudiada debe cambiar de un modo estadisticamente
significativo y el cambio observado debe ser biol6gicamente relevante de acuerdo a la declaracién
nutricional que se pretende apoyar.

5. Una declaracion nutricional debe ser comprobada cientificamente considerando la totalidad de los
datos obtenidos.

9.2. Prebidticos

Un prebiético es un ingrediente alimenticio no digerible que afecta beneficiosamente al
individuo que lo ingiere mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de uno
0 un namero limitado de bacterias en el colon, mejorando asi la salud del hospedador (Gibson y
Roberfroid., 1995). Para que un ingrediente alimenticio sea clasificado como prebiotico debe

cumplir segun Gibson (1999) los siguientes requisitos:

1. No ser hidrolizado ni absorbido en la parte anterior del tracto gastrointestinal.

2. Ser un substrato selectivo para una o un numero limitado de bacterias comensales
beneficiosas del colon, estimulando su crecimiento y/o metabolismo.

3. Modificar la composicion de la flora del colon, facilitando el desarrollo de especis

beneficiosas.
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4. Inducir efectos en el lumen o sistémicos que son beneficiosos para la salud del

hospedador.

Los hidratos de carbono no digeribles (oligosacaridos y polisacaridos), algunos péptidos y
proteinas, y ciertos lipidos (ésteres y éteres) son considerados como prebiéticos. Debido a su
estructura quimica, estos compuestos no son absorbidos en la parte anterior del tracto
gastrointestinal o no son hidrolizados por enzimas digestivas humanas (Gibson y Roberfroid.,
1995).

9.2.1. Oligosacaridos (0S) y Oligosacaridos no digeribles (OND)

Los hidratos de carbono no son simplemente fuente de energia, sino que debido a la
estructura fisica de la pared celular de la que forman parte tienen efecto sobre la saciedad
(blundell y col., 1994) y la proporcion y extension de la digestion del almidon, que es el principal
factor de control sanguineo de glucosa e insulina (Jenkins y col., 1981; Englyst y col., 1996). Los
hidratos de carbono se pueden clasificar en relacion al grado de polimerizaciéon (GP) como OS
(GP entre 2 y 10 unidades de monosacaridos) y polisacaridos, PS (GP mas de 10
monosacaridos) (Cummings y col., 1997). Al mismo tiempo, segun sus propiedades fisiologicas
se pueden clasificar como digeribles o no digeribles (0 no disponibles). Los no digeribles que
estan representados por el almidén resistente, PS no almidén (PS de las paredes celulares de las
plantas, hemicelulosa, pectinas, gomas) y OND (Delzenne y Roberfroid, 1994), muestran varios

efectos fisiologicos y nutricionales.

Los OND se encuentran en diferentes alimentos de forma natural, sin embargo también
pueden ser producidos mediante diferentes reacciones quimicas en el laboratorio.

Principalmente existen tres métodos para elaborar los OND:

1. Mediante la extraccion directa en agua caliente de diferentes raices, como la achicoria,
alcachofa de Jerusalén para extraer la inulina, o de semillas para la obtencion de los SOS
(sajooligosacaridos).

2. Hidrdlisis enzimatica parcial de OND, como en la obtencion de oligofructosa a partir de
hidrolizado de la inulina (De Bruyn y col., 1992), o de polisacaridos para obtener los XOS
(Xilooligosacaridos) por la accién de xilanasa sobre los xilanopolisacaridos (Yamaguchi y
col., 1994).

3. Sintesis enzimatica de un disacarido o de una mezcla de disacaridos usando
osiltransferasa, como la obtencion de FOS de cadena corta a partir de la sacarosa
(Spiegel y col.,, 1994), los GOS (galactooligosacaridos) a partir de la lactosa y la

lactosucrosa a partir de una mezcla de sacarosa y lactosa (Yamaguchi y col., 1994).
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El organismo humano carece de los enzimas digestivos necesarios (a-glucosidasa, maltasa-
isomaltasa y sucrasa) para poder hidrolizar los OND. Debido a que estas enzimas no pueden
romper el enlace B-glucosidico, los OND a nivel nutritivo se comportan como fibras alimentarias
solubles, ya que llegan integros al intestino grueso donde son fermentados por la flora del colon
(Tsuji y col., 1986: Tokunaga y col., 1989; Molis y col., 1996).

Los OND mas extensamente estudiados y que pueden proporcionar la mejor evidencia de

los efecto prebidticos en humanos, son: FOS, GOS y SOS (Critteden y Playne, 1996).
9.2.2. Efecto de los OND en la absorcion mineral

Se ha demostrado que los oligosacaridos no digeribles (OND) estimulan la absorcion de
varios minerales y mejora la mineralizacion Osea. Por lo tanto, estas substancias son
ingredientes potenciales para los alimentos funcionales. La mayoria de las evidencias cientificas
sobre los OND se basan en experimentos realizados en los animales en los que aumentan la

disponibilidad mineral del calcio, magnesio, zinc y hierro (Scholz-Ahrens y col., 2001)

El balance minerales el método mas comunmente usado para evaluar el efecto que tiene el
aporte de una determinada cantidad de OND a la dieta sobre la absorcion mineral. A
continuacion se describen los efectos encontrados en la bibliografia cientifica para el hierro, que

es el mineral en el que se centra este estudio.
9.2.2.1. Estudios en ratas.

En un estudio realizado con ratas en crecimiento Delzenne y col (1995) observaron que la
retencién del hierro incrementaba por la adicion de oligofructosa al 10%. Este compuesto
también mejord la recuperacion de anemia inducida en ratas (Ohta y col., 1995). En otro
ensayo, la oligofructosa logré prevenir de manera eficiente la anemia producida tras una
gastrectomia siendo elevada la absorcion aparente del hierro fue después de la primera y
segunda semana de la administracion de los oligosacaridos. Ohta y col (1998) observaron un
momentaneo pero significativo aumento en el hematocrito, en la concentracién de la
hemoglobina, y en la eficacia de regeneracién de la hemoglobina tras la administracién de
oligofructosa, sin embargo, no se observaron efectos en la concentracion del hierro sérico, y en
la capacidad de fijacién del hierro total, o hierro absorbido (Ohta y col., 1998). De igual modo
Ohta y col (1999) descubrieron que la administracion de fructo-oligosacaridos de cadena corta
(FOScc) a ratas gastrectomizadas previno la anemia por un incremento de la absorcion tanto de

hierro no-hemo como de hierro hemo.
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El ciego juega un importante papel en el mecanismo por el que los FOScc previenen la
anemia postgastrectomia (Ohta y col., 1998, 1999), aunque al parecer la absorcion de hierro no
solo tiene lugar en el ciego sino también en el colon y recto (Sakai y col., 2000). Por lo tanto, el
intestino grueso se absorbe el hierro suficiente para que las ratas se recuperen de una anemia
(Ebihara y Okano, 1995). Al igual que ocurre con otros minerales, la solubilizacion del hierro es
esencial para que pueda ser absorbido en el lumen intestinal (Monsen y Cook, 1976). Ohta y col.
(1995) observaron en ratas anémicas que el aumento de la absorcion del hierro se debe al
efecto de los acidos orgénicos (lactato) y los acidos grasos de cadena corta (AGCC) producidos
por las bacterias del lumen a partir de la fermentacién de los FOScc, ya que el lactato forma un

pequefio complejo molecular absorbible con el hierro férrico (Derman y col., 1980).

Se ha demostrado un efecto estimulante de los FOScc en la absorcion del hierro hemo, en
ratas anémicas postgastrectomias, ya que estos probioticos producen el descenso del pH en los
contenidos cecales y un incremento en la concentracion de hierro en la fraccion soluble de los
mismos. Sin embargo, este efecto estimulante fue mas débil que en el caso del hierro no hemo

no se observandose ninguna mejora en ratas normales (Ohta y col., 1999).
9.2.2.2. Estudios en humanos

Los estudios sobre el efecto de los prebidticos en la absorcibn mineral no son tan
concluyentes como los obtenidos en ratas. Van Dokkum y col. (1995) mediante una técnica de
isotopos estables, no observaron ningun efecto de los OND sobre la absorcion mineral en
adultos jovenes tras la toma de 15 g de inulina, oligofructosa o GOS al dia durante 3 semanas,
debido, segun los autores al corto periodo de tiempo (24 h) en la recogida de las muestras. En
un estudio posterior, las muestras fueron recogidas a las 36 h de la administracion del isétopo,
observandose un incremento significativo (p<0.05) en la absorcion del calcio con el empleo de
oligofructosa (Van Den Heuvel y col., 1999). En otro estudio, Coudray y col, (1997) encontraron
un incremento significativo (p<0.01) en la absorcion del calcio en voluntarios que tomaron
inulina durante 4 semanas, en cambio no observaron ningun efecto en la absorcion del hierro,

magnesio y zinc.

Al igual que en las ratas, el mecanismo por el cual los OND estimulan la absorciébn mineral
estd probablemente relacionada con el incremento de la solubilidad de estos minerales en el
ciego y colon como consecuencia del aumento de la fermentacion microbiana y descenso de pH
del lumen (Gibson y Roberfroid, 1995; Roberfroid y col., 1998). Sin embargo, debido a que la

fisiologia del aparato digestivo de la rata es diferente a la humana, el segmento del ciego
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(ausente en los humanos), juega un papel importante en la absorcion mineral en los roedores

(Rayssiguier y Rémésy, 1998).

Varios estudios han demostrado que los OND (oligofructosa, inulina, y GOS) alcanzan el
colon intactos (Alles y col., 1997; Bouhnik y col., 1997) y alli son fermentados de forma
especifica por las bifidobacterias del colon, aumentando su nimero en las muestras fecales, sin
modificar el pH fecal y el recuento de otros géneros bacterianos como las enterobacterias
(Bouhnik y col., 1997; Kleessen y col., 1997; Djouzi y Adrieux, 1997). Sin embargo, otros
autores (Scholz-Ahrens y col.,, 2001) consideran aun escasas las evidencias de esta
especificidad, y proponen que el principal efecto de los prebibticos responsables de la mayor
absorcion mineral en humanos esta relacionado con su efecto como substrato para la flora
intestinal de una forma inespecifica pero que podria estimular la tasa de fermentacion,
produccién de AGCC y acidificacion luminal. En cambio, como no se ha encontrado un claro
efecto de los OND sobre el pH fecal y la concentracion o proporcion de los AGCC, esta falta de
relacion podria explicar parcialmente la menor estimulacién de la absorciébn mineral por estas

substancias en los humanos con respecto a los animales.

Otro aspecto que tampoco esta claro en el hombre es si la relacion entre la dosis de los
prebidticos y la absorcién de algunos minerales pueda estar asociada a la capacidad estimulante
sobre las bifidobacterias del substrato. Asi, Roberfroid y col. (1998) concluyeron que aunque no
habia relacion dosis-efecto en el rango de 4 a 20 g/dia de inulina y oligofructosa, esta cantidad

era suficiente para estimular el crecimiento de estas bacterias.
10. El HIERRO COMO PRO-OXIDANTE

Los alimentos procesados son frecuentemente enriquecidos con hierro como una medida
preventiva contra la deficiencia en este mineral (Fairweather-Tait, 1997). Sin embargo,
recientemente se ha relacionado el exceso de hierro con la elevada incidencia de céancer de
colon en los paises desarrollados, por lo que han aumentado las dudas sobre la conveniencia de
proporcionar a la poblacion una elevada gama de alimentos enriquecidos con hierro (Knekt y
col., 1994; Nelson y col., 1994). Se ha sugerido que el hierro puede incrementar el riesgo de
cancer debido a su naturaleza pro-oxidante segun describen Babbs (1989), Blakeborough y col.
(1989) y Graf y Eaton (1993). Ademas, los estudios epidemioldgicos han proporcionado
evidencias de que tanto la ingesta de elevadas proporciones de carne en la dieta, como un
elevado nivel de hierro sérico son factores de riesgo para el cancer colorrectal en la poblacién de

los Estados Unidos (Wurzelmann y col., 1996).
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La mayor parte del hierro dentro de los érganos esta unido a proteinas, pero una pequefia
proporcion se encuentra libre. Este hierro libre se encuentra disponible para catalizar la
produccion de radicales libres. Los riesgos potenciales de un exceso de hierro, asociado a un
incremento en la generacion de radicales libres fueron propuestos hace 40 afios (Richmond,
1959), y el papel del hierro en la etiologia de varios tipos de cancer ha sido discutido en dos
revisiones (Sahu, 1992; Weinberg, 1996). El estado nutricional del hierro en el organismo esta
controlado por la regulacion de la entrada del hierro en el intestino delgado. Una vez que las
reservas de hierro son replecionadas, el hierro dietético permanece casi completamente sin
absorber aumentando las concentraciones de hierro en el lumen del intestino distal después de
la reabsorcion del agua. La hip6tesis de que la presencia delhierro en el contenido fecal pueda
conducir a la generacion de radicales libres, y que este efecto puede ser procarcin6geno para el

cancer colorrectal, fue avanzada por Blakeborough y col. (1989) y Babbs (1990).

Estudios epidemiologicos en humanos y en animales han sugerido que elevadas ingestas de
hierro pueden provocar estrés oxidativo en la mucosa del colon y favorecer el riesgo de cancer
de colon y colitis ulcerosa (Siegers y col., 1988; Nelson, 1992; Knekt y col., 1994; Wurzelmann y
col., 1996). Younes y col. (1990) documentaron que la cantidad de peroxido lipidico en la
mucosa del colon de ratones aumentaba dependiendo del contenido de hierro en la dieta. En un
estudio en ratas donde se les indujo de manera quimica el cancer de colon, la ingesta de
elevadas doss de hierro 535 mg/kg de pienso, aumentaba el riesgo de cancer de colon en
comparacion con un grupo control que ingerian los requerimientos minimos diarios para las

ratas (35 mg Fe/kg dieta) (Thompson y Zhang, 1991).

El estrés oxidativo es una condicion que se presenta cuando hay un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) potencialmente toxicas, tales como el anion
superéxido (0,), peroxido de hidrogeno (H,O,) y el radical hidroxilo (OH) y las enzimas
(superéxido dismutasa, catalasas, peroxidasas y peroxiredoxina), especies antioxidantes de bajo
peso molecular (vitamina E, Vitamina C, glutation), ademas de los transportadores de metales e
inductores de factores de transcripcion (Tapia y Araya., 2006). Los iones hierro tienen la
capacidad de donar y aceptar electrones, lo que les permite reaccionar con otros compuestos
generando ERO, afectando rapidamente a las membranas celulares, proteinas y ADN
(Gutteridge y col., 1982). Por su capacidad de inducir dafio a nivel intracelular, el estrés
oxidativo ha sido involucrado en una variedad de patologias, entre las que se incluyen las
infecciones (Victor y col., 2004), enfermedades géstricas por Helicobacter pylori que producen
inflamacion, ulceracion y carcinogénesis (Baek y col., 2004), y como factor contribuyente al
desarrollo de la malaria (Becker y col., 2004). Se considera mediador del dafio vascular en la

hipertension y ateroesclerosis (Touyz, 2003). Se asocian también a diversos tumores en prostata
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(Sikka, 2003), cuello uterino (Manju y col., 2002), ovarios (Senthil y col., 2004) e higado (Liu y
col., 2003).

Existen estudios que han demostrado que los marcadores de estrés oxidativo como las
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), que reflejan la peroxidacion lipidica, son
significativamente mas elevados en pacientes con hemocromatosis. En animales, una
sobrecarga de hierro resulta en una peroxidaciéon lipidica hepatica (Britton y col., 1990),
oxidacion de las proteinas hepaticas y dafio oxidativo asociado a otros tejidos, incluidos los

eritrocitos (Galleano y Puntarulo, 1995, 1997).

Por tanto, es importante destacar que aunque el hierro es un nutriente esencial, su exceso
(en especial en forma ferrosa), puede causar estrés oxidativo en los 6rganos. El hierro ferroso
es un catalizador de la reaccion Haber-Weiss, cuyo resultado es la formacion del radical hidroxilo
(ERO), el cual esta implicado en la iniciacion y propagacion de la peroxidacion lipidica. El hierro
administrado en forma de suplementos farmacologicos no es absorbido completamente en el
intestino delgado proximal, por lo que mas del 50% alcanza la parte del intestino delgado distal
y grueso, y al ser éste hierro soluble podria aumentar la produccion de radicales libres en el
colon dafiando la mucosa de las células (Ito y col., 2003). No obstante, uno de los tratamientos
mas empleados para reducir la anemia deficiente en hierro es la administracién terapéutica de
sales ferrosas. Las sales ferrosas prescritas en cantidades = 195 mg de hierro elemental/dia
dividida en tres dosis individuales como sulfato ferroso, fumarato o gluconato, respectivamente
(Frewin y col., 1997), son preferidas frente a las sales férricas debido a su mayor
biodisponibilidad. La cantidad media de hierro presente en una dieta diaria es ~ 15 mg,
aproximadamente 2.5 mg de hierro sera absorbido y un 1% del hierro dietético permanecera en
el lumen del intestino participando en la generacion de radicales libres. Durante la
suplementacion en adultos utilizando doss de 60-195 mg Fe/dia, la proporcion de hierro de la
dieta que participara en la generacion de radicales libres serd la misma (un 1%), pero existira
una proporcion considerable del hierro como suplemento que también estara disponible para la
reaccion Fenton (Freddy y col., 2003).

La terapia de hierro oral, indicada a personas con un elevado riesgo de desarrollar una
deficiencia en hierro, como los nifios, adolescentes, ancianos, mujeres embarazadas,
vegetarianos, y atletas, puede inducir considerables dafios gastrointestinales, tales como
nauseas, vomitos, dolor abdominal, acidez, y estrefiimiento, al contrario que el tratamiento con
hierro intravenoso (A-Momen y col., 1996). Adicionalmente, la terapia con hierro oral en
pacientes que sufren de desordenes gastrointestinales asociada con una mucosa dafiada, tales
como la enfermedad inflamatoria intestinal o enfermedad celiaca, puede contribuir al desarrollo
del dafio oxidativo (Yamada y Grishman, 1991; Lih-Brody y col., 1996; Marx y van Asbeck, 1996;
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Geerling y col.,, 1998; Odetti y col., 1998). Se han observado evidencias de que la
suplementacion con hierro induce inflamacién tanto en ratas normales (Knutson y col., 2000)
como en modelos de ratas con colitis ulcerosa (Oldenburg y col., 2001; Aghdassy y col., 2001;
Carrier y col., 2002; Seril y col., 2002). Ademas, las sustancias quelantes de hierro mejoran el
estrés oxidativo y la inflamacién en ratas con colitis ulcerosa (Ablin y col., 1999) y en pacientes

tras una biopsia del colon (Millar y col., 2000).

En general, debido a la frecuente utilizacion de los suplementos de hierro como medida
terapéutica y al enriquecimiento de los alimentos como medida profilactica frente a los
desérdenes de la deficiencia del hierro, son necesarias mas investigaciones en las que se
evallen el tipo de compuesto de hierro y las dosis de los mismos que podrian generar un mayor
estrés oxidativo de las células de la mucosa del colon, y por lo tanto producir a largo plazo
cancer de colon, ya que segun los estudios epidemioldgicos éste es el lugar méas vulnerable en

caso de un exceso en la ingesta de hierro.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIALES

1.1 Néctar de frutas

El consumo de néctar y zumos de frutas ha experimentado un aumento considerable en los
altimos afios. En Espafia, la compra de zumos de frutas en 2003 con respecto al afio 2002 se ha
cifrado en 18.8 L/capita/afio, lo que representa un aumento del 3.3 %. La evolucion del
consumo desde 1998 hasta 2003 es de un aumento establecido en un 14.4 %, segun los datos
facilitados por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion en La alimentacion en Espafia,
Madrid, 2004.

Las investigaciones cientificas sobre los beneficios que aportan diversos componentes de los
alimentos, asi como el creciente interés que muestran los consumidores por el papel que ejerce
la alimentacion en su estado de salud, hace que la industria alimentaria ofrezca continuamente
nuevas variedades de alimentos que respondan a la demanda por parte de la poblacion de
prevenir enfermedades y mantener una buena salud. Los zumos de frutas y similares son
utilizados desde hace varios aflos como vehiculo de nutrientes y otras sustancias que han
demostrado tener algun efecto beneficioso sobre el organismo. Debido a su amplia
aceptabilidad, los alimentos y las bebidas enriquecidas con micronutrientes pueden ser Utiles en
la reduccion de las deficiencias de micronutrientes, especialmente en los paises en vias de
desarrollo. Aunque la causa mas comun de anemia es la deficiencia en hierro, ésta raramente
ocurre de manera aislada y a menudo estd acompafiada de otras deficiencias de
micronutrientes, por ello el uso de multiples micronutrientes en vez de la adicion individual del
hierro esta siendo cada vez mas considerada. Estos zumos de frutas y similares enriquecidos se

engloban dentro del concepto de “alimentos funcionales”.

De acuerdo con la Directiva 2001/112/CE del Consejo, publicada en el Diario Oficial de la
Comunidades Europeas, relativa a los zumos de frutas y otros productos similares destinados a
la alimentaciébn humana, define al néctar de frutas como un producto susceptible de
fermentacion, pero no fermentado, obtenido por adicién de agua y de azlUcares o miel al zumo
de frutas, al zumo de frutas a base de concentrado, al zumo de frutas concentrado, al zumo de
frutas deshidratadas o en polvo, al puré de frutas o a una mezcla de estos productos, y que es
conforme a lo dispuesto en la normativa sobre contenido minimo de zumo de pureé. La adicion

de azucares o miel se autoriza en una cantidad no superior al 20% del peso total del producto
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acabado. Asi mismo se autoriza la adicion de vitaminas y minerales, de acuerdo con lo dispuesto

en el Real Decreto 930/1992 del etiquetado sobre propiedades nutritivas.

Para la realizacion del presente estudio se tomé como base un néctar de pifia y maracuya
enriquecido con diferentes fuentes de hierro (sulfato ferroso, pirofosfato férrico micronizado y
bis-glicinato ferroso) hasta alcanzar una concentracion de 4,92 mg Fe/100 ml (33% CDR). Esta
ultima fuente de hierro solamente fue incorporada en el quinto estudio. Segun el estudio, se
adicionaron una serie de vitaminas (C, Be, B1, ¥ &cido folico), en concentraciones de 40 mg/100
ml, 0,66 mg/100ml, 0,33 pg/100ml y 66 pg/100ml, respectivamente con el fin de favorecer la
absorcion del hierro y mejorar la formacion de la hemoglobina eritrocitaria. Con estas dosis se
alcanzan el 33% de las CDR. En el ultimo estudio se incorporaron fructo-oligosacaridos, en
concreto inulina (0,6%) junto al hierro y las vitaminas, ya que de acuerdo con la bibliografia
cientifica puede favorecer la absorcion de hierro, y otros minerales a nivel del intestino grueso.
Para cada estudio se elaboré una receta diferente mediante la combinacion de las vitaminas y
los fructo-oligosacaridos, manteniendo la fuente de hierro como un ingrediente constante. Los
diferentes tipos de néctar fueron elaborados en la planta piloto de Hero Espafia, S.A. y
almacenados a temperatura ambiente en oscuridad, con el fin de evitar reacciones de oxidacion
gue pudiesen alterar las vitaminas y el hierro afiadidos. En la Tabla 1, se muestran las distintas

recetas empleadas en cada estudio.
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Tabla 11. Composicién del néctar segun estudio.

1°" Estudio 29° Estudio 3°" Estudio 4° Estudio 5© Estudio
Ingredientes Néctar 1 Néctar 2 Néctar 3 Néctar 4 Néctar 5 Néctar 6 Néctar 7 Néctar 8 Néctar 9 Néctar 10 Néctar 11
Concentrado de Pifia + + + + + + + + + + +
Concentrado de Maracuya + + + + + + + + +
Ciclamato sodico + + + + + + + + + + +
Sacarina Sodica + + + + + + + + + + +
Sal de hierro +1 +2 +1 +2 +1 +2 +1 +2 +1 +2 43
Vitamina C - - + + - - + + + + +
Vitamina B - - - - + + + + + + +
Vitamina B, - - - - + + + + + + +
Acido fdlico - - - - + + + + + + +
+ + +

Fructo-oligosacaridos - - - - - - - -

! Sulfato ferroso (4,92 mg Fe/100ml, 33% CDR); 2 Pirofosfato férrico micronizado (4,92 mg Fe/100ml, 33% CDR); *Bis-glicinato ferroso (4,92 mg Fe/100ml, 33% CDR)
Vitamina C (40 mg/100ml); Vitamina Bs (0,66 mg/100ml); Vitamina B> (0,33 pg/100ml), acido félico (66 pug/100ml), todas las vitaminas alcanzan un 33% de la CDR
Fructo-oligosacéridos (Inulina, 0,6%)

+ Presencia

- Ausencia
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1.2. Dietas AIN-93G modificadas

La dieta para roedores AIN-93 fue formulada para sustituir a la dieta que se ha utilizado
comunmente hasta los afios 90, (AIN-76A), y asi mejorar el desarrollo de los animales de

experimentacion que las consumian (Reeves, 1997).

En los estudios 1 y 2, la dieta AIN-93G se formuld sin la adicbn de la sal de hierro,
destacando ademas la ausencia de vitamina C, porque a diferencia de los humanos, las ratas
pueden sintetizar el &cido ascorbico (Reddy y Cook., 1994). Para los estudio 3, 4 y 5 se
eliminaron de la dieta AIN-93G tanto el hierro como las vitaminas B, B, y el acido félico, ya que
necesitabamos incorporar solo en el néctar dichas vitaminas, la vitamina C y los FOS con el fin
de averiguar un posible efecto sobre la absorcion y biodisponibilidad del hierro incorporado a

estas bebidas.

Tabla 12. Composicién de las diferentes dietas utilizadas en los cinco estudios.

ESTUDIOS 1-2 ESTUDIOS 3-5
INGREDIENTES DIETA 1 DIETA 2
Caseinato calcico + +
L-Cistina + +
Almidén de maiz + +
Maltodextrina + +
Sacarosa molida + +
Aceite de soja + +
Carboximetilcelulosa + +
MIX DE MINERALES + +
MIX DE VITAMINAS + +
TBHQ + +
Bitartrato de colina + +

!La sal de hierro fue eliminada de la dieta.
2 as vitaminas Bg, By, y acido félico fueron eliminadas de la dieta.
TBHQ: Ter- Butilhidroquinona

2. DISENO EXPERIMENTAL

El desarrollo del trabajo experimental se llevé a cabo en cinco estudios diferenciados en
funcion del tipo de vitamina/FOS afadidos junto a la fuente de hierro pirofosfato férrico
micronizado (PFM) y en comparacion con el sulfato ferroso (SF), que constituye la sal de

referencia, tal y como se muestra en la Figura 9.

Para desarrollar cada uno de los estudios tomamos como referencia el método oficial 974.31
de la AOAC (1998) para la biodisponibilidad del hierro, que describe un ensayo de replecién de
la hemoglobina en ratas. El procedimiento para cada uno de los estudios fue idéntico en la
primera fase, que corresponde al periodo de deplecion, variando en el periodo de replecion

dependiendo de cada ensayo (Figura 9).
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Durante el periodo de deplecion, los animales fueron alimentados con una dieta modificada
(dieta AIN-93G) sin hierro, y agua desmineralizada ad libitum, durante 4 semanas, hasta que
alcanzaron un estado de deficiencia en hierro (Hb < 6 g/100 ml). En la siguiente fase, el periodo
de replecion, los animales fueron divididos en dos grupos, y manteniendo la misma dieta se les
suministré a través de un néctar de frutas los micronutrientes necesarios para cubrir las

deficiencias causadas (segun estudio) durante el periodo de deplecion.

En el primer estudio se procedid a evaluar la biodisponibilidad de dos fuentes de hierro
(pirofosfato férrico micronizado y sulfato ferroso, este Ultimo como estandar de referencia)
utilizando como vehiculo un néctar de frutas, y su efecto como terapia en la recuperacion de un
estado de anemia deficiente en hierro. En el segundo estudio, a cada néctar de frutas con su
correspondiente fuente de hierro se le adiciond la vitamina C, con el objetivo de evaluar su
efecto favorecedor en la absorcion del hierro y demas pardmetros hematolégicos y bioquimicos.
En el tercer estudio, el néctar fue enriquecido con hierro y las vitaminas Bs, By, y acido fdlico,
con el objetivo de evaluar el efecto de estas vitaminas en la absorcion del hierro y parametros
hematolégicos y bioquimicos. En el cuarto estudio se combinaron las vitaminas Bs;, Bj, &cido
folico y vitamina C junto con las fuentes de hierro en cada uno de los néctares de frutas. Y por
altimo, en el quinto estudio, ademas de las dos sales de hierro presentes en los estudios
anteriores, se incorpord una nueva sal de hierro, el bis-glicinato ferroso, que junto a las
vitaminas B;, B, acido folico y vitamina C, se adiciond los fructo-oligosacéridos (FOS), este
altimo por su potencial efecto prebidtico que pudiera favorecer la absorcion del mineral a nivel

del colon.

Para determinar la absorcion de los compuestos de hierro se realizd un balance mineral del
hierro en los animales sometidos al ensayo, determinando el contenido de hierro en heces,
orina, la ingesta de hierro en la dieta y en el néctar. Para evaluar la incorporacion del hierro a la
hemoglobina y la recuperacion de un estado anémico se evaluaron los parametros sanguineos
de la serie roja (hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina
corpuscular media y la concentracion de la hemoglobina corpuscular media) y parametros
bioguimicos tales como el hierro sérico, capacidad total de fijacion del hierro y el porcentaje de
saturacion del hierro. La biodisponibilidad del hierro fue calculada como la eficacia de
regeneracion de la hemoglobina (ERH). Asimismo se analizaron los depoésitos de hierro en
diferentes piezas anatomicas (corazén, higado, bazo, riiidon, parte proximal del intestino

delgado).
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Otro método utilizado para determinar la biodisponibilidad de los diferentes compuestos de

hierro, fue la medida de la curva de la concentracion de hierro sérico (CHS), mediante el calculo
del area bajo la curva (ABC).

Por dltimo, se determind la generacion de radicales hidroxilo (OH) producidos en las
heces durante el periodo de replecidn, a través de la reaccion de Fenton. Esta determinacion
estd basada en los estudios realizados por Babbs (1990), el cual observé que los radicales libres
derivados del oxigeno, generados en la materia fecal proximo al epitelio del colon, pueden jugar

un papel importante en la etiologia del cancer de colon, siendo los radicales hidroxilo (OH) los
responsables de dicha accion.
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Periodo de deplecién
(4 semanas)

Periodo de replecion
(3 semanas)

DIETA 1

Agua desmineralizada
DIETA 1

ESTUDIO 1

NECTAR 1-2

DIETA 1

ESTUDIO 2

NECTAR 3-4

DIETA 2

ESTUDIO 3

Agua desmineralizada
DIETA 2

NECTAR 5-6

DIETA 2

NECTAR 7-8

DIETA 2

ESTUDIO 4
ESTUDIO 5

NECTAR 9-10-11

Balance mineral

Ingesta de hierro

Hierro en heces y orina
Balance del hierro

% Absorciéon aparente (26AA)
% Retencion aparente (%6R)

Analisis hematolégicos
y bioquimicos

Hemoglobina (Hb)

Hematocrito (Hct)

Volumen corpuscular medio (VCM)
Hemoglobina corpuscular media (HCM)
Concentracion Hemoglobina corpuscular media
(CHCM)

Efecto pro-oxidante del hierro

Hierro sérico (HS)
Capacidad total de fijacion del hierro (CTFH)
Porcentaje saturacion de la transferrina (26ST)

Determinacion del radical OH™ en heces

Figura 9. Representacion gréfica del disefio experimental del presente estudio de investigacion.

Indices de la biodisponibilidad del hierro

Eficacia de la regeneraciéon de la hemoglobina (ERH)

Higado, bazo, rifidn, corazoén,

intestino delgado proximal

Utilizacion del hierro
Valor biolégico relativo (VBR)
Curva de la concentracion del hierro sérico
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y ANALITICA
3.1. Animales

Las ratas de experimentacion fueron suministradas por el animalario de la Universidad de
Murcia (establecimiento autorizado para la produccion y distribucion de animales de laboratorio
segun el Real Decreto 223/1988, sobre la proteccion de los animales para experimentacion y
otros fines cientificos, publicada en el B.O.E nium. 67 de 18 de Marzo de 1988). Para cada estudio
se utiliz6 un total de 36 ratas macho del tipo Sprague-Dawley (SD) recién destetadas (21 dias de
edad), con un peso corporal medio de 40-50 g. Los animales se mantuvieron en una habitacion
con la temperatura, humedad relativa y periodos de luz-oscuridad controlada durante todo el

estudio.

Periodo de deplecion (Figura 10). Durante este periodo las 36 ratas fueron distribuidas en
jaulas colectivas (6 animales/jaula) en un periodo de tiempo de 4-5 semanas, con el objetivo de
disminuir las reservas corporales de hierro mediante una dieta deficiente en hierro (AIN-93G
modificada). Para determinar el estado anémico de los animales al final de este periodo, se
realiz6 una extraccion de sangre de la vena coccigea o vena lateral de la cola para cuantificar los
niveles de hemoglobina. El estado anémico se establece con niveles de hemoglobina < 6 g/100
ml, segun el método oficial de la AOAC 974.31 (1998). Durante ese periodo de tiempo se

registraron a diario los pesos de los animales y la ingesta de la dieta.

Camara Termorreguladora Ta: 22 + 2°C
Fotoperiodo : 8:00-20:00h
Humedad relativa: 40-60%b6

1 4 semanas

RATAS MACHO SPRAGUE-DAWLEY ‘ " Dieta AIN-93G modificada (segun estudio)
(21 dias, peso = 40-50 g; n = 36) Agua desmineralizada

. . .

Registro de los pesos e ingesta Determinacion de los niveles de
de la dieta AIN-93G/dia. hemoglobina (<6g /100ml).

PERIODO DE DEPLECION

Figura 10. Esquema del periodo de deplecion durante el estudio in vivo en ratas.
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Periodo de replecion. Una vez alcanzados los niveles de hemoglobina deseados para
considerar a los animales anémicos, se dividieron en dos grupos homogéneos (n = 18) con un
peso corporal y concentracion de hemoglobina similares. Los animales fueron alimentados con la
misma dieta utilizada en el periodo de deplecion, y a través del néctar se les proporciono la
fuente de hierro correspondiente y las vitaminas, dependiendo del estudio (Tablas 11 y 12). Se
realizaron tres periodos para el balance mineral utilizando 6 ratas para cada uno de ellos,
introduciéndose entonces en jaulas metabdlicas. Cada balance mineral duré tres dias (Figura 12).
Durante esos tres dias, se anoto el peso corporal del animal, la cantidad de orina y heces que
excretaban, la cantidad de comida que consumian y el volumen de néctar que ingerian cada dia.
Al final de cada balance las ratas fueron sacrificadas, determinandose los niveles hematolégicos y
bioquimicos en sangre. Al mismo tiempo se extrajeron diferentes piezas anatdmicas para

posteriormente determinar la concentracion de hierro en las mismas (Figura 11).

Ratas S-D: n= 18 Camara Tear.morreggladora. Ratas S-D: n= 18
Segun peso y Hb T 22+ 29C Segun peso y Hb
(Segun peso y Hb) Fotoperiodo: 8:00-20:00 h (Segun peso y Hb)

Humedad relativa: 40-60%

Dieta AIN-93G modificada
Néctar + sal de hierro +/- vitaminas

+/- FOS (segun estudio)

=6 =6
1°" Balance mineral (3 dias) |«

v

2° Balance mineral (3 dias) |«

v

=6 - n==6
»( 3° Balance mineral (3 dias) |«

Ayuno durante 12-14 h
Seccion 1.01 R Anestesia Recogida de heces
Filtrado Secado
Extraccion Extraccion
de sangre de 6rganos

Determinacion de

hierro por E.A.A Homogenizacion

Determinacion de
hierro por E.A.A

Determinacioén de

Determinacion de pardmetros hematoldgicos y bioguimicos hierro por EAA

Figura 11. Esquema del periodo de replecion durante el estudio in vivo en ratas.
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3.2. Pauta de recogida de datos y toma de muestras

3.2.1. Ingestion de alimento, anotacién de peso en vivo, recogida de heces y orina

Reactivos utilizados

> Acido clorhidrico (HCI) (Merck, Darmstdat, Alemania)
> Acido nitrico (HNO3) (Merck, Darmstdat, Alemania)

Material utilizado

» Balanza granatario (Sartorius, Gottingen, Alemania)

» Filtros de membrana de acetato de celulosa de 25 mm de didmetro y 0.45 nm de poro
(Iwaki glass, Japdn)

> Jaulas metabdlicas de plastico (Techniplastgazzada, Bugugiatte, Italia)

» Jeringuillas de 10 ml (Becton Dickinson, New Jersey, USA)

» Papel de filtro Whatman n© 41, exento de cenizas (Midstone, Kent, Inglaterra)

» Colectores urinarios de 120 cc (Enfa S.A., Barcelona, Espafia)

Procedimiento

En las Figuras 10 y 11, se han representado los dos periodos en los que quedan divididos
cada uno de los estudios. En el periodo de deplecion (Figura 10), las ratas fueron pesadas al
inicio y, diariamente, a lo largo de las cuatro semanas. El alimento y el agua de bebida
(desionizada) se proporcionaron ad libtum, para cada grupo de 6 animales, cuantificando

diariamente la ingesta de alimento y el volumen de agua.

Durante la fase de replecion las ratas fueron sometidas a un balance mineral de tres dias
durante tres semanas (Figura 12). Para ello, las ratas fueron introducidas individualmente en
jaulas metabdlicas, manteniendo las mismas condiciones ambientales que en periodo de
deplecion. Antes del comienzo de la experiencia las jaulas, los recipientes de polietileno utilizados
para la recogida de heces y orina, los comederos, bebederos y los distintos botes para la recogida
de muestras, se lavaron en HNO; al 10% y posteriormente se enjuagaron tres veces con agua
desionizada. Durante los tres dias de balance mineral, los pesos de los animales, el volumen de
orina, peso inicial y final de la comida, y el volumen inicial y final del néctar fueron registrado

diariamente.

Las muestras de heces y orina se prepararon para la determinacion mineral del hierro, para

ello, a la orina se le afiadio HCI 0.5 M en una proporcion de 10mL HCI/I de orina
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(Lopez y col., 2000), luego se filtré a traves de papel Whatman n® 41 exento de cenizas para
eliminar restos de comida, heces o cualquier material grosero, y posteriormente, la orina limpia,
se hizo pasar a través de filtros de 045 um de poro. La orina recogida de esta manera se
almacend a una T2 de 4°C. Las heces se depositaron directamente en recipientes estériles de
plastico conservandose a una T2 de —20°C.

er
FINAL 1°" BALANCE
DEPLECION SACRIFICIO

| m |
| | | | | |
Dia O Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

2° BALANCE SA;”:K:'O
Dia 8 DEW 12 Dial3  Dial4  Dial5

SACRIFICIO

3°" BALANCE

| |
| | | | | |
Dia16  Dial7__ Dial8  Dia19 ia20  Dia21  Dia22  Dia23

Figura 12. Etapas cronolégicas durante el periodo de replecion

3.2.2. Anestesia y diseccion

Reactivos utilizados

> Eter etilico ((CHsCH,),0) (Probus, Barcelona, Espafia)
» Solucion salina fisiologica (9 g de NaCl/l)

» Anticoagulante heparina (Analema, Vigo, Espafa)

Material utilizado

» Algodon hidréfilo.

> Balanza de precision modelo ER-180A (Salter, Tokio, Japon)

» Balanza granatario (Sartorius, Géttingen, Alemania)

» Bolsas de plastico de cierro hermético 80 x 120 mm (Vidra Foc, Espafia)

» Campana de anestesia
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Guantes de latex (Ibertex, Barcelona, Espafia)

Hoja de bisturi n® 23 (Romed, Wilnis, Holanda)

Hoja de bisturi n® 10 (Romed, Wilnis, Holanda)

Mangos de bisturi n® 3

Jeringuillas de 5 ml (Becton Dickinson, Huesca, Espafia)

Agujas estériles 0.6 x 25 mm (Becton Dickinson, Huesca, Espafia)
Pinzas de diseccion

Tabla de diseccion

Tijeras de diseccion

YV V. V V V V V V V V

Tubos de poliestireno con base redonda
Procedimiento

Al final de cada periodo de balance, se procedié al sacrificio de las ratas de la siguiente
manera: los animales fueron introducidos en una campana de anestesia, en cuyo interior se
depositaron varios trozos de algodon impregnados con éter etilico. Una vez anestesiados fueron
pesados e inmovilizados mediante la fijacion de sus extremidades en una tabla de diseccion.
Posteriormente, se les practicé una diseccion a la altura de la linea media abdominal, se separo la
piel y luego se abrié la cavidad abdominal permitiendo un perfecto acceso a la aorta abdominal al
desplazar lateralmente las visceras. De la aorta abdominal se extrajo un volumen de sangre de 4-
5 ml y se transfiri6 a los tubos de plastico impregnados con heparina. Posteriormente, se
procedié a la diseccion de las piezas anatdmicas seleccionadas (corazén, higado, bazo, rifion
derecho, y los 20 primeros centimetros del intestino delgado, ademéas de la tibia y fémur
derecho). Durante todo el ensayo se cumpli6 la normativa sobre proteccion de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos (REAL DECRETO 1201/2005, de 10 de
Octubre), ademas este estudio ha sido autorizado por el comité de bioética de bk Universidad de

Murcia.
3.2.3. Preparacion de las muestras

Reactivos utilizados

> Eter de petrdleo 40-60° (Probus, Barcelona, Espafia)
» n-Hexano (Cs Hy4) (Panreac, Barcelona, Espafia)

» Solucion salina fisiolégica (9 g de NaCl /L)

Material v equipo utilizado
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» Balanza de precision modelo ER-180A (Salter, Tokio, Japon)

» Balanza granatario (Sartorius, Géttingen, Alemenia)

» Bolsas de plastico de 80 x 120 mm (vidra Foc, Espafia)

» Estufa de desecacion (aire forzado) modelo 201 (P-Selecta, Barcelona, Espafia)
» Liofilizador modelo TD-3-MP (FTS System, New York, U.S.A.)

Procedimiento

Las piezas anatémicas se congelaron y liofilizaron durante un periodo de 3 dias. Pasado ese
tiempo se trituraron, homogenizaron y se almacenaron en bolsas herméticas hasta su posterior
andlisis. Previamente a la liofilizacion se abrio el corazon para conseguir un mayor desangrado,
asi como el intestino (seccion longitudinal) con el fin de eliminar todos los restos de los procesos

digestivos de acuerdo a la metodologia descrita por Kreuzer y Krchgessner (1991).

Las piezas Oseas se sometieron a un tratamiento distinto, que consistié en la desecacion de
los huesos en una estufa a 95°C durante 24 h, seguido de un desengrasado con nHexano
durante 12 h y posteriormente con éter de petréleo durante otras 12 h. Después se introdujeron
en una estufa de aire forzado a una T2 de 95°C durante 5-6 h para estimar su peso seco (Ros,
1995).

Las muestras fecales, una vez congeladas a una T2 de —20°C, se descongelaron y
posteriormente se desecaron durante 3 dias a 80°C en una estufa de aire forzado hasta obtener
un peso constante. Posteriormente se homogenizaron y se almacenaron hasta su posterior

andlisis.

En cuanto a la preparacion de la orina, ésta no requiri6 una preparacion especial, salvo la

adicion de HCL 0.5 M y el proceso de filtracién segin se ha descrito en la seccion anterior.

3.2.4. Obtenciodn de cenizas y determinacion del contenido mineral

Las piezas anatomicas liofilizadas se pesaron e incineraron integramente en una mufla a
550° C durante 24 h, salvo en el caso del higado del que soélo se utiliz6 una cantidad de 0.5 g del
liofilizado. De las muestras de heces desecadas y molidas se incineré también una pequefia
porcion (0.5 g) del homogeneizado durante 12 h a 550°C. Una vez obtenidas las cenizas de las
piezas anatoémicas y de las muestras de heces se procedio a la determinacion del contenido en
hierro por espectrofotometria de absorcién atomica (EAA) siguiendo el método 985.35 de la
AOAC (1999).
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Reactivos utilizados

> Acido clorhidrico (37%) calidad Suprapur (HCI) (Merck, Darmstadt, Alemania)
> Acido nitrico calidad Suprapur (HNO;) (Merck, Darmstadt, Alemania)
» Agua desionizada
» Solucién stock-patron de 1000 mg/l (Fluka, Buchs, Suiza):
» Hierro (n° cat. 44093)

Material y equipo utilizado

> Balanza de precision modelo ER-180A (Salter, Tokio, Japon)

» Crisoles de porcelana C-4 (KPM, Berlin, Alemania)

» Espectofotometro de absorcion atébmica modelo 3100 (Perkin-Elmer, Norwalk, U.S.A.)
» Horno mufla modelo L3/S (Naberthem, Bremen, Alemania)

» Matraces aforados de 50 y 100 ml (Pobel, Madrid, Espafia)

» Placa calefactora (P-Selecta, Barcelona, Espafa)

Limpieza del material de laboratorio

Todo el material de vidrio y los crisoles de porcelana utilizados en la determinacién del
contenido mineral fueron lavados durante 24h en &cido nitrico (HNO3) al 10% para arrastrar
cualquier tipo de impurezas adheridas a las paredes del material, y posteriormente enjuagados

tres veces con agua desionizada.

Procedimiento

Una vez obtenidas las cenizas de las distintas piezas anatémicas y muestras de heces, éstas
fueron recogidas con 2 mL de HNO; puro y 5 ml de (HCI 37%), agitando suavemente sobre una
placa calefactora hasta aproximadamente la mitad de su evaporacion. La solucion obtenida fue
llevada a un matraz de 50 ml, al cual se le adicionaron los volimenes de lavado de los crisoles,
enrasando finalmente con agua desionizada. En el caso de las muestras de orina, se tomaron
alicuotas de 0.5 ml de la misma y se llevaron hasta 50 ml en un matraz aforado, para su posterior
lectura en el espectrofotometro de absorcion atdmica. Las condiciones instrumentales se

encuentran descritas en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones instrumentales establecidas para la determinacion del hierro

Elemento mineral Longitud de onda  Apertura de rendija Sensibilidad del chequeo
(nm) (nm) (mg /L)
Fe 248.3 0.2 5.0
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La calibracion se realizo utilizando distintas diluciones del patron del elemento mineral. En la
Tabla 14 se muestran las concentraciones escogidas para elaborar la recta de calibrado asi como

la ecuacion de la recta obtenida.

Tabla 14. Concentraciones de los patrones utilizados, ecuacion de la recta de calibrado y coeficiente de
linealidad (R?) para la recta patron.

Mineral Concentracion (ppm) Ecuacion de la rectal R?
1 2 3 4 5
Fe * * * * * y = 2,86-10° + 4,76-102% x 0,998

* Concentracion (ppm) utilizada para elaborar la ecuacion de la recta.
! Definicion de las variables dependientes e independientes de la ecuacion de la recta. y = concentracién del
elemento; x = absorbancia.

3.2.5. Determinacion de parametros hematoldgicos

Reactivos utilizados

» Anticoagulante heparina (Analema, Vigo, Espafia)

Material v equipo utilizados

» Contador celular Vet ABC (Veterinary Animal Blood Counter, ABX Diagnostics, Montpellier,
Francia)
» Tubos de plastico de poliestireno (Vidra Foc, Espafia)

» Viales eppendorf (Tecnoquim S.L. Espafia)

Procedimiento

El analisis hematologico fue realizado inmediatamente después de la obtencion de la muestra
sanguinea para evitar cualquier tipo de alteracion debida al paso del tiempo. En el caso de no ser
analizada en 23 horas, la sangre se refriger6 a 4°C durante 24 horas. De cada animal se
obtuvieron 4-5 mL de sangre en total, distribuyéndose en viales eppendorf de 1.5 ml de
capacidad para la posterior determinacion de la concentracion de hemoglobina, valor
hematocrito, proteinas plasmaticas, y los indices eritrocitarios: volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) en un contador celular. El resto de la sangre fue distribuida en tubos de plastico de

poliestireno previamente heparinizados para la determinacion de los parametros bioquimicos.

3.2.6. Determinaciéon de parametros bioquimicos

Material y equipo utilizado

» Autoanalizador Cobas Mira Plus (Abx, Abx diagnostics, Montpellier, Francia)
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» Centrifuga modelo 5416 (Eppendorf, Hamburg, Alemania)

» Tubos de plastico de poliestireno (Vidra Foc, Espafia)
Procedimiento

La valoraciéon de los pardmetros bioquimicos se realizd sobre el plasma heparinizado de las

muestras de sangre centrifugadas a 3500 x g durante 10 min.

Para la cuantificacion del hierro sérico se utilizo una determinacion colorimétrica con
Ferrozine® (Hach Chemical Co., Ames, lowa, U.S.A.) / acido ascorbico. El fundamento de este
método consiste en liberar el hierro que se encuentra unido a la transferrina por la adicion de
clorhidrato de guanidina. Posteriormente el hierro férrico liberado es reducido a hierro ferroso por
la accion del acido ascérbico. El hierro ferroso forma con el Ferrozine® un complejo color rojo. La
intensidad de la coloracion es directamente proporcional a la concentracion de hierro y se mide
fotométricamente a una longitud de onda de 562 nm. La ecuacion aplicada para la determinacion

del hierro sérico fue la siguiente:

Hierro sérico (pg/loo ml) = AmAA n

p

Donde A, es la absorbancia de la muestra, A, es la absorbancia del blanco (reactivo

colorimétrico), A, es la absorbancia del patron y n es el factor de conversion.

La capacidad total de fijacion de hierro (CTFH) se encuentra aumentada en la anemia
ferropénica, en la pérdida de sangre aguda y cronica, en la hepatitis y en la fase final del
embarazo. Por el contrario, disminuye en la cirrosis hepatica, hemocromatosis y nefrosis. El
fundamento del método es afiadir una solucion saturante de hierro para bloquear la transferrina.
El hierro no fijado es tratado con un agente precipitante (carbonato de magnesio) y
posteriormente se centrifuga a 3000 rpm durante 15 min. El hierro ligado a la transferrina se
valora directamente en el sobrenadante y se procesa como una muestra para la determinacion

del hierro sérico. La ecuacion aplicada para la determinacion del CTFH es:

CTFH (pg/100 mi)= Am .
Ap




Donde A, es la absorbancia de la muestra, A, es la absorbancia del patréon, C, es la
concentracion del patron expresado en ng / 100 ml, y n es un factor de dilucion igual a 3.

3.2.7. Célculos realizados para la evaluacion del balance mineral

En la evaluacion del balance mineral se procedié a la determinacién del porcentaje de
absorcion aparente y retencion mineral respecto a la ingestion del mineral estudiado por los

animales segun el tipo de dieta y bebida.

El porcentaje de absorcion aparente (AA) es el porcentaje de absorcion del mineral ingerido
respecto al excretado. El porcentaje de retencion aparente (R) se considera como el porcentaje
mineral retenido por la rata durante la experiencia respecto al mineral ingerido y por dltimo la
relacion entre la retencion y la absorcion (R/A), la cual nos indica las pérdidas de hierro por la

orina. Estos parametros fueron calculados segun las siguientes formulas:

- EH).

AA (%) = ( 100

(I- EH - EO)

R (%) = " 100

Donde | es la cantidad de mineral ingerido por al rata durante el balance; EH es la cantidad
de mineral excretado en las heces durante el periodo de balance; y EO es la cantidad de mineral

excretado por la orina durante el periodo de balance.
3.2.8. indices de la biodisponibilidad del hierro
3.2.8.1. Porcentaje de la biodisponibilidad.

Se valoré utilizando la determinacion de la eficacia de la regeneracién de la hemoglobina
(ERH). Esta se calcula como el porcentaje del hierro afiadido consumido que fue retenido en la
hemoglobina circulante (Mahoney y Hendrick, 1982; Forbes y col., 1989).

ERH (%) = [(HbFe; — HbFe) x 100] / InFeTo

Donde HbFe; es el contenido de hierro de la hemoglobina al final del periodo de replecion;

HbFe; es el contenido de hierro de la hemoglobina al inicio del periodo de replecion, y InFeTo es
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la ingesta de hierro total durante el periodo de replecion, calculado como el producto de la
concentracion del hierro dietético por la cantidad de alimento consumido por cada animal durante
el experimento. La HbFe fue calculada considerando un volumen de sangre de 0.067 ml sangre /

g peso corporal de la rata, y un contenido de hierro en la hemoglobina de 3.4 mg Fe / g Hb.

HbFe = Peso corporal (g) x Hb (g/1) x 0.067 mL / g x 3.4 mg Fe / g Hb

3.2.8.2. Utilizacion del hierro:

Esta variable relaciona la ERH con el porcentaje de hierro del néctar.

Utilizacién del hierro (mg) = (% ERH x % Fe néctar) / 100

3.2.8.3. Valor de la biodisponibilidad relativa (VBR).

Calculado como el cociente entre la ERH o utilizacion del hierro de la fuente de hierro

estudiada y la ERH o utilizacion del hierro de la fuente de hierro de referencia (sulfato ferroso).

VBR = (Utilizacion del hierro de la fuente de hierro estudiada x 100) / (Utilizacion del

hierro de la fuente de hierro de referencia)

3.2.8.4. Medida de la curva de la concentracion de hierro sérico (CHS).

Este método esta basado en el trazado de las concentraciones de hierro sérico después de la
administracion por via oral de los compuestos de hierro a las ratas (Ekenved y col., 1976). A
diferencia de los métodos establecidos por Dietzfelbinger (1987) y Ekenved y col. (1976),
nosotros partimos de ratas deficientes en hierro (hb<6 g/dl). Antes de iniciar el ensayo, se
seleccionaron 5 ratas para cada compuesto de hierro con pesos similares. Los compuestos de
hierro en estudio (pirofosfato férrico micronizado, bisglicinato ferroso y sulfato ferroso) se
administraron con el néctar de frutas. La dosis fue de 2 mg Fe / Kg de peso corporal, segun se
recomienda en la técnica utilizada Dietzfelbinger (1987) y Ekenved y col. (1976). La toma de
sangre se realizé a las 0.5, 1, 2, 4 y 12 horas de la administracién del néctar. Los valores del area
bajo la curva (ABC) para los compuestos de hierro fueron calculados como la cantidad de hierro

sérico total. Se calcul6 la diferencia entre el ABC del PFM y BF, y la del SF (como control)
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3.3. Deteccion y cuantificacion de radicales hidroxilo en muestras fecales

Reactivos utilizados

V V V V V V V V V V V VYV VYV V VYV V

D-Glucosa (Sigma, St. Louis, U.S.A.)

Acido etilendiaminotetracético, sal sodica (Na,EDTA (Sigma St. Louis, U.S.A.)
Tabletas de Tris salino tamponadas (Sigma St. Louis, U.S.A.)

Acido metanosulfinico, sal sédica (CH;SO,Na) (Sigma St. Louis, U.S.A.)
Acido benzenosulfinico, sal sédica (CsHsSO,Na) (Sigma St. Louis, U.S.A.)
Acido clorhidrico (HCI) 12 M (Merck, Darmstandt, Alemania)

Acido clorhidrico (HCI) 1 M (Merck, Darmstandt, Alemania)

Hidréxido sodico (NaOH) 1 M (Merck, Darmstandt, Alemania)

Acido sulfurico (H,SO4) 1 M (Merck, Darmstandt, Alemania)

Acetato sodico (CHsCO,Na) 0.5 M (Merck, Darmstandt, Alemania)

Acido acético glacial (CH;COOH) 0.5 M (Merck, Darmstandt, Alemania)
n-butanol (Panreac, Barcelona, Espafa)

Piridina (Fluka, Buchs, Suiza)

Sal Fast Blue BB (C;;H;gN305Cl x %2 ZnCl) 0.03M (Sigma St. Louis, U.S.A.)
Tolueno (Panreac, Barcelona, Espafia)

Dimetil sulfoxido ((CH3), SO) (Sigma St. Louis, U.S.A.)

Preparacién de soluciones

>

de agua desionizada conteniendo un 5% de dimetil sulféxido (0.7 mol/l), glucosa (0.1%), y

Medio de incubacion salino tris-tamponado. Una tableta del tampon se disolvié en 15 mL

Na,EDTA (50 mmol/l) a 37°C.

>

de la sal y se disolvieron en 25 ml de agua destilada para obtener una concentracién 0.01M. A

partir de la soluciébn madre se prepararon los patrones necesarios para la recta de calibracion. Las

Solucién Madre de la sal sédica del acido bencenosulfinico, (ABS). Se pesaron 0.04104 g

concentraciones de los patrones fueron los siguientes:

0 nmol/I, 10 mmol/I, 30 mmol/I, 50 mmol/l, y 70 mmol/I.

>

Tampon acetato sédico. Se prepar6é 0.5 mol/l de acetato sédico y 0.5 mol/l de éacido

acético, en una proporcion 2:1 hasta obtener un pH 5.0.

Material y equipo utilizados

>
>

Tubos de vidrio con rosca (Vidra Foc, Espafia)

Tubos de ensayo (Vidra Foc, Espafia)
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Pipetas Pasteur de plastico (Vidra Foc, Espafia)

Parafilm “M” (Chicago, lllinois, U.S.A.)

pH-metro Basic 20 (Crison instruments S.A., Barcelona, Espafa)

Centrifuga modelo 5804 R (Eppendorf, Hamburg, Alemania)

Espectrofotometro de absorcion molecular modelo U-2000 (Hitachi, Tokio, Japon)

Matraces aforados de vidrio (Vidra Foc, Espafia)

YV V V V VYV VYV VY

Bafio termostatico modelo Prescisdig (P-Selecta )

Procedimiento

El efecto del hierro dietético sobre la produccion de radicales libres en muestras fecales fue

desarrollado por Babbs y Gale (1987), y Babbs y Steiner (1990) y se basa en la reaccién:

0 0
| ) |
HC-S- CH; + OH & CH; + HC—S—OH

Dimetil sulféxido Acido metanosulfinico

En nuestro ensayo hemos cuantificado acido bencenosulfinico en vez del metanosulfinico al
ser un compuesto mas estable e igual de atil para su utilizacion en este método (comunicacion

personal del autor del ensayo Charles F. Babbs).

Una porcion de las heces obtenidas durante los tres periodos de balance, se destinaron
directamente en fresco para la determinacion de la capacidad de generacion de radicales libres.
De cada muestra fecal se tomaron 1-2 g de peso fresco y se incubaron en tubos de ensayo con
10 ml del medio salino tris-tamponado (pH 7.0), sellados ligeramente con parafilm para permitir
el escape de gas mientras se mantiene una baja tension para el oxigeno. Los tubos de ensayo se
incubaron en un bafio termostatico a 37°C durante toda la

noche. Posteriormente, fueron centrifugados a 900 x g durante 10 min. a T2 ambiente. El
sobrenadante obtenido se transfiri6 un nuevo tubo y se llevé a pH 1.0 con HCI 12 M y luego a pH
7.4 afadiendo NaOH 1 M. Se volvieron a centrifugar a 900 x g durante 10 min. a T2 ambiente, y
los sobrenadantes (donde se encuentra la mayoria del &cido sulfinico) se almacenaron a —20°C
hasta la posterior determinacion del &cido bencenosulfinico. Los patrones fueron preparados
inmediatamente antes de cada ensayo (la preparacion de los patrones se describe en el punto
preparacion de las soluciones), y tanto los patrones como las muestras se procesaron de gual

manera.
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Una alicuota con 2 ml de cada sobrenadante se mezcl6 con 0.2 ml H,SO, 1M y con 4 mL de
n-butanol. La fase superior se transfiri6 a otro tubo donde se le afiadieron 2 ml del tampdn
acetato sodico (0.5 M, pH 5.0) y posteriormente se centrifugé a 500 x g durante 3 min. Se
descarto la fase superior y la fase inferior se ajusto a pH 3.5 con HCI 1M, luego se mezcl6 con la
sal Fast Blue BB (0.03 M) para formar un producto coloreado (amarillo canario). El color
desarrollado esta basado en la reaccion de organo-sulfinatos con sales diazonas altamente
coloreadas, descritas por Ritchie y col. (1961), para formar diazosulfonas que son secuestradas

selectivamente con disolventes orgéanicos.

)

CH;SOOH + Ar —=N=N"= Ar —=NN —=S —CH; + H*
Acido sulfinico  Sal diazona

|
o)

Diazosulfona

La formacién del producto coloreado tiene lugar tras 10 min. en la oscuridad, pasado ese
tiempo se afiadio a cada tubo 1.5 mL de tolueno: n-butanol (3:1 en volumen) y se mezclo
durante 2 min., posteriormente los tubos fueron centrifugados a baja velocidad durante 3 min. La
fase superior (tolueno — butanol) es retirada y transferida a otros tubos, donde se le afiaden 2 mL
de agua saturada en butanol, para eliminar lo que queda de la sal diazona que no ha
reaccionado. Se vuelven a centrifugar (500 x g) durante 3 min. y la fase superior que contiene las
diazosulfonas son transferidas a cubetas. A cada cubeta se le adicioné 0.1 mL de piridina — &acido
acético glacial (95:5) para estabilizar el color. Las muestras fueron leidas en un
espectrofotometro de absorcion molecular a 420 nm frente a un blanco preparado de la misma
manera que las muestras. En la Tabla 15 se representan las diferentes ecuaciones obtenidas en
la determinacion del acido bencenosulfinico en funcién de cada periodo de balance y estudio Se
realizé la determinacion del ABS en el primer y tercer balance de cada estudio, excluyendo el

segundo balance como periodo intermedio.
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Tabla 15. Ecuacion de la recta de calibrado y coeficiente de linealidad (R?) para
cada estudio y periodo de balance.

Periodo de Balance Ecuacién de la rectal R?

Estudio | 1°" Balance y = 0,0095 x + 0,0073 0,9990
er —

3 Balance y = 0,0091 x — 0,0023 0,9999

Estudi 1¢" Balance y = 0,0096 x — 0,0034 0,9997
studio Il or B

3% Balance y = 0,0092 x — 0,0168 0,9976

: 1°" Balance y = 0,0078 x — 0,0137 0,9946

Estudio 111 3 Balance y = 0,0078 x — 0,0134 0,9946

. 1¢" Balance y = 0,0085 x — 0 0034 0,9990

Estudio 1V 3 Balance y = 0,0099 x — 0,0118 0,9957

. 1¢" Balance y = 0,0092 x + 0,0097 0,9978

Estudio V 3¢ Balance y = 0,0104 x + 0,0103 0,9992

Definicion de las variables dependientes e independientes de la ecuacion de la recta. y =

absorbancia; x = concentracién del &cido bencenosulfinico.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

En los cinco estudios en los que se dividio la presente tesis fue realizado un analisis de
varianza (ANOVA) para comprobar si existen diferencias en la administracion del néctar
enriquecido con SF o PFM junto con/sin la vitamina o vitaminas correspondientes segun el
estudio, sobre los parametros peso corporal nicial y final, ganancia de peso, ingesta total de
alimento, parametros relacionados con el balance mineral del hierro, parametros relacionados con
los indices de biodisponibilidad y la utilizacion del hierro, pardmetros hematol6gicos y
bioquimicos, en las concentraciones de hierro en los érganos y en la produccion de radicales
hidroxilo medidos a los animales, durante cada uno de los tres periodos de replecion. En aquellos
casos en los que se detectaron diferencias debidas a las anteriores fuentes de variacion se realizé

un analisis de comparaciones multiples por parejas utilizando las pruebas de Tukey y T3 Dunnett.

Uno de los métodos de medicion de la biodisponibilidad del hierro de los diferentes
compuestos de hierro se basa en el calculo de bs valores del area bajo la curva (ABC) obtenidos
tras la determinacion del hierro sérico en diferentes tiempos tras la ingesta del néctar problema,
para ello se utilizo el programa WinNonlin Professional 5.0 (Pharsight Corporation, USA), que

realiza un analisis no compartimental de los datos.

Para establecer una relacion entre dos o0 mas variables cuantitativas se realizé un analisis de
correlacion, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson a un nivel de significacion de 0,05.
Ademas, se realiz6 un analiss de regresion multiple de los cambios en la hemoglobina (ganancia
o0 cambio de la hemoglobina y la ganancia de hierro en la hemoglobina) relativos a la ingesta de
hierro para cada fuente de hierro durante los tres periodos de replecion, con el fin de observar

relaciones de dependencia entre las variables.

Para poder seleccionar el tipo de néctar mas idoneo por sus ingredientes (compuesto de
hierro, vitaminas y/o FOS), se procedi6 al analisis de conglomerados, o analisis cluster que tiene
como objetivo lograr una clasificacion o agrupamiento de los individuos en grupos homogéneos,
segun el comportamiento de éstos en una serie de variables, que en nuestro caso fueron: los

porcentajes de absorcion y retencion aparente y la eficiencia de regeneracion de la hemoglobina.

En todos los casos un valor de p<0,05 fue considerado como significativo. Los resultados de
la presente tesis muestran el valor medio y el error tipico obtenido de seis ratas por cada néctar
problema. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa informatico SPSS para Windows
version 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1% ESTUDIO

1. Biodisponibilidad del pirofosfato férrico micronizado (PFM) empleado en el
enriquecimiento del néctar de frutas. Método de la Eficiencia de Regeneraciéon de la
Hemoglobina (ERH).

Este método estd basado en la replecion de la hemoglobina en ratas anémicas después de la
suplementacion con una fuente de hierro problema, teniendo como referencia la sal de hierro
sulfato ferroso (SF) que se administra a un grupo control de ratas (Mahoney y Hendricks., 1982;
Zhang y col., 1989).

1.1. Crecimiento y consumo de alimento

Durante el estudio fueron medidos distintos parametros fisiolégicos en los animales, tales
como el peso corporal inicial y final la ganancia de peso, y la ingesta total de alimento (dieta
AIN-93G + néctar), con el objetivo de evaluar posibles diferencias como consecuencia del

consumo de los diferentes tipos de néctar enriquecidos con PFM o SF.

La Tabla 1.1 muestra el analiss de varianza realizado en los parametros medidos a los
animales para evaluar el crecimiento de los mismos: peso corporal inicial y final ganancia de
peso, ingesta total de alimento (ingesta de la dieta + ingesta del néctar), durante el periodo de
replecbn. Tal y como se muestra, todos estos parametros, excepto el peso finalen el 2° balance,
no se vieron afectados significativamente (p>0.05) por el consumo de ambos tipos de néctar,
presentando los dos grupos de animales un ritmo de crecimiento muy similar.

Tabla 1.1. Andlisis de varianza del peso corporal inicial y final, ganancia de peso e ingesta

total de alimento tras la administracion del SF o PFM afiadidos a un néctar de frutas,
durante los tres periodos de balance.

Variables 1°" Balance 2% Balance 3¢ Balance
Peso corporal inicial NS NS NS
Peso corporal final NS * NS
Ganancia de peso NS NS NS
Ingestion total de alimento NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; NS = no significacion

En la Tabla 1.2 se muestran los valores medios y el error tipico de los parametros
relacionados con el crecimiento y la ingesta en las ratas alimentadas con el néctar 1 y 2

(descritos en la Tabla 11 de la seccion Material y Métodos) durante los tres periodos de balance.

Para poder describir mejor los cambios més significativos en los parametros fisiologicos,

primero se comparo6 entre si el efecto de los dos tipos de néctar en cada periodo de balance, y
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después con respecto al grupo en deplecion (excepto en la ingesta total, puesto que las ratas en
deplecbn no tomaron néctar). También se estudid la evolucion de cada uno de estos parametros
a lo largo de los tres periodos de balance.

Tabla 1.2. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracién del SF o PFM afiadidos a un
néctar de frutas durante el periodo de deplecién — replecion.

Néctar S Peso inicial (g) Peso final (g) Ganancia en Ingesta total de
peso (9) alimento (g)
Deplecién - 152,57 + 26,48 161,90 + 26,79 9,33 + 4,37 28,00 + 2,65
@
Repleciéon
®)
1% Period SF 155,03 + 17,67 167,20 + 17,20 10,30 + 4,33 177,66 + 18,57
enodo ey 158,00 + 10,79 172,85 + 10,94 12,47 + 2,65 226,57 + 41,28
20 period SF 229,75 £7,14" 243,45 +3,43"" 13,70 £ 6,43 282,20 + 13,24
erodo ey 197,95 +10,29” 215,30 + 9,30"" 17,35 + 2,40 306,23 + 20,72
3 Period SF 225,55 + 16,04 " 248,33+ 15,67 22,78 £4,22 " 256,58 + 48,12 "
ernodo oy 195,83 + 20,43 208,05 + 24,19 12,23 + 4,68 253,86 + 69,50 /*

Cada valor representa la media + error tipico, n=6

&b Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada pardmetro y en cada periodo de replecién muestran diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

™ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecion indica diferencias
significativas (p<0,05) con respecto al periodo de deplecion.
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

En el 1°" periodo de balance, los pesos iniciales y finales de los grupos de ratas alimentadas
con dos tipos de néctar (155,03 y 167,20 g para el SF y 158,00 y 172,85 g para el PFM,
respectivamente) fueron similares entre si y muy semejantes al grupo en deplecién (152,57 y
161,0 g, respectivamente). Este hecho se relaciona con la similitud encontrada en la ganancia en
peso para todos los grupos, incluso en las ratas en deplecién. La ingesta total de alimento fue
ligeramente superior en las ratas que ingerian el néctar con PFM (226,57 g), aunque no
existieron diferencias significativas debido a la alta variacion entre individuos al compararlos con

las ratas que ingerian el néctar con SF.

En el 2° periodo de balance el tipo de néctar ingerido afecté significativamente (p<0,05) al
peso final, siendo mayor para el grupo SF (243,45 g). Los pesos iniciales y finales de los animales
fueron estadisticamente superiores a los del grupo en deplecion, los cual es I6gico debido a que
la ingesta total de alimento fue superior en esta etapa. Sin embargo, al igual que en el '
periodo de balance, la ganancia de peso aunque fue ligeramente superior, no mostro diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) con el grupo en deplecion.

Finalizado el 3" periodo de balance, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de ratas que ingirieron el néctar con PFM é SF. Es decir, ambos grupos mostraron un
ritmo de crecimiento muy similar. Sin embargo, si hubo diferencias significativas (p<0,05) en la

ganancia en peso de los animales que ingirieron el néctar con SF (22,78 g) en comparacion con

las ratas en deplecion (9,33 g).
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En resumen, durante las tres semanas que durd el periodo de replecion, los efectos del
néctar enriquecido con PFM o SF sobre el crecimiento y la ingesta total, fueron muy similares.
Aungue en principio se observaron diferencias en los pesos iniciales y finales, estas no fueron
estadisticamente significativas. Este hecho probablemente se debe a la elevada variabilidad de las

respuestas entre los individuos estudiados pertenecientes a un mismo grupo.

1.2. Balance mineral

La Tabla 1.3 muestra el balance mineral del hierro en los tres periodos, tiempo en los que se
administré a las ratas el néctar enriquecido con los diferentes compuestos de hierro. El grupo en
deplecion fue desestimado por presentar valores negativos en el balance del hierro, porcentajes
de absorcion, retencién y la relaciébn entre ambos. El balance negativo se debe a una mayor
pérdida de hierro a través de las heces y a una baja ingesta de mineral (2,5 mg Fe/Kg), situacion
gue tiene lugar en un estado de deficiencia en hierro, donde las reservas de hierro, el transporte

del hierro y la produccion de enzimas y proteinas con hierro van disminuyendo.

En el 1° periodo de balance, la cantidad de hierro ingerido en el grupo de ratas alimentadas
con el néctar PFM (11,16 mg) fue estadisticamente superior (p<0,05) al grupo alimentado con el
néctar SF (7,93 mg). La excrecién fecal fue similar en ambos grupos, en cambio la excrecion
urinaria fue estadisticamente superior (p<0,05) para el grupo alimentado con el néctar SF (22,21
pg) frente al grupo alimentado con PFM (4,21 pg). A pesar de las diferencias en la ingesta de
hierro y en la excrecion urinaria, el balance de hierro, el porcentaje de absorcion y retencién
aparente no se vieron afectados. Al ser las pérdidas de hierro en la orina tan bajas, los
porcentajes de retencion aparente apenas se diferencian de los porcentajes de absorcion
aparente. Una cifra cercana a 1 en el cociente entre la retencién y la absorcion aparente, nos

indica que las pérdidas de hierro en la orina son pequefias y viceversa (Sarria y Vaquero., 2004).

En el 2° y 3°" periodo de balance, no se observé ningun efecto segln el tipo de néctar (PFM
0 SF) en los pardmetros evaluados para el célculo cel balance mineral durante el periodo de

replecion.
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Tabla 1.3. Absorcién y retencion del hierro, tras la administracion del SF y PFM a un néctar de frutas durante los tres periodos de replecion.

Néctar Ingesta (mg Fe) Excrecion fecal Excrecion Balance del Absorcion Retencion® Retencion x100
(mg Fe) urinaria (mg Fe) hierro®* (mg) aparente? (%6) (%0) / Absorcion
(c)

Repleciéon
1°" Period SF 7,93 + 0,95 1,47 £0,15" 22,21+590°  6,45+0,97® 80,33+3,85®  80,04+3,84" 99,65 + 0,08
erodo  pry 11,16 + 3,582 1,54 £ 0,68/ 4,21 £ 1,63 9,62+£1,77 8565+343/2  8550+3,40% 99,82 + 0,08
26 Period SF 12,09+ 0,60 " 3,89 £0,397 42,40+12,80  8,20+0,61* 67,74+3,33"  67,32+325" 99,40 £ 0,12
ernodo  pey 13,67+ 1,13 4,20 0,617 22,01+393/2  947+0095 69,25+324%  69,06+3,23"% 99,72 +0,05
f period SF 10,81+2,29 " 6,27 + 1,317 29,92 +5,28 454 +1,01®  41,90+1,34 " 41,60+1,31" 99,29 +0,12
3% Periodo ) 12,46 + 1,99 6,66 + 0,457 19,09 + 3,69 /2 581+1,62 44,88+6,06%  44,870+6,06° 99,28 +0,29

Media + Error tipico, n=6

&b piferentes letras dentro de la misma columna, para cada pardmetro y en cada periodo de replecion muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

/#¢ Diferentes letras dentro de la misma columna para un mismo compuesto (SF y PFM) indican diferencias significativas (p < 0.05) para cada uno de los tres periodos de replecion.
!Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)
2Absorcion aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
®Retencion (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecién fecal (mg) + Excrecién urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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En general, en situaciones de estrés fisiologico, como la hipoxia (Wheby y Crosby, 1964),
anemia Conrad y col., 1964, Weintraub y col., 1965a), deplecion de las reservas de hierro
(Conrad y Croshy., 1963; Charlton y col., 1965) y una alimentacion baja en hierro (Bannerman y
col., 1962; Wheby y Crosby, 1964; Oates y Morgan, 1996) la absorcion del hierro aumenta. Por
este motivo los elevados valores en el porcentaje de absorcion aparente (80,33% para SF y
85,65% para PFM) durante el " periodo de replecion estan justificados. Sin embargo, el
porcentaje de absorcién aparente en las ratas alimentadas con el néctar SF o PFM disminuyeron
progresivamente en el 2° (67,74% para SF y 69,25% para PFM), y 3’ periodo de replecién
(41,90% para SF y 44,70% para PFM) debido a que las necesidades del mineral se van cubriendo
al suministrar un aporte de hierro de forma continuada. Esta disminucion en el porcentaje de
absorcion aparente esta inversamente correlacionada con la excrecion fecal tanto en las ratas
alimentadas con el néctar PFM (r = - 0,899; p<0,01) como en las ratas alimentadas con el néctar
SF (r = -0,802; p<0,01). Ademas, la ingesta de hierro en ambos grupos de ratas aumento6 hasta
el 2° periodo de replecion, disminuyendo ligeramente en el 3" periodo de replecion, este
aumento solamente fue significativo (p<0,05) para el grupo de ratas alimentadas con el néctar
SF.

Si relacionamos la ingesta de hierro con el balance del hierro existe una correlacion positiva
entre ambos parametros, siendo para el grupo de ratas alimentadas con el néctar SF (r = 0,634;
p<0,05) y para el néctar PFM (r = 0,729; p<0,01), pero en cambio no existe una relacion
significativa entre la ingesta de hierro y el porcentaje de absorcion aparente. Este mismo
planteamiento también fue sugerido por Cook y col (1973) y Layrisse y Garcia-Casal (1997) los
cuales observaron que el porcentaje de absorcién aparente disminuia a medida que la ingesta de
hierro aumentaba, pero que el hierro total absorbido (balance del hierro) era mas elevado. Este

hecho lo hemos comprobado entre el 1°" y 2° periodo de replecion.
1.3. Biodisponibilidad y utilizacion del hierro

La biodisponibilidad del hierro puede ser cuantificada como la cantidad de hierro adquirida
por la hemoglobina durante el periodo de replecion (Anderson y col., 1972; Mahoney y col.,
1974).

1.3.1. Eficiencia de la regeneracién de la hemoglobina (ERH)

En la Tabla 1.4 se muestran los valores obtenidos de los parametros necesarios para el
célculo de la eficiencia de la regeneracion de la hemoglobina (ERH) y el valor bioldgico relativo
(VBR): ganancia en peso, ingesta de hierro, hemoglobina inicial (Hb;), hemoglobina final (Hby),

hierro en la hemoglobina inicial (FeHb;), y hierro en la hemoglobina final (FeHby). Destacar que
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las variables ganancia en peso e ingesta de hierro, no coinciden con la tabla anterior (Tabla 1.3),
puesto que en este caso los célculos se realizaron desde el inicio del periodo de replecién hasta el
final de cada periodo (ver Material y Métodos), ademas esta misma situacion también tuvo lugar
en los posteriores estudios. La concentracion de la Hb; se obtuvo al final del periodo de deplecion
(4 semanas), coincidiendo con el inicio del periodo de replecién. Al final de cada periodo de
balance y tras el sacrificio de los animales se determind la concentracién de la Hb;. Como se
puede observar, en el 1*' periodo de repleciéon la ganancia de hierro en la Hb (diferencia entre
FeHb; y FeHb;) tanto para bs ratas alimentadas con el néctar SF (1,39 mg) como con el néctar
PFM (1,43 mg), fue muy similar. Los niveles de Hb; en ambos grupos de ratas fueron ligeramente
mas elevados que el nivel de referencia que establece el método oficial de la AOAC 974.31, (<
6,0 g/dl). El motivo fue no causar un excesivo sufrimiento a los animales, puesto que tras 5
semanas con una alimentacién deficiente en hierro y varios desangrados no alcanzaron dicho

valor por lo que decidimos comenzar el periodo de replecion.

Al final del 1°" periodo de replecion los niveles de Hb en ambos grupos fueron >11,1 g/dl.
Este es el limite inferior del rango que hemos tomado como referencia segun Kaneko (1989) (ver
Tabla 1.5), siendo para el grupo SF (11,68 g/dl) y para el grupo PFM (11,35 g/dl). El porcentaje
de la biodisponibilidad del hierro, expresado como ERH, para el grupo SF (20,55%) fue
estadisticamente superior (p<0,05) al grupo PFM (14,80%). Este valor nos indica la proporcion
del contenido en hierro presente en el néctar que fue utilizado por las ratas para la sintesis de la
Hb en la médula 6sea. Este método fue empleado por Sakaguchi y col. (2004) para determinar la
biodisponibilidad del PFM afiadido a una dieta estandar, y dichos autores encontraron valores de
ERH superiores a un 50% para el PFM, sin hallar diferencias estadisticamente significativas con el
SF, tras un periodo de dos semanas. La diferencia posiblemente se deba a la ingesta de hierro
durante las dos semanas de balance que durdé nuestro estudio, que fue 3 veces superior al de
estos autores. La elevada ingesta puede deberse a que en nuestro ensayo la administracion del
hierro se realiz6 a través de un alimento liquido, siendo la ingesta media de néctar por cada
animal de = 50 ml/dia. Otra explicacion de estas diferencias tan notables puede estar en la
ausencia de vitaminas en la dieta y néctar que empleamos. Por otra parte, si calculamos el
contenido de hierro del néctar utilizado por las ratas (utilizaciéon del hierro en mg) podemos
comprobar, segun Tabla 1.4, que segun el tipo de compuesto las diferencias son
estadisticamente significativas, siendo este valor superior al grupo SF (1,01 mg) en relacién al
grupo PFM (0,73 mg). Podemos concluir por tanto que, en estas condiciones, la utilizacion del SF

fue muy superior a la delPFM.

El VBR (Biodisponibilidad relativa), expresa la utilizacibn de un compuesto de hierro en

relacion al estdndar de referencia SF, es por tanto, el cociente de la ERH del compuesto problema
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(en nuestro estudio, el FPM) y la ERH del SF en el mismo alimento (en nuestro caso el néctar).
Por tanto, en este 1°" periodo de replecion el VBR del PFM fue del 71%. No hemos encontrado
estudios en la bibliografia cientifica sobre la biodisponibilidad del hierro afiadido a bebidas de este
tipo en ratas, sin embargo cuando el compuesto de hierro PFM se afiade a una dieta estandar los
valores encontrados fueron de 105% (Sakaguchi y col., 2004), y entre 86% y 104% (Wegmdller
y col., 2004).

En el 2° periodo de replecion, la ganancia de hierro en la Hb fue similar y no significativa
(p>0,05) para ambos grupos de ratas alimentadas con el néctar SF 6 PFM (4,51 y 4,13 mg Fe,
respectivamente). El periodo de suplementacion de 10 dias, establecido en el 2° periodo de
replecion fue, al igual que en el 1°" periodo de replecion, suficiente para alcanzar los niveles
normales de hemoglobina, que en este caso, llegaron a ser > 14 g/dl. En este caso, la
biodisponibilidad del PFM expresada como ERH fue muy similar a la del SF (13,79% y 16,85%,
respectivamente) al igual que la utilizacion del hierro (0,68 y 0,83 mg, respectivamente).
Ademas, el VBR para el PFM (82%) mejord, aunque no de manera significativa con respecto al 1*

periodo de replecion (72%).

Durante el 3 periodo de balance, los dos grupos de ratas alimentadas con el néctar § y
PFM no mostraron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros evaluados. Podemos
observar que la utilizacion del hierro fue disminuyendo progresivamente a lo largo de los tres
periodos de replecion, debido a que los niveles de Hb se recuperaban paralelamente.
Fisiol6gicamente la absorcion y utilizacién del hierro esta relacionada con los niveles de hierro en
el organismo, légicamente cuando se recuperan las reservas, la absorcién y utilizacion del mineral
en la regeneracion de la hemoglobina seré inferior a los estados anémicos. Buchowski y col.
(1989) encontraron que la ERH y la absorcion aparente de hierro fue mayor en ratas con anemia
severa, siendo inversamente proporcional a la ingesta total de hierro. En nuestro estudio también
encontramos una correlacion negativa entre ambas variables siendo el coeficiente de correlacion
para el grupo alimentado con el néctar SF de r = - 0,803, y para el grupo con el néctar PFM de r

= - 0,774, ambos con un nivel de significacion de p<0,01.
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Tabla 1.4. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacion del hierro y valor bioldgico relativo (VBR) en ratas anémicas alimentadas con un néctar
de frutas enriquecido con diferentes compuestos de hierro (SF o PFM) durante los tres periodos de replecion.

Néctar Ganancia de Ingesta de Hb inicial Hb final Fe Hb Fe Hb final® ERH? (%)  Utilizacion del VBR*
peso (9) Fe (mg) (g/dl) (g/dl) inicial! (mg) (mg) hierro® (mg)
@
Replecion

1er SF  10,30+4,33”% 7,42+1,98° 7.88+0,81% 11,68+0,98" 282+091 4,21+1,23® 2055+427¥ 1,01+0,21° 100
Periodo PFM 12,47+265”* 988+4,21% 7.75+0,78% 11,35+1,91® 2,79+0,57 4,22+1,06® 14,80+ 317" 0,73+ 0,16" 71
pdo SF 38,05+ 3,96 27,47+4,78"° 7,62+0,16"® 14,12+0,37* 3,05+0,76 7,55%0,77% 16,85+ 5,06’ 0,83 + 0,25 100
Periodo PFM  42,12+6,97" 30,33+2,72° 7,50+0,37% 14,47+0,61® 2,96+0,50 7,09+0,78% 1379 +279% 0,68 0,14 82
3er SF 80,50+ 15,73® 56,78+4,58° 6,33 +0,40" 14,00+0,42* 2,30+1,13 7,94+1,19% 10,02 + 1,96" 0,49 + 0,09 100
Periodo PFM  64,30+7,21® 53,04+595° 6,35+053° 1460+051® 256+0,77 6,88+145% 809+ 0,88" 0,40 + 0,04 82

Media + error tipico, n=6

& Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada parametro y en cada periodo de replecién muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
’=¢ Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada pardmetro y compuesto de hierro en todos los periodos de replecién muestran diferencias significativas (p<0,05)

! Fe en Hb se describe en la seccién de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).

2ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ Ingesta de Fe (mg).
3 Utilizacion del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) / 100.

4 VBR = ERH (PFM) / ERH (SF)
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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Debemos destacar que en etapas de deficiencia severa (1°" periodo de replecién), la
utilizacién del SF fue significativamente superior que la del PFM, sin embargo, conforme se
recuperan los valores de hemoglobina en las ratas, la ERH de ambos compuestos se hace
semejante segln pudimos comprobar, en el 3* periodo de replecién. No obstante la VBR sigue

siendo inferior para el PFM.
1.3.2. Relacién entre las modificaciones en la hemoglobina y la ingesta de hierro.

La mejora en la concentracion de hemoglobina final en ambos grupos de ratas fue
claramente significativa (p<0,05) en el 2° y 3* periodo de balance (14,12 y 14,00 g/dl para el
SF; y, 14,47 y 14,60 g/dl para el PFM, respectivamente) con respecto al 1°" periodo (circulo rojo)
(11,68 g/dl para el SFy 11,35 g/dl para PFM) (Tabla 1.4). Este aumento en la concentracion de
la hemoglobina final estd directamente correlacionado con la ingesta total de hierro en ambos
grupos de ratas (r = 0,729; p<0,01). El aumento en la concentracion de la hemoglobina final se
ve reflejada en la cantidad de hierro presente en la hemoglobina final, mostrando las mismas
diferencias significativas (p<0,05) en cada periodo de balance. También se observan
correlaciones entre la cantidad de hierro en la hemoglobina final y la ingesta total de hierro,
siendo para el grupo SF (r = 0,690; p<0,01) y para el grupo PFM (r = 0,750; p<0,01). Para
observar mejor la relacion entre la ganancia de hierro en la hemoglobina y la ganancia de la
hemoglobina frente a la ingesta total de hierro a lo largo del periodo de replecion se realizé un
andlisis de regresion lineal (Figuras 1.1 y 1.2, respectivamente). Este modelo de regresion nos
permite comparar la biodisponibilidad de diferentes compuestos de hierro afiadidos a los
alimentos (Shaw y col., 2000; Sakaguchi y col., 2004; Swain y col., 2003; Wegmdiller y col.,
2004).

—aA— PFM: y = 1,52 + 0,062 X, 12 = 0,65
- A- SFiy =148+ 0,080 %, r> = 0,69

—a— PFM: y = 38,85+ 0,84 X, 12 = 0,61
-A- SF:y=237,38+0,75x, r2 = 0,76

100 A

201 A pEM
A sF

Ganancia de Fe en la hemoglobina (mg/rata)
N

0] 10 20 30 40 50

Ingesta de hierro (mg/rata)

Cambio en la hemoglobina (g/L)

10 1

10 20 30 40 50 60

Ingesta de hierro (mg/rata)

Figuras 1.1 y 1.2. Andlisis de regresion lineal entre las dos medidas de regeneracion de la hemoglobina y la ingesta de hierro
durante el periodo de replecién. () 1°" Periodo de replecién,() 2° Periodo de replecién y(() 3% Periodo de replecion.
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Como se puede observar en las Figuras 1.1 y 1.2, el coeficiente de regresion lineal r* nos
describe la dependencia entre ambas variables, es decir, un elevado valor de r* indica una fuerte
relacién entre las variables en estudio. En este caso, el coeficiente de regresion r* es inferior a
0,7 en la mayoria de las ecuaciones, salvo en la ecuacion que relaciona la ganancia de la
hemoglobina con la ingesta de hierro para el grupo SF, que presenté un valor de r* = 0,76. A
pesar de presentar una relacion de dependencia relativamente baja, todas las ecuaciones

presentaron un nivel de significacion de p<0,001.

En general, las relaciones existentes entre las dos medidas de la regeneracion de la
hemoglobina y la ingesta total de hierro son débiles, en cambio al realizar una correlaciéon entre
ellas, observamos que los coeficientes de correlacion r son ligeramente més elevados que los r°.
Por lo tanto, ambas variables varian conjuntamente, se decir, a medida que aumentaba la
ingesta a lo largo del periodo de replecion la ganancia de la hemoglobina y la ganancia de hierro
en la hemoglobina aumentaban, siendo para el grupo de ratas alimentadas con el néctar SF: r =
0,872; p<0,01 y r = 0,833; p<0,01 respectivamente, y para el grupo de ratas alimentadas con
el néctar PFM: r = 0,782; p<0,01 y r = 0,810; p<0,01 respectivamente.

Como observamos en ambas gréficas, las rectas de regresion son casi paralelas y estan muy
proximas entre si. Estos resultados nos indican que la biodisponibilidad del PFM estad muy
proxima a la del SF. El pirofosfato férrico es un compuesto insoluble, que ha sido
tecnolégicamente mejorado mediante su encapsulacion y reducciéon del tamafio de particula. En
nuestro estudio utilizamos el PFM (SunActive Fe™). La razon de su elevada absorcion y
biodisponibilidad podria ser su reducido tamafo de particula (T 0,5 um). Se ha demostrado que
el tamafo de particula tiene una influencia positiva en la absorcién de hierro de compuestos
poco solubles en agua, como son los polvos de hierro elemental y el pirofosfato férrico. En un
reciente estudio realizado por Wegmdller y col. (2004), se observé que descendiendo el tamafio
de particula del pirofosfato férrico de =~ 21 yum, 2,5 um y 0,5 um, la biodisponibilidad aumentaba
desde un 59%, 69% y 95% respectivamente. Pero en cambio, demostraron que el material
empleado en la capsula influye también en la biodisponibilidad. Por ejemplo, en ese mismo
estudio la encapsulacion del pirofosfato férrico (con un tamafio de particula de =~ 2,5 pum), con
aceite de palma hidrogenada con un ratio capsula:sustrato del 60:40 redujo el VBR de un 69%,
que presenta el compuesto comercial SunActive Fe™, a un 43%. Por lo tanto, podemos concluir
en nuestro ensayo que el elevado VBR del PFM puede ser debido a su pequefio tamafio de
particula o si los emulsificadores que envuelven a las particulas puede jugar un papel

importante.
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1.4. Indices hematol6gicos y bioquimicos

Al final del periodo de deplecion y de cada periodo de balance, se realizd la determinacion
de los parametros sanguineos de la serie roja: hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion de la
hemoglobina corpuscular media (CHCM) y otros parametros bioquimicos relacionados con el
transporte del hierro, como el hierro sérico (HS), capacidad total de fijacion del hierro (CTFH) y
el porcentaje de saturacion de la transferrina (%ST). En la Tabla 1.5, se representa el estatus
del hierro medido a través de los parametros hematolégicos y bioquimicos. Cada parametro
refleja cambios en diferentes compartimentos del cuerpo y estan afectados segun los diferentes

niveles de la deficiencia en hierro.

Tabla 1.5. Diagndstico de la anemia deficiente en hierro en ratas.

Rango normal Anemia deficiente en hierro
Hemoglobina (g/dl) 11,1-18,0 <6
Hematocrito (%) 36-52 U
Volumen corpuscular medio (um°) 44-69 U
Hemoglobina corpuscular media (pg) 12-24,5 U
Concentracién hemoglobina corpuscular media (g/dl) 21,6-42 e
Hierro sérico (ug/dl) 220124 U
Capacidad tatal de fijacion del hierro (pg/dl) 368+124 i)
Saturacion de la transferrina (%) >16 0

(Kaneko, 1989)

Los niveles de hemoglobina en el periodo de deplecion y al final de cada periodo de balance
ya han sido discutidos en el apartado anterior. Durante la anemia deficiente en hierro, las
reservas corporales de hierro son reducidas, la saturacion de la transferrina disminuye, la
sintesis de la hemoglobina se reduce, y los eritrocitos sufren divisiones adicionales, dando lugar
a la formacion de eritrocitos mirociticos e hipocrémicos (Jain, 1993). Aunque las alteraciones en
el metabolismo del hierro ocurren pronto en la deficiencia en hierro, los cambios morfolégicos
en los eritrocitos, tales como microcitosis e hipocromatosis, generalmente ocurre en los estados
méas avanzados de la deplecién del hierro, conduciendo a la anemia deficiente en hierro
(Fairbanks y Beutler, 1995).

El volumen corpuscular medio (VCM), es uno de los indices eritrocitarios junto con la
hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM). Un descenso en el VCM, indica eritrocitos de menor tamafio (eritrocitos microciticos),
apareciendo cuando la deficiencia en hierro llega a ser severa y la anemia empieza a
desarrollarse. Las Figuras 1.3, 1.4 y 15, representan los cambios del VCM, HCM y CHCM
respectivamente, al final del periodo de deplecion y tras la administracion de los compuestos de

hierro en los tres periodos de replecion.
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Después de 3 dias de suplementacion (1°' periodo), los grupos SF y PFM alcanzaron valores
normales (47,2 y 44,5 pm®, respectivamente) y significativamente superiores (p<0,05) a los
valores en deplecion (33,31 para SF y 32,68 um?® para PFM). En el 2° periodo de replecion, el
VCM aument6 alcanzando valores significativamente superiores (p<0,05) (58 pm?® para SF y
55,67 um® para PFM) al 1°" periodo de replecion. Por el contrario, en el 3° periodo de replecién
el VCM se mantuvo constante para el grupo PFM presentando valores muy similares (55 pm®) al
2° periodo de replecion, mientras que en el grupo SF el VCM aumentd, pero sin mostrar
diferencias significativas (61,25 um?®) con respecto al 2° periodo de replecién. Unicamente en el
3°" periodo de repleciéon, se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos
alimentados con el néctar SF y PFM (61,25 y 55 um?®). En general, la ingesta de un compuesto
de hierro u otro fue claramente positiva en la recuperacién del VCM, desde el 1°' periodo de

replecion (Figura 1.3, superior izquierda).
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Otros indices eritrocitarios relacionados con la hemoglobina son la hemoglobina
corpuscular media (HCM) (Figura 1.4, superior derecha) y la concentracion de la hemoglobina
corpuscular media (CHCM) (Figura 1.5, inferior izquierda). La HCM corresponde al valor medio
de la hemoglobina contenida en cada eritrocito, mientras que la CHCM corresponde a la

concentracion de hemoglobina en un volumen de eritrocitos. La disminucion de ambos
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parametros tiene lugar por una deficiencia de hierro, y da lugar a la aparicion de eritrocitos poco
tefiidos con un contenido de hemoglobina reducido (eritrocitos hipocromicos). Los niveles de
HCM y CHCM al final del periodo de deplecion en los grupos de ratas seleccionadas para ser
suplementadas con SFy PFM (11,86 pg y 22,16 g/dl; 11,65 pg y 21,8 g/dl, respectivamente) se
mostraron ligeramente por debajo del limite inferior normal (Tabla 1.5). Después de 3 dias de
suplementacién los niveles de HCM y CHCM fueron significativamente superiores (p<0,05)
(15,04 pg y 29,78 g/dl para el SF; 14,28 pg y 30,33 g/dl para el PFM, respectivamente) al
comienzo de la suplementacion. Destacar por tanto, que el tipo de hierro afiadido al néctar no

influyé significativamente en los niveles de HCM y CHCM.

Después de 10 dias de suplementacion (2° periodo), ambos grupos de ratas seguian
mostrando valores similares de HCM y CHCM (17,84 pg y 30,88 g/dl para el SF; 17,38 pg vy
31,28 g/dl para el PFM) y significativamente superiores (p<0,05) al 1°' periodo de replecién. Los
niveles de HCM y CHCM se mantuvieron similares y sin diferencias significativas después de 17
dias de suplementacion (3° periodo) para ambos grupos y con respecto al periodo anterior. En
conclusion, la ingesta de ambos compuestos de hierro tuvo un efecto positivo en la recuperacion
de estos parametros, aumentando su valor hasta alcanzar un maximo a los 10 dias de

suplementacion.

Otra de las pruebas realizadas en este estudio, fue evaluar las condiciones del transporte
del hierro mediante la determinacion hierro sérico (HS), capacidad total de fijacion del hierro
(CTFH) y la saturacion de la transferrina (%ST). Durante la eritropoyesis deficiente en hierro
tiene lugar una restriccion en el suministro del hierro a las células rojas en desarrollo,
traduciéndose en una disminucion del hierro sérico y un aumento de la transferrina, lo que
determina que exista una reduccién en la saturacion de la transferrina (cociente entre el HS y la
CTFH). Ademas son Uutiles para el diagndstico clinico de la anemia deficiente en hierro y las
enfermedades inflamatorias cronicas (Huebers y col., 1987; Fairbanks y Klee., 1994) y como
indicador de ciertas situaciones clinicas (Brittenham y col., 1981). Las Figuras 1.6, 1.7 y 1.8,
representan los valores medios de HS, CTFH y %ST respectivamente, al final del periodo de

deplecion y al final de los periodos de cada balance.

Durante el periodo de deplecion los niveles de HS y %ST fueron significativamente
inferiores (p<0,05) a cada uno de los tres periodos de balance y para cada uno de los grupos de
ratas alimentados con el néctar enriquecido con SF y PFM. Teniendo en cuenta que el %ST es el
cociente entre el HS y CTFH, y es el indicador mas preciso en el suministro de hierro a la médula
0sea, una reduccidon en el %ST por debajo del 15% provoca alteraciones en la sintesis de la
hemoglobina y por tanto en el desarrollo de los eritrocitos (NCCLS, 1995). En el 1°" periodo de

balance, los niveles de HS, CTFH y %ST en ambos grupos de ratas suplementadas con los

111



diferentes compuestos de hierro no alcanzaron los niveles de referencia segun la Tabla 1.5,
siendo el %ST en ambos casos < 15% lo que significa un bajo suministro de hierro a la médula

Osea para la sintesis de la hemoglobina.
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Por el contrario, a partir del 2° periodo de balance estos parametros experimentaron un
claro aumento para el HS y la ST y en cambio para la CTFH un significativo descenso hasta
alcanzar los niveles normales segun los valores de referencia (Tabla 1.5). Durante el 1°" y 2°

periodo de balance, el tipo de sal empleada como suplemento no produjo diferencias

estadisticas en los parametros analizados.

En cambio, en el 3* periodo de balance los valores de HS (136,33 ug/dl) para el grupo de
ratas suplementadas con SF fueron semejantes al periodo anterior (148 pg/dl), sin embargo en
el grupo alimentado con PFM siguieron aumentando los niveles de HS hasta alcanzar 182,33
ug/dl. La tendencia de la CTFH es a disminuir durante el periodo de repleciéon hasta alcanzar
valores normales (Tabla 1.5), situacion que no tiene lugar hasta el 2° periodo de balance. En el
3° periodo, el grupo de ratas suplementado con PFM se mantuvo practicamente constante con
respecto al 2° periodo de balance (333,8 ug/dl y 322 pg/dl, respectivamente), en cambio el
grupo suplementado con SF siguidé disminuyendo, aunque sin mostrar diferencias significativas

con respecto al periodo anterior. En cuanto al %ST en el 3% periodo de balance, el grupo PFM

112



aumento6 hasta alcanzar un valor del 57,25%, este aumento esta relacionado con el incremento
del hierro sérico y el descenso de la CTFH, por el contrario en el grupo SF, el %ST
practicamente se mantuvo constante con respecto al 2° periodo (46,16 y 44,77%,

respectivamente).

En general, partiendo de un estado de anemia deficiente en hierro caracterizado por una
concentracion de hemoglobina baja, mirocitosis, hipocromatosis, bajo nivel de HS, muy bajo
%ST y una elevada CTFH, las ratas alimentadas con el néctar enriquecido con los diferentes
compuestos de hierro (SF y PFM) experimentaron una clara recuperacion desde el 1°" periodo de
balance, mejorando sus niveles hasta el 3°" periodo de balance. Si tomamos como referencia el
compuesto de hierro SF, el PFM presenté un comportamiento muy similar al SF, no
observandose diferencias significativas, debido probablemente a la amplia variacion en los

valores de HS entre sujetos dentro del mismo grupo.
1.5. Almacenamiento del hierro

La concentracion de hierro en el higado y otros érganos se puede utilizar como un indicativo
del estatus del hierro del animal (Wienk y col., 1999). Sin embargo, las reservas de hierro en
estos Organos no siempre apuntan a un incremento en la biodisponibilidad del compuesto de
hierro en estudio. Existe una relacién inversa entre la absorcion del hierro y el estatus del hierro
(Magnusson y col., 1981; Taylor y col., 1988; Lynch y col., 1989; Flanagan, 1989; Hallberg y
col., 1997). Ademas, un aporte de hierro a traveés de la dieta por debajo de sus necesidades
fisioldgicas lleva consigo una disminucion de las reservas de hierro mas rapida que la absorcién
del hierro, conduciendo a una deficiencia en este mineral. En la Tabla 1.6 se muestran las
concentraciones de hierro total en las diferentes piezas anatémicas durante los tres periodos de

balance.

Durante el 1°" periodo de replecion, el tipo de compuesto de hierro afiadido al néctar o

influyd en la concentracion del hierro en las piezas anatomicas.

En el 3° periodo de replecion, la concentracion de hierro en las diferentes piezas anatémicas
se mantiene practicamente constante con respecto al 1°" periodo de replecién, no presentando

diferencias significativas (p<0,05) entre ambos tipos de suplemento.
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Tabla 1.6. Concentraciéon de hierro en los distintos érganos de las ratas alimentadas con sulfato ferroso (SF) o
pirofosfato férrico micronizado (PFM) afiadidos a un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg/g peso seco.

Néctar Higado Bazo Rifi6N Corazén Intestino
delgado
Replecion
©

1°" Bal SF 1,60+0,66 6,54 +2,68 1,40 £ 0,35 1,51 + 0,30 0,85 + 0,31
aance ey 052+0,27 9,04+165  214+0,24 2,83 + 0,52 0,96 + 0,35
3¢ Bal SF 1,03 +0,15 5,40 + 1,68 1,36 + 0,03 1,63 £0,17 0,56 £ 0,22
alance  pem 0,69+0,17 7,00+157 1,70 +0,45 2,15 + 0,46 0,91 + 0,19

Cada valor es la media + error tipico, n=6
&b Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada pardametro y en cada periodo de replecién muestran diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).

En un trabajo realizado por Park y col. (1987), se observd que las ratas alimentadas con 30
mg de hierro elemental por Kg de dieta durante 30 dias no provocan en las ratas ningun efecto
sobre el estado de salud. Reddy y Cook (1989) sugirieron que la concentracion de hierro en el
higado puede ser usada como un indice de sobrecarga de hierro en la rata. Nuestros resultados
podrian sugerir una sobrecarga de hierro en los animales de acuerdo con los resultados
obtenidos por Yeung y col (2004), donde la concentracion de hierro en el higado fue de 7
umol/g 6 0,40 mg/g, en el bazo de 5,5 umol/g 6 0,31 mg/g y en el rifion de ~ 1 umol/g 6 0,06
mg/g. Pero en cambio, Appel y col (2001) observaron que la ingesta de aproximadamente 11
mg Fe/Kg peso corporal/dia, no resulta en un exceso de hierro en el tejido ni dafio toxicolégico.
En nuestro caso la ingesta de hierro diaria por Kg de peso fue aproximadamente de 2,46 mg
Fe/Kg/dia. Otro hecho importante en la sobrecarga de hierro es que se caracteriza por la
acumulacion de hierro en los 6rganos parenquimales tales como el higado, corazén, pancreas y
organos endocrinos. Las ratas afectadas muestran sintomas tales como una hipertréfia
hepatocelular, cardiomiopatia, hemosiderosis, etc (Whittaker y col., 1996). En nuestro caso,

estos dafios no se observaron a medida que se realizaba la extraccion de los érganos.

En general y de acuerdo con Jacobs (1985), la sobrecarga de hierro a través de la dieta no
puede ocurrir bajo circunstancias normales, e incluso después de elevadas ingestas diarias de
hierro de 300-500 mg.

1.6 Efecto pro-oxidante de los diferentes compuestos de hierro afiadidos al néctar.

Hoy en dia la mayoria de los alimentos estan enriquecidos con compuestos de hierro, como
una medida preventiva contra la deficiencia en hierro. En cambio, un exceso en la ingesta de
hierro podria estar implicado en la elevada incidencia de cancer de colon en los paises
desarrollados (Knekt y col., 1994; Nelson y col., 1994). La gran mayoria del hierro dietético que
no se absorbe en el intestino delgado puede entrar en el colon y participar, en combinacién con
las bacterias del colon, en las reacciones tipo Fenton, las cuales incrementan la produccion de
peréxidos de hidrégeno y radicales hidroxilo en la superficie de la mucosa (Babbs, 1989). Para

ver si la ingesta de hierro durante el periodo de replecion tiene efecto en la produccion e
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radicales libres se emple6 un método desarrollado por Babbs y Gale (1987, 1990) descritos en la
seccion de Material y Métodos. En la Gréafica 1.9, se representa los niveles de ABS (Acido
bencenosulfinico) producido tras la reaccion entre los radicales hidroxilo y el Dimetil sulféxido

(DMSO0), que han sido cuantificados en las heces de las ratas durante el periodo de deplecion y

posteriormente, en el 1°" y 3°" periodo de replecion.

Durante el periodo de deplecion, la produccion de radicales hidroxilo cuantificados a través
del acido bencenosulfinico (ABS) fue menor de 0,5 umol/g de heces totales, obviamente estos
valores son significativamente menores (p<0,05) que los encontrados en los periodos de
replecién ya que durante este periodo el aporte de hierro en la dieta es minimo (2 mg/kg de

dieta).

En el 1* periodo de balance, los niveles de ABS aumentaron claramente con respecto al
periodo de deplecion. Este aumento también se observo en humanos a los que se les administro
un suplemento de hierro elemental (19 mg/dia) durante dos semanas (Lund y col. 1999). En
este caso los valores obtenidos por estos autores fueron aproximadamente de 1,5 umol /g heces
totales tras la suplementacion incrementandose la concentracion de ABS en un 40% con

respecto a los niveles obtenidos antes de dicha suplementacion.

2,5+

SF
PFM

1,54

Figura 1.9. Efecto de la
administracion de los dos
compuestos de hierro en la
produccién de radicales libres
en heces, determinado por la

ABS (umol/g heces totales)

0,54

Deplecion 1er Periodo 3er Periodo cuantificacion del ACidO
) ) bencenosulfinico (ABS) como
Periodo de estudio producto final en un ensayo in

vitro.

No obstante, estos autores no parten de niveles de ABS en personas anémicas (estado de
deplecion). No existen en la literatura, valores de referencia de ABS en heces de ratas, sin
embargo pudimos observar un incremento en el 1°" periodo de replecion de tres veces los
valores obtenidos en depleciéon. Ademas, en el 3* periodo de balance existi6 un aumento del
ABS aunque no fue estadisticamente significativo (p<0,05) con respecto al " periodo de

balance. La produccion de radicales hidroxilo es producida por el hierro ferroso en presencia de
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aniones superéxido y peroxido de hidrégeno, ambos producidos como resultado de un
metabolismo normal. Esta claro, que no hay diferencias en la capacidad de generacion de
radicales libres en heces en funcion del tipo de sal afiadida al néctar, no obstante, la cantidad de
hierro ingerida esta claramente relacionada con el contenido de ABS en heces. Lund y col.
(2001) estudiaron en el contenido de colon y ciego de ratas, la capacidad de generacién de
radicales hidroxilo utilizando el método de Babbs (1987), y observaron que la produccién de ABS
en ciego, no se ve afectada por la dosis de hierro en la dieta. Sin embargo, los valores obtenidos
en contenido del colon tras suministrar una dieta con sulfato ferroso de 29 mg/kg durante 6
meses, fueron semejantes a los obtenidos en nuestro estudio en el periodo de deplecién, siendo
la concentracion de hierro en el néctar de 49,2 mg/l. No obstante desconocemos en qué
proporcion los valores de ABS en heces ¢ rata estan relacionados con los valores de este
mismo compuesto en el contenido de colon. Seria necesario realizar posteriores estudios con el
fin de encontrar esta relacion y la implicacion en la generacion de células aberrantes en las

criptas del colon.
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2° ESTUDIO

2. Efecto del acido ascoérbico sobre la biodisponibilidad del pirofosfato férrico
micronizado (PFM) en un néctar de frutas enriquecido. Método de la Eficiencia de

Regeneracion de la Hemoglobina (ERH).
2.1. Crecimiento y consumo de alimento

Durante el estudio se analizaron diferentes pardmetros fisiol6gicos en los animales: peso
corporal, ganancia de peso, e ingesta de la dieta + ingesta néctar (Ingestion total de alimento),
con el objetivo de evaluar cualquier trastorno nutricional provocado por la dieta o el néctar, ya
gue los trastornos nutricionales aparecen por el defecto o el exceso de uno o varios de los

elementos nutritivos necesarios para mantener al animal en un buen estado de salud.

La Tabla 2.1 muestra el efecto de un néctar enriquecido con (SF o PFM) junto con la
vitamina C, sobre los pardmetros medidos a los animales, para evaluar el crecimiento de los
mismos: peso corporal inicial y final ganancia de peso, ingesta total de alimento (ingesta de la
dieta + ingesta del néctar), durante el periodo de cada balance mineral.

Tabla 2.1. Andlisis de varianza del peso corporal inicial y final, ganancia de peso e

ingesta total de alimento tras la administracion del SF + Vit Cy PFM + Vit C afadidos a
un néctar de frutas, durante los tres periodos de balance.

Variables 1°" Balance 2° Balance 3°" Balance
Peso corporal inicial foiaked * faloied
Peso corporal final Fxx * Fokx
Ganancia de peso NS NS NS
Ingestion total de alimento NS ** NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

Al comienzo de cada periodo de balance, el peso corporal inicial de ambos grupos de ratas
fue significativamente diferente. Este hecho, unido a que no existio diferencia en la ganancia de
peso, hizo que el peso corporal final también fuera significativo, para ambos grupos de ratas.
Unicamente en el 2° periodo de balance, la ingestion total de alimento, influyé de manera
significativa (p<0,01) sobre los dos grupos de ratas, sin embargo no afectdé a la ganancia de

peso.

La Tabla 2.2, muestra los valores medios y el error tipico de los parametros relacionados
con el crecimiento y la ingesta de los grupos de ratas alimentadas con el néctar 3 y 4 (2°
Estudio) y el néctar 1 y 2 (1*" Estudio) (descritos en la Tabla 11 de la seccién Material y

Métodos) durante los tres balances, que constituy6 el periodo de replecion.
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En este apartado, Unicamente discutiremos las diferencias existentes entre los grupos

alimentados con el néctar SF o PFM + Vit C y con respecto a los grupos SF o PFM sin vitaminas

afiadidas (1°" Estudio), en los tres periodo de balance.

Tabla 2.2. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracion del SF o PFM junto con la
vitamina C afiadidos a un néctar de frutas durante el periodo de deplecion — replecion.

Ganancia de

Ingestion total

Néctar Peso inicial (g) Peso final (g) peso (g) de alimento (g)
Deplecion - 152,57 + 10,81 161,90 + 10,94 9,33 +1,78 28,00 + 2,65
®
Repleciéon
(©)
SF 155,03 + 17,67 167,20 + 17,20 10,30 + 4,33 177,66 + 18,57
16" periodo  SF *+ Vit- C 231,42 +11,70™ 244,02 + 13,43™ 12,60 + 3,93 149,23 + 2527
PFM 158,00 + 10,79 172,85 + 10,94 12,47 + 2,65 226,57 + 41,28
PFM + Vit. C 141,97 + 8,95 154,78 + 8,29 12,82+2,447 113,28 + 8,41
SF 229,75+ 7,14 243,45 + 3,43 13,70 £ 6,43 282,20 + 13,24
20 periodo  SF * Vit. C 289,00 + 13,947 306,23 + 15,87 17,23+3,20 245,07 £22,25 2
PFM 197,95 + 10,29 215,30 + 9,30 17,35 £ 2,40 306,23 + 20,72
PEM + Vit. C 236,58 + 12,88™2 257,42 +11,09”  20,83+3,847 155,04 + 15,19™2
SF 225,55 + 16,04 248,33 + 15,67 22,78 + 4,22 256,58 + 48,12
3¢ Period SF + Vit. C 306,96 + 7,197 315,61 + 7,54 10,09 +2,69" 162,18 + 9,42
erodo PFM 195,83 + 20,43 208,05 + 24,19 16,07 + 3,78 253,86 + 69,50
PEM + Vit. C 256,56 + 5,642 260,83 + 5,782 4,89 +1,46™° 158,33 + 5,332

Cada valor representa la media + error tipico, n=6

" La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos suplementados con SF + Vit C y SF sin vitamina; y los grupos suplementados con PFM + Vit C
y PFM sin vitamina.

/¢ Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion,
dentro de un mismo compuesto (SF + Vit Cy PFM + Vit C)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

En el 1°" periodo de balance, la ingesta total de alimento fue similar en ambos grupos de
animales suplementados con el néctar SF + Vit C y PFM + Vit C (149,23 y 113,28 g,
respectivamente) y claramente superior (P<0,05) al grupo en deplecion (28 g). Esta diferencia
en la ingesta total de alimento se debe a que durante el periodo de replecién se tuvo en cuenta
tanto la ingesta del néctar como la ingesta de la dieta, mientras que durante el periodo de
deplecién solamente se tuvo en cuenta la ingesta de la dieta y se excluy6 la ingesta del agua, al
no tener valor energético. La ingesta total de alimento en los grupos SF + Vit Cy PFM + Vit C,
no influyé en la ganancia de peso, siendo ésta muy similar (12,60 y 12,82 g, respectivamente).
En el caso de los grupos PFM y PFM + Vit C, la ingesta total de alimento fue diferente (226,57 y
113,28 g, respectivamente) (p<0,05) y sin embargo este hecho no influyd en la ganancia de

peso, la cual fue similar.

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta total de alimento para el grupo SF + Vit C
(245,07 g) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vit C (155,04 g), en cambio
la ganancia de peso se mantuvo constante para ambos grupos, no existiendo diferencias
significativas. Con respecto al peso inicial y final el grupo SF + Vit C presenté valores
significativamente mas elevados (289 y 306,23 g, respectivamente) que el grupo PFM + Vit C

(236,58 g y 257,42 g, respectivamente). Ademas, estos pesos iniciales y finales fueron
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significativamente superiores (p<0,05) a los grupos sin vitamina C. Un hecho que no influyo en

la ganancia de peso, la cual fue similar en todos los grupos.

En el dltimo periodo de balance, no se observaron diferencias significativas en la ingesta
total de alimento y tampoco en la ganancia de peso para los grupos SF o PFM + Vit C.
Unicamente hubo diferencias significativas en el peso inicial y final, siendo el grupo SF + Vit C
(306,96 g y 315,61 g, respectivamente) significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM +Vit
C (256,56 g y 260,83 g, respectivamente). A pesar de existir diferencias estadisticamente
significativas en los pesos iniciales de los grupos SF o PFM + Vit C con respecto a los grupos SF

y PFM, la ingesta total de alimento y la ganancia de peso fue superior en los grupos SF y PFM.

Observando la tendencia de cada parametro en funcién de los tres periodos de balance, en
los grupos SF + Vit C, la ingesta total de alimento obtuvo su maximo valor en el 2° periodo de
balance (245,07 g) siendo significativamente superior al 1*"y 3° periodo de balance (149,23 gy
162,18 g, respectivamente). Esta diferencia no supuso un aumento en la ganancia de peso,
siendo los valores en los tres periodos de balance muy similares. Por tanto, el ritmo de
crecimiento fue constante en los tres periodos de balance en los grupos de animales
suplementados con SF + Vit C. En general, el consumo del néctar con SF y vitamina C no
supuso un aumento en el ritmo de crecimiento ni en la ingesta total de alimento. Con respecto a
los grupos PFM + Vit C, la ingesta total de alimento en el 1°" periodo de balance (113,28 g) fue
significativamente inferior (p<0,05) al 2° y 3° periodo de balance (155,04 y 158,33 g,
respectivamente), en cambio la ganancia de peso en el 3" periodo de balance (4,89 g) fue
significativamente inferior (p<0,05) al 2° y 3* periodo de balance (12,82 y 20,83 g,
respectivamente). Esta clara disminucbn en la ganancia de peso durante el 3' periodo de
balance, podria estar relacionada con un menor aprovechamiento nutricional del alimento, lo

gue hace que el ritmo de crecimiento se ralentice.

2.2. Balance mineral

La Tabla 2.3 muestra el efecto del tpo de compuesto de enriquecimiento (SF o PFM) en los
parametros relacionados con el balance mineral del hierro durante los tres periodos de balance
del 2° Estudio. Como podemos apreciar, solamente en el 2° periodo de balance se observaron
diferencias significativas (p<0,05) para las variables ingesta, excrecion fecal, absorcion y

retencion aparente.
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Tabla 2.3. Andlisis de varianza de los parametros relacionados con el balance mineral del
hierro, tras la administracion del SF + Vit C y PFM + Vit C afiadidos a un néctar de frutas,
durante el periodo de replecion.

Variables 1°" Balance 2% Balance 3°" Balance
Ingesta (mg Fe) NS faded NS
Excrecién fecal (mg Fe) NS Fokx NS
Excrecién urinaria (ug Fe) NS NS NS
Balance del hierro (mg) NS NS NS
Absorcién aparente (%6) NS fadaiad NS
Retencién aparente (%6) NS falaiad NS
Retencion x 100/ Absorcién NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

La Tabla 2.4 muestra el balance mineral del hierro en los tres periodos de balance. En esta
misma Tabla 2.4, se representan también los valores obtenidos en el 1°" Estudio, con el objetivo
de compararlos con el 2° Estudio y establecer el posible efecto de la adicion de la vitamina C en

el néctar enriquecido con los diferentes compuestos de hierro.

En el I periodo de replecién, los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C presentaron un
comportamiento muy similar en cuanto al balance mineral del hierro. En cambio, al comparar
estos mismos grupos con los grupos SF y PFM, observamos que kb ingesta de hierro (4,32 y 4,28
mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF y PFM (7,93 y
11,16 mg Fe, respectivamente). Esta notable diferencia se vio reflejada en elbalance del hierro
existiendo diferencias significativas (p<0,05) con los grupos SF y PFM. Sin embargo, y a pesar
de estas diferencias, Unicamente el porcentaje de absorcion y retencion aparente del grupo PFM
+ Vit C (70,50 y 70,28%, respectivamente) fue significativamente inferior al PFM (85,65 y

85,50%, respectivamente).

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta del hierro aument6 con respecto al periodo
anterior, pero este aumento fue mas significativo (p<0,05) para el grupo SF + Vit C (10,99 mg
Fe) comparado con el grupo PFM + Vit C (5,35 mg Fe). En cuanto a la excrecion fecal, el grupo
SF + Vit C (5,88 mg Fe) fue significativamente superior al grupo PFM + Vit C (2,03 mg Fe). A
pesar de los elevados niveles en la ingesta de hierro y en la excrecion fecal obtenidos en el
grupo SF + Vit C, el balance del hierro (5,12 mg) fue similar al grupo PFM + Vit C (3,31 mg). En
cambio, la absorcion aparente del grupo SF + Vit C (49,21%) fue significativamente inferior
(p<0,05) al grupo PFM + Vit C (62,79%). Esta diferencia tan notable puede ser atribuida a la
elevada pérdida de hierro a través de las heces por parte del grupo SF + Vit C, la cual supuso
mas del 50% de la ingesta de hierro durante el 2° periodo de balance. Las pérdidas de hierro a
través de la orina fueron muy pequefias y sin diferencias entre ambos grupos (SF + Vit C: 18,00
ug Fe y PFM + Vit C: 15,44 ug Fe). Estas pérdidas al ser tan minimas a penas hicieron variar los
valores en el porcentaje de retencion aparente, siendo, para el grupo SF +Vit C (49,02%)

significativamente inferior (p<0,05) que el grupo PFM + Vit C (62,51%). En este sentido la
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relacion entre la retencion y la absorcion aparente nos indica si las pérdidas de hierro en la orina
son elevadas o bajas. En este caso, los valores para los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C (99,62

y 99,57%, respectivamente) fueron muy similares.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos por los grupos sin vitamina C durante el
2° periodo de balance, observamos que la excrecion fecal para el grupo SF + Vit C (5,88 mg Fe)
fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF (3,89 mg Fe), en cambio el grupo PFM +
Vit C (2,03 mg Fe) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM (4,20 mg Fe). Ademas
la excrecion urinaria en los grupos con la vitamina C fueron significativamente inferiores
(p<0,05) a los grupos sin la vitamina C. El balance del hierro en los grupos SF + Vit Cy PFM +
Vit C (5,12 y 3,31 mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) a los grupos
SFy PFM (8,20 y 9,47 mg Fe, respectivamente), pero en cambio, la absorcion aparente fue muy
similar en todos los grupos, salvo para el grupo SF + Vit C (49,21%), debido a las elevadas

pérdidas de hierro en las heces.

En el ultimo periodo de replecion, todos los parametros relacionados con el balance
mineral del hierro fueron smilares para los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C. Por el contrario, si
se encontraron diferencias significativas (p<0,05) con respecto a los grupos SF y PFM. En este
caso, la ingesta de hierro en los grupos SF + Vit C (5,64 mg Fe) y PFM + Vit C (7,12 mg Fe) fue
significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF (10,81 mg Fe) y PFM (12,46 mg Fe), de
igual modo ocurrié con la excrecion fecal. A pesar de estas diferencias, el balance del hierro fue
similar en los cuatro grupos, pero no el porcentaje de absorcion aparente, donde se encontré un
claro efecto positivo de la adicién de vitamina C sobre la absorcién de ambos compuestos (SF y
PFM).

A lo largo del periodo de replecion, los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C mostraron una
correlacion positiva entre la ingesta del alimento y el balance del hierro, siendo para el SF + Vit
C (r = 0,904; p<0,01) y para PFM + Vit C ¢ = 0,866; p<0,01). Estos coeficientes fueron
superiores a los presentados por los grupos SF (r = 0,634; p<0,05) y PFM (r = 0,729; p<0,01),
indicando que la adicion de la vitamina C en el néctar enriquecido con los compuestos de hierro

SF y PFM favoreci6 la absorcion del hierro.
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Tabla 2.4. Absorcion y retencion del hierro, tras la administracion del SF o PFM con/sin la vitamina C a un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

(@)
Replecion

1er
Periodo

20
Periodo

3er
Periodo

Néctar

SF
SF + Vit C

PFM
PFM + Vit C

SF
SF + Vit C
PFM
PFM + Vit C

SF
SF + Vit C
PFM
PEM + Vit C

Ingesta (mg Fe)

7,93 +0,95 %"
4,32 0,69
11,16 + 3,58
4,28 +0,38™

12,09+ 0,60 /2
10,99+ 1,27 7
13,67 +1,13

5,35 + 0,797

10,81+ 2,297
5,64 + 0,557
12,46 + 1,99

7,12 + 0,647

Excrecion fecal

(mg Fe)

1,47 £0,15
1,37 £0,06 ’°
1,54 +0,687°
1,25 +0,09 '

3,89 +0,39 /2
5,88 + 0,542
4,20 +0,61 7
2,03 +£0,19"

6,27 +1,31 7
2,55 + 0,127
6,66 + 0,452
3,26 + 0,337

Excrecion

urinaria (mg Fe)

22,21+5,90"
8,48 +1,87™"
4,21 +1,63"
4,78 +1,01 7"

42,40 +12,80"

18,00 + 2,542
22,91+3,93"
15,44 + 2,55™

29,92 +5,28
15,44 + 2,42™2
19,09 + 3,69 2
13,34 +1,53™

Balance del
hierro! (mg)

6,45 +0,97 ®
2,96 +0,68"
9,62 +1,77
3,02 +0,29"

8,20 +0,61 7
5,12 +0,87"
9,47 £0,95
3,31 +0,62"

4,54 +£1,017°
3,09 + 0,46
5,81 +1,62
3,99 + 0,44

Absorcion
aparente? (%)

80,33+ 3,85"
72,06 +5,17 2
85,65+ 3,432
70,50 + 0,672

67,74+ 3,337
49,21 + 1,25™
69,25+ 3,24 °
62,79+ 1,817

41,00+ 1,347
53,24 + 3,54™P
44,88 + 6,06 /°
56,48 + 4,55

Retencion
aparente®
(%0)

80,04 + 3,84 /2
71,88+ 5,172
85,50+ 3,402
70,28 + 0,722

67,32+3,25"®
49,02 +1,24™"
69,06 + 3,23 °
62,51+1,80"

41,60+ 1,317
52,97 + 3,547
44,70 + 6,06 ”°
56,26 + 4,547

Retencion
x100 /
Absorcién

99,65 £ 0,08
99,74 £ 0,03
99,82 + 0,08
99,72+ 0,12

99,40 +0,12
99,62 + 0,09
99,72 +0,05
99,57 + 0,02

99,29 +0,12
99,55+ 0,08
99,23+ 0,41
99,62 + 0,05

Cada valor es la media * Error tipico, n=6

*/ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos suplementados con SF

+ Vit C y SF sin vitaminas; y los grupos suplementados con PFM + Vit C y PFM sin vitaminas.

’#¢ Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecién, dentro de un mismo compuesto (SF + Vit C y PFM + Vit C)

!Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecion fecal (mg)
2Absorcién aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).

3Retencién (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecién fecal (mg) + Excrecién urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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Por otra parte, Wienk y col. (1997) y Layrisse y Garcia-Casal (1997) observaron que un
aumento en el estatus del hierro y en la ingesta de hierro conducia a un descenso en el
porcentaje de absorcion aparente. Aungque encontramos una relacién inversa entre la ingesta de
hierro y el porcentaje de absorcion aparente en todos los grupos, la correlacion entre ambos

parametros presentd un nivel de significacion muy elevado (p>0,05).

Como ya se sabe, el acido ascoérbico es el compuesto mas empleado para favorecer la
absorcion del hierro en alimentos enriquecidos con hierro (Hurrell y col., 2004). El efecto
favorecedor parece ser debido, tanto a su poder reductor como a su accion de quelacién
(Conrad y Schade., 1968). En nuestro ensayo, la forma quimica de los compuestos de hierro
utilizados no influyé en los valores de la absorcion aparente, es decir, los grupos suplementados
con SF o PFM + Vit C no presentaron diferencias significativas entre ellos, comportandose de
manera similar. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Derman y col (1980), los
cuales observaron un incremento en el porcentaje de la absorcion del hierro cuando el acido
ascorbico fue afiadido a los cereales infantiles con sulfato ferroso, pirofosfato férrico o citrato
amonico férrico, y concluyeron que la forma quimica de los compuestos de hierro empleados en
el enriquecimiento no pareci6 influir en el resultado. No obstante, en el 3* periodo de balance, la
adicion de la vitamina C al néctar enriquecido con SF o PFM favorecio el porcentaje de absorcion
aparente comparado con los grupos PFM y SF. Hay que tener en cuenta que el néctar fue
formulado con un ratio molar acido ascoérbico/hierro de 2,8:1, ligeramente superior al que
recomiendan diferentes autores (2:1), para obtener un incremento suficiente en la absorcion de
hierro en humanos (Hurrell, 2002; Lynch y Stolzfus, 2003; Hurrell y col., 2004), sin embargo, es
posible que el efecto de la adicion de esta vitamina no sea tan evidente al utilizar ratas como
modelo de estudio, ya que, a diferencia de los humanos, las ratas sintetizan acido ascorbico, el
cual es liberado de manera continua a la bilis aumentando por tanto la asimilacion del hierro
(Reddy y Cook., 1994). Sin embargo, en un estudio realizado en ratas anémicas por Wienk y col,
(1997), se encontrd un efecto claro de la vitamina C en la captacion de hierro por las células de
la mucosa intestinal debido a un mecanismo independiente de la solubilidad intestinal de este
mineral. Este hecho puede servir de explicacion, en nuestro estudio, a los bajos niveles de hierro

encontrados en las heces de las ratas pertenecientes a los grupos con SF o PFM con vitamina C.

2.3. Biodisponibilidad y utilizaciéon del hierro

La Tabla 2.5, muestra el efecto del tipo de compuesto de enriquecimiento (SF o PFM)
afladido al néctar junto con la vitamina C, sobre las variables relacionadas con el indice de la

biodisponibilidad y la utilizacién del hierro durante los tres periodos de balance.
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Tabla 2.5. Analisis de varianza de los parametros relacionados con los indices de
biodisponibilidad y la utilizaciéon del hierro, en los grupos alimentados con SF + Vit C y
PFM + Vit C, durante los tres periodos de balance.

Variables 1°" Balance 2° Balance 3°" Balance
Ganancia de peso (g) NS NS NS
Ingesta (mg Fe) NS ** NS
Hb inicial (g/dl) NS NS NS
Hb final (g/dl) NS NS NS
Fe Hb inicial (mg) *x * Fkx
Fe Hb final (mg) *x * Frx
ERH! (96) NS NS NS
Utilizacion del hierro (mg) NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion
'ERH: eficiencia de la regeneracién de la hemoglobina.

2.3.1. Eficiencia de la regeneracion de la hemoglobina (ERH).

La Tabla 2.6, muestra los resultados obtenidos para el calculo de la biodisponibilidad y

utilizacion del hierro en los tres periodos de balance en el 1°" y 2° Estudio.

En el 1*" periodo de balance, Gnicamente se observaron diferencias significativas (p<0,01)
en los parametros, FeHb; y FeHb, siendo el grupo SF + Vit C (3,95 y 6,01 mg, respectivamente)
significativamente superior al grupo PFM + Vit C (2,00 y 3,58 mg respectivamente). Estas
diferencias se deben a los pesos tanto iniciales como finales, los cuales fueron significativamente
diferentes (ver Tabla 2.2). Con respecto al porcentaje de la biodisponibilidad del hierro,
expresado ERH, éste fue muy similar en ambos grupos, es decir, el tipo de compuesto (SF o
PFM) junto con la vitamina C no afect6 a la ERH. Pero lo mas significativo durante el 1°" periodo
de replecion, fue la elevada eficiencia de regeneracion de la hemoglobina y utilizacion del hierro
de los grupos SF + Vit C (40,67% y 2,00 mg; respectivamente) y PFM + Vit C (39,42% y 1,94
mg, respectivamente) comparada con los grupos SF (20,55% y 1,01 mg; respectivamente) y
PFM (14,80% y 0,73 mg respectivamente). Teniendo en cuenta que para el célculo de la ERH es
necesario conocer la ganancia de hierro en la Hb (FeHb; - FeHb;) en relacién a la ingesta de
hierro, y que para el caso de los grupos PFM + Vit C y PFM, la ganancia de hierro en la Hb fue
similar, h diferencia en la ERH se debi6 a la ingesta de hierro, siendo para el grupo PFM + Vit C
(4,28 mg) significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM (9,88 mg). Sin embargo, en el caso
de los grupos SF + Vit C y SF, la diferencia (p<0,05) se debi6 tanto a k ingesta de hierro (4,32
y 7,42 mg, respectivamente) como a la ganancia de hierro en la Hb (2,06 y 1,69 mg,
respectivamente). Al calcular la biodisponibilidad relativa de los diferentes compuestos con
respecto al SF, al que se le atribuye una VBR de 100, concluimos que en el 1* periodo de
balance, la adicion de vitamina C tanto al SF (198%) como al PFM (192%) mejora

considerablemente su biodisponibilidad.
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Durante los 10 dias que dur6 el 2° periodo de replecion, el grupo SF + Vit C presentd una
ingesta ce hierro, FeHb; y FeHb; significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vit C
(Tabla 2.6). Al igual que en el periodo anterior, estas diferencias no fueron suficientes para que
el grupo SF + Vit C presentara una eficiencia de regeneracion de la hemoglobina y utilizacion del
hierro (20,51% y 1,01 mg, respectivamente) superior al grupo PFM + Vit C (23,36% y 1,15 mg,

respectivamente).

Al comparar los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C con los grupos SF y PFM si se observaron
claras diferencias. La ganancia de peso de los grupos SF + Vit Cy PFM + Vit C (68,35 y 69,38 g,
respectivamente) fue estadisticamente superior (p<0,05) a los grupos SF y PFM (38,05 y 42,12
g, respectivamente). La concentracion de la Hb; en los grupos SF + Vit Cy PFM + Vit C (7,04 y
6,42 g/dl, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF (7,62 g/dl)
y PFM (7,50 g/dl). Sin embargo, la FeHb; en los grupos SF + Vit Cy PFM + Vit C (3,87 y 2,72
mg, respectivamente) no presento diferencias significativas con los grupos SF y PFM (3,05 y
2,96 mg, respectivamente), probablemente estas diferencias fueron compensadas por los pesos
iniciales de las ratas, los cuales fueron mas elevados. En cuanto a la concentracion de la Hbx,
obtenida tanto en los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C (13,68 y 13,12 g/dl, respectivamente)
como en los grupos SF y PFM (14,12 y 14,47 g/dl, respectivamente) nos indican una clara
recuperacion de un estado de anemia deficiente en hierro, tomando como referencia el rango
normal (11,1-18 g/dl) (Tabla 1.5). Esta recuperacion se debe a una buena biodisponibilidad del
hierro, que se ve reflejada en la eficiencia de regeneracién de la hemoglobina (ERH). El grupo
SF + Vit C mostr6 valores ligeramente superiores aunque no significativos al grupo SF (20,51 y
16,85%, respectivamente), sin embargo, para el grupo PFM + Vit C (23,36%), la adicion de la
vitamina C, tuvo un efecto mas acusado (p<0,05) sobre este pardmetro, en comparacion al
grupo PFM (13,79%).

En general, la utilizacién del hierro en las ratas alimentadas con la fuente de hierro SF
con/sin vitamina C (1,01 y 0,83 mg, respectivamente) fue similar. En cambio, para las ratas con
PFM, la adicion de la vitamina C tuvo un efecto favorecedor presentando diferencias
significativas entre ellas (p<0,05) (PFM + Vit C: 1,15 mg y PFM: 0,68 mg). La biodisponibilidad
relativa del PFM + Vit C fue de 139, claramente superior al grupo PFM, que tuvo un VBR de 82.
Este mismo efecto se encontr6é en el SF ya que la vitamina C en este 2° periodo de replecion
mejoré considerablemente su biodisponibilidad en relacién al control, SF (considerado como
100).

En el dltimo periodo de replecién, la concentracion de la Hb; para los grupos SF + Vit C y

PFM + Vit C (7,20 y 6,88 g/dl, respectivamente) fue muy similar y con respecto a los grupos SF
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y PFM (6,33 y 6,88 g/dl, respectivamente) Unicamente existieron diferencias significativas
(p<0,05) para el grupo SF. Tanto el FeHb; como FeHb; para el grupo SF + Vit C (3,55 y 9,72
mg, respectivamente) fue superior significativamente (p<0,001) al grupo PFM + Vit C (2,62 y
8,04 mg, respectivamente) y al grupo SF (2,30 y 7,94 mg, respectivamente). Sin embargo, la
eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH) y la utilizacion del hierro fue similar entre
los grupos SF + Vit C (11,85% y 0,58 mg, respectivamente) y PFM + Vit C (10,91% y 0,54 mg,
respectivamente). Con respecto a los grupos SF y PFM, solamente el grupo PFM + Vit C fue
significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (8,09% y 0,40 mg). Aunque de forma menos
notable, la biodisponibilidad relativa del PFM y del SF en este 3* periodo de replecién, mejord

considerablemente con la adicion de la vitamina C.

Cuando las ratas anémicas comienzan un periodo de replecion, la ingesta de hierro y la
ganancia de la hemoglobina (Hb; — Hb;) se encuentran correlacionadas positivamente con la
ganancia de peso (Wienk y col., 1999). Al igual que Wienk y col (1999), durante el periodo de
replecion encontramos una correlacion positiva entre la ingesta de hierro y la ganancia de peso,
tanto para el grupo SF + Vit C (r = 0,922; p<0,001) como para el grupo PFM + Vit C (r =
0,897; p<0,001), y entre la ganancia de hemoglobina y la ganancia de peso, grupo SF + Vit C (r
= 0,838; p<0,001) y grupo PFM + Vit C (r = 0,857; p<0,001). Ademas, las ratas recuperaban
completamente sus niveles de hemoglobina al final de los 10 dias que dur6 el 2° periodo de
replecion (Hb > 12 g/dl), siendo para el grupo SF + Vit Cy PFM + Vit C (13,68 y 13,12 g/dI,
respectivamente), no existiendo diferencias significativas (p<0,05) con respecto a los mismos

grupos durante el 3° periodo de replecion (13,53 y 13,54 g/dl, respectivamente).

El aumento en la ingesta total de hierro durante el periodo de replecion determind
solamente un aumento en la concentracion de la hemoglobina y por tanto en la ganancia de la
misma, sino también un notable aumento en la ganancia de hierro en la hemoglobina,
existiendo una correlacion positiva entre ambas variables, siendo para el grupo SF + Vit C (r =
0,833; p<0,001), y para el grupo PFM + Vit C(r = 0,771; p<0,001).
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Tabla 2.6. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacion del hierro y valor bioldgico relativo (VBR) en ratas anémicas, tras la administracion del SF o PFM
con/sin la Vitamina C, en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

Néctar Ganancia de Ingesta de Fe Hb inicial Hb final o I_:ele Fe Hb final® ERH? (96) Utiliz?f:lcic')n del VBR*
o peso (g) (mg) (g/di) (grsdi) inicial> (mg) (mg) Fe® (mg)
Replecion
SF 10,30+ 4,33 7,42+198’° 7.88+0,81" 11,68+0,98"% 282+091 4,21+1,23" 2055+ 4,27" 1,01 0,21 100
1er SF + Vit C 12,58 +3,947° 4,32 +0,69™° 7,05 +0,47 10,70+0,550”® 3,95+0,36 6,01 +0,56™ 40,67 +6,76™7 2,00 + 0,337 198
Periodo PFM 12,47+2,65C 9,88+421° 77540782 11,35+191% 2,79+0,57 4,22+106”" 1480+3,172 0,73+0,16" 72
PFM + Vit C 12,82+2,44’ 428+07387  6,19+0,33" 10,12+0,17”" 2,00+0,14™ 358+0,22" 39,42+553"7  1,94+0,27" 192
SF 38,05+3,96 27,47+4,78" 762+0,16’® 14,12+0,37® 3,05+0,76 7,55+0,77"® 16,85+ 5,06 /% 0,83 + 0,25 100
20 SF + Vit C 68,35¢1,917™ 28,04+1,91”® 7,04+0,12° 13,68+0,34® 3,87+0,29 9,60+0,70" 20,51+1,12" 1,01+ 0,06 ® 122
Periodo PFM 42,12+6,97™ 30,33+£2,72” 750+0,37'® 14,47+0,61® 2,96+0550 7,09+0,78% 1379+279’2 0,68+0,14" 82
PFM + Vit C  69,38+1,86™  21,45:0,86™  6,42+0,25° 13,12+0,24” 2,72+0,23 7,70+0,397® 2336+2,14™  1,15+0,11"™ 139
e SF 80,50+ 15,73/’a 56,78 + 4,58 ;a 6,33£0,40° 14,00 + 0,42 ;a 230+1,13 7,94+ 1.19*;a 10,02 + 1,96 /’b 0,49 + 0,09 100
periodo  SF+ VitC  99,36:+6,20 2 5222+1,18" 7,20+0,09° 13,53+0,15”% 3,55+0,13° 9,720,247 11,85+0,51/° 0,58 +0,03 118
PFM 64,30+ 7,21 53,04+595® 635+053” 14,60+051 256+077 6,88+145’% g09+0,88" 0,40 + 0,04 81
PFM + Vit C  93,90+3,70” 50,13+1,50” 6,88+0,13 13,54+ 0,187 2,62+0,10’® 8,04 +0,17’* 10,91+0,56™"° 0,54 + 0,03 109

Cada valor es la media + Error tipico, n=6
’ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos suplementados con SF + Vit C y
SF sin vitaminas; y los grupos suplementados con PFM + Vit C y PFM sin vitaminas.

/&< Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecién, dentro de un mismo compuesto (SF + Vit C y PFM + Vit C)
La ausencia de superindices indican que no hay diferencias significativas entre los diferentes grupos en estudio

! Fe en Hb se describe en la seccion de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).
2ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ mg Fe consumido.
3 Utilizacién del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) / 100.

* VBR = ERH (SF o PFM) con/sin Vit C / ERH (SF)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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También se observé una correlacion inversa entre la ingesta total de hierro y la eficiencia de
regeneracion de la hemoglobina en los dos grupos de ratas en estudio, es decir a medida que
aumenta la ingesta total de hierro la eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH) va
disminuyendo, siendo para el grupo SF + Vit C (r = -0,907; p<0,001) y para el grupo PFM + Vit
C (r = -0,865; p<0,001). En el 1*" periodo de replecion, aproximadamente un 40% del hierro
consumido por el grupo PFM + Vit C y SF + Vit C fue utilizado para la sintesis de la
hemoglobina, mientras que en el 2° y 3' periodo de replecion la cantidad de hierro utilizada
para la sintesis de la hemoglobina por los grupos SF + Vit C (20,51 y 11,85%, respectivamente)
y PFM + Vit C (23,36 y 10,91%, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) al 1*
periodo de replecion. Esta misma relacion inversa entre la ingesta total de hierro y la ERH fue
observada por Buchowski y col (1989).

2.3.2. Relacién entre las modificaciones en la hemoglobina y la ingesta de hierro.

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal entre las dos medidas utilizadas para el célculo de
la regeneracion de la hemoglobina (ganancia o cambio en la hemoglobina y la ganancia de

hierro en la hemoglobina) y la ingesta de hierro (Figuras 2.1 y 2.2, respectivamente).

—A— PFM +VitC:y =2,16 + 0,071 x; = 0,63 —A— PFM +vit C: y = 45,19 + 0,49 x; r* = 0,47
-A-- SF+VitC:y =2,24 + 0,083 x; ¥ = 0,74 - v~ SF+vitC:y = 36,70 + 0,59 x; r* = 0,61

Cambio en la hemoglobina (g/L)

A  PFM+VitC

A  pPEM+VitC

Ganancia de Fe en la hemoglobina (mg/rata)
N
1

] A SF4vitc 10 1 A SF+VitC
0 T T T T T 0 T T T T T
o] 10 20 30 40 50 o] 10 20 30 40 50
Ingesta de hierro (mg/rata) Ingesta de hierro (mg/rata)

Figuras 2.1 y 2.2. Andlisis de regresion lineal entre las dos medidas utilizadas para el célculo de la regeneracion de la
hemoglobina y la ingesta de hierro durante el periodo de replecién. (J1° Periodo de replecion, (J 2° Periodo de replecion y ()3
Periodo de replecion

La ganancia de hierro en la hemoglobina presenté un mejor coeficiente de regresion lineal
r’ con respecto a la ingesta de hierro que la ganancia de la hemoglobina para ambos grupos
(Figura 2.1, figura de la izquierda), ya que el primer parametro tiene en cuenta las diferencias
en la ganancia de peso, y por tanto el aumento en los volimenes de sangre durante el periodo
de replecion (Shaw y Liu, 2000). Como se puede apreciar en la Figura 2.1, la ganancia de hierro

en la hemoglobina es similar entre el 2° y 3* periodo de replecién independientemente de la
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ingesta de hierro, siendo para el grupo SF + Vit C (5,72 y 6,17 mg, respectivamente) y para el
grupo PFM + Vit C (4,98 y 5,41 mg, respectivamente). La ingesta diaria de hierro en el 2° y 3*'
periodo fue aproximadamente de 3 mg. En la ganancia o cambio en la hemoglobina (Figura 2.2,
figura de la derecha) se observo la misma tendencia, lo cual puede ser indicativo de que la
recuperaciéon de un estado de deficiencia en hierro, se ha completado en el 2° periodo de
balance. En cambio, la eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), que relaciona la
ganancia de hierro en la hemoglobina con la ingesta total de hierro, si presento diferencias
significativas (p<0,05) entre ambos periodos de replecion, debido a que se tiene en cuenta la

ingesta total de hierro y no la ingesta diaria de hierro.
2.4. Indices hematoldgicos y bioquimicos

Las Figuras 2.3, 2.4 y 2.5, muestran la evolucion del VCM, HCM y CHCM respectivamente,
desde un estado de anemia deficiente en hierro a un estado nutricional de hierro adecuado
durante los tres periodos de replecion, tomando como referencia los valores presentados en la
Tabla 1.5.

Los niveles en deplecion fueron inferiores a los niveles normales de acuerdo con los valores
de referencia de la Tabla 1.5. Al inicio de la suplementacién ambos grupos de ratas presentaron
una anemia microcitica (tamafio de los eritrocitos mas pequefios que los normales) e
hipocrémica (concentracion de la hemoglobina reducida), situaciones que son caracteristicas de
una anemia deficiente en hierro. Después de 3 dias de suplementacién (1°" periodo) con el
néctar enriquecido con SF + Vit C o PFM + Vit C, los indices eritrocitarios alcanzaron valores de
VCM > 44 pm®, HCM > 12,0 pg y para CHCM > 21,6 g/dl (ver Tabla 1.5). Ademas, en el grupo
PFM + Vit C, los niveles de VCM y HCM (57 um® y 15,98 pg, respectivamente), fueron
significativamente superiores (p<0,05) al grupo SF + Vit C (50,67 um®y 14,75 pg) (Figura 2.3 y

2.4, respectivamente).

Al final del 2° periodo de replecion (10 dias de suplementacion), no se observaron
diferencias significativas para los niveles de VCM, HCM y CHCM en ambos grupos. En cambio, al
final del 3° periodo (17 dias de suplementacién) el grupo PFM + Vit C presenté valores
significativamente superiores (p<0,05) para la variable HCM con respecto al grupo SF + Vit C
(18,87 y 17,87 pg, respectivamente). Mientras las otras dos variables (VCM y CHCM) fueron

similares entre los dos grupos.
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Al comparar los tres periodos de replecion entre si, observamos que los indices eritrocitarios
(VCM, HCM y CHCM) para el grupo SF + Vit C fueron constantes en el 2° y 3' periodo de
replecion y significativamente superiores (p<0,05) al 1°" periodo de replecion. Sin embargo, para
el grupo PFM + Vit C la CHCM aumentd en el ultimo periodo de replecion (29,44 g/dl), siendo
este aumento significativamente superior (p<0,05) al 1I*' y 2° periodo de replecion (28,05 y
27,80 g/dl, respectivamente). En los restantes indices eritrocitarios (VCM y HCM) los niveles en
el 2° (63,33 um® y 17,67 pg, respectivamente) y 3°" periodo (64,14 pm’® y 18,87 pg,
respectivamente) se mantuvieron constantes respecto al 2° periodo y significativamente

superiores al 1°' periodo (57 pm®y 15,98 pg).

El efecto de ambos compuestos de hierro sobre los indices eritrocitarios fue similar a lo
largo de los tres periodos de replecion. Tras un periodo de suplementacion de tres dias los
indices eritrocitarios VCM, HCM y CHCM de ambos grupos alcanzaron los niveles normales en
cuanto a su tamafio, contenido y concentracion de la hemoglobina en el eritrocito. Sin embargo,
si el periodo de suplementacion es mayor de 10 dias, los indices eritrocitarios mejoran
considerablemente con respecto a una suplementacion de solo tres dias con ambos tipos de

néctar.

130




Las Figuras 2.6, 2.7 y 2.8 representan el efecto de la adicion de los dos compuestos de
hierro y la vitamina C en el HS, CTFH y ST (cociente entre el HS y la CTFH) durante los tres
periodos de replecién. Durante el periodo de deplecién los niveles de HS y ST fueron
significativamente inferiores (p<0,05) a los tres periodos de replecion y para cada uno de los

grupos SF + Vit C y PFM + Vit C mientras que la CTFH fue significativamente superior (p<0,05).

Los niveles de HS (Figura 2.6, superior izquierda) en ambos grupos fueron aumentando a lo
largo de los tres periodos de replecion. EI aumento més significativo para el grupo SF + Vit C
tuvo lugar al final de los 10 dias de suplementacién (196,65 pg/dl) no variando de manera
significativa tras una suplementacion de 17 dias (202,17 pg/dl). En cambio, el grupo PFM + Vit
C alcanzé su méxima concentracion de HS después de 17 dias de suplementacion (194,61

pg/dl), siendo significativamente superior (p<0,05) a los 3 dias de suplementacién (89,23 ug/dl)
y a los 10 dias (147,41 pg/dl).
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Solamente se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos durante el
2° periodo, donde el grupo SF + Vit C alcanzd una concentracién de HS (196,65 pg/dl) superior
al grupo PFM + Vit C (147,41 pg/dl), mientras que en el 1°"y 3* periodo la concentracién de HS

fue similar.
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La CTFH (Figura 2.7, superior derecha) disminuyd de manera significativa (p<0,05) al final
de los 3 dias de replecion (1°" periodo) tanto para el grupo SF + Vit C (444,14 pg/dl) como para
el grupo PFM + Vit C (510,83 ug/dl) al compararlo con los niveles en deplecién. Ademas, una
replecion de 3 dias no fue suficiente para que el grupo PFM + Vit C alcanzara niveles normales
(368+124 pg/dl), y si para el grupo SF + Vit C. Este dltimo, obtuvo valores muy similares
durante los periodos de replecion de 10 y 17 dias (2° y 3" periodo) (457,98 y 447,64 pg/dl,
respectivamente). Sin embargo, la CTFH disminuyo considerablemente para el grupo PFM + Vit
C durante los periodos 2° y 3" (434,66 y 412,21 pg/dl, respectivamente). No se observaron

diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos durante los diferentes periodos de replecion.

Destacar que los niveles méas adecuados fisiologicamente para el grupo SF + Vit C se
alcanzaron a los 3 dias de la replecion, manteniendo sin variacion ese valor durante 17 dias de
replecicion, en cambio el grupo PFM + Vit C mostrd un descenso mas paulatino, alcanzando el

nivel mas adecuado al final del 3° periodo de replecion.

El porcentaje de la saturacion de la transferrina, %ST (HS x 100/CTFH) (Grafica 2.8, inferior
izquierda), representa la proporcion de esta proteina que se encuentra fijando el hierro para su
transporte a los diversos érganos y tejidos. Una reduccion en la saturacion de la transferrina <
16%, es un indicador fiable de un bajo suministro de hierro a la médula 6sea para el desarrollo
de bs eritrocitos (Bothwell y col., 1979). Al final del periodo de deplecion, la saturacion de la
transferrina fue aproximadamente de un 5%. Después de 3 dias de suplementacion (1°
periodo), el %ST aumentd hasta alcanzar valores > 16%, siendo para el grupo & + Vit C
(17,52%) muy similar a la del grupo PFM + Vit C (17,39%). Tras 10 dias de suplementacion, el
%ST aumento el doble con respecto al periodo anterior, siendo para el grupo SF + Vit C
(35,61%) y para el grupo PFM + Vit C (31,68%). En el 3" periodo de replecion, el grupo SF +
Vit C alcanzo un %ST (39,14%) similar al periodo anterior, mientras que el grupo PFM + Vit C

alcanzo un% ST (43,77%) significativamente superior (p<0,05) al periodo anterior.

En resumen, la adicion al néctar con PFM y Vit C, ha demostrado tener un comportamiento
muy similar a la del SF + Vit C en ratas con anemia deficiente en hierro. Ambos compuestos
favorecieron la recuperacién de las ratas de un estado anémico, desde el 1°" periodo de
replecion, sin embargo analizando los parametros empleados se observd que tras una
suplementacion de 10 o 17 dias los resultados mejoran considerablemente, por lo que seria
aconsejable que en estados anémicos se prolongara al menos la ingesta del néctar hasta 17

dias.
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2.4.1. Efecto de la vitamina C en los indices hematolégicos y bioquimicos

La vitamina C puede mejorar la absorcion del hierro, proteger contra el dafio oxidativo y
contrarrestar los efectos de los inhibidores de la absorcion del hierro. Ademas, aumenta el hierro
sérico y las concentraciones de hemoglobina en nifios y mujeres no embarazadas (Fishman y
col., 2000).

En nuestro estudio, la adicion de la vitamina C al néctar enriquecido con SF 6 PFM mejoro
de manera significativa los parametros relacionados con la hemoglobina (VCM, HCM y CHCM) y

los relacionados con el transporte del hierro (HS, CTFH y %ST).

Al final del 1°" periodo de replecion, la concentracion de la hemoglobina en el eritrocito
(CHCM) para los grupos SF + Vit C (29,18 g/dl) y PFM + Vit C (28,05 g/dl) fueron
significativamente inferiores (p<0,05) a los grupos SF (31,88 g/dl) y PFM (32,17 g/dl). Durante
el 2° periodo de replecion, la CHCM para los grupos SF + Vit C (28,82 g/dl) y PFM + Vit C
(27,80 g/dl) se mantuvo significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF (30,88 g/dl) y PFM
(31,28 g/dl). Sin embargo, el tamafio de los eritrocitos (VCM) para los grupos SF + Vit C (61,67
um?®) y PFM + Vit C (63,33 um?®) aumentd significativamente (p<0,05) con respecto a los grupos
SF (58,00 pm® y PFM (55,67 pm®). Ademas, se observd que la CTFH en los grupos
suplementados con las fuentes de hierro mas la vitamina C eran significativamente superiores
(p<0,05) a los grupos sin la vitamina C, mientras que los deméas parametros (HS y %ST) no se
vieron modificados por la adiciéon de la vitamina C. Esta misma situacién se mantuvo en el 3*
periodo de replecién, siendo el grupo PFM + Vit C el que mostré valores estadisticamente
superiores (p<0,05) tanto para los pardmetros (VCM, HCM y CHCM) como para los parametros
(CTFH y %ST).

2.5. Almacenamiento del hierro

La Tabla 2.7 muestra las diferencias existentes entre los dos grupos de ratas que ingirieron
las fuentes de hierro SF 6 PFM mas la vitamina C en relacion a los depdsitos de hierro en cada
una de las piezas anatdémicas analizadas durante el 1°" y 3°" periodo de replecion. La
administracion de los diferentes compuestos de hierro junto con la vitamina C resultd
significativa en los valores de concentracion de hierro del rifién, corazén (1° periodo) e intestino

delgado (3° periodo).
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Tabla 2.7. Andlisis de varianza del contenido en hierro de las distintas piezas anatémicas en los
grupos alimentados con el néctar SF 6 PFM + Vit C, durante el 1* y 3* periodo de balance.

Higado Bazo Rifion Corazon Intestino del gado
1°" Balance NS NS * * NS
3°" Balance NS NS NS NS *

Diferencias significativas para: *p<0,05; NS = no significacion

La Tabla 2.8 muestra las concentraciones de hierro no hemo en las diferentes piezas
anatémicas durante el 1*" y 3°" periodo de replecién entre los grupos suple mentados con SF 6

PFM + vitamina C y los grupos control, SF y PFM.

Tabla 2.8. Concentracién de hierro en los distintos érganos de las ratas dimentadas con SF o PFM con/sin Vit C,
afiadidos a un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg/g peso seco (p.s).

Néctar Higado Bazo Rifién Corazén Intestino
delgado
Repleciéon

SF 1,60 + 0,66 6,54 + 2,68 1,40 +0,35 1,51 +0,30 0,85 +0,31

1er SF + Vit. C 0,74 £0,25 3,44 +0,45 1,04 +0,087 1,39 +0,21 0,18 + 0,04
Periodo PFM 0,52 +0,27 9,04 1,65 2,14 + 0,24 2,83 +0,52 0,96 + 0,35
PFM + Vit. C 0,42 +0,12° 3,43+1,38 " 1,67 +0,13 2,18 £ 0,20 0,17 + 0,02

SF 1,03 £0,15 5,40 + 1,68 1,36 + 0,03 1,63 +0,17 0,56 +0,22

3er SF + Vit. C 0,87 £ 0,14 5,35 + 2,67 0,75 +0,06™" 1,43 £ 0,04 0,15 + 0,04
Periodo PFM 0,69 +0,17 7,10 +1,57 1,70 £ 0,45 2,15+ 0,46 0,91 +0,19
PFM + Vit. C 0,91 +0,137 8,13 +0,80" 1,30 + 0,20 1,46 +0,20 0,37 +0,03@

Media + Error tipico, n=6

*/ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas
(p<0,05) entre los grupos suplementados con SF + Vit C y SF sin vitaminas; y los grupos suplementados con PFM + Vit C y PFM sin
vitaminas.

/=¢ Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecién, dentro
de un mismo compuesto (SF + Vit Cy PFM + Vit C)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

Al final del 1°" periodo de replecién, no hubo diferencias significativas en la concentracion de
hierro de las diferentes piezas anatémicas para los grupos SF + Vit C y PFM + Vit C y los grupos
SF y PFM. Este hecho, esta relacionado con la amplia variabilidad en los resultados, los cuales se
reflejan en un elevado error tipico. Después de 17 dias de suplementacion, la concentracion de
hierro del higado, bazo e intestino delgado del grupo PFM + Vit C (0,91, 8,13 y 0,37 mg Fe/g,
respectivamente) aumenté significativamente (p<0,05) con respecto al 1° periodo (0,42, 3,43 y
0,17 mg Fe/qg, respectivamente). Este aumento tan significativo en el higado y bazo puede estar
relacionado con el hecho de que el almacenamiento del hierro tiene lugar preferentemente en
estos dos compartimentos (Hershko, 1977). En cambio, para el grupo SF + Vit C la
concentracion de hierro en el rifién (0,75 mg Fe/g) fue significativamente inferior (p<0,05) al 1*'
periodo (1,04 mg Fe/g). Destacar que la administraciéon de la vitamina C en el grupo
suplementado con SF (3°" periodo) provocé una disminucién significativa (p<0,05) en la
concentracion de hierro en el rifion (0,75 mg Fe/g) con respecto al grupo SF (1,36 mg Fe/q).
Mientras que para los demas érganos las concentraciones de hierro se mantuvieron similares,

tanto en el 1*" como en el 3* periodo de replecion.
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Segun Appel y col. (2001) la concentracion de hierro en el higado, bazo y riidbn aumenta
con la edad de las ratas y/o con la duracion del tratamiento, independientemente de la
concentracion de hierro en la dieta o del compuesto de hierro. Sin embargo, este aumento no
implicé una sobrecarga de hierro en los 6rganos, principalmente en el bazo, ya que se han
observado mayores niveles de hierro no hemo en los bazos de ratas alimentadas con hierro
carbonilo (Papanastasiou y col., 2000).

Mediante datos clinicos es posible diagnosticar una sobrecarga de hierro, cuando los niveles
de saturacion de la transferrina y de ferritina son elevados (Gurzau y col., 2003). Ademas se
sabe que la absorcion del hierro esta inversamente relacionada con el estado nutricional del
hierro, por lo que en una sobrecarga de hierro la absorcion del hierro estaria disminuida y
viceversa (Magnusson y col., 1981; Taylor y col., 1988; Lynch y col., 1989; Flanagan, 1989;
Hallberg y col., 1997). En nuestro caso, esta situacion no se produjo ya que la saturacién de la
transferrina fue > 16% durante el periodo de suplementacion de 17 dias, y la absorcion no
alcanz6 niveles muy bajos durante ese mismo periodo de tiempo. Por esta razén descartamos
una sobrecarga de hierro en las ratas suplementadas con los diferentes compuestos de hierro y

vitamina C.
2.6. Efecto pro-oxidante del SF + Vit Cy PFM + Vit C afiadidos al néctar.

Una vez que las reservas de hierro estan recuperadas, disminuye la absorcion del hierro
dietético en el intestino delgado. Posteriormente y tras la reabsorcion del agua en la parte distal
del intestino, se concentra el hierro de tal manera, que segun ciertas hipétesis, pueda conducir a
la generacion de radicales libres. Este efecto puede ser procarcinégeno promoviendo el cancer
colorrectal (Blakeborough y col., 1989 y Babbs, 1990). Por esta razén, determinamos en este
estudio si la administracién diaria durante 3 dias (1°" periodo) y 17 dias (3* periodo) con una
concentracion de hierro constante (4,92 mg Fe/100 mL) conducia a una variacion en la

produccion de radicales libres en las heces.

La Figura 2.9 representa la produccion de radicales libres en heces determinadas por la
cuantificacion del &cido bencenoosulfinico (ABS) en los dos grupos suplementados con los

diferentes compuestos de hierro durante los periodos de tiempo especificados.

La produccion del ABS al final del 1* periodo de replecién para el grupo SF + Vit C (2,72
umol/g heces totales) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vit C (1,61
umol/g heces totales) y al grupo SF (1,55 pumol/g heces totales). En cambio, al final del 3
periodo de replecion, observamos que el grupo PFM + Vit C incrementd significativamente

(p<0,05) la produccion de radicales libres (4,54 umol/g heces totales) con respecto al periodo
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anterior (1,60 pmol/g heces) y al grupo PFM (2,08 umol/g heces totales). También fue
significativo (p<0,05) el aumento en la produccion de radicales libres para el grupo SF + Vit C
(3,52 umol/g heces totales) con respecto al grupo SF (2,71 pumol/g heces totales). Una posible
explicacion a este aumento en la generacion de radicales libres puede ser debida a la presencia

de la vitamina C.

*/a

Fgura 2.9. Efecto de |la
administraciéon del néctar con SF
con/sin vitamina C y PFM con/sin
vitamina C, en la produccion de

SE radicales libres en heces,
2,51 @ SF + Vit. C determinado por la cuantificacién
5 0 PFM del &cido bencenosulfinico (ABS)
OpPFM+vVit.C || como producto final en un ensayo in

1,51 vitro

ABS (umol/g heces totales)

“ La presencia de un asterisco
muestra diferencias significativas
(p<0,05) con respecto a los grupos
control (SFy PFM).

/ab Diferencias significativas
(p<0,05) entre los dos periodos de
replecién para un mismo compuesto
de hierro.

Deplecién ler Periodo 3er Periodo
Periodo de estudio

La vitamina C ademas de favorecer la absorcion del hierro y contrarrestar los efectos
inhibitorios del calcio, fosfatos (Monsen y Cook., 1976) y fitatos (Hallberg y col., 1989) tiene un
efecto pro-oxidante en presencia de hierro libre o hierro no unido a proteinas. Probablemente, la
actividad pro-oxidante de la vitamina C resulte de la reduccién del hierro férrico a la forma
ferrosa (Stadtman, 1991; Chatt opadhyay y col., 1992). Posteriormente la forma oxidada de la
vitamina C puede reducr otro ion férrico u oxidarse hasta el acido dehidroascorbico. Ademas,
como el peroxido de hidrogeno se produce durante la oxidaciéon de la vitamina C, los substratos
necesarios para la reaccion Fenton estan presentes y por tanto tendria lugar la produccién de
los radicales libres (Almaas y col., 1997). La concentracion de ABS del grupo PFM + Vit C estuvo
correlacionada positivamente con la excrecion de hierro fecal (r = 0,962; p<0,01), esto podria
explicar la elevada produccién de ABS en el ultimo periodo de replecion, ya que la excrecién de
hierro fecal fue més elevada para el grupo PFM + Vit C (3,26 mg Fe) frente a la del SF + Vit C
(2,55 mg Fe).
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3°" ESTUDIO

3. Efecto de las vitaminas Bs, B;» y acido fdélico sobre la biodisponibilidad del
pirofosfato férrico micronizado (PFM) en el néctar de frutas enriquecido. Método de

la Eficiencia de Regeneracion de la Hemoglobina (ERH).
3.1. Crecimiento y consumo de alimento

La Tabla 3.1 muestra el andlisis de varianza realizado en los parametros medidos a los
animales para evaluar el crecimiento de los mismos: peso corporal inicial y final ganancia de
peso, ingestion total de alimento (ingesta de la dieta + ingesta del néctar), durante el periodo

de cada balance mineral.

Tabla 3.1. Analisis de varianza del peso corporal inicial y final, ganancia de peso e ingesta
total de alimento tras la administracion del SF o PFM + mezcla Vit B afladidos a un néctar
de frutas, durante los tres periodos de balance

Variables 1°" Balance 2° Balance 3°" Balance
Peso corporal inicial * NS NS
Peso corporal final * * NS
Ganancia de peso NS NS *
Ingestién total de alimento NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; NS = no significacion

La ingestion total de alimento en cada uno de los tres periodos de balance fue similar para
los grupos SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B, no influyendo en la ganancia de peso
excepto en el 3°" periodo de balance, donde si hubo diferencias significativas entre los grupos de

animales.

En la Tabla 3.2, se muestran los valores medios y el error tipico de los parametros
relacionados con el crecimiento y la ingesta, de las ratas alimentadas con el néctar SF + mezcla
Vits B o PFM + mezcla Vits B en comparacién con los grupos de ratas alimentadas solo con las

fuentes de hierro (SF y PFM), durante los tres periodos de balance.

Al comienzo del 1°" periodo de balance, el peso corporal inicial en los grupos SF + mezcla
Vits B y PFM + mezcla Vits B (126,60 y 150,16 g, respectivamente) fueron estadisticamente
diferentes (p<0,05), manteniéndose esta diferencia hasta el final del 1* balance. La ganancia de
peso fue similar para ambos grupos de ratas, asi como la ingesta total de alimento.
Comparandolo con el 1°" Estudio, la adicion de la mezcla de vitaminas B incrementd
significativamente la ganancia de peso de las ratas alimentadas con ambas fuentes de hierro,

pero no influyo en el resto de los parametros.
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Tabla 3.2. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracion del SF o PFM junto con
la mezcla de vitaminas B afiadidos a un néctar de frutas durante el periodo de deplecién — replecion.

Ganancia de

Ingesta total

Néctar Peso inicial (g) Peso final (g) peso (g) de alimento (g)
Deplecion 152,57 + 10,81 161,90 + 10,94 9,33 +1,78 28,00 + 2,65

Repleciéon

SF 155,03 +17,67® 167,20 +17,20”° 10,30+ 4,332 177,66 + 18,57 /2

1" periodo SF + Vits'. B 126,60 £3,78 164,62 +579" 38,36+6,017 226,61 +1852"

PFM 158,00 + 10,792 172,85 +10,94 ' 12,47 +2,65* 226,57 +41,28 /2

PFM + Vits. B 150,16 +4,17 2 189,12 +5,23/@ 38,96 + 1,55 221,62 + 16,55 /2

SF 229,75 +7,147® 24345 +3,43'® 13,70+6,43® 282,20 + 13,24

20 periodo SF * Vits- B 155744077 178,50 +248™ 22,76+ 3,57 189,41 +2338™"

PFM 197,95 +10,29/® 215,30 +9,302 17,35+2,40’* 306,23 +20,72 "2

PFM + Vits. B 164,98 +4,86™7 193,14 +5,232 28,16 + 3,48 234,98 + 13,752

SF 22555 + 16,04 /@ 248,33 + 15,672 22,78+ 4,222 256,58 + 48,12 /2

SF + Vits. B 156,05 + 6,91 183,97 +7,06 /2 27,92+ 1,26 '® 226,83 + 35,92 /2

3°" Periodo PFM 195,83 +20,43 /2 208,05 +24,19’* 12,23+ 4,68* 253,86 + 69,50 "

PFM + Vits. B 158,02 + 6,58’ 192,37 +6,68’% 34,35+0,84™ 201,94 +11,98"

Media + error tipico, n=6.

Vits' B: Vitamina Bs + Vitamina By, + Acido félico

*/ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias
significativas (p<0,05) de los grupos suplementados con SF + Vits B y PFM + Vits B respecto a los grupos SF y PFM.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas
(p <0.05) entre los grupos SF + Vits B, PFM + Vits B, SF y PFM.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

El 2° periodo de balance se inicié con pesos iniciales significativamente diferentes entre los
grupos SF + mezcla Vits B, PFM + mezcla Vits B (155,74 y 164,98 g, respectivamente) y los
grupos SF y PFM (229,75 y 197,95 g, respectivamente). Aunque, la ingesta total de alimento en
los grupos SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B (189,41 y 234,98 g, respectivamente) fue
(p<0,05) a los grupos SF y PFM (282,20 y 306,23 g,
respectivamente), la ganancia de peso fue mayor para los grupos SF + mezcla Vits B y PFM +
mezcla Vits B (22,76 y 28,16 g, respectivamente) frente a los grupos SF y PFM (13,70 y 17,35 g,

significativamente inferior

respectivamente). De acuerdo con esto, la relacion entre la ganancia de peso y la ingesta total
de alimento, que nos da una idea de la eficiencia alimentaria, fue mejor para los grupos que
tomaron la fuente de hierro y la mezcla de vitaminas B, en especial para el grupo PFM + mezcla
Vits B.

En el 3' periodo de balance, Unicamente la ganancia de peso entre los grupos PFM +
mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B mostraron diferencias significativas (p<0,05). Teniendo en
cuenta que los pesos iniciales de los grupos SF con/sin mezcla Vits B (156,05 y 225,55 g,
respectivamente) fueron significativamente diferentes (p<0,05), esto no afecté a la ingesta total
de alimento y a la ganancia de peso, los cuales fueron similares. Sin embargo, y a pesar de la
diferencia entre los pesos iniciales y finales, la relacion entre la ganancia de peso y la ingesta
total de alimento fue similar entre ambos grupos. No fue asi, para los grupos PFM con/sin

mezcla Vits B, los cuales aunque mostraron pesos iniciales, finales y una ingesta total de
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alimento similar, la ganancia de peso fue significativamente diferente, siendo el grupo PFM +

mezcla Vits B el que present6é una mejor eficiencia alimentaria.
3.2. Balance mineral del hierro

La Tabla 3.3 muestra el analisis de varianza de los parametros relacionados con el balance
mineral del hierro en los tres periodos de balance, para los grupos SF y PFM con la mezcla de
vitaminas B. Destacar, que Unicamente en el 1° periodo de balance, la excrecion fecal,
porcentaje de absorcion y retencién aparente, y la relacion entre la retencion y la absorcion
aparente presentaron diferencias significativas (p<0,05), para los grupos SF + mezcla Vits B y
PFM + mezcla Vits B, mientras que en el 2° y 3" periodo de balance, el balance mineral del

hierro no mostro diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla 3.3. Andlisis de varianza de los parametros relacionados con el balance mineral del
hierro, tras la administracion del SF o PFM + mezcla de vitaminas B afadidos a un néctar
de frutas, durante el periodo de replecién

Variables 1°" Balance 29 Balance 3°" Balance
Ingesta (mg Fe) NS NS NS
Excrecion fecal (mg Fe) * NS NS
Excrecién urinaria (ug Fe) NS NS NS
Balance del hierro (mg) NS NS NS
Absorciéon aparente (%6) * NS NS
Retencién (%6) * NS NS
Retencidén x 100/ Absorcion * NS NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; NS = no significacion

La Tabla 3.4, representa las medias y el error tipico de las variables empleadas para el
célculo del balance mineral en los grupos PFM + mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B,

comparados con los grupos PFM y SF (1°' Estudio).

3.2.1. Comparacion del balance mineral del hierro entre los grupos SF y PFM con la mezcla de

vitaminas B.

Durante el 1* periodo de balance, los grupos SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B
(8,22 y 9,52 mg Fe) presentaron una ingesta de hierro similar. Sin embargo, la excrecion fecal
fue significativamente superior (p<0,05) para el grupo SF + mezcla Vits B (1,18 mg Fe) frente al
grupo PFM + mezcla Vits B (0,43 mg Fe), esto explicaria las diferencias significativas (p<0,05)
existentes en el porcentaje de absorcion aparente y retencion aparente, para los grupos PFM +
mezcla Vits B (92,84% y 93,77%, respectivamente) y SF + mezcla Vits B (85,76% y 85,60%,
respectivamente). Se sabe que en estados anémicos el transporte y la absorcion del hierro
aumentan, estando en relacion inversa con las reservas de hierro presentes en el organismo

(Benito y col., 1997). Por este motivo, los porcentajes de absorcion y retencion aparente se
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encuentran elevados en este periodo de balance, indicando que las reservas de hierro aun se

encuentran por debajo de lo normal.

Ademas, la relacion entre la retencién y la absorcién aparente para el grupo PFM + mezcla
Vits B (99,93%) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + mezcla Vits B (99,81%),
indicando una menor pérdida de hierro en la orina (7,15 ug Fe) frente al grupo SF + mezcla Vits
B (12,06 pg Fe), este hecho, junto a una menor excrecién fecal, explicaria la elevada retencion

del hierro por parte del grupo PFM + mezcla Vits B.

Durante el 2° y 3* periodo de balance, observamos que los dos grupos, PFM + mezcla Vits
B y SF + mezcla Vits B mostraron un balance mineral muy similar, no detectandose diferencias

significativas en ninguna de las variables calculadas.
3.2.2. Efecto de las vitaminas Bg, B, y &cido folico sobre el balance mineral del hierro.

En el 1°" periodo de balance, los grupos SF con/sin mezcla Vits B, presentaron valores muy
similares para cada uno de los parametros relacionados con el balance mineral del hierro. El
mismo comportamiento se observd en los grupos PFM con/sin mezcla Vits B, salvo en la
excrecion fecal, la cual fue significativamente inferior (p<0,05) para el grupo PFM + mezcla Vits
B (0,43 mg Fe) frente al grupo PFM (1,54 mg Fe). Esta diferencia, posiblemente se deba a que
las ratas del primer grupo presentaron valores de hemoglobina inferiores al segundo, dando
lugar a una mayor retencion y por tanto a una disminucion en la excrecién de este mineral, tal
como describen otros autores (Zhang y col., 1989). Si ademas observamos los porcentajes de
absorcion aparente y retencion, podemos concluir que durante este periodo la adicion de la
mezcla de vitaminas B no tuvo un efecto significativo, destacando la elevada asimilacién de este

mineral en todos los casos.

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta de hierro, la excrecion fecal y urinaria del
grupo SF + mezcla Vits B (7,31, 1,47 mg Fe y 20,77 ug Fe, respectivamente) fue
significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (12,09 y 3,89 mg Fe y 42,40 ug Fe,
respectivamente). No obstante, el balance del hierro no se vio afectado significativamente por
esta disminucion, observandose valores similares entre el grupo SF + mezcla Vits B y el grupo
SF (5,84 y 8,20 mg Fe, respectivamente). Asi mismo, el balance del hierro para el grupo S +
mezcla Vits B no varié con respecto al periodo anterior (7,29 mg Fe) al igual que la ingesta de
hierro (8,22 mg Fe), traduciéndose en un porcentaje de absorcion y retencion aparente para el
grupo SF + mezcla Vits B (75,97 y 75,54%, respectivamente) muy similar al 1°" periodo (85,76 y

85,60%, respectivamente). En cuanto al grupo SF, los porcentajes de absorcion y retencion

140



aparente en el 2° periodo (67,74 y 67,32%, respectivamente) fueron significativamente
inferiores al 1°" periodo (80,33 y 80,04%, respectivamente).

La misma situacion tuvo lugar para los grupos PFM con/sin mezcla Vits B. Es decir, la
ingesta de hierro y la excrecion fecal para el grupo PFM + mezcla Vits B (9,11 y 1,79 mg Fe) fue
significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM (13,67 y 4,20 mg Fe), en cambio el balance de
hierro en ambos grupos fue similar (7,57 y 9,47 mg Fe, respectivamente). Sin embargo, en este
caso el porcentaje de absorcién y retencién aparente para el grupo PFM + mezcla Vits B (80,52
y 80,28%, respectivamente) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (69,25 vy
69,06%, respectivamente). Por tanto hay que destacar, una notable disminucién en los
porcentajes de absorcion y retencion aparente en el grupo PFM (69,25 y 69,06%,
respectivamente) con respecto al periodo anterior (85,65 y 85,50%, respectivamente) y una
ligera disminucion en el grupo PFM + mezcla Vits B (80,52 y 80,28%, respectivamente) con

respecto al periodo anterior (93,84 y 93,77%, respectivamente).

En el 3* periodo de balance, la excrecion fecal y urinaria por parte del grupo SF + mezcla
Vits B (1,84 mg y 17,12 pug Fe, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) al
grupo SF (6,27 mg y 29,92 ug Fe, respectivamente). En cambio la ingesta de hierro fue muy
similar para ambos grupos, por lo tanto cabe esperar que el balance de hierro sea
estadisticamente diferente. De hecho, el balance de hierro para el grupo SF + mezcla Vits B
(7,67 mg Fe) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF (4,54 mg Fe). Esta clara
diferencia se manifest6 en los porcentajes de absorcion y retencién aparente, siendo el grupo SF
+ mezcla Vits B (74,64 y 74,42%, respectivamente) significativamente superior (p<0,05) al

grupo SF (41,90 y 41,60%, respectivamente).

En el caso de los grupos PFM con/sin mezcla Vits B, se observo el mismo comportamiento.
Una ingesta de hierro y excrecion fecal baja (8,00 y 1,83 mg Fe, respectivamente) y porcentajes
de absorcion y retencién aparente elevados (74,14 y 73,93%, respectivamente) por parte del
grupo PFM + mezcla Vits B, siendo estos resultados estadisticamente significativos (p<0,05) al
grupo PFM, ingesta de hierro y excrecion fecal (12,46 y 6,66 mg Fe) y porcentaje de absorcion y
retencion aparente (44,88 y 44,70%, respectivamente). Ademas, la ingesta de hierro, excrecion
fecal, balance de hierro, porcentaje de absorcion y retencién aparente fueron similares al

periodo anterior para el grupo PFM + mezcla Vits B.
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Tabla 3.4. Absorcion y retencién del hierro, tras la administracién del SF o PFM con/sin la mezcla de vitaminas B en un néctar de frutas, durante los tres
periodos de replecion.

[0}
Replecion

Néctar

SF

1 Periodo SF + Vits. B

PFM
PFM + Vits. B

S.F

2° Periodo SF + Vits. B

PFM
PFM + Vits. B

SF

3er Periodo SF + Vits. B

PFM
PFM + Vits. B

Ingesta
(mg Fe)

7,93 +0,95 7
8,22 + 1,21/
11,16 + 3,58 /2
9,52 + 1,03

12,09 + 0,60 /2
7,31 +1,217
13,67+ 1,132
9,11 + 0,732

10,81+2,29 7
9,51 + 2,117
12,46+1,99 2
8,00 + 0,562

Excrecion

fecal (mg Fe) urinaria (mg Fe) hierro® (mg) aparente? (%6)

1,47 +0,15%
1,18 + 0,207
1,54 +0,68°
0,43 +0,13™

3,89 + 0,397
1,47 + 0,452
4,20 +0,617
1,79 + 0,26™2

6,27 +1,3172
1,84 £ 0,997
6,66 + 0,45
1,83 0,317

Excrecién

22,21 +5,90 /@
12,06 +1,99
4,21 +1,63%
7,15 +0,57"°

42,40 + 12,8072
20,77 + 3,88™2
22,91+ 3,932
22,48 + 4,052

29,92 +5.28 /2
17,12+ 1,40™
19,09+ 3,692
15,04 +1,48 2

Balance del

6,45 +0,97°
7,29 + 1,37/
9,62 +1,772
8,74 + 1,24/

8,20 +0,61"2
5,84 + 0,88/
9,47 £0,95"2
7,567 +1,17

454 +1,01"
7,67 1,86
581+ 162"
6,17 + 0,58

Absorcion

80,33+ 3,85/
85,76+ 1,422
85,65 + 3,43 /2
93,84 + 1,86 /2

67,74+3,33 "
75,97 + 1,55 /2
69,25+ 3,24
80,52 + 2,46™P

41,90+1,34 "
74,64 + 6,592
44,88 + 6,06 "
74,14 + 222"

Retencién®
(%0)

80,04 + 3,847
85,60+ 1,40
85,50+ 3,407
93,77+ 1,862

67,32+3,25 7"
75,54 + 1,56 /@
69,06 + 3,23
80,28 + 2,48

41,60+1,31"
74,42 + 6,652
44,70 + 6,06’
73,93 +2,24™P

Retencién x
100/
Absorcion

99,65 + 0,08 /2
99,81 + 0,022
99,82 + 0,08 '
99,93 + 0,012

99,40+ 0,12
99,43+0,14
99,72+ 0,05 /2
99,70 + 0,03 ®

99,29 +0,12 2
99,68 +0,12 '
99,23+0,41 2
99,71+ 0,05

Cada valor es lamedia + error tipicon = 6

* La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecion indica diferencias significativas (p<0,05) de los grupos suplementados con

SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B respecto a los grupos SFy PFM.
¢ Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos SF + mezcla Vits B,
PFM + mezcla Vits B, SF y PFM.
'Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)
Absorcion aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
SRetencion (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecion fecal (mg) + Excrecién urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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En general, las ratas suplementadas con la fuente de hierro SF o PFM con/sin la mezcla de
vitaminas B, mostraban un comportamiento muy similar desde el 2° periodo de balance hasta el
altimo periodo de balance. Exceptuando al 1°" periodo de balance, donde los resultados
obtenidos previsiblemente eran légicos (elevados porcentajes de la absorcion y retencion
aparente), debido a que tras un periodo de anemia deficiente en hierro, donde las reservas de
hierro estan disminuidas, la demanda de hierro del organismo aumenta para cubrir todas las
necesidades metabolicas del animal. Pero en cambio, era de esperar que tras 10 o 17 dias de
replecion con un balance mineral de tres dias (2° y 3 periodo de balance), los animales se
fueran recuperando alcanzando valores en los porcentajes de absorcion y retencion aparente

similares a los obtenidos por los grupos SF y PFM.

Normalmente, en animales adultos bien alimentados que mantienen aproximadamente el
mismo peso durante largos periodos de tiempo, la composicion corporal generalmente es
constante y por lo tanto la ingesta de nutrientes debe ser aproximadamente similar a las
perdidas corporales (Hegsted, 1976). En nuestro estudio, el balance del hierro (ingesta de hierro
- excrecion fecal) en ambos grupos de ratas alimentadas con el néctar enriquecido con PFM +
mezcla Vits B o SF + mezcla Vits B, no varido de manera significativa (p<0,05) de un periodo de
balance a otro. Esto significa que independientemente del periodo de replecion hubo un
equilibrio entre la ingesta de hierro y la excrecion fecal del mineral, coincidiendo con una
correlacion positiva entre ambas variables para el grupo SF + mezcla Vits B (r = 0,645; p<0,05),
sin embargo para el grupo PFM + mezcla Vits B no se establecié esa misma correlacién puesto
gue la excrecion fecal en el 1°' periodo de balance (0,43 mg Fe) fue significativamente inferior
(p<0,05) al 2° periodo (1,79 mg Fe) y 3" periodo de balance (1,83 mg Fe). De igual modo, el
porcentaje de absorcion y retencién aparente en el grupo PFM + mezcla Vits B en el 1°" periodo
(93,84 y 93,77%, respectivamente) mostro valores significativamente superiores (p<0,05) al 2°
periodo (80,52 y 80,28%, respectivamente) y 3° periodo de balance (74,14 y 73,93%,
respectivamente). Seria obvio pensar que a medida que la excrecion fecal aumente de un
periodo de balance a otro, el porcentaje de absorcién aparente disminuya. Este hecho sélo se ve
reflejado en el grupo PFM + mezcla Vits B, donde ambas variables estaban correlacionadas de
manera inversa (r = -0,924; p<0,001). El mismo patron de conducta, lo observamos entre la
excrecion urinaria y el porcentaje de retencién aparente para el grupo PFM + mezcla Vits B,
donde hubo una correlacién negativa entre ambas variables (r = -0,622; p<0,05), mientras que
en el grupo SF + mezcla Vits B no se observo tal correlacion, ya que tanto la excrecion urinaria
como el porcentaje de retencion aparente no presentaron diferencias significativas (p>0,05) a lo

largo de los tres periodos de replecion.
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En resumen, podemos concluir que el grupo de ratas alimentadas con el néctar enriquecido
con PFM + mezcla Vits B presenté un comportamiento desde el punto de vista metabdlico muy
similar al encontrado en el grupo de ratas alimentadas con el néctar SF + mezcla Vits B.
Ademas, los resultados obtenidos sugieren que la adicion de la mezcla de vitaminas B a ambas

fuentes de hierro mejoré la absorcion de dicho mineral con respecto al 1°" estudio.
3.3. Biodisponibilidad y utilizaciéon del hierro

La Tabla 3.5, muestra el analisis de varianza de las variables relacionadas con la

biodisponibilidad y la utilizacion del hierro durante los tres periodos de replecion.

Tabla 3.5. Andlisis de varianza de los parametros relacionados con los indices de
biodisponibilidad y la utilizaciéon del hierro, en los grupos alimentados con SF + mezcla
Vits B y PFM + mezcla Vits B, durante los tres periodos de balance.

Variables 1°" Balance 2% Balance 3°" Balance
Ganancia de peso (Q) NS NS NS
Ingesta (mg Fe) NS NS NS
Hb inicial (g/dl) NS ** *
Hb final (g/dl) NS NS NS
Fe Hb inicial (mg) NS kel NS
Fe Hb final (mg) * NS NS
ERH (206) NS * NS
Utilizacion del hierro (mg) NS * NS

Diferencias significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

La Tabla 3.6, muestra los valores obtenidos para cada una de las variables empleadas para
el calculo de la biodisponibilidad relativa del PFM con/sin mezcla Vits B y la utilizacion del hierro

respecto a los grupos SF con/sin mezcla Vits B, en cada uno de los tres periodos de replecion.
3.3.1. Comparacion entre los grupos PFM y SF con la mezcla de vitaminas B.

El hecho de que los pesos iniciales, Hb; y FeHb; en los dos grupos no presentaran
diferencias significativas entre ellos, demuestra que el estatus del hierro era homogéneo para
comenzar el 1°" periodo de replecién. La Hb; en los grupos PFM + mezcla Vits B y SF + mezcla
Vits B (12,48 y 12,54 g/dI, respectivamente) alcanzo niveles normales y similares entre ellos (ver
Tabla 1.5). Sin embargo, el FeHb; para el grupo PFM + mezcla Vits B (5,88 mg Fe) fue
significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + mezcla Vits B (4,70 mg Fe), debido al peso
final del grupo PFM + mezcla Vits B (189,12 @), el cual fue superior al grupo SF + mezcla Vits B
(164,62 g). No obstante, este hecho no afecté de manera significativa a la ganancia de hierro en
la hemoglobina (FeHb; - FeHb;), la cual fue muy similar para los grupos PFM + mezcla Vits B y
SF + mezcla Vits B (3,70 y 3,32 mg Fe, respectivamente). La biodisponibilidad del hierro,
expresada como la ERH, para los grupos PFM o SF + mezcla Vits B, fue muy similar (40,07% y
44,87%, respectivamente). De igual modo, la utilizacion del hierro, que expresa la cantidad de

hierro utilizado con respecto al contenido presente en el néctar (4,92 mg Fe/100 ml), fue
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también muy similar en ambos grupos (1,97 y 2,21 mg Fe, respectivamente). En resumen, el
hierro proporcionado por ambos compuestos junto con las vitaminas B tuvo similar

biodisponibilidad.

Al comienzo del 2° periodo de replecion, los pesos iniciales de los grupos PFM + mezcla Vits
B y SF + mezcla Vits B fueron muy similares (121,62 y 117,20 g, respectivamente), sin
embargo, la Hb; (2,82 y 4,00 g/dl, respectivamente) y por tanto el FeHb; (0,77 y 1,06 mg Fe,
respectivamente) fueron diferentes (p<0,05) entre ambos grupos. La ingesta de hierro en los
grupos PFM + mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B fue muy similar (26,90 y 27,33 mg Fe,
respectivamente), la cual permitié que la Hb; y FeHb; en los grupos PFM + mezcla Vits B (13,74
g/dl y 5,96 mg Fe, respectivamente) y SF + mezcla Vits B (13,72 g/dl y 5,50 mg Fe,
respectivamente) presentaran valores similares. Légicamente, la ganancia de hierro en la
hemoglobina para el grupo PFM + mezcla Vits B (5,19 mg Fe) fue significativamente superior
(p<0,05) al grupo SF + mezcla Vits B (4,44 mg Fe). De acuerdo con esto, la ERH, para el grupo
PFM + mezcla Vits B (19,31%) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + mezcla
Vits B (16,44%). Por tanto, el PFM + mezcla Vits B mostrdé una mayor biodisponibilidad, a pesar
de que el grupo PFM + mezcla Vits B inici6 el periodo de replecion con niveles de hemoglobina y

un contenido de hierro en la hemoglobina inferiores al grupo SF + mezcla Vits B.

Al comienzo del 3' periodo de replecién, el peso inicial y un FeHb; en los grupos PFM +
mezcla Vits B (117,17 g y 0,93 mg Fe, respectivamente) y SF + mezcla Vits B (111,22 gy 1,23
mg Fe, respectivamente) fue similar. Sin embargo, la Hb; para el grupo SF + mezcla Vits B (4,90
g/dl) fue ligeramente superior al grupo PFM + mezcla Vits B (3,47 g/dl). En cuanto a la ingesta
de hierro, ésta fue similar para los grupos PFM + mezcla Vits B (42,82 mg Fe) y SF + mezcla
Vits B (39,46 mg Fe). De igual manera, la Hb; y FeHb;, en los grupos PFM + mezcla Vits B
(14,48 g/dl y 6,26 mg Fe, respectivamente) y SF + mezcla Vits B (14,20 g/dl y 5,87 mg Fe,
respectivamente) también fue similar. Por tanto, la biodisponibilidad del hierro, medida como
ERH, en el grupo PFM + mezcla Vits B (12,46%) fue muy similar a la del grupo SF + mezcla Vits
B (11,96%). Del mismo modo, la utilizacion del hierro que evalla la eficiencia en la regeneracion
de la hemoglobina en relacion al hierro de la dieta, fue semejante para ambos grupos: PFM +
mezcla Vits B (0,61 mg Fe) y SF + mezcla Vits B (0,59 mg Fe).

Al evaluar el comportamiento de cada compuesto de hierro junto con las vitaminas B sobre
cada una de las variables empleadas en el célculo de la biodisponibilidad del hierro, pudimos
observar que desde el punto de vista hematolégico, 3 dias de administracion del néctar fueron
suficientes para alcanzar niveles de Hb > 11,1 g/dl (ver Tabla 1.5). Periodos de suplementacion

mas largos (2° y 3' periodo), permitieron alcanzar niveles de Hb significativamente mas
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elevados (p<0,05) para el grupo PFM + mezcla Vits B (13,74 y 14,48 g/dl, respectivamente) y
para el grupo SF + mezcla Vits B (13,72 y 14,20 g/dl, respectivamente) con respecto al 1°
periodo. El aumento en la concentracion de la Hb o gananca de la Hb, estuvo favorecida por la
ingesta de hierro, existiendo una correlacion positiva entre ambas variables, por lo que una
mayor ingesta de hierro permiti6 un aumento en la sintesis de la hemoglobina, grupo SF +
mezcla Vits B (r = 0,768, p<0,001) y el grupo PFM + mezcla Vits B (r = 0,880, p<0,001).

Entre la ganancia de hemoglobina y ganancia de hierro en la hemoglobina, esta ultima es la
variable que mejor refleja la regeneracion de la hemoglobina, ya que tiene en cuenta las
diferencias en el peso ganado y por tanto la expansion del volumen de sangre durante el
periodo de replecion. De esta manera, la ganancia en peso y la ingesta de hierro estuvieron
correlacionadas con la ganancia de hierro en la hemoglobina tanto para el grupo PFM + mezcla
Vits B (r = 0,825; p<0,001 y r = 0,747; p<0,001, respectivamente) como para el grupo SF +
mezcla Vits B (r = 0,810; p<0,001, y r = 0,668; p<0,01, respectivamente). Por tanto, el hierro
suministrado por el PFM y SF se incorpor6 de manera efectiva a la hemoglobina. Sin embargo,
esto no significa que la biodisponibilidad de los compuestos de hierro vaya aumentando de
manera paralela a la ingesta de hierro, ya que llega un momento en que la absorcion del hierro
mantiene constante el contenido de hierro en el organismo, y la sintesis de hemoglobina se
produce gracias al reciclaje de los hematies tras su ciclo vital (Miret y col., 2003). De acuerdo
con esto, la biodisponibilidad del hierro (medida como ERH) fue disminuyendo en cada periodo
de replecion, mientras que la ingesta de hierro fue aumentando, existiendo una correlaciéon
inversa entre ambas, siendo para el grupo PFM + mezcla Vits B (r= - 0,932; p<0,001) y para el
grupo SF + mezcla Vits B (r= - 0,855; p<0,001).
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Tabla 3.6. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacion del hierro y valor bioldgico relativo (VBR) en ratas anémicas, tras la administracion del SF o PFM con/sin
la mezcla de vitaminas B en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

Néctar Ganancia de Ingesta Fe Hb inicial Hb final Fe Hb inicial* Fe Hb ERH? (96) Utilizacién del VBR*
peso (g) (mg) (g/dI) (g/di) (mg) final*(mg) hierro® (mg)
Q)
Replecion
SF 10,30+4,33" 7,42+1,98"° 7.88+0,817% 11,68+0,98" 2,82+0,91"% 4,21+1,23" 2055+ 4,27 1,01 +£0,21 100
o porigqo SF+Vits B 3836%6017° 822121 482+020™ 1254£030% 1380127 470+0,17° 4487£812" 221+040™ 218
17 Periodo PFM 12,47+2,65%° 9,88+4,21"° 7.75:0,78’% 11,35+1,91"° 2,79+057/ 4,22+1,06" 1480 +3,17/% 073+016" 72
PFM + Vits. B 38,96+ 155" 952 +1,03° 4,88+0,347 12,48+0,55” 1,67+0,30" 538+0,20" 40,07+3,407® 1,97+0,17"* 195
SF 38,06+396"® 2747478 7,62+0,16'® 14,12+0,37® 3,05+0,76’® 7,55+0,77’® 16,85 +506’® 0,83 + 0,25 100
0 periodo S+ Vits- B 61,30 £4,337 27,33+1,86” 4,00+0,237 13,72+0,14” 1,06 +0,05" 550+0,097 16,44+0,85” 0,81+0,04” 98
ertodo PFM 42,12+697" 30,33+2,72"® 7,50+0,37 ™ 14,47+0,61" 296050/ 7,09+0,78" 1379+2,79/4 0,68+0,14”° 82
PFM +Vits. B 71,52+4,007 26,90+0,73"° 2,82+0,24”* 13,74+0,27/* 0,77 +0,04” 596+0,207 19,31+0,85™ 0,95 +0,04™ 115
SF 80,50+ 15,73 56,78+ 4,58 6,33+0,40® 14,00£0,42® 230+1,137® 7,94+1,19® 10,02 +1,96" 0,49 + 0,09 100
/ */. / / /b */. 7
s poriodo SF+ Vits:B 72,75£4,00 39,46+1,797 4,90+0,50” 14,20+0,27® 1,23+0,11 587+029™ 1195,717® 059:006" 119
PFM 64,30+£7,21® 53,04+595® 6,35+0,53"® 14,60+0,51® 256+077/* 6,88+145% 809+088" 040+004" 82
PFM +Vits. B 75,20+574’ 42,82+0,60”® 3,47 +0,40”* 14,48+0,17"* 0,93+0,13"™ 6,26+0,26’ 12,46+0,74™ 0,61 £0,04” 124

Media + Error tipico, n=6
Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada parametro y en cada periodo de replecion muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
’=¢ Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos SF 6 PFM + mezcla Vits B
! Fe en Hb se describe en la seccién de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).
2ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ mg Fe consumido.
3 Utilizacién del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) / 100.

4 VBR = ERH (SF 0 PFM) con/sin mezcla de Vits B / ERH (SF)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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3.3.2. Efecto de las vitaminas Bg, B;, y acido folico en la biodisponibilidad y utilizacion del hierro

Al inicio del 1°" periodo de replecién, la ganancia de peso, la Hb; y el FeHb; para el grupo SF
+ mezcla Vits B (38,36 g, 4,82 g/dl y 1,38 mg Fe, respectivamente) presentd diferencias
significativas (p<0,05) con respecto al grupo SF (10,30 g, 7,88 g/dl y 2,82 mg Fe,
respectivamente). Las diferencias en la Hb; y por consiguiente en el FeHb; se debieron a la
dificultad en disminuir la concentracion de la Hb en el grupo SF tras varios desangrados, por lo
gue nos vimos obligados a iniciar el periodo de replecion, a pesar de presentar un estatus del
hierro diferentes en ambos grupos. No obstante, la ingesta de hierro, la Hb; y el FeHb; en ambos
grupos fueron muy similares. Posiblemente, el aumento en la ganancia de peso por parte del
grupo SF + mezcla Vits B compensé las diferencias encontradas al inicio del periodo de
replecion, favoreciendo el aumento en el volumen de sangre y por tanto el aumento en la Hb; y
en el FeHb;. Respecto a la biodisponibilidad del hierro (medido como ERH) y la utilizacién del
hierro, el grupo SF + mezcla Vits B (44,87% y 2,21 mg, respectivamente) mostro valores
superiores (p<0,05) al grupo SF (20,55% y 1,01 mg, respectivamente). Relacionando la ERH del
grupo SF + mezcla Vits B con la del SF, obtenemos el valor biolégico relativo (VBR), siendo el

VBR del grupo SF + mezcla Vits B de 218,3%, el doble con respecto al grupo SF (VBR 100%).

La misma situacion tuvo lugar para los grupos PFM con/sin mezcla Vits B. La ganancia de
peso, la Hb; y el FeHb; para el grupo PFM + mezcla Vits B (38,96 g, 4,88 g/dl y 1,67 mg Fe,
respectivamente) mostr6 diferencias significativas (p<0,05) con respecto al grupo PFM (12,47 g,
7,75 g/dl y 2,79 mg Fe, respectivamente). La ERH y la utilizacién del hierro para el grupo PFM +
mezcla Vits B (40,07% y 1,97 mg Fe, respectivamente) fue significativamente superior (p<0,05)
al grupo PFM (14,80% y 0,73 mg Fe, respectivamente). Al calcular el VBR del PFM + mezcla Vits
B (195%) con respecto al SF (100%), observamos que la biodisponibilidad relativa fue casi el
doble.

En el 2° periodo de replecion, las diferencias encontradas en la Hb; para el grupo SF con
respecto al grupo SF + mezcla Vits B, se debieron al mismo motivo descrito en el 1°" periodo de
replecion. Por tanto, la Hb; y el FeHb; para el grupo SF + mezcla Vits B (4,00 g/dl y 1,06 mg Fe,
respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (7,62 g/dl y 3,05 mg Fe,
respectivamente). Al final de este periodo, la Hb; fue similar en ambos grupos, sin embargo el
FeHb; para los grupos SF y SF + mezcla Vits B (7,55 y 5,50 mg Fe, respectivamente) fue
significativamente diferente (p<0,05) entre ellos. La adicion de la mezcla de vitaminas B en este
periodo replecion no afectd a la biodisponibilidad del SF nitampoco a la utilizacion del hierro, ya
gue en ambos grupos sus valores fueron muy similares, grupo SF + mezcla Vits B (16,44% y

0,81 mg Fe, respectivamente) y para el grupo SF (16,85% y 0,83 mg Fe, respectivamente).
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La ganancia de peso, la Hb;, y el FeHb; para el grupo PFM + mezcla Vits B (71,52 g, 2,82
g/dl y 0,77 mg Fe, respectivamente) varid significativamente (p<0,05) con respecto al grupo
PFM (42,12 g, 7,50 g/dl y 2,96 mg Fe, respectivamente). En este caso, la adicion de las
vitaminas B si mejoro la biodisponibilidad del PFM y la utilizacion del hierro, siendo el grupo PFM
+ mezcla Vits B (19,31% y 0,95 mg Fe, respectivamente) significativamente superior (p<0,05)
al grupo PFM (13,79% y 0,68 mg Fe, respectivamente). El VBR para el grupo SF + mezcla Vits B
(98%) fue préacticamente similar al grupo SF (100%), lo que nos sugiere que la adicion de las
vitaminas B no afectd a la biodis ponibilidad del SF, sin embargo el grupo PFM + mezcla Vits B
(115%) fue significativamente superior al del SF (100%), por lo que este compuesto de hierro

presento una mejor biodisponibilidad en un periodo de tiempo mas largo (10 dias).

Al comienzo del 3' periodo de replecion, el estatus del hierro en los grupos SF con/sin
mezcla Vits B fue homogéneo, es decir, los pesos iniciales, la Hb; y el FeHb; fueron similares en
ambos grupos. Al final de periodo de replecion, el FeHb; en el grupo SF + mezcla Vits B (5,87
mg Fe) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (7,94 mg Fe), hecho que tuvo lugar
por la diferencia en el peso finalde ambos grupos. Al igual que en el 2° periodo de replecion, la
mezcla de vitaminas B no influyé en la biodisponibilidad y utilizacion del hierro, alcanzando
valores similares en ambos grupos: SF + mezcla Vits B (11,96% y 0,59 mg Fe, respectivamente)

y SF (10,02% y 0,49 mg Fe, respectivamente).

En cuanto al grupo PFM + mezcla Vits B, el peso inicial la Hb; y el FeHb; (117,17 g, 3,47
g/dl y 0,93 mg Fe, respectivamente) fueron significativamente diferentes (p<0,05) al grupo PFM
(174,18 g, 6,35 g/dl y 2,56 mg Fe, respectivamente). En cambio, el peso final, Hb; y FeHbs no
mostré diferencias significativas entre los dos grupos. La ERH y la utilizacion del hierro para el
grupo PFM + mezcla Vits B (12,46% y 0,61 mg Fe, respectivamente) fue significativamente
superior al grupo PFM (8,09% y 0,40 mg Fe, respectivamente). Esta diferencia se debio
principalmente a los valores obtenidos al inicio del periodo de replecion, debido a que al final del
periodo de replecion no se observaron diferencias significativas en los parametros implicados en

el célculo de la biodisponibilidad.

En multiples estudios se han valorado los efectos hematoldgicos de una sola vitamina o de
un pequefio nimero de vitaminas combinadas, con o sin hierro, pero muy pocos ensayos han
examinado el impacto hematopoyético de la suplementacion mdltiple de vitaminas. Aquellos
ensayos en los que se han valorado el impacto de la suplementacion multiple de vitaminas, han
utilizado mezclas de varias vitaminas con hierro, y no han diferenciado los efectos de las
vitaminas de aquellos obtenidos del hierro individualmente (Bradfield y col., 1968; Reinken y

Kurz,.1978; Buzina y col., 1982; Das y col., 1984; Powers y col., 1985; Tel'mann Akh y col.,
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1992; Liu y col., 1993; Van Stuijvenberg y col., 1999; Thu y col., 1999). Un dato en comun en
todos estos estudios es que solamente se valoraban los niveles de Hb y no otros parametros
hematoldgicos. En nuestro caso, si Unicamente valoramos los niveles de Hb, podemos observar
que la adicion de la mezcla de vitaminas B no tuvo ningun efecto en la concentracion de Hb al
final de cada periodo de replecion. Sin embargo, lo que verdaderamente ® valora en este
estudio es como afecta la adicion de la mezcla de vitaminas B a la biodisponibilidad de las
fuentes de hierro SF y PFM. Si descartamos los dos primeros periodos de replecion por no
similitud en el estatus del hierro de las ratas en los grupos SF y PFM con/sin mezcla Vits B, y nos
centramos en el 3° periodo de replecion, que fue el Unico periodo donde los niveles de Hb; eran
= 6 g/dl, observamos que el grupo PFM + mezcla Vits B presentd una mayor biodisponibilidad y
utilizacion del hierro (p<0.05) al compararlo con el grupo PFM, mientras que estos pardmetros
fueron similares entre el grupo SF + mezcla Vits B y el grupo S. En resumen, la adicion de la
mezcla de vitaminas B solamente tuvo un efecto positivo en la biodisponibilidad de la fuente de

hierro PFM, tras un periodo de suplementacion de 17 dias.
3.3.3. Relacion entre las modificaciones en la hemoglobina y la ingesta de hierro.

Siguiendo el mismo patron que en los estudios anteriores, se realizo el andlisis de regresion
lineal entre las variables ingesta de hierro y las dos medidas de la regeneracion de la
hemoglobina: ganancia de la hemoglobina y ganancia de hierro en la hemoglobina (Figuras 3.1

y 3.2, respectivamente).

En la Figura 3.1 (parte izquierda), el analisis de regresion entre la ingesta de hierro y la
ganancia de la hemoglobina o cambio en la hemoglobina, Unicamente fue indicativo para el
grupo SF + mezcla Vits B, indicando que la ingesta de hierro fue el principal determinante en la
ganancia de la hemoglobina, durante los periodos de replecién. En el caso del grupo PFM +
mezcla Vits B, el coeficiente de regresion lineal r* = 0.53 fue muy bajo, lo que indica una
dependencia muy débil entre ambas variables. Por lo tanto, salvo en el caso del grupo SF +

mezcla Vits B, no podriamos establecer una relacion lineal entre ambas variables.
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Figuras 3.1 y 3.2. Andlisis de regresion lineal entre las dos medidas de la regeneraciéon de la hemoglobina y la ingesta de hierro
durante los periodos de replecion.() 1°" Periodo de replecion, () 2° Periodo de replecion y() 3°" Periodo de replecion.

En la Figura 3.2 (parte derecha), el coeficientes e regresion lineal para el grupo PFM +
mezcla Vits B (* = 0,50; p<0,005) y para el grupo SF + mezcla Vits B (* = 0,66; p<0,001)
fueron bajos. Esto significa que la relacion de dependencia de ambas variables (ngesta de
hierro y ganancia de hierro en la remoglobina) es débil., por lo que no podemos estimar la

ganancia de hierro en la hemoglobina en funcién de la ingesta de hierro.
3.4. Indices hematologicos y bioquimicos

Las Figuras 3.3, 3.4 y 3.5, muestran los cambios producidos en los parametros VCM, HCM y
CHCM respectivamente, desde un estado de anemia deficiente en hierro a un estado nutricional

de hierro adecuado durante los tres periodos de replecion.

Los niveles de VCM, y HCM (Figuras 3.3 y 3.4, superior izquierda y derecha,
respectivamente) en deplecion fueron significativamente inferiores a los obtenidos en replecion
(p<0,05) para cada grupo de ratas suplementadas con el néctar enriquecido con PFM o SF +
mezcla Vits B. En cambio los valores en deplecién para la CHCM (Figura 3.5, inferior izquierda),

solamente fueron inferiores a los obtenidos en el 3°" periodo de replecién para ambos grupos.

Finalizado el 1°' periodo de replecion, los indices eritrocitarios alcanzaron valores normales:
VCM > 44 pm®, HCM > 12,0 pg y para CHCM > 21,6 g/dl (Tabla 1.5). Ademas los valores de
estos pardmetros obtenidos en los grupos PFM + mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B, VCM
(63,80 y 63,60 pm®, HCM (18,92 y 19,00 pg) y CHCM (30,92 y 30,39 g/dl, respectivamente)

fueron similares.
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Al final del 2° periodo de replecion, el VCM y la HCM aumentaron significativamente
(p<0,05) con respecto al periodo anterior, siendo para el grupo PFM + mezcla Vits B (67,00 pm®
y 20,38 pg, respectivamente) y para el grupo SF + mezcla Vits B (66,80 um®y 20,40 pg,
respectivamente). Ademas, entre ambos grupos no existieron diferencias significativas para los
parametros VCM y HCM. Por otra parte, como hemos comentado, la CHCM para los grupos PFM
+ mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B (30,40 y 30,54 g/dl, respectivamente) ro varié con

respecto al 1°" periodo.

Al finalizar el 3°' periodo de replecién, observamos que los valores del VCM en el grupo PFM
+ mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B (61,33 y 60,33 pm?®, respectivamente) fueron
significativamente inferiores (p<0,05) a los valores obtenidos en el 2° periodo de replecion y
muy similares al 1°" periodo de replecion. Respecto a la HCM, el grupo PFM + mezcla Vits B y SF
+ mezcla Vits B (20,42 y 20,17 pg, respectivamente) no experimentaron cambios con respecto
al 2° periodo (20,38 y 20,40 pg, respectivamente). La CHCM aumenté significativamente
(p<0,05) para el grupo PFM + mezcla Vits B (33,43 g/dl) y para el grupo SF + mezcla Vits B

(33.37 g/dI) con respecto a los periodos anteriores.
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En las Figuras 3.6, 3.7 y 3.8, se representan los parametros relacionados con el transporte
del hierro (HS, CTFH y %ST, respectivamente) para cada grupo con SF o PFM con la mezcla de

vitaminas B en cada uno de los tres periodos de replecion.

En la Figura 3.6 (superior izquierda), claramente se puede observar que en ninguno de los
periodos de replecién las concentraciones de HS alcanzaron valores normales (220 £ 124 ug/dl)
(segln Tabla 1.5). Al final del 1°' periodo de replecion, los niveles de HS estaban disminuidos en
ambos grupos, siendo para el grupo SF + mezcla Vits B (77,56 pg/dl) y para el grupo PFM +
mezcla Vits B (68,73 pg/dl). Tras un estado de deficiencia en hierro (periodo de deplecion), los
animales tienden a recuperar sus niveles normales, pero en este caso, un periodo de

suplementacion de tres dias no fue suficiente para alcanzar niveles normales de HS (220 + 124
ug/dl).
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No obstante, tras un periodo de suplementacion de 10 dias (2° periodo de replecion),
observamos que los niveles de HS experimentaron un descenso significativo (p<0,05) con
respecto al periodo anterior, siendo para el grupo SF + mezcla Vits B (42,96 pg/dl) y para el
grupo PFM + mezcla Vits B (44,29 ug/dl). En cambio, tras 17 dias de suplementacién (3*

periodo), los niveles de HS para el grupo SF + mezcla Vits B (70,61 pg/dl) aumentaron
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significativamente (p<0,05) con respecto al 2° periodo de replecion, sin embargo, el grupo PFM
+ mezcla Vits B (45,56 pg/dl) mantuvo los valores con respecto al periodo anterior. La Unica
explicacion ldgica a estas fluctuaciones esta en la amplia variabilidad de resultados para este
parametro a lo largo del dia, incluso en los mismos individuos (Ritchie y col., 2002). Este hecho,
supone que la discusion de los datos con respecto a esta variable se realice con cautela y sin

obtener conclusiones que puedan inducir a error.

Ademas, los valores de la CTFH (Figura 3.7, superior derecha) obtenidos para los grupos SF
y PFM con la mezcla de vitaminas B, fueron descendiendo a lo largo de los tres periodos de
replecion. Al final del 1°" periodo de replecion, la CTFH para el grupo SF + mezcla Vits B (525,50
pg/dl) y para el grupo PFM + mezcla Vits B (524,12 pg/dl) fue muy similar. Adn asi, en este
periodo los valores permanecian elevados con respecto al rango normal (368 pg/dl) (Tabla 1.5).
En el 2° periodo de replecion, la CTFH en los dos grupos disminuy6 significativamente (p<0,05)
con respecto al periodo anterior, siendo para el grupo SF + mezcla Vits B (386,36 pg/dl) similar
al grupo PFM + mezcla Vits B (411,28 pg/dl). Al final del 3* periodo de replecién, el grupo SF +
mezcla Vits B (343,61 pg/dl) y el grupo PFM + mezcla Vits B (391,56 pg/dl) disminuyeron

ligeramente pero sin presentar diferencias significativas entre ellos.

Peter y Wang (1981) determinaron que la saturacién de la transferrina es un buen indicador
en la deteccion de la deficiencia en hierro cuando los niveles de HS son bajos y la CTFH normal.
En la Figura 3.8 (inferior izquierda) se muestran los %ST para los grupos SF + mezcla Vits B y
PFM + mezcla Vits B al final de cada periodo de replecién. Como se puede observar, al final del
1°" periodo, el %ST para el grupo SF + mezcla Vits B (14,78%) fue muy similar al grupo PFM +
mezcla Vits B (13,31%). Esta misma situacién, pero mas acusada tuvo lugar en el 2° periodo de
replecion, donde los %ST en el grupo SF + mezcla Vits B (11,15%) y el grupo PFM + mezcla
Vits B (10,83%) disminuyeron con respecto al periodo anterior, no mostrando diferencias
significativas. Por el contrario, en el 3° periodo de replecion el %ST del grupo SF + mezcla Vits
B (20,12%) aument6 significativamente (p<0,05) con respecto al 2° periodo, mientras que el
grupo PFM + mezcla Vits B (11,58%) mantuvo su valor con respecto al periodo anterior. El
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (1995) establecié que cuando los
valores de %ST estan por debajo de 15%, la sintesis de la hemoglobina se altera. Tomando
como referencia este valor, en los tres periodos de replecion, el grupo PFM + mezcla Vits B
tendria alterada la sintesis de la hemoglobina, pero en cambio los niveles de Hb; en cada
periodo de repleciébn demuestra todo lo contrario (ver Tabla 3.6) al igual que los indices
hematolégicos (VCM, HCM y CHCM). En el grupo SF + mezcla Vits B la situacion mejor
favorecida tendria lugar en el 3* periodo de replecién, donde el %ST es >15%, sin embargo, en

los periodos anteriores donde el %ST fue <15%, aunque la Hbs se encontr6 dentro del rango
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normal. Una posible explicacion, podria estar relacionada con las fluctuaciones encontradas en

los valores de HS, ya que el %ST se calcula en funcion de esta variable.
3.4.1. Efecto de la mezcla de vitaminas B en los indices hematoldgicos y bioquimicos

Junto al hierro y la vitamina By, el acido félico es uno de los componentes mas importantes
en la eritropoyesis. Su deficiencia es la principal causa de anemia megaloblastica en el mundo
(Gallagher y Ehrenkranz, 1995). Hematol6gicamente, se ve reflejado en un elevado VCM y una
baja concentracion de hemoglobina (Hughes-Jones y Wickramasinghe, 1996). En aianto a la
vitamina B,,, su deficiencia es la segunda causa de anemia megaloblastica, produciendo anemia
macrocitica, asi como un amplio dafio neurologico. Su deficiencia es menos frecuente que la
deficiencia en acido fdlico, la cual resulta de manera general, por un defecto en la absorcion
mas que por una ingesta insuficiente (Anthony, 1991). Otra vitamina, cuya deficiencia no es
frecuente, es la Bs. Su deficiencia puede alterar la sintesis del grupo hemo y conducir a una

anemia normocitica (HCM normal), microcitica (VCM bajo) o una anemia sideroblastica.

Al final del 1" periodo de replecion, los grupos alimentados con la fuente de hierro SF o
PFM con/sin mezcla Vits B alcanzaron valores normales para los parametros VCM, HCM y CHCM
(Tabla 1.5), siendo los grupos PFM + mezcla Vits B y SF + mezcla Vits B, los que presentaron
valores significativamente superiores (p<0,05) con respecto a los grupos PFM y SF. La misma
situacion tuvo lugar al final del 2° y 3° periodo de replecion. En general, los indices
hematolégicos analizados, alcanzaron valores normales desde el 1°" periodo de replecion,
independientemente de la adicion de la mezcla de vitaminas B. Unicamente, se podria destacar
los valores méas elevados (dentro del rango normal) como posible efecto de la adcion de la

mezcla de vitaminas B.

La adicion de la mezcla de vitamina B al néctar enriquecido con SF, no mejoré los niveles de
HS, CTFH y %ST en ninguno de los tres periodos de repleciéon al compararlo frente al grupo SF.
En el caso del grupo PFM + mezcla Vits B, los valores de HS, CTFH y %ST no alcanzaron valores
normales en ninguno de los periodos de replecion y ademas en el 2° y 3% periodo estos valores
fueron significativamente inferiores (p<0,05) al grupo PFM. Al igual que para el grupo SF +
mezcla Vits B, la adicion de la mezcla de vitaminas B al grupo PFM, no tuvo ningun efecto sobre

los parametros analizados.

3.5. Almacenamiento del hierro.

La Tabla 3.7 muestra el andlisis de varianza entre los dos grupos SF 6 PFM + mezcla Vits B

en relacion a los depdsitos de hierro de cada una de las piezas anatémicas analizadas en el 1°" y
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3°" periodo de replecion. Destacar que el tipo de compuesto de hierro con la mezcla de
vitaminas B, influyé significativamente en los valores de concentracion de hierro del bazo (1*
periodo) y rifién (3°" periodo).

Tabla 3.7. Andlisis de varianza del contenido en hierro de las distintas piezas anatdmicas en los
grupos alimentados con el néctar SF 6 PFM + mezcla Vits B, durante el 1*" y 3 periodo de

balance.

Higado Bazo Rifion Corazon Intestino del gado
1°" Balance NS * NS NS NS
3°" Balance NS * * NS NS

Diferencias significativas para: *p<0,05; NS = no significacion
La Tabla 3.8 muestra las concentraciones de hierro en las diferentes piezas anatémicas
durante el 1°" y 3° periodo de replecion entre los grupos suplementados con SF 6 PFM + mezcla
vitaminas B y los grupos SF y PFM.

Tabla 3.8. Concentracién de hierro en los distintos 6rganos de las ratas dimentadas con SF o PFM con/sin mezcla Vits B,
afadidos a un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg / g peso seco (p.s).

Néctar Higado Bazo Rifion Corazén Intestino
delgado
Replecion
SF 1,60 + 0,66 6,54 + 2,68 1,40 £ 0,35 1,51 +0,30 0,85 +0,31
1°" Balance SF + Vits. B 1,18 + 0,22 6,29 £0,73 1,66 + 0,56 1,27 +0,30 0,97 £0,23
PFM 0,52 £0,27 9,04 £ 1,65 2,14 £ 0,24 2,83 £0,52 0,96 £ 0,35
PFM + Vits. B 1,25 £ 0,44 1,48 +0,16™ 2,03 £0,68 1,83 +0,30 0,79 £0,21
SF 1,03 £+ 0,15 5,40 £+ 1,68 1,36 + 0,03 1,63 £0,17 0,56 + 0,22
3°' Balance SF + Vits. B 1,41 £ 0,47 4,47 +1,11 0,20 +0,05 1,22 +0,37 0,31 +0,05
PFM 0,69 +0,17 7,10 £1,57 1,70 £ 0,45 2,15 +£0,46 0,91 £0,19
PFM + Vits. B 1,63 £0,27 8,44 £ 2,347 3,02 £0,54 1,56 + 0,47 0,37 £ 0,04

Media + Error tipico, n=6

*/ La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas
(p<0,05) entre los grupos suplementados con SF + mezcla Vits B y SF sin vitaminas; y los grupos suplementados con PFM + mezcla Vits By
PFM sin vitaminas.

’&¢ Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion, dentro de
un mismo compuesto (SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B).

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

Al final del 1°" periodo de replecién, la concentraciéon de hierro en el bazo del grupo PFM +
mezcla Vits B (1,48 mg Fe/g p.s) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM (9,04 mg
Fe/g p.s) y al grupo SF + mezcla Vits B (6,29 mg Fe/g p.s). El resto de las piezas anatdbmicas no
mostraron diferencias significativas, presentando concentraciones de hierro similares a los
grupos SF y PFM. En el 3* periodo de replecién, la concentraciéon de hierro en el bazo y rifién
para el grupo PFM + mezcla Vits B (8,44 y 3,02 mg Fe/g p.s, respectivamente) fue
significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + mezcla Vits B (4,47 y 0,20 mg Fe/g p.s,
respectivamente). Ademas, la concentracion de hierro en el rifién para elgrupo SF + mezcla Vits

B (0,20 mg Fe/g p.s) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (1,36 mg Fe/g p.s).

En general, el aumento en la ingesta de hierro desde el 1°" al 3* periodo de replecién no

supuso un aumento en la concentracion de hierro en los érganos de los grupos PFM con/sin Vits
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B y SF con/sin Vits B. Ademas, la mezcla de vitaminas B no favorecid en ningln caso un

aumento en la concentracion de hierro en los distintos érganos.

3.6. Efecto pro-oxidante del SF + mezcla Vits B y PFM + mezcla Vits B afadidos al

néctar

La Figura 3.9, representa la produccion de radicales libres (OH) en heces determinadas por
la cuantificaciéon del acido bencenosulfinico (ABS) en los dos grupos alimentados con los
diferentes compuestos de hierro mas la mezcla de vitaminas B durante los periodos de tiempo

especificados.

3,57
*/

3

2,5+ )
Figura 3.9. Efecto de Ila

administracion del néctar con los dos
B SF compuestos de hierro con/sin la
L 8 SF + mezcla Vits B mezcla vitaminas B en la generacién
O PFM ) de radicales libres en heces,
BPFM+mezelaVitsB | geterminado por la cuantificacion del
1 acido bencenosulfinico (ABS) como
producto final en un ensayo in vitro.

0,5—/ * La presencia de asterisco muestra
diferencias significativas (p<0, 05) con
o , . ) respecto a los grupos control (SF y

Deplecion ler Periodo 3er Periodo PFM) en cada periodo de estudio.

/&b Diferencias significativas (p<0,05)
entre los dos periodos de replecion
para un mismo compuesto de hierro.

1,54

ABS (umol/g heces total)

Periodo de estudio

La produccion de ABS al final del 1°" periodo de replecion para los grupos SF + mezcla Vits
B (3,16 pumol/g heces) y PFM + mezcla Vits B (2,27 umol/g heces) fue muy similar. Si tenemos
en cuenta que ambos grupos mostraron un balance mineral muy similar (Tabla 3.4), podemos
sugerir que durante este periodo ambos compuestos de hierro junto con la mezcla de vitaminas
B se comportan de manera similar. Sin embargo, el grupo SF + mezcla Vits B mostré valores
significativamente superiores (p<0,05) con respecto al grupo SF (1,55 pumol/g heces). Aunque
en la literatura cientifica no se ha documentado, en nuestro estudio se sugiere la existencia de
un ligero efecto promotor de las vitaminas Bs, By, y &cido félico sobre el sulfato ferroso en la
produccion de radicales hidroxilo.

No obstante las diferencias encontradas son minimas si tenemos en cuenta la escala de

medida utilizada en la Figura.3.9.

No se observaron diferencias significativas en el 3°" periodo de balance entre los grupos SF
y PFM mas la mezcla de vitaminas B, ni tampoco con respecto a los grupos SF y PFM. Ademas,

la produccién de ABS de los grupos SF + mezcla Vits B 'y PFM + mezcla Vits B no varié con
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respecto al T Periodo, debido a que la ingesta de hierro se mantuvo constante. No se
encontraron correlaciones entre la ingesta de hierro y la excrecion fecal con respecto a la
produccién de radicales libres en las heces, por lo que la presencia de la mezcla de vitaminas B
en el néctar enriquecido con los diferentes compuestos de hierro no favorece la generacion de

radicales libres entre un periodo de 3 a 17 dias.
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4° ESTUDIO

4. Efecto de la vitamina C y mezcla de vitaminas B (Bs, B> y acido félico) sobre la
biodisponibilidad del pirofosfato férrico micronizado (PFM) en el néctar de frutas

enriquecido. Método de la Eficiencia de Regeneracion de la Hemoglobina (ERH).
4.1. Crecimiento y consumo de alimento

La Tabla 4.1 muestra el andlisis de varianza realizado en los parametros medidos a los
animales para evaluar el crecimiento de los mismos: peso corporal inicial y final ganancia de
peso, ingestion total de alimento (ingesta de la dieta + ingesta del néctar), durante el periodo

de cada balance mineral.

Tabla 4.1. Andlisis de varianza del peso corporal inicial y final, ganancia de peso e ingesta
total de alimento tras la administracién del SF o PFM + Vits B + C afiadidos a un néctar de
frutas, durante los tres periodos de balance

Variables 1°" Balance 2° Balance 3°" Balance
Peso corporal inicial NS NS fadad
Peso corporal final NS NS NS
Ganancia de peso NS NS *
Ingestion total de alimento NS Fokx NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

Durante el 1°" periodo de balance el ritmo de crecimiento y la ingesta total de alimento en
ambos grupos (PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C) fue similar. En el 2° periodo de balance, la
ingestion total de alimento fue estadisticamente diferente entre ambos grupos y por tanto la
eficiencia alimentaria (ganancia de peso/ingesta total de alimento). En el 3° periodo de balance,
los pesos iniciales y ganancia de peso fueron estadisticamente diferentes, sin embargo, aunque
el peso final fue similar, la eficiencia alimentaria fue diferente entre los dos grupos, siendo

superior para el grupo PFM + Vits B + C.

En la Tabla 4.2, se muestran los valores medios y el error tipico de los parametros
relacionados con el crecimiento y la ingesta, en las ratas alimentadas con el néctar SF + Vits B
+ Cy PFM + Vits B + C, comparandolos a su vez con los grupos SF y PFM, en los tres periodos

de balance.

Durante el 1° periodo de balance, el peso inicial de los grupos SF + Vits B + C (202,20 g) y
PFM + Vits B + C (210,08 g), fueron significativamente superiores a los grupos SF y PFM
(155,03 y 158,00 g, respectivamente), y aunque la ingesta total de alimento fue similar, el peso

final y por tanto la ganancia de peso si se vieron afectados significativamente (p<0,05). De
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acuerdo con los resultados, el ritmo de crecimiento de los grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits

B + C, fue aproximadamente tres veces superior al de los grupos SF y PFM.

Tabla 4.2. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracion del SF o PFM junto con las

vitaminas B y C afadidos a un néctar de frutas durante el periodo de depleciéon — replecién.

. S - Ganancia de Ingesta total
Néctar Peso inicial (g) Peso final (g) peso (g) de alimento (g)
Deplecién - 152,57 + 10,81 161,90 + 10,94 9,33+1,78 28,00 + 2,65
o
Replecion
SF 155,03 +17,67° 167,20 £17,20 10,30 + 4,33 177,66 + 18,57
1°" periodo SF * Vitst 202,20 + 10,84 234,00 + 10,95 31,80+ 2,327 190,06 + 29,46
erlodo PEM 158,00 + 10,79 172,85 + 10,04 12,47 + 2,65 226,57 + 41,28
PFM + Vits? 210,88 +7,49" 241,47 +8,93" 30,58 + 3,42 225,63 £22,64 7
SF 229,75 +7,14 7 243,45 +3,43 "2 13,70 + 6,43 282,20 + 13,24
20 periodo SF *+ Vitst 220,40 +11,00™ 244,55 +11,73 " 24,15 +2,95 246,26 + 17,01
erlodo PEM 197,95 + 10,29 215,30 + 9,30 17,35 + 2,40 306,23 + 20,72
PFM + Vits! 220,13 + 5,43 249.70 £ 7,73" 29,57 +2,65" 351,35 + 10,56 /2
SF 225,55 + 16,04 @ 248,33 + 15,67 22,78 £ 4,22 256,58 + 48,12
3¢ Periodo 7 * vitst 271,13 £5,457  294.30 + 7,54 23,17 +2,48 235,08 + 13,22
erioao
PFM 195,83 + 20,43 208,05 + 24,19 12,23+ 4,68 253,86 + 69,50
PFM + Vits? 227,47 + 10,45 261.22 + 14,69 33,75+ 4,35" 274,74 + 24,74

Media + error tipico, n=6. Vits': Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y &cido félico

* La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias
significativas (p<0,05) de los grupos suplementados con SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C respecto a los grupos SF y PFM.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas (p <
0.05) entre los grupos SF + Vits B + C, PFM + Vits B + C, SF y PFM.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

El 2° periodo de balance, la ingesta total de alimento en los grupos PFM + Vits B + C y SF
+ Vits B + C (351,35 y 246,26 g, respectivamente) fue significativamente diferente (p<0,001),
sin embargo esta diferencia no afect6 a los parametros finales, como el peso finaly la ganancia
de peso. Los grupos SF con/sin Vits B + C presentaron un ritmo de crecimiento muy similar a lo
largo de este periodo. Por el contrario, los grupos PFM con/sin Vits B + C, a pesar de comenzar
con un peso inicial (220,13 y 197,95 g, respectivamente), y tener una ingesta total de alimento
similar (351,35 y 306,23 g, respectivamente), la ganancia de peso (29,57 y 17,35 g,
respectivamente) y por tanto el peso final (249,70 y 215,30 g, respectivamente) resultaron
diferentes (p<0,05). En resumen, el ritmo de crecimiento del grupo PFM +Vits B + C fue

superior al grupo PFM.

En el 3" periodo de balance, observamos que la ganancia de peso y la ingesta total de
alimento en los grupos SF + Vits B + C (23,17 y 235,08 g, respectivamente) y SF (22,78 y
256,58 g, respectivamente) fueron similares, dando lugar a un ritmo de crecimiento semejante,
a pesar de mostrar pesos iniciales significativamente diferentes (p<0,05). Por el contrario, en los
grupos PFM y PFM + Vits B + C, aunque mostraron pesos iniciales y una ingesta total de
alimento parecidos,

la ganancia de peso (16,07 y 33,75 g, respectivamente) fue

significativamente superior para el segundo grupo (p<0,05). Por tanto, la eficiencia alimentaria
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(ganancia de peso/ingesta total de alimento) para el grupo PFM + Vits B + C fue mejor que la
del grupo PFM en este periodo.

4.2. Balance mineral

La Tabla 4.3 muestra el analisis de varianza de los parametros relacionados con el balance
mineral del hierro durante los tres periodos de replecion para los grupos SF + Vits B + C y PFM
+ Vits B + C.

Tabla 4.3. Andlisis de varianza de los parametros relacionados con el balance mineral del
hierro, tras la administracion del SF o PFM + Vits B + C afiadidos a un néctar de frutas,
durante el periodo de repleciéon

Variables 1°" Balance 2% Balance 3°" Balance
Ingesta (mg Fe) NS Fkx NS
Excrecion fecal (mg Fe) * ** *
Excrecion urinaria (ug Fe) NS NS NS
Balance del hierro (mg) NS * NS
Absorcién aparente (%26) NS NS **
Retencion aparente (%0) NS NS **
Retenciéon x 100/Absorciéon NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

La Tabla 4.4, representa las medias y el error tipico de las variables empleadas para el
calculo del balance mineral en los grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C, comparados con
los grupos PFM y SF.

4.2.1. Balance mineral de los grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C

En el 1°" periodo de balance, aunque la excrecién fecal en los grupos SF + Vits B + C y PFM
+ Vits B + C (0,66 y 1,03 mg Fe, respectivamente) mostrara diferencias significativas (p<0,05),
no influyd en el balance de hierro y por tanto en los porcentajes de absorcién y retencion

aparente, los cuales fueron similares (Tabla 4.4).

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta de hierro y la excrecion fecal en el grupo PFM
+ Vits B + C (14,75 y 2,54 mg Fe, respectivamente) fue significativamente superior (p<0,001 y
p<0,01, respectivamente) al grupo SF + Vits B + C (9,89 y 1,18 mg Fe, respectivamente). Como
resultado final del célculo del balance del hierro, el grupo PFM + Vits B + C (12,36 mg Fe) fue
significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B + C (8,71 mg Fe). Los porcentajes de
absorcion y retencién aparente no variaron con respecto al periodo anterior. En el 3°" periodo de
balance, la ingesta total de hierro en ambos grupos fue similar, en cambio la excrecion fecal por
parte del grupo PFM + Vits B + C (2,81 mg Fe) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo
SF + Vits B + C (3,63 mg Fe). A pesar de esta diferencia, el balance de hierro resulté ser
estadisticamente similar en ambos grupos. Esta diferencia se vio reflejada en los porcentajes de

absorcion y retencion aparente, siendo estos valores en el grupo PFM + Vits B + C (74,51 y
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74,42%, respectivamente) significativamente superiores (p<0,01) al grupo § + Vits B + C
(60,58 y 60,47%, respectivamente).

4.2.2. Efecto de las vitaminas C, Bg, By, y &cido folico sobre el balance mineral del hierro.

En el I periodo de balance (Tabla 4.4), la ingesta de hierro tanto para los grupos SF
con/sin Vits B + C (7,77 y 7,93 mg Fe, respectivamente) como para los grupos PFM con/sin Vits
B + C (9,13 y 11,16 mg Fe, respectivamente) fueron muy similares. En cambio, para la
excrecion fecal de los grupos SF con/sin Vits B + C (0,66 y 1,47 mg Fe, respectivamente) si
mostraron diferencias significativas entre si (p<0,05), mientras que los grupos PFM con/sin Vits
B + C mostraron valores semejantes. Estos resultados influyeron en los porcentajes de
absorcion aparente, siendo para el grupo SF + Vits B + C (90,72%) significativamente superior
(p<0,05) al grupo SF (80,33%), mientras que los grupos PFM con/sin Vits B + C (89,70 y

85,65%, respectivamente) mostraron valores semejantes.

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta de hierro se mantuvo sin diferencias. En
cambio, la excrecion fecal de los grupos SF + Vits B+ Cy PFM + Vits B + C (1,18 y 2,54 mg Fe,
respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) a la obtenida por los grupos SF y PFM
(3,89 y 4,20 mg Fe, respectivamente). Las reducidas pérdidas de hierro a través de las heces
unidas a una ingesta de hierro similar, dieron como resultado porcentajes de absorcion y
retencién aparente para los grupos SF + Vits B + C (87,31 y 87,17%, respectivamente) y PFM +
Vits B + C (82,74 y 82,66%, respectivamente) significativamente superiores (p<0,05) a los
grupos SF (67,74 y 67,32%, respectivamente) y PFM (69,25 y 69,06%, respectivamente).

En el 3* periodo de balance, y al igual que en los periodos anteriores, la ingesta de hierro
fue similar en los cuatro grupos. La excrecion fecal por parte del grupo SF + Vits B + C (3,63
mg Fe), aunque no fue estadisticamente diferente fue 2,5 veces inferior al grupo SF (6,27 mg
Fe). En cambio, la excrecion urinaria si fue significativamente diferente (p<0,01) para los grupos
SF + Vits B + Cy SF (9,29 y 29,92 ug Fe, respectivamente). No obstante, el balance del hierro
no se vio afectado. Por tanto y de acuerdo con las diferencias encontradas, los porcentajes de
absorcion y retencion aparente fueron significativamente superiores (p<0,05) para el grupo SF
+ Vits B + C (60,58 y 60,47%, respectivamente) frente al SF (41,90 y 41,60%,
respectivamente). En cuanto a los grupos PFM con/sin Vits B + C, la excrecion fecal (2,81 y 6,66
mg Fe, respectivamente) resultd ser diferente entre ellos (p<0,05). Esta diferencia se vio
reflejada en la absorcion del hierro (balance del hierro), siendo en el grupo PFM + Vits B + C
(8,49 mg Fe) estadisticamente superior (p<0,05) al grupo PFM (5,81 mg Fe), y en los

porcentajes de absorcion y retencion aparente, siendo en el grupo PFM + Vits B + C (74,51 y
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74,42%, respectivamente) significativamente superiores (p<0,05) al grupo PFM (44,88 y

44,70%, respectivamente).

Segun estos resultados, es claro el efecto positivo de la adicion de las vitaminas del grupo B
(Bs, Bz y acido félico) y C, para conseguir un incremento en el balance de hierro y en el

porcentaje de la absorcidn y retencion aparente, en ambos compuestos de hierro (SF y PFM).

Estableciendo una relacion en el tiempo de cada uno de los parametros para los grupos, SF
+ Vits B + C y PFM + Vits B + C, se observd que desde el principio (1°" Periodo) al final de la
replecion (3°' Periodo), la ingesta de hierro y el balance de hierro aumentaban de manera
paralela, es decir, existia una correlacion positiva entre ambas variables, siendo para el grupo SF
+ Vits B + C (r = 0,855; p<0,001) y para el grupo PFM + Vits B + C (r = 0,963; p<0,001). En
dos estudios diferentes realizados en ratas, Buchowski y col. (1989) y Sanchez-Morito y col.
(2000) encontraron que la relacion entre la ingesta de hierro y el estatus del hierro se basa en
una elevada correlacién lineal entre la ingesta de hierro y el balance del hierro. Por tanto, estas
correlaciones confirman que es posible mejorar el estatus del hierro mediante la administracbn
de SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C.

Otro dato importante a destacar, fue la correlacion inversa entre la excrecion fecal y el
porcentaje de absorcién aparente en los grupos SF + Vits B + C (r = - 0,967; p<0,001) y PFM +
Vits B + C (r = - 0,794; p<0,01). En un estudio realizado por Zhang y col. (1989), observaron
gue en ratas con una anemia severa y alimentadas con una dieta cuya concentracion de hierro
en forma de SF era de 30 mg/Kg, excretaban menos hierro y la absorcién aparente era mas
elevada (situacion que tuvo lugar en el 1°" y 2° periodo de balance) y que en ratas normales
esta situacién se invirtié, es decir, la excrecion fecal aumentaba mientras que la absorcién

aparente disminuia (similar al 3°' periodo de balance).
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Tabla 4.4. Absorcién y retencion del hierro, tras la administracion del SF o PEM con/sin Vits B + C en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecién.

Excrecion

Excrecién

Balance del

Absorcion

Retencion 3(%6)

Retenciéon x 100

Nectar Ingesta (mg Fe) fecal (mg Fe) urinaria (ng Fe)  hierro! (mg) aparente? (%) / Absorcién
Replecion

SF 7,93 +0,95 1,47 £ 0,157 22,21+5,90 6,45 +0,97/® 80,33 + 3,85 80,04 + 3,842 99,65 + 0,082

1¢" periodo  SF + Vits' 7,77+1,18"®  066+0,127  9,92+1,43"%  7,10+1,09% 90,72+1,15"* 90,42+ 1,41 99,79 +0,03"
PFM 11,16 + 3,58 2 1,54 +0,687° 4,21 +1,63" 9,62 +1,77/* 85,65 + 3,437 85,50 + 3,40 99,82 + 0,082

PFM + Vits! 9,13+ 0,99 1,03+0,11 7 11,41 +1,76™ 8,10 + 0,93 89,70 + 1,58 89,54 + 1,55 99,82 + 0,05

SF 12,09 + 0,60 @ 3,80 +0,39/®  42,40+12,80"* 8,20+0,61® 67,74+3,33" 67,32 + 3,25 99,40 + 0,12°
20 periodo  SF + Vits! 9,89 + 0,847 1,18 + 0,13 12,84 +2,26™ 8,71 +0,78"% 87,31 +1,227a 87,17 + 1,247 99,85 + 0,032
PFM 13,67 +1,13 /2 4,20 £0,617° 22,91 + 3,932 9,47 £+0,952  69,25+3,247° 69,06 + 3,23 7 99,72 + 0,05 2
PFM + Vits? 14,75+ 0,56 ' 2,54 + 0,347 18,48 + 5,22/2 12,36 + 0,962 82,74 +2,56™2 82,66 + 2,55™2 99,90 + 0,02 '

SF 10,81 + 2,29 /& 6,27 +1,3172 29,92+5,28 2 454+1,01% 41,90+1,34" 41,60+1,31 " 99,29+0,12 *
3¢ periodo  SF + Vits' 9,27 £0,71" 3,63 £0,13" 9,29 +2,337 5,64 £0,58" 60,58+1,66™ 60,47 +1,697" 99,82 + 0,06
PFM 12,46 + 1,99 ' 6,66 +0,45" 19,09 + 3,69/ 5,81 +1,62/2 44,88+6,06%° 44,70+ 6,06 99,28+ 0,29
PEM + Vits? 11,30+ 1,30 /@ 2,81 +0,16™2 10,16 + 1,88 /2 8,49 +1,16"® 74,51+1,88" 74,42 +1,90° 99,87 + 0,03 2

Cada valor es lamedia + error tipico n = 6. Vitaminas®: Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y acido félico

La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativ as (p<0,05) de los grupos suplementados con SF + Vits
B + Cy PFM + Vits B + C respecto a los grupos SF y PFM.
& Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos SF + Vits By C, PFM + Vits B +
C, SFy PFM.
!Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecion fecal (mg)

2Absorcién aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
3Retencion (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecién fecal (mg) + Excrecion urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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Miret y col. (2003), propusieron que los principales factores que afectan a la absorcion del
hierro son la cantidad de hierro presente en el organismo y el ritmo de la eritropoyesis. Segun
esto, cuando el estatus del hierro es bajo o cuando las reservas de hierro estan disminuidas, la
absorcion del hierro aumenta, y viceversa. En nuestro caso, los porcentajes de absorcion y
retencion aparente de los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C al final de cada periodo de
balance fueron significativamente superiores (p<0,05) a los grupos SF y PFM. Este aumento
puede estar relacionado con la presencia de la vitamina C en el néctar, la cual podria aumentar
los porcentajes de la absorcién del hierro en ambos grupos, segun se ha explicado en el 2°
Estudio. Ademéas, como hemos comentado anteriormente, la absorcion del hierro también esta
relacionada con el ritmo en la produccion de los eritrocitos (eritropoyésis), por tanto es
necesario relacionar estos parametros del balance mineral con los pardmetros hematologicos,

como se comentara en el apartado 4.3y 4.4.

4.2.3. ;Cudl es el efecto relativo de cada una de las vitaminas sobre la absorcion y balance del

hierro?

En este apartado, se pretende deducir si el incremento que hemos observado en el balance
del hierro, se debe a la adicién de la vitamina C, o del grupo de vitaminas B, o por el contrario a
una accién conjunta de todas estas vitaminas. Para ello, Unicamente vamos a comparar los
porcentajes de absorcion y retencion aparente, ya que es el parametro mas importante y

engloba en su calculo los demas parametros.

Entre el 4° y 2° Estudio, la vitamina comun presente en el néctar enriquecido con PFM o SF,
es la vitamina C, siendo la mezcla de vitaminas B el factor que podria diferenciar a los diferentes
grupos alimentados con su respectivo néctar enriquecido. Obviamente, hay variables que hay
que tener en cuenta antes de poder realizar una comparacion entre los diferentes grupos. Estas
variables son el peso inicial la Hb; y el FeHb,, las cuales nos dan una idea del estatus del hierro

presente en el animal.

En cada uno de los tres periodos, los porcentajes de absorcion aparente para el grupo PFM
+ Vits B + C (89,70; 82,74 y 74,51%, respectivamente) y retencion aparente (89,54; 82,66 y
74,42%, respectivamente) fueron significativamente superiores (p<0,001) al grupo PFM + Vit C
(70,50; 62,79 y 56,48%, respectivamente) y (70,28; 62,51 y 56,26%, respectivamente). De
acuerdo con los porcentajes de absorcion y retencion aparente, podriamos sugerir que la accion
conjunta de la mezcla de vitaminas B y C favorece la absorcién del hierro del PFM en relacion a
la adicién unicamente de la vitamina C. Pero en cambio, si tenemos en cuenta que los pesos
iniciales, Hb; y FeHb; entre los grupos deben ser similares para hacer una comparacion,

Unicamente habria que tener en cuenta los resultados obtenidos en el 2° periodo de replecion.
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Durante el 1°" y 2° periodo de balance, los porcentajes de absorcién para el grupo SF + Vits
B + C (90,72; 87,93%, respectivamente) y retencibn aparente (90,42; 87,79%,
respectivamente) fueron significativamente superiores (p<0,05) al grupo SF + Vit C (72,06;
49,21%, respectivamente) y (71,88; 49,02%, respectivamente). Sin embargo, en el 3* periodo
de balance esta situacion se equilibré, mostrando valores muy similares entre ellos. No obstante,
solamente en el 1° periodo de replecién, ambos grupos mostraron pesos iniciales, Hb;y FeHb;
similares, mientras que en los periodos restantes esta situacion no se cumplio, por lo que seria

conveniente tratar los datos con cautela en los dos ultimos periodos.

En general, desconocemos si existe algun mecanismo por el cual la mezcla de las vitaminas
B puede influir en los porcentajes de absorcidn y retencidn aparente en ratas, debido a la
ausencia de referencia bibliograficas sobre este hecho, sin embargo, de acuerdo con los
resultados obtenidos la adicion de las mismas junto a la vitamina C mejora la absorcién del PFM

y SF afiadidos al néctar.

Al comparar el grupo PFM + Vits B + C (4° Estudio) con el grupo PFM + mezcla Vits B (3*'
Estudio), para ver el efecto de la vitamina C en cada uno de los tres periodos de balance,
observamos que los porcentajes de absorcion y retencion aparente fueron similares. En
principio, estos resultados nos sugieren que la vitamina C aunque mejora la absorcion del hierro,
no supone un incremento mayor que la que produce la adicién de vitaminas del grupo B. Una
posible explicacién a este hecho puede estar relacionada con el ratio molar entre la vitamina C y
el hierro, que en nuestro estudio fue de 2,8:1, quiza insuficiente en roedores que sintetizan esta
vitamina. Ademas, el aumento de la absorcion del hierro en presencia de la vitamina C es mas
pronunciada en alimentos o dietas que contienen inhibidores de la absorcién del hierro, que no
es el caso del néctar en estudio. Segun Teucher y col., (2004), las dietas con niveles bajos o
medios de inhibidores requieren la adicion de vitamina C en un ratio de 2:1 (por ejemplo, 20 mg
de Vit C: 3 mg Fe), mientras que para favorecer la absorcion del hierro en presencia de niveles
altos de inhibidores, la vitamna C debe estar en un ratio > 4:1. Aungue el efecto de la vitamina
C ha sido examinada en combinacion con varios compuestos de hierro, la mayoria de los
estudios emplearon el sulfato ferroso. Con la excepcion del Fe (I11)-EDTA (MacPhail y col.,
1981), bisglicinato ferroso (Olivares y col., 1997), y fumarato ferroso, la vitamina C parece
aumentar la absorcion de la mayoria de los compuestos de hierro en una manera similar
(Hurrell, 2002b). Ademas, el efecto de la vitamina C sobre compuestos de hierro con baja
solubilidad parece ser menos pronunciado. De acuerdo con esto, poco se sabe sobre el efecto
de la vitamina C en la absorcién del PFM, por lo que futuros estudios serian necesarios para
determinar la efectividad de la vitamina C como favorecedor de la absorcion del hierro sobre el
PFM.
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En el 1°" periodo de balance, la Unica diferencia que hizo que los porcentajes de absorcion
fueran diferentes fue la excrecién fecal, siendo para el grupo SF + mezcla Vits B de 1,18 mg Fe
y para el grupo SF + Vits B + C de 066 mg Fe. Con respecto al 2° periodo de balance, la
excrecion fecal y la ingesta de hierro fueron similares, aunque en el Ultimo parametro a pesar de
no existir diferencias significativas, esta diferencia fue suficiente para que al calcular el balance
del hierro si las hubiera. En el 3°" periodo de balance, la ingesta de hierro fue similar en ambos
grupos, pero un aumento en la excrecion fecal de hierro por parte del grupo SF + Vits B + C
(3,63 mg Fe) hizo que el porcentaje de absorcion aparente (60,58%) disminuyera con respecto
al grupo SF + mezcla Vits B (74,64%). En resumen, no podemos concluir de manera categérica
que la adicion de la vitamina C tuviera un efecto favorecedor en la absorcion del hierro, puesto
gue solo se observo en los dos primeros periodos de balance. Esto puede deberse a otros
factores relacionados con la absorcidon como pueden ser la ingesta de hierro, la excrecién fecal y
en general al estatus del hierro de ambos grupos. Sin embargo y al igual que para el compuesto
de hierro PFM, son necesarios futuros estudios para determinar el efecto de la vitamina C junto
a otras vitaminas en la absorcién del hierro y establecer un ratio molar entre la vitamina C y el

compuesto de hierro.

En general, se conoce que las ratas tienen la capacidad de sintetizar la vitamina C en el
higado a partir de la glucosa. Siendo la concentraciéon de vitamina C de 20-30 mg, el
equivalente aproximado a unos 7,5 g de vitamina C en un humano adulto (Burns y col., 1954).
Sin embargo, el aporte extra de vitamina C no fue suficiente para favorecer la absorcion de las
dos fuentes de hierro, SF y PFM.

4.3. Biodisponibilidad y utilizacion del hierro

La Tabla 4.5, muestra el analisis de varianza de las variables relacionadas con el indice de la

biodisponibilidad y la utilizacion del hierro durante los tres periodos de replecion.

La Tabla 4.6, muestra los valores medios y el error tipico obtenidos para cada una de las
variables empleadas en el célculo de la biodisponibilidad relativa y la utilizacién del hierro para el
PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C, con respecto a los grupos PFM y SF, en cada uno de los

tres periodos de replecion.
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Tabla 4.5. Analisis de varianza de los parametros relacionados con los indices de
biodisponibilidad y la utilizacién del hierro, en los grupos alimentados con SF o PFM + Vits B
+ C, durante los tres periodos de balance.

Variables 1°" Balance 2% Balance 3°" Balance
Ganancia de peso (g) NS NS NS
Ingesta (mg Fe) NS ** el
Hgb inicial (g/dl) NS NS NS
Hgb final (g/dl) NS NS NS
Fe Hgb inicial (mg) NS NS NS
Fe Hgb final (mg) NS NS NS
ERH (%0) NS NS faked
Utilizacion del hierro (mg) NS NS *x

Diferencias significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS = no significacion

4.3.1. Biodisponibilidad y utilizacién del hierro entre los grupos PFM o SF + Vits B + C

Al comienzo del 1°" periodo de replecién, los pesos iniciales de los grupos PFM + Vits B + C
y SF + Vits B + C (202,20 y 210,88 g, respectivamente), Hb; (6,38 y 6,50 g/dl, respectivamente)
y FeHb; (2,95 y 3,12 mg, respectivamente) fueron similares, y por tanto con un estatus del
hierro homogéneo. Ademas, la ingesta de hierro en los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B +
C (7,77 y 8,43 g, respectivamente), fue adecuada para alcanzar una concentracion de Hby
(12,12 y 11,82 g/dl, respectivamente) dentro del rango normal (Tabla 1.5). La ERH de los
grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C (51,68 y 42,23%, respectivamente) fue similar,
indicando una biodisponibilidad muy parecida. En cuanto a la utilizacion del hierro, ambos
grupos presentaron valores similares (2,54 y 2,08 mg, respectivamente), indicando que
aproximadamente la mitad del hierro del néctar es utilizado para recuperar un estatus del hierro

adecuado.

Al igual que en el 1°" periodo, en el 2° periodo de replecién, los grupos SF + Vits B + C y
PFM + Vits B + C mostraron pesos iniciales (194,50 y 188,17 g, respectivamente), Hb; (5,93 y
5,93 g/dl, respectivamente) y FeHb; (2,63 y 2,54 mg, respectivamente), muy homogéneos. La
ingesta de hierro del grupo PFM + Vits B + C (28,43 mg Fe) fue significativamente superior
(p<0,05) al grupo SF + Vits B + C (24,49 mg Fe), esta diferencia no supuso ningun variaciones
en los parametros Hb; y FeHb;, de ambos grupos. En cuanto a la biodisponibilidad del hierro,
expresado como ERH, los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C (21,78 y 19,96%,
respectivamente) no mostraron diferencias significativas, al igual que en la utilizacion del hierro
(1,07 y 0,98 mg, respectivamente). Por tanto, el hierro proporcionado por el PFM y SF junto con

las vitaminas B y C se incorporé de manera efectiva y similar a la hemoglobina.

En el 3°" periodo de replecion, y al igual que en los dos anteriores, los grupos SF + Vits B +
C y PFM + Vits B + C, presentaron pesos iniciales (227,40 y 205,45 g, respectivamente), Hb,
(5,70 y 5,52 g/dl, respectivamente) y FeHb; (2,95 y 2,60 mg, respectivamente) muy similares.

La ingesta total de hierro aumentd con el tiempo, y para el grupo PFM + Vits B + C (46,08 g)
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fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B + C (35,23 @), esta diferencia no
afect6 a la Hby, y el FeHby. En cuanto a la ERH y a la utilizacion del hierro, el grupo PFM + Vits B
+ C (13,45% y 0,66 mg, respectivamente) reflejaron valores inferiores (p<0,01) al grupo SF +
Vits B + C (18,57% y 0,91 mg, respectivamente), lo cual nos sugiere que en este periodo de

replecion, el hierro del SF fue el méas biodisponible.

Al evaluar el comportamiento de cada compuesto de hierro junto con las vitaminas By C
sobre cada una de las variables empleadas en d célculo de la biodisponibilidad del hierro,
pudimos observar que desde el punto de vista hematolégico, 3 dias de repleciéon (1°" periodo)
fueron suficientes para alcanzar niveles de hemoglobina > 11,1 g/dl (Tabla 1.5). Periodos mas
largos (2° y 3" periodo), permitieron alcanzar niveles de Hby significativamente mas elevados
(p<0,05) para el grupo PFM + Vits B + C (14,67 y 14,98 g/dI, respectivamente) y para el grupo
SF + Vits B + C (14,42 y 14,73 g/dI, respectivamente) con respecto al 1*' periodo. La ganancia
de la Hb estuvo favorecida por la ingesta de hierro, existiendo una correlacién positiva entre
ambas variables, por lo que una mayor ingesta de hierro permitié6 un aumento en la sintesis de
la hemoglobina, siendo para el grupo SF + Vits B + C (r = 0,852, p<0,001) y para el grupo PFM
+ Vits B + C (r= 0,829, p<0,001). Al igual que Wienk y col., (1999), observamos que la ingesta
de hierro estuvo correlacionada con la ganancia de peso, siendo para el grupo PFM + Vits B + C
(r=0,513; p<0,05) y para el grupo SF + Vits B + C (r= 0,688; p<0,01), es decir, un aumento
en la ganancia de peso estuvo directamente relacionada con un aumento en el volumen
sanguineo y por tanto con un aumento en los niveles de hemoglobina. Zhang y col. (1989),
observaron que las ratas alimentadas con SF mostraban una relacion inversa entre la ganancia
de la Hb y la ganancia de hierro en la Hb, es decir, cuando la concentracion inicial de la
hemoglobina es mas baja la incorporacion del hierro a la hemoglobina es méas elevada. Esta
misma situaciéon tuvo lugar en nuestro estudio, donde el grupo SF + Vits B + C mostré una
correlacion inversa entre la Hb; con la ganancia de la Hb y la ganancia de hierro en la Hb (r = -
0,713 y r = - 0,642; p<0,01, respectivamente). Esta misma relacion se encontr6é para el grupo
PFM + Vits B+ C (r=-0,835y r = - 0,598; p<0,01, respectivamente).

La ganancia de hierro en la Hb, es la que mejor refleja la regeneracion de la Hb, ya que
tiene en cuenta las diferencias en el peso ganado y por tanto la expansion del volumen de
sangre durante el periodo de replecion. De esta manera, la ganancia en peso y la ingesta de
hierro estuvieron correlacionadas con la ganancia de hierro en la Hb, tanto para el grupo PFM +
Vits B + C (r= 0,805y r= 0,868; p<0,001, respectivamente) como para el grupo SF + Vits B +
C (r = 0,745; p<0,001, y r = 0,858; p<0,01, respectivamente). Observamos que la
biodisponibilidad del hierro (medida como ERH) fue disminuyendo progresivamente por cada

periodo de balance, mientras que la ingesta de hierro fue aumentando. Ambas variables
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mostraron una correlacion inversa, siendo para el grupo PFM + Vits B + C ¢ = - 0,906;
p<0,001) y para el grupo SF + Vits B + C (r= - 0,877; p<0,001).

4.3.2. Efecto de las vitaminas B y C en la biodisponibilidad y utilizacion del hierro

El estatus de hierro al inicio de cada periodo de replecién debe ser lo mas homogéneo para
cada uno de los grupos en estudio para que podamos establecer comparaciones, para ello nos
fijamos en el peso inicial Hb; y FeHb;. En el 1°" periodo de replecion, el peso inicial y la Hb; del
grupo SF + Vits B + C (202,20 g, 6,38 g/dl, respectivamente) fue significativamente superior
(p<0,01) al grupo SF (155,03 g, 7,88 g/dI, respectivamente), mientras que el FeHb; se mantuvo
sin diferencias. Aunque la ingesta de hierro fuera similar para el grupo SF + Vits B + C (7,77 mg
Fe) y el grupo SF (7,42 mg Fe), la ganancia de peso marcaria las diferencias en la Hby y el FeHb¢
para el grupo SF + Vits B + C (31,80 g, 12,12 g/dl y 6,47 mg, respectivamente) y para el grupo
SF (10,30 g, 11,68 g/dl y 4,21 mg, respectivamente). Respecto a la biodisponibilidad del hierro
(medido como ERH) y la utilizacién del hierro, el grupo SF + Vits B + C (51,68% y 2,54 mg,
respectivamente) fue significativamente superior (p<0,01) al grupo SF (20,55% vy 1,01 mg,
respectivamente). Si relacionamos la ERH del grupo SF + Vits B + C con la del SF, obtenemos el
valor biologico relativo (VBR), siendo el VBR del grupo SF + Vits B + C de 251%, algo mas del
doble con respecto al grupo SF (VBR 100%). Por lo tanto, la adicion de las vitaminas By C en el
néctar con la fuente de hierro SF, claramente favorecio la biodisponibilidad del SF, a pesar de las

diferencias existentes al inicio del periodo de replecion entre ambos grupos.
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Tabla 4.6. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacién del hierro y valor biolégico relativo (VBR) en ratas anémicas, tras la administracion del SF o PFM

con/sin Vits B + C en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

Néctar Ganancia de Ingesta Fe Hb inicial Hb final ~ FeHb Fe Hb final* ERH? (96) Utilizacion del VBR*
peso (9) (mg) (g/dL) (g/dL) inicial* (mg) (mg) hierro® (mg)
Replecion

SF 10,30 +4,337 7,42+1,98° 7.88+0,81® 11,68+0,98" 2,82+0,91% 4,21+1,23"% 2055+42772 1,01=%0.21" 100

1er SF + Vits! 31,80+2,32" 7,77 +1,18"° 6,38+0,12"2 12,12+0,15® 2,95+0,20® 6,47 +0,36"7° 51,68+7,03" 254+0,3572 251
Periodo PFM 12,47+2,65° 9,88+421° 7.75+0,78% 11,35+191% 2,79+0,57® 4,22+1,06® 1480+3,17/* 0,73+ 0,16 72
PFM + Vits! 30,58+3,42" 8,43+1,07° 6,50+0,097 11,82+0,39”° 3,12 +0,11® 6,49 +0,29™ 42,23+4,26™ 2,08 +0,21™ 205

SF 38,05+3,96"® 27,47+478" 7,62+0,16"® 14,12+0,37”® 3,05+0,76”® 7,55+0,77® 16,85 +5,06® 0,83 +0,25® 100

20 SF + Vitst 50,05+5,182 24,49+0,84" 5,93 +0,107 14,42+0,35’* 2,63+0,18"% 7,92+0,46” 21,78+164"° 1,07 +0,08" 129
Periodo PFM 42,12+6,97" 30,33+2,72® 7,50+0,37 % 14,47+0,61" 2,96 £0,50”® 7,09+0,78% 1379+2,79® 0,68 +0,14" 82
PFM + Vits! 61,53+5,937% 28,43+056" 5,93+0,087®% 14,67+0,292 254+0,90" 8,21+0,197 19,96+0,64"™ 0,98 +0,03™ 118

SF 80,50+ 15,73/® 56,78+4,58’® 6,33 +0,40® 14,00+0,427 2,30+1,13”2 7,94+1,19® 1002+19 " 0,49 = 0,09" 100

3er SF + Vits! 66,00+8,352 35,23+0,957 570+0,19”° 14,73+0,11® 2,95+0,13”2 9,73 +0,257 18,57+0,78™ 0,91 + 0,04 185
Periodo PFM 64,30+7,21/* 53,04+595”% 6,35+0,53” 14,60+051/% 2,56+0,77® 6,88+1,45% 809+0,88" 0,40 + 0,04" 82
PFM + Vits! 55,78 +7,95’® 46,08+1,23@ 552 +0,27"° 14,98+0,3872 2,60 +0,23® 8,75+0,44™ 13,45+0,91™ 0,66 + 0,04 134

Media + Error tipico, n=6.

Vits*: Vitamina C + Vitaminas Be, B12 y 4cido félico.

& Diferentes letras dentro de la misma columna, para cada pardmetro y en cada periodo de replecién muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

’&¢ Diferentes letras dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de balance, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C
! Fe en Hb se describe en la seccion de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).

2ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ mg Fe consumido.

3 utilizacién del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) (4,92 mg/100 g) / 100.

* VBR = ERH (SF o PFM) con/sin Vits B + C / ERH (SF)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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En cuanto a los grupos PFM con/sin Vits B + C, encontramos las mismas diferencias
significativas (p<0,01) que en los grupos con la fuente de hierro SF. El peso inicialy la Hb; en el
grupo PFM + Vits B + C (210,88 g, 6,50 g/dl, respectivamente) fue significativamente diferente
(p<0,01) al grupo PFM (128,00 g, 7,75 g/dl, respectivamente). La ganancia de peso para el
grupo PFM + Vits B + C (30,58 g) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (12,47
g) a pesar de que la ingesta de hierro para ambos grupos fuera similar. Por lo tanto, este
aumento en la ganancia de peso determin6 que el FeHb; para el grupo PFM + Vits B + C (6,49
mg Fe) fuera significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (4,22 mg Fe). La ERH y la
utilizacién del hierro para el grupo PFM + Vits B + C (42,23% y 2,08 mg Fe, respectivamente)
fue signif icativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (14,80% y 0,73 mg Fe, respectivamente).
Por tanto el VBR del PFM + Vits B + C (205%) fue el doble con respecto al del SF, mientras que
el del grupo PFM fue del 72%. Al igual que el grupo SF + Vits B + C, la adicbn de las vitaminas
B y C al néctar con la fuente de hierro PFM favoreci6 significativamente la biodisponibilidad del
PFM.

En el 2° periodo de replecién, la Hb; fue significativamente diferente (p<0,001) para los
grupos SF y SF + Vits B + C. Sin embargo, el peso inicialy el FeHb; fueron similares, siendo para
el grupo SF (175,20 g y 3,05 mg Fe, respectivamente) y para el grupo SF + Vits B + C (194,50
gy 2,63 mg Fe, respectivamente). En ambos grupos, SF y SF + Vits B + C, la ingesta de hierro
(27,47 y 24,49 mg, respectivamente) dio lugar a valores de Hbs (14,12 y 14,42 g/dl,
respectivamente) y FeHby (7,55 y 7,92 mg Fe, respectivamente) muy similares. La adicion de las
vitaminas B y C en este periodo de replecion no afectd a la ERH ni a la utilizacion del hierro en
ambos grupos, siendo para el grupo SF + Vits B + C: 21,78% y 1,07 mg Fe, respectivamente y
para el grupo SF 16,85% y 0,83 mg Fe, respectivamente. Por tanto, el VBR del grupo SF + Vits
B + C (129%) aungue fue ligeramente superior, no fue significativamente superior al SF
(100%).

Para los grupos PFM con/sin Vits B + C, el peso inicial (188,17 y 173,18 g, respectivamente)
y el FeHb; (2,54 y 2,96 mg Fe, respectivamente) fueron muy similares, sin embargo la Hb; (5,93
y 7,50 g/dl, respectivamente) varié significativamente (p<0,001). La ingesta de hierro para el
grupo PFM + Vits B + C (28,43 mg) fue muy similar a la del grupo PFM (30,33 mg), dando lugar
a valores de Hb; semejantes en ambos grupos. Sin embargo el FeHb; para el grupo PFM + Vits B
+ C (8,21 mg) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (7,09 mg), esta diferencia
se debid al aumento significativo en la ganancia de peso para el grupo PFM + Vits B + C (61,53
g) frente a la del grupo PFM (42,12 g). En este caso, la adicién de las vitaminas B y C si mejoro
la ERH y la utilizacion del hierro en el 2° balance, siendo para el grupo PFM + Vits B + C

(19,96% y 0,98 mg Fe, respectivamente) significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM
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(13,79% y 0,68 mg Fe, respectivamente). Comparando el VBR del PFM + Vits B + C (118%) con
la del PFM (82%), observamos que esta claramente favorecida la biodisponibilidad del PFM

cuando se le adicionan las vitaminas B y C.

En el 3" periodo de replecién, los grupos SF con/sin Vits B + C mostraron diferencias
significativas (p<0,05) en el peso inicial (227,40 y 154,36 g, respectivamente), mientras que la
Hb; (5,70 y 6,33 g/dl, respectivamente) y el FeHb; (2,95 y 2,30 mg, respectivamente) fueron
similares. En este periodo, la ingesta de hierro para los grupos SF con/sin Vits B + C (35,23 y
56,78 g, respectivamente) fue diferente (p<0,001), aunque esta diferencia no afect6 a la Hb
(14,73 y 14,00 g/dl, respectivamente) y si al FeHb; (9,73 y 7,94 mg, respectivamente). A
diferencia del 2° periodo de replecién, la ERH y la utilizacion del hierro para los grupos SF + Vits
B + C (18,57% y 0,91 mg, respectivamente) y para el grupo SF (10,02% y 0,49 mg,
respectivamente) si mostraron diferencias significativas (p<0,001). En este caso, el VBR del
grupo SF + Vits B + C (185%) fue significativamente superior (p<0,05) al del grupo SF (100%),
poniendo de manifiesto que la adicion de las vitaminas B y C favoreci6 la biodisponibilidad del
SF.

En los grupos PFM con/sin las vitaminas B y C, los pesos iniciales (205,43 y 174,18 g,
respectivamente), la Hb; (5,52 y 6,35 g/dl, respectivamente) y el FeHb; (2,60 y 2,56 mg,
respectivamente) no mostraron diferencias entre ellos, por lo que ambos grupos presentaron un
estatus del hierro muy homogeéneo. Al final del periodo de replecion, el FeHb; para el grupo PFM
+ Vits B + C (8,75 mg) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (6,88 mg). Por lo
tanto, la ERH y la utilizacién del hierro para el grupo PFM + Vits B + C (13,45% y 0,66 mg Fe,
respectivamente) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM (8,09% y 0,40 mg Fe,
respectivamente). En cierta manera, podemos concluir que el efecto de las vitaminas B 'y C
sobre la biodisponibilidad del PFM fue claramente significativo, esto se refleja en los valores del
VBR, siendo para el grupo PFM + Vits B + C (134%) y para el grupo PFM (82%) frente al SF
(100%0).

En general, si nos fijamos en los niveles Hb; de cada periodo de replecion, podemos deducir
que desde el 1°" periodo de replecion los niveles de Hb; se encontraban dentro del rango normal
(>11,1 g/dl, Tabla 1.5). Estos niveles de Hb; aumentaron significativamente (p<0,05) en el 2°
periodo de replecion y manteniéndose constantes en el 3’ periodo de replecién. Del mismo
modo, ocurrid para la ERH y la utilizacion del hierro, donde los valores mas elevados tuvieron
lugar en el 1*" periodo de replecion, coincidiendo con la etapa donde las necesidades para el
hierro eran las mas elevadas, y en el 2° y 3° periodo de replecién estos valores disminuyeron de

manera significativa (p<0,05), coincidiendo con los periodos donde la ingesta de hierro
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aumentaba. Por tanto, la adicion de las vitaminas B y C junto con las fuentes de hierro SF y
PFM, favorecieron la biodisponibilidad del compuesto de hierro, aunque debemos estudiar si el
efecto se debe a la accién conjunta de ambos tipos de vitaminas o a alguna de ellas por

separado.

4.3.3. (Cudl es el efecto relativo de cada una de las vitaminas sobre la biodisponibilidad y

utilizacion del hierro?

Al comparar los parametros relacionados con la biodisponibilidad y utilizacion del hierro del
PFM en el 2° y 4° Estudio, pudimos observar que en el 1°" periodo de replecién el grupo PFM +
Vits B + C y el grupo PFM + Vit C no presentaban el mismo estatus del hierro. Este hecho se
debi6 en parte a la difcultad de poder contar con grupos homogéneos en funcion de sus pesos
iniciales, Hb; y por tanto el FeHb;. Sin embargo la ERH y la utilizacién del hierro alcanzaron
valores muy similares en ambos casos. En cambio, en el 2° periodo de replecion, esta situacbn
fue diferente, es decir, el estatus del hierro para ambos grupos fue similar, por lo que los
resultados si tendrian sentido a la hora de compararlos. En este caso, la ERH y la utilizacion del
hierro no presentaron diferencias significativas para los grupos PFM + Vit C y PFM + Vits B + C,
por tanto podemos sugerir que la adicion de las vitaminas B no afectd a la biodisponibilidad del
PFM en este periodo. El 3° periodo de replecion al igual que el 1° periodo, los dos grupos PFM
+ Vit C y PFM + Vits B + Cno partieron de un estatus del hierro similar por lo que sus

resultados se verian sobreestimados al compararlos entre si.

Con respecto al grupo SF + Vit C (2° Estudio) y al grupo SF + Vits B + C (4° Estudio), al
iniciar el 1°" periodo de replecion ambos grupos partieron de un estatus para el hierro muy
similares. Siendo la ingesta de hierro similar entre ellos, la Hb; para el grupo SF + Vit C (10,70
g/dl) fue significativamente inferior (p<0,05) a la del grupo SF + Vits B + C (12,12 g/dI). Sin
embargo este valor no afecto a la ERH y a la utilizacion del hierro que fueron en ambos grupos
muy similares. Por tanto, tras una suplementacién de 3 dias, la adicién de las vitaminas del
grupo B no afect6 de manera significativa a la biodisponibilidad del SF. Durante los 10 dias de
suplementacion que durd el 2° periodo, la Hb; y el FeHb; fueron estadisticamente diferentes
(p<0,01) en ambos grupos. La ERH y la utilizacion del hierro no variaron entre ellos, pero al
partir de un estatus del hierro diferente no sabemos si verdaderamente podria 0 no haber
influido en la biodisponibilidad del SF. En el 3" periodo de replecion, los parametros analizados
variaron desde el inicio hasta el final del mismo, por
lo que resultaria dificil estimar la influencia de la adicion de las vitaminas B en la
biodisponibilidad del SF.
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Si comparamos el 3" y 4° Estudio podemos averiguar si la vitamina C tiene un efecto
superior a las del grupo B sobre la biodisponibilidad de los compuestos del estudio. Con respecto
a la fuente de hierro PFM, la Hb;, el FeHb; y el peso inicial del grupo PFM + mezcla Vits B en
cada uno de los tres periodos de replecion, fue significativamente inferior (p<0,001) a los
obtenidos por el grupo PFM + Vits B + C. Esta situacion nos sugiere que la incorporacion del
hierro al grupo PFM + mezcla Vits B deberia ser mayor con respecto al grupo PFM + Vits B + C,
ya que las necesidades metabolicas de hierro de este grupo de ratas serian mas elevadas. Sin
embargo, a pesar de ello, la ganancia de hierro en la hemoglobina (FeHb; — FeHb,) y por tanto la
incorporacion del hierro a la hemoglobina para cada uno de los dos grupos fue similar.
Relacionando este parametro con la ingesta de hierro, la cual fue similar en los tres periodos de
replecion, obtenemos la ERH. Esta variable no varié en ningun periodo de replecion para cada
uno de los dos grupos. Por tanto, y a pesar de presentar un estatus del hierro distinto al inicio
de cada periodo de replecion, y tomando estos datos con discrecion, la adicién de la vitamina C

no parece afectar a la biodisponibilidad del PFM.

La misma situacion tuvo lugar para los grupos SF + mezcla Vits B y SF + Vits B + C. La Hb;,
el peso inicial y el FeHb; en cada periodo de replecion fue, para el grupo SF + mezcla Vits B
significativamente inferior (p<0,001) al grupo SF + Vits B + C. Sin embargo en este caso, la
ganancia de hierro en la Hb si varié en cada uno de los tres periodos de replecion, y aunque la
ERH y la utilizacion del hierro no presentaran diferencias significativas, no podemos asegurar

gue fuera por el efecto de la vitamina C.
4.3.4. Relacién entre las modificaciones en la hemoglobina y la ingesta de hierro.

Siguiendo el mismo patron que en los estudios anteriores, se realizd el analisis de regresion
lineal entre las variables ingesta de hierro y las dos medidas de la regeneracion de la Hb,

ganancia 6 cambio en la Hb y ganancia de hierro en la Hb (Figuras 4.1 y 4.2, respectivamente).

En la Figura 4.1 (izquierda), el andlisis de regresion entre la ingesta de hierro y la ganancia
de la Hb o cambio en la Hb, fue significativo (p<0,0001) tanto para el grupo SF + Vits B + C
como para el grupo PFM +Vits B y C, indicando que la ingesta de hierro fue determinante en la

ganancia de la Hb, durante los periodos de replecion (r’= 0,76 y r’= 0,74, respectivamente).
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Figuras 4.1 y 4.2. Analisis de regresion lineal entre las dos medidas de la regeneracion de la hemoglobina y la ingesta de hierro
durante los periodos de replecion. () 1°" Periodo de replecion,() 2° Periodo de replecién y(()3°" Periodo de replecion.

En la Figura 4.2 (derecha), los coeficientes de regresion lineal fueron ¢ = 0,79; p<0,0001
para el grupo SF + Vits B + C y F = 0,74; p<0,0001 para el grupo PFM + Vits B + C. Se
verifico la relacion de dependencia de ambas variables (ingesta de hierro y ganancia de hierro
en la Hb). En el 1*" y 2° periodo de replecién, ambos grupos mostraron la misma ganancia de
hierro en la Hb, sin embargo en el 3*" periodo de replecién, una ingesta menor de hierro por
parte del grupo SF + Vits B + C alcanzé una mayor ganancia de hierro en la Hb, aunque esta
diferencia no fue significativa. La incorporacion del hierro por parte del PFM, al igual que la del

SF, fue progresiva en el tiempo y dependiente de la ingesta de hierro.
4.4. Indices hematologicos y bioquimicos

Las Figuras 4.3, 4.4 y 4.5, muestran los cambios producidos en los parametros VCM, HCM y
CHCM respectivamente, desde un estado de anemia deficiente en hierro a un estado nutricional

de hierro adecuado durante los tres periodos de replecion.

Los niveles de VCM, HCM y CHCM en deplecion fueron significativamente inferiores
(p<0,05) a los obtenidos en cada uno de los tres periodos de replecion y para cada grupo de
ratas. Destacar que los valores de la CHCM en deplecién, se mantuvieron dentro del rango
normal (Tabla 1.5), y sorprendente no disminuyeron durante este periodo, una explicacion a
este hecho se debe a que los cambios morfologicos en los eritrocitos, tales como la microcitosis
y la hipocromasia, generalmente ocurren en estados mas avanzados de la deplecion del hierro,
hasta llegar a la anemia deficiente en hierro (Fairbanks y Beutler., 1995). No obstante, para
establecer un estado de anemia nosotros tomamos como referencia los valores de hemoglobina
de acuerdo con el método oficial de la AOAC 974.31 (1998).
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En el 1°" periodo, los indices eritrocitarios alcanzaron valores normales: VCM > 44 pm?®, HCM
> 12,0 pg y para CHCM > 21,6 g/dl (Figuras 4.3, 4.4 y 4.5, respectivamente), no presentaron

diferencias significativas entre los grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C.
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Al final del 2° periodo de replecion, el VCM y la HCM para el grupo PFM + Vits B + C (63,33
um’y 19,55 pg, respectivamente) y para el grupo SF + Vits B + C (65,50 um®y 20,97 pg,
respectivamente) aumentaron significativamente (p<0,05) con respecto al periodo anterior.
Ademas, entre ambos grupos no existieron diferencias significativas para estas variables. Sin
embargo, la CHCM para el grupo PFM + Vits B + C en el 2° periodo (30,78 g/dl) no varié con
respecto al 1°" periodo (30,35 g/dl), mientras que si lo hizo en el grupo SF + Vits B + C (30,60 y
31,85 g/dI, respectivamente). Al finalizar el 3° periodo de repleciéon, observamos que los valores
del VCM en el grupo PFM + Vits B + C (62,33 um®) y en el grupo SF + Vits B + C (63,00 pm?®)
disminuyeron, pero esta disminucion no fue significativa con respecto al 2° periodo de replecion.
Respecto a la HCM y CHCM, ninguno de los grupos experimenté cambios con respecto al 2°

periodo (Figuras 4.4 y 4.5).

En general, la fuente de hierro PFM mostré un comportamiento muy similar a la del SF. La

incorporacién del hierro para la sintesis de la hemoglobina fue adecuada para ambas fuentes de
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hierro, no observandose ninguna alteracion en los eritrocitos, de acuerdo con los parametros
analizados. Ademas, la recuperacion de un estado de anemia deficiente en hierro, desde el
punto de vista hematoldgico, ocurrié tras 3 dias de replecion, pero los valores mas elevados

tuvieron lugar entre los 10 y 17 dias.

En las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8, se representan los parametros relacionados con el transporte
del hierro, HS, CTFH y %ST respectivamente, para cada grupo tratado con SF o PFM mas las

vitaminas B y C en cada uno de los tres periodos de replecion.

La Figura 4.6 (superior izquierda) representa las concentraciones de HS de los grupos PFM
+ Vits B + C y SF + Vits B + C. Al final del I' periodo de replecion, los niveles de HS
aumentaron significativamente con respecto al periodo de deplecién, hasta alcanzar valores
préximos al limite inferior de referencia (220 £ 124 pg/dl), siendo para el grupo SF + Vits B + C
(104,00 pg/dl) y para el grupo PFM + Vits B + C (99,50 pg/dl). Este aumento con respecto al

periodo de deplecion, fue similar para ambos grupos.

Tras un periodo de suplementacién de 10 dias (2° periodo de replecion), observamos que
los niveles de HS aumentaron significativamente para el grupo PFM + Vits B + C (144,33 pg/dl),
con respecto al periodo anterior, sin embargo en el grupo SF + Vits B + C (148,20 ug/dl) este

aumento no fue significativo.

Después de 17 dias de suplementacion (3 periodo de replecion), los niveles de HS para el
grupo SF + Vits B + C (164,00 pg/dl) se incrementaron ligeramente, aungue este aumento no
fue significativo con respecto al 2° periodo de replecion. El grupo PFM + Vits B + C (145,60
pg/dl) mantuvo los valores con respecto al periodo anterior. Por consiguiente, los grupos PFM +
Vits B + C y SF + Vits B + C alcanzaron, desde el 1°" periodo de replecion, valores de HS

cercanos a los normales.

En la Figura 4.7 (superior derecha) se representan los valores de la CTFH obtenidos por los
grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C. Finalizado el 1°" periodo de replecion, la CTFH para
el grupo SF + Vits B + C (698,25 ug/dl) y para el grupo PFM + Vits B + C (702,75 pg/dl)
experimentaron un notable aumento con respecto a los valores en deplecion. Se sabe que los
valores de la CTFH, generalmente estan elevados en etapas de anemia deficiente en hierro
(Smith, 1989). Por este motivo, nos pareci0 extrafia esta situacion, ya que todos los demas

pardmetros hematoldgicos se encontraban dentro de la normalidad.
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En el 2° periodo de replecion, la CTFH en los dos grupos disminuyd significativamente
(p<0,05) con respecto al periodo anterior, siendo para el grupo SF + Vits B + C (331,83 pug/dl)
similar al grupo PFM + Vits B + C (330,40 pg/dl). Esta disminucion esta relacionada con el
notable aumento del HS en ambos grupos. Los valores obtenidos al final del 3 periodo de
replecion, para el grupo SF + Vits B + C (377,75 ug/dl) y para el grupo PFM + Vits B + C
(371,00 pg/dl) aumentaron ligeramente con respecto al periodo anterior, pero este aumento no
fue estadisticamente significativo. Claramente la CTFH se normalizé a partir del 2° periodo de

replecion, alcanzando valores similares a los establecidos como referencia (368 ug/dl).

En la Figura 4.8 (inferior izquierda) se muestran los %ST para los grupos SF + VitsB + Cy
PFM + Vits B + C al final de cada periodo de replecién. Al final del 1°" periodo, el %ST para el
grupo SF + Vits B + C (14,78%) fue muy similar al grupo PFM + Vits B + C (14,36%). Esta
misma situacion, pero mas acusada, tuvo lugar en el 2° periodo de replecion, donde los %ST en
el grupo SF + Vits B + C (34,81%) y el grupo PFM + Vits B + C (37,12%) aumentaron
significativamente (p<0,05) con respecto al periodo anterior. En el 3* periodo de replecién, el
%ST del grupo SF + Vits B + C (38,09) se produjo un aumento no significativo, mientras que el

grupo PFM + Vits B + C (34,45%) dsminuy6 su valor con respecto al periodo anterior, no
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existiendo diferencias significativas. EI NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards) (1995) estableci6 que valores de %ST <15%, conllevan a una alteracion de la
sintesis de Hb. Tomando como referencia este valor, Unicamente el 1° periodo de replecién
podria tener afectada la sintesis de la Hb, pero en cambio los niveles de Hb al final de cada
periodo de repleciobn demuestra todo lo contrario (ver Tabla 4.6) al igual que los indices
hematolégicos (VCM, HCM y CHCM). Una posible explicacion podria estar relacionada con los
valores de CTFH, los cuales eran muy similares a los valores en deplecion. Al estar relacionados
la CTFH y el HS con la %ST, seria l6gico esperar valores para la %ST < 15% aun presentando

valores para el HS normales.
4.4.1. Efecto de la adicion de las vitaminas B y C en los indices hematoldgicos y bioquimicos

Para conocer si la adicion de las vitaminas B y C al néctar con las fuentes de hierro, SF y
PFM, favorecieron de alguna manera en los indices hematolégicos y bioquimicos de los

diferentes grupos de ratas, comparamos el 1°" Estudio frente al 4° Estudio.

Durante el 1°" periodo de replecién, los parametros VCM y HCM de los grupos PFM + Vits B
+ C y SF + Vits B + C mostraron valores significativamente superiores (p<0,05) a los grupos
PFM y SF. En cuanto a los parametros HS, CTFH y %ST, no se observaron diferencias
significativas. En el 2° periodo de replecién, se mantuvo la misma dinamica del periodo anterior,
siendo los grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B + C significativamente superiores (p<0,05)
para los pardmetros VCM y HCM, con respecto a los grupos SF y PFM. En el dltimo periodo de
replecion, el grupo PFM + Vits B + C siguid, al igual que en los periodos anteriores, mostrando
diferencias significativas (p<0,05) para los parametros VCM y HCM con respecto al grupo PFM.
Ademas, también se encontrd diferencias significativas para el parametro %ST, pero en este
caso fue el grupo PFM el que presento los valores méas elevados. En cuanto al grupo SF + Vits B
+ C, unicamente mostro diferencias significativamente superiores (p<0,05) para el parametro

HCM con respecto al grupo SF.

Por consiguiente, podemos asegurar y de acuerdo con los resultados obtenidos que la
adicién de &s vitaminas B y C al néctar enriquecido con las diferentes fuentes de hierro (SF y

PFM) mejoré6 el tamafio de los eritrocitos y el contenido de hemoglobina de los mismos.

4.4.2. ;Hay interaccion entre el mezcla de vitaminas B y la vitamina C en los indices

hematol6gicos y bioquimicos?

Para evaluar si la adicion de la mezcla de vitaminas B sobre la fuente de hierro PFM en cada

uno de los tres periodos de replecion aporta un beneficio superior a la Vit C, se compar6 los
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Estudios Il y IV. En el 1* periodo de replecién los grupos PFM + Vit C 'y PFM + Vits B + C no
mostraron diferencias significativas para el VCM, HCM, CHCM, HS y % ST. Después de 10 dias
de suplementacion (2° periodo), Unicamente se observaron diferencias significativas (p<0,05)
en la HCM, siendo el grupo PFM + Vits B + C (19,55 pg) superior al grupo PFM + Vit C (17,67
pg). Por ultimo en el 3" periodo de replecion, los parametros hematoldgicos y bioquimicos
fueron muy similares entre ambos grupos. Por tanto, no se observan diferencias que indiquen
gue la adicion de las vitaminas B pueda beneficiar mas que la vitamina C a los parametros

hematol6gicos y bioquimicos.

En cuanto a los grupos, SF + Vits B + C y SF + Vit C, se observaron diferencias mas
notables en comparacién con los grupos suplementados con la fuente de hierro PFM. En el 1
periodo de replecion, el VCM y la HCM fueron significativamente superiores (p<0,05) para el
grupo SF + Vits B + C (59,00 um® y 18,08 pg, respectivamente) con respecto al grupo SF + Vit
C (50,67 um®y 14,75 pg, respectivamente). Ademas, la CTFH del grupo SF + Vits B + C (698,25
ug/dl) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vit C (444,14 ug/dl), esto no
indica que fuera mejor, ya que en etapas de anemia deficiente en hierro este parametro se
encuentra elevado, siendo l6gico que disminuyera durante el periodo de replecion. En cuanto al
20 y 3" periodo de replecion, el grupo SF + Vits B + C alcanzd valores significativamente
superiores para los parametros HCM y CHCM (20,97 pg y 31,85 g/dl, respectivamente)
comparados con los del grupo SF + Vit C (17,73 pg y 28,82 g/dl, respectivamente), ademas la
CTFH para el grupo SF + Vit C fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B +
C, pero ambos valores estaban dentro del rango normal. Por tanto, en el caso de la fuente de
hierro SF la adicion de las vitaminas B, mejoré de forma puntual ciertos parametros como la
HCM y la CHCM, pero no podemos afirmar que tenga un efecto global sobre los indices

hematolGgicos y bioquimicos.

Para poder evaluar si la adicion de la vitamina C favoreci6 o no a los parametros
hematolégicos y bioquimicos, se compararon el 3y 4° Estudio. Con respecto a la fuente de
hierro PFM, en el 1°" periodo de repleciéon observamos que el VCM y HCM para el grupo PFM +
Vits B (63,80 pm® y 18,92 pg, respectivamente) fue significativamente superior (p<0,05) al
grupo PFM + Vits B + C (55,67 um® y 16,97 pg, respectivamente). Ademas, la CTFH para ambos
grupos fue elevada, siendo este aumento mas significativo (p<0,05) para el grupo PFM + Vits B
+ C (702,75 pg/dl) frente al grupo PFM + Vits B (524,12 ug/dl). Por tanto, una suplementacion
de 3 dias no supuso una mejora por parte del grupo PFM + Vits B + C sobre los indices
hematolégicos, siendo el grupo PFM + mezcla Vits B el que presentd mejores resultados.
Ademas, la CTFH que reflejan la méaxima cantidad de hierro necesaria para saturar todos los

lugares de fijacién para el hierro en la transferrina, nos indica que los niveles de transferrina
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eran elevados en ambos grupos y similares a los atanzados durante el periodo de deplecion, es
decir, probablemente se deba a que aln se encuentren en una etapa estacionaria, entre el
periodo de deplecién y el periodo de replecién. Durante el 2° y 3°" periodo de replecién, el grupo
PFM + Vits B + C presentd mejores valores para los pardmetros HS y %ST, mientras que para
los indices eritrocitarios se mantuvieron similares al grupo PFM + Vits B. Por consiguiente, la
presencia de la vitamina C en el grupo PFM + Vits B + C favorecio los parametros relacionados
con el transporte del hierro, en concreto en el HS y % ST, mientras que en el resto de los

parametros no se observaron diferencias.

Referente a la fuente de hierro SF, durante el 1°' periodo de replecién los grupos SF + Vits
B y SF + Vits B + C no mostraron diferencias significativas entre ellos. En el 2° periodo, el grupo
SF + Vits B + C present6 valores significativamente superiores (p<0,05) en los parametros HS y
%ST (148,20 pg/dl y 34,81%, respectivamente) con respecto al grupo SF + Vits B (48,64 pg/di
y 14,18%, respectivamente). Esta misma situacion se repitié en el 3" periodo de replecion,
siendo el grupo SF + Vits B + C (164,00 ug/dl y 38,09%, respectivamente) significativamente
superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B (66 pg/dl y 17,40%, respectivamente). Por tanto, la
presencia de la vitamina C en el grupo SF + Vits B + C mejoro significativamente los parametros
relacionados con el transporte del hierro HS y %ST, mientras que los indices eritrocitarios no se

vieron afectados.
4.5. Almacenamiento del hierro.

La Tabla 4.7 muestra las diferencias existentes entre los grupos PFM + Vits B + C y SF +
Vits B + C, en relacion a los depésitos de hierro de cada una de las piezas anatdémicas
analizadas en el 1°"y 3° periodo de replecion. El andlisis de varianza refleja que ambos grupos
presentaron semejantes concentraciones de hierro en las diferentes piezas anatdémicas

analizadas, durante los diferentes periodos de replecion.

Tabla 4.7. Analisis de varianza del contenido en hierro de las distintas piezas anatémicas en los
_grupos alimentados con el néctar SF 6 PFM + Vits B + C, durante el 1°" y 3° periodo de balance.

Higado Bazo RifiGn Corazoén Intestino del gado
1°" Balance NS NS NS NS NS
3°" Balance NS NS NS NS NS

Diferencias significativas para: *p<0,05; NS = no significacion

La Tabla 4.8 muestra las concentraciones de hierro en las diferentes piezas anatémicas

durante el 1*" y 3° periodo de replecion entre los grupos SF y PFM con/sin Vits B + C.
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Tabla 4.8. Concentracion de hierro en los distintos 6rganos de las ratas alimentadas con SF o PFM con/sin Vits B
+ C, afiadidos a un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg / g peso seco (p.s).

Néctar S Higado Bazo Rifion Corazon Intestino
delgado
Repleciéon

SF 1,60 + 0,66 6,54 + 2,68 1,40 + 0,35 1,51 +0,30 0,85 + 0,31

18" SF + Vitst 0,92 +0,07 2,81+0,25" 1,28 + 0,22 0,96 + 0,37 0,38 +0,10
Balance PFM 0,52 +0,27 9,04 +1,65 2,14 +0,24 2,83 +£0,52 0,96 + 0,35
PFM + Vits! 0,68 +0,07 2,08+0,31™ 0,73+0,12° 0,65 +0,12™ 0,24 +0,10
SF 1,03 £0,15 5,40 + 1,68 1,36 + 0,03 1,63 +0,17 0,56 + 0,22

3er SF + Vitst 1,11+0,09 8,94+1,81%  1,42+0,07 1,29 £ 0,10 1,90 +0,14™
Balance PFM 0,69 £0,17 7,10 £1,57 1,70 + 0,45 2,15 + 0,46 0,91 +0,19

PEM + Vits! 1,30 +0,24 7,16 +1,347 1,73 £0,52 1,72 +0,357 2,61 +1,11

Media * Error tipico, n=6. 'Vits: Vitamina Bs, B12, acido félico y vitamina C

" La presencia de asteriscos dentro de la misma columna para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos suplementados con SF + Vits B + C y SF sin vitaminas; y los grupos suplementados con PFM
+ Vits B + C y PFM sin vitaminas.

’&¢ Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tres periodos de replecion,
dentro de un mismo compuesto (SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

Tal y como se muestra en la Tabla 4.8, al final del 1°" periodo de replecién, la concentracion
de hierro en el bazo, rifibn y corazon del grupo PFM + Vits B + C (2,08, 0,73 y 0,65 mg Fe/g
p.s, respectivamente) fueron significativamente inferiores (p<0,05) al grupo PFM (9,04, 2,14 y
2,83 mg Fe/g p.s, respectivamente). Cuando comparamos los porcentajes de absorcion
aparente de los dos grupos observamos que no existieron diferencias entre ellos, por lo tanto,
aun presentando el mismo porcentaje de absorcion aparente, esta diferencia puede ser debida
al patrén de distribucion del PFM después de la absorcion del mismo. En el 3' periodo de
replecion, la concentracion de hierro de las diferentes piezas anatémicas en el grupo PFM + Vits
B + C fue similar a la del grupo PFM. Unicamente, en este Gltimo periodo, la concentracion de
hierro en el intestino delgado del grupo SF + Vits B + C (1,90 mg Fe/g p.s) fue
significativamente superior (p<0,05) al grupo SF (0,56 mg Fe/g p.s).

En general, la concentracion de hierro en el higado y en menor extensién la del bazo ha
sido rutinariamente utilizada como indicadores del estatus del hierro corporal en ratas (Park y
col., 1987; Fairweather-Tait y col., 1991; Whittaker y col., 1996 y 1997; Fisher y col., 2002).
Desde el 1°" al 3* periodo de replecién, hay una acumulacién de hierro en el bazo, corazén e
intestino delgado, la cual aumentaba a medida que aumentaba la ingesta de hierro. Pero si
tenemos en cuenta, que el higado el principal érgano de almacenamiento en el cuerpo y que
contiene aproximadamente el 70% del contenido total (Angelucci y col., 2000), el aumento en la
ingesta de hierro no supuso en ninguno de los grupos un aumento en la concentracion del
mineral en el érgano. Por tanto, la adicion de las vitaminas B y C no favorecié en ningan caso un
aumento en la concentracion de hierro en los distintos érganos.
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4.5.1. ;Afecta la vitamina C 6 la mezcla de vitaminas B al almacenamiento del hierro en los

6rganos?

Para conocer si la mezcla de las vitaminas B tuvo algun efecto en el almacenamiento del
hierro en las diferentes piezas anatémicas durante el 1°" y 3° periodo de replecién, comparamos

el 4° Estudio frente al 2° Estudio.

Durante el 1°" periodo de repleciéon, Unicamente se observaron diferencias en los grupos
suplementados con la fuente de hierro PFM. En el grupo PFM + Vit C, la concentracion de hierro
en el rifidn y corazén (1,67 y 2,18 mg Fe/g p.s, respectivamente) fue significativamente superior
(p<0,05) al grupo PFM + Vits B + C (0,73 y 0,65 mg Fe/g p.s, respectivamente). En el 3
periodo de replecion, la concentracion de hierro en el rifién del grupo SF + Vit C (0,75 mg Fe/g
p.s) disminuyé significativamente (p<0,05) con respecto al I' periodo (1,04 mg Fe/g p.s),
existiendo diferencias significativas (p<0,05) con el grupo SF + Vits B + C (1,42 mg Fe/g p.s), el
cual no vari6 con respecto al 1° periodo. También hubo diferencias (p<0,05) en la
concentracion de hierro en el intestino delgado del grupo SF + Vits B + C (1,90 mg Fe/g p.s)
frente al grupo SF + Vit C (0,15 mg Fe/g p.s). Con respecto a los grupos PFM + Vit C y PFM +
Vits B + C, solamente la concentracion de hierro en el intestino delgado (0,37 y 2,61 mg Fe/g
p.s, respectivamente) mostré diferencias significativas (p<0,05). No existen referencias
bibliograficas que documenten algun efecto de las vitaminas B en el almacenamiento del hierro,

aunque en ambos casos encontramos diferencias en el contenido mineral del intestino.

En cuanto al efecto de la vitamina C (3°' Estudio frente 4° Estudio), durante el 1°" periodo
de replecion la concentracion de hierro en el bazo del grupo SF + Vits B + C (2,81 mg Fe/g p.s)
fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF + Vits B (6,29 mg Fe/g p.s). Del mismo
modo, la concentracion de hierro en el rifién y corazén en el grupo PFM + Vits B + C (0,73 y
0,65 mg Fe/g p.s, respectivamente) fue inferior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B (2,03 y 1,83 mg
Fe/g p.s, respectivamente). Claramente, durante este periodo de replecién los grupos a los que
se le incorpord la vitamina C mostraron bajas concentraciones de hierro en los diferentes
organos. Esto puede estar relacionado con el hecho de que la vitamina C, como agente
reductor, es capaz de liberar el hierro de la ferritina y movilizar el hierro de las célulbs del
reticulo endotelial a la transferrina, dando lugar a un aumento en la disponibilidad del hierro y
prevenir la sobrecarga de hierro en los tejidos (Bienfait y Van del briel., 1980; Targ y Huang.,
1998).

En el 3°' periodo de replecién, el aumento en la ingesta de hierro resulté en un aumento en
la concentracion de hierro en la mayoria de las piezas anatomicas. En el bazo, rifion e intestino

delgado la concentracion de hierro en el grupo SF + Vits B (4,47; 0,20 y 0,31 mg Fe/g p.s,
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respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF + Vits B + C (8,95; 1,42y
1,90 mg Fe/g p.s, respectivamente). En cuanto a los grupos con la fuente de hierro PFM, no se

observaron diferencias en las concentraciones de hierro de las distintas piezas anatébmias.

En general, podemos asegurar que los niveles de hierro en el higado no se vieron afectados
por la presencia o ausencia de la vitamina C en los grupos suplementados con las fuentes de
hierro SF 6 PFM junto con las vitaminas B. En cambio, la concentracion de hierro en el bazo si se
vio afectada, incrementandose los valores de hierro, especialmente en los grupos con la fuente
de hierro SF.

4.6. Efecto pro-oxidante del SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C afadidos al néctar.

La Figura 4.9 representa la produccién de radicales libres en heces determinadas por la
cuantificacion del acido bencenosulfinico (ABS) en los grupos PFM + Vits B + C y SF + Vits B +

C durante los periodos de tiempo especificados.

La produccién de ABS al final del 1*' periodo de replecién para los grupos SF + Vits B + C
(1,70 pmol/g heces totales) y PFM + Vits B + C (2,33 pmol/g heces totales) fue muy similar.
Ademas, la produccién de radicales hidroxilo cuantificados por el ABS, por parte de los grupos
SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C no mostraron diferencias con respecto a los grupos SF y
PFM. Por tanto, la presencia de las vitaminas B y C en el néctar enriquecido con las diferentes
fuentes de hierro no influyé de manera positiva 6 negativa en la produccién de los radicales
hidroxilos.

En el 3 periodo de replecion, se observaron diferencias entre los distintos grupos. El
aumento de la ingesta de hierro provoc6 en el grupo SF + Vits B + C un aumento en la
produccién de radicales hidroxilo, estando ambos parametros correlacionados (r = 0,920;
p<0,01). Sin embargo, para el grupo PFM + Vits B + C, no hubo correlacion entre los
parametros anteriormente mencionados. Ademas, el valor del ABS para el grupo SF + Vits B + C
(3,63 pmol/g heces totales) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B + C
(1,96 umol/g heces totales) y al grupo SF (2,03 pumol/g heces totales).
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En general, aunque si hubo un aumento en la concentracion de hierro en las heces desde el
1°" periodo al 3°" periodo de replecion, lo cual podria desencadenar la reacciéon Fenton, la
excrecion fecal no estuvo correlacionada con la produccion de ABS en los grupos SF y PFM
con/sin Vits B + C. Por tanto, desconocemos si el aumento en la produccion de ABS (sin
correlacion significativa con la ingesta de hierro) es consecuencia de la presencia de las

vitaminas B y C 6 solamente fue debido al propio compuesto de hierro.

4.6.1. (Afecta la adicién de la vitamina C 6 la mezcla de vitaminas B en la produccion de

radicales hidroxilo?

Para conocer el efecto de la mezcla de las vitaminas B, en los grupos suplementados con la

fuente de hierro SF 6 PFM, compararemos los estudios Il y IV.

Durante el 1°" periodo, observamos que los valores de ABS no mostraron diferencias
significativas entre los distintos grupos. Sin embargo, en el 3* periodo, Unicamente la
concentracion de ABS del grupo PFM + Vits B + C (1,96 umol/g heces totales) fue
significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM + Vit C (4,54 umol/g heces totales), mie ntras

gue los grupos SF + Vit C con/sin Vits B presentaron valores similares.

En el 3 periodo se observaron diferencias en la concentracion de ABS entre el grupo PFM
+ Vits B + C y el grupo PFM + Vit C, este hecho lo podiamos relacionar con la ingesta de hierro,
debido a que en este periodo si hubo diferencias entre ellos, siendo para el grupo PFM + Vit C
(7,12 mg Fe) y para el grupo PFM + Vits B + C (11,30 mg Fe). Sin embargo, en el 1°' periodo
esta situacion no se cumplio, es decir, a pesar de existir diferencias en la ingesta de hierro, no

las hubo en la generacion de radicales libres, por lo que no se establecié ninguna correlacion
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entre ambas variables. Por tanto, y en funcion de los resultados obtenidos, la presencia de la
mezcla de las vitaminas B no incremento la generacion de los radicales hidroxilos, lo cual resulta

positivo.

Para ver si la adicion de la vitamina C en los grupos con las fuentes de hierro SF 6 PFM y

Vits B tuvo un efecto pro-oxidante, comparamos los estudio 111y IV.

Durante el 1°" y 3* periodo, los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C presentaron
concentraciones de ABS similares a los obtenidos por los grupos SF + mezcla Vits B y PFM +
mezcla Vits B. En general y de acuerdo con los resultados obtenidos no se observd ningun
aumento en la generacion de los radicales hidroxilos, en ninguno de los periodos analizados. En
ensayos in vitro, la vitamina C puede mantener al hierro y a otros metales de transicion en un
estado reducido, dando lugar a la produccién de radicales hidroxilos (Buettner y Jurkiewicz,
1996; Halliwell y col., 1996). Al comparar los estudios I-11 (SF 6 PFM con/sin Vit C) encontramos
un aumento significativo (p<0,05) en la generacion de radicales hidroxilos por parte de los
grupos SF + Vit Cy PFM + Vit C frente a los grupos SF y PFM, lo que podria venir justificado por
los ensayos de Beuttner y Halliwell. Pero cuando estd presente la mezcla de vitamina B, la
adicion de vitamina C no parece tener ningun efecto pro-oxidante en ninguno de los grupos

estudiados.
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59 ESTUDIO

5. Efecto de la vitamina C, mezcla de vitaminas B (Bs, B:> y acido félico) y fructo-
oligosacaridos (FOS) sobre la biodisponibilidad del pirofosfato férrico micronizado
(PFM) en el néctar de frutas enriquecido. Método de la Eficiencia de Regeneracion de
la Hemoglobina (ERH).

5.1. Crecimiento y consumo de alimento

En la Tabla 5.1, se muestran los valores medios y el error tipico de los parametros
relacionados con el crecimiento y el consumo de alimento (dieta + néctar), en ratas alimentadas
con el néctar SF + Vits B, C + FOS; PFM + Vits B, C + FOS y BF + Vits B, C + FOS durante los
tres periodos de balance. Como se puede apreciar en este estudio se incorpord una tercera
fuente de hierro, bis-glicinato ferroso (BF) con el objetivo de evaluar su biodisponibilidad relativa

junto con la del PFM frente a la del SF (sal de referencia).

Tabla 5.1. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracion del SF, PFM o BF junto con las
vitaminas B, C y FOS afiadidos a un néctar de frutas durante el periodo de deplecion — replecion.

Ganancia de

Ingesta total

Néctar Peso inicial (g) Peso final (g) peso (q) de alimento (g)
Deplecion 152,57 + 26,48 161,90 + 26,79 9,33 + 4,37 37,00 + 8,53
Replecién
Ler SF + Vits! + FOS 109,66 + 6,74’ 119,52 + 6,61’ 9,86 + 1,54 104,62 + 9,97
periodo PFM + Vits! + FOS 105,18 + 7,18/° 111,63 +7,07° 6,45 +2,19" 112,31 + 9,06®
BF + Vits® + FOS 114,43 + 16,947 127,17 + 17,66’ 12,93+2,1 164,26 + 7,76¥
2o SF + Vits' + FOS 187,66 +5,79" 203,04 +7,12" 15,38 £2,95° 149,73 £ 20,14"
periodo PPM + Vitst + FOS 186,92 + 4,34" 212,72 + 5,90 25,80+ 2,86¥% 179,91 + 13,65/
: BE + Vits! + FOS 189,84 + 10,42 203,82 + 9,95 14,70 + 2,56° 183,14 + 13,56
er SF + Vits' + FOS 248,13 + 10,19/ 257,57 + 6,73/ 12,50 + 2,96 221,78 + 27,892
Period PFM + Vits! + FOS 228,75+ 9,83/ 246,95 + 8,40/ 18,20 + 3,047 261,24 + 32,24/
erodo - gr 4 vits! + FOS 239,47 + 5,29/ 249,08 + 5,712 9,61+1,76 236,48 + 31,82

Cada valor es la media + error tipico, n=6. Vits': Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y &cido fdlico; FOS: Fructo-oligosacaridos

& piferentes letras dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05)
entre los grupos SF + Vits B, C + FOS; PFM + Vits B, C + FOS y BF + Vits B, C y FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.

Durante el 1°" periodo de balance, los tres grupos mostraron un crecimiento muy similar de
acuerdo con los valores de la ganancia de peso, mientras que la ingesta total de alimento en
ambos grupos de ratas presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre ellos, siendo los
datos del grupo BF + Vits B, C + FOS (164,26 g) superiores a los grupos SF y PFM + Vits B, C +
FOS (104,62 y 112,31 g, respectivamente) y semejantes entre ellos.

En el 2° periodo de balance, la tasa de crecimiento fue significativamente superior (p<0,05)
al grupo en deplecion. En este periodo los tres grupos de ratas presentaron una ingesta total de

alimento y peso inicial muy similar, pero en cambio la ganancia de peso fue diferente en los tres
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grupos, siendo el grupo PFM + Vits B, C + FOS (25,80 g) significativamente superior (p<0,05) a
los grupos SF y BF + Vits B, C + FOS (15,38 y 14,70 g, respectivamente). Destacar entonces,
que el aprovechamiento de la dieta y el néctar por parte del grupo PFM + Vits B, C + FOS fue
superior frente a los otros grupos. Por Ultimo, en el 3* periodo de balance, la tasa crecimiento

en los tres grupos fue similar y significativamente superior (p<0,05) al grupo en deplecion.

5.1.1. Efecto de la adicién de la mezcla de vitaminas B, vitamina C y FOS en el crecimiento y el

consumo de alimento

En este apartado, Unicamente se discutiran los grupos alimentados con las fuentes de hierro
SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS frente a los grupos SF y PFM, debido a que la
fuente de hierro BF no fue incluida en los anteriores estudios. En la Tabla 5.2 se representan los
parametros relacionados con el crecimiento y el consumo de alimento para los grupos SFy PFM

con/sin Vits B, C + FOS en cada uno de los tres periodos de balance.

Tabla 5.2. Crecimiento e ingesta total de alimento en ratas, tras la administracion del SF o PFM con/sin Vits B,
C y FOS afiadidos a un néctar de frutas durante el periodo de deplecion — replecion.

Ganancia de

Ingesta total de

Né Peso inicial Peso final )
éctar eso inicial (g) Peso final (g) peso (q) alimento (q)
Deplecioén - 152,57 +10,81 161,90 + 10,94 9,33+1,78 28,00 + 2,65
@
Replecioén
SF 155,03 + 17,67 167,20 + 17,20 10,30 + 4,33 177,66 + 18,57
1 periodo SF *+ Vits + FOS 109,66 + 6,74 119,52 +6,617 9,86 + 1,54 104,62 + 9,977
: PFM 158,00 + 10,79 172,85 +10,94 12,47 +2,65 226,57 + 41,28
PFM + Vits + FOS 105,18 + 7,187 111,63 +7,077° 6,45 +2,19" 112,31 +9,06™
SF 229,75 + 7,142 243,45 + 3,43 13,70+ 6,43 282,20 + 13,24/2
20 periodo SF + Vits + FOS 187,66 +5,79” 203,04 +7,12”° 15,38 +2,95% 149,73 + 20,147
eriodo PEM 197,95 +10,29  21530+9,30  17,35+240 306,23 + 20,72
PEM + Vits + FOS 186,92 + 4,34 212,72 +5,90® 25,80+2,86™ 179,91 + 13,65
SF 225,55 + 16,04/® 248,33 +15,67/® 22,78 +4,22 256,58 + 48,12/
3* periodo ST * Vits + FOS 248,13 + 10,19’ 257,57 +6,73® 12,50+2,967% 221,78 + 27,897
: PFM 195,83 + 20,43 208,05 + 24,19 12,23+ 4,68 253,86 + 69,50

PFM + Vits + FOS

228,75+ 9,83/

246,95 + 8,40

18,20 + 3,042

261,24 + 32,242

Cada valor es la media % error tipico, n=6. Vits: Vitamina C + Vitaminas Bs, B1> y acido félico; FOS: Fructo-oligosacaridos

*/ La presencia de asterisco dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias

significativas (p<0,05) entre los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS y PFM con/sin Vits B, C + FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican

diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion.
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.

Al comienzo del 1°" periodo de balance, los pesos iniciales de los grupos SF + Vits B, C +
FOS y PFM + Vits B, C + FOS (109,66 y 105,18 g, respectivamente) fueron significativamente
inferiores (p<0,05) al de los grupos SF y PFM (155,03 y 158 g, respectivamente). Esta diferencia
no influyé en la ganancia de peso, a pesar de que la ingesta total de alimento fuera
significativamente inferior (p<0,05) para los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C +
FOS (104,62 y 112,31 g, respectivamente) frente a los grupos SF y PFM (177,66 y 226,57 g,

respectivamente).
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Al comienzo del 2° periodo de balance, los grupos PFM con/sin Vits B, C + FOS presentaron
pesos iniciales similares, mientras que los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS (187,66 y 229,75 g,
respectivamente) si mostraron diferencias significativas (p<0,05). La ingesta total de alimento
del grupo SF + Vits B, C + FOS (149,73 g) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF
(282,20 g), sin embargo, a pesar de la baja ingesta la ganancia de peso fue similar a la del
grupo SF. Para el grupo PFM + Vits B, C + FOS, la ingesta total de alimento (179,91 g) fue
significativamente inferior (p<0,05) a la del grupo PFM (306,23 g), sin embargo, la ganancia de
peso del grupo PFM + Vits B, C + FOS (25,80 g) fue significativamente superior (p<0,05) a la
del grupo PFM (17,35 g). Por tanto, los grupos SF o PFM + Vits B, C + FOS mostraron un mejor

aprovechamiento del néctar y de la dieta en comparacion con los grupos SF y PFM.

Al comparar el ritmo de crecimiento y la ingesta total de alimento en los grupos
suplementados con las fuentes de hierro SF y PFM con/sin vitaminas B, C y FOS durante el 3*'
periodo de balance, observamos que los pesos iniciales fueron semejantes, que la ingesta total
de alimento y la ganancia de peso fue similar, a excepcion del grupo SF + Vits B, C + FOS cuya

ganancia de peso (12,50 g) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (22,78 g).
5.1.2. Efecto de los FOS en el crecimiento y consumo de alimento

Para discutir este apartado compararemos el 4° Estudio (adicion de las vitaminas B y C) con

el 5° Estudio (adicion de las vitaminas B, C y FOS).

Al comienzo del 1°" periodo de balance, los pesos de los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM
+ Vits B, C + FOS (109,66 y 105,18 g, respectivamente) eran significativamente inferiores
(p<0,05) a los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C (202,20 y 210,88 g,
respectivamente). Esta diferencia influyd en los demas parametros (peso final, ganancia de peso
e ingesta total de alimento), siendo en todos los casos, los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM

+ Vits B, C + FOS los que presentaban los valores mas bajos.

En el 2° periodo de balance, nos encontramos con una situacion muy similar a la anterior.
Pero en este caso, se observo que a pesar de que los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits
B, C + FOS mostraban una ingesta total de alimento (149,73 y 179,91 g, respectivamente)
significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C (246,26 y

351,35 g, respectivamente), éstos alcanzaron una ganancia de peso similar.

En el 3" periodo de balance, los pesos iniciales y la ingesta total de alimento fueron
similares en todos los grupos, pero en cambio la ganancia de peso de los grupos SF + Vits B, C

+ FOS y PFM + Vits B, C + FOS (12,50 y 18,20 g, respectivamente) fue significativamente
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inferior (p<0,05) al de los grupos SF + Vits B + C y PFM +Vits B + C (23,17 y 33,75 g
respectivamente). Esta misma situacién fue observada por Gudiel-Urbano y Gofii (2002), cuando
utilizaron una dieta para ratas AIN-93M suplementada con FOS (5 g/Kg dieta). Otros autores
también observaron una disminucion en la ganancia de peso en ratas alimentadas con dietas
gue contenian mayores dosis: 10% (Tokunaga y col., 1989) y 20% (Sakaguchi y col., 1998).
Segun GudielUrbano y Gofii (2002) los animales alimentados con FOS producian heces blandas,
y con una elevada incidencia de diarrea persistente, situacion que también se dio en nuestro
caso. Ademas, la fermentacién coldnica de los FOS puede conducir a la produccion de un exceso
de gas y diarrea, que resultaria en flatulencia, hinchazén e incomodidad abdominal (Grizar y
Barthomeauf, 1999).

En general, la adicion de los FOS al néctar enriquecido con SF o PFM junto con las vitaminas

B y C, no tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento.
5.2. Balance mineral

La Tabla 5.3, representa las medias y el error tipico de las variables utilizadas para el
cakulo del balance mineral en los grupos de ratas alimentadas con el néctar enriquecido con
PFM + Vits B, C + FOS, SF + Vits B, C + FOS y BF + Vits B, C + FOS en los tres periodos de

balance.

Durante el 1°" periodo de balance, el grupo BF + Vits B, C + FOS presentd una ingesta de
hierro (6,74 mg Fe) estadisticamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B, C + FOS (4,29 mg
Fe), mientras que el grupo PFM + Vits B, C + FOS (4,60 mg Fe) no mostré diferencias con
ninguno de los otros grupos. Sin embargo, la excrecion fecal fue similar en cada uno de los
grupos. Las mismas diferencias encontradas en la ingesta de hierro se presentaron en el balance
del hierro, donde el grupo BF + Vits B, C + FOS (5,56 mg Fe) fue significativamente superior
(p<0,05) al grupo SF + Vits B, C + FOS (3,32 mg Fe), mientras que el grupo PFM + Vits B, C +
FOS (3,61 mg Fe) fue semejante a los otros dos grupos. Los porcentajes de absorciéon y
retencién aparente similares en los tres grupos, se encontraban elevados en este periodo de
balance, esto nos indica que las reservas de hierro se encontraban por debajo de lo normal
(Benito y col., 1997).

Durante el 2° periodo de balance, y al igual que en el periodo anterior, la ingesta de hierro
por parte del grupo BF + Vits B, C + FOS (7,76 mg Fe) fue significativamente superior (p<0,05)
al grupo SF + Vits B, C + FOS (4,89 mg Fe), mientras que el grupo PFM + Vits B, C + FOS (6,97
mg Fe) fue semejante a los otros dos grupos. En cuanto a la excrecion fecal, ésta fue similar en

los tres grupos. Destacar que la ingesta de hierro y la excrecién fecal no vario de manera
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significativa con respecto al periodo anterior. La variabilidad en los valores de la excrecion fecal
en este 2° periodo de balance, compensé las diferencias en el balance del hierro de los tres
grupos. Los porcentajes de absorcion y retencion aparente no mostraron diferencias
significativas entre los tres grupos. Ademas, presentaron una ligera disminucion con respecto al
periodo anterior, pero esta disminucion unicamente fue significativa para el grupo BF + Vits B, C
+ FOS (65,17 y 65,00%, respectivamente) con respecto al ' periodo (83,00 y 82,91%,
respectivamente). Segun Wienk y col., (1997) un aumento en el estatus del hierro lleva a un
descenso en la absorcion del hierro (balance del hierro), el cual se refleja en una absorcion
aparente mas baja. En este caso, el balance del hierro no present6 diferencias significativas con
respecto al periodo anterior, y aunque los porcentajes de absorcion aparente disminuyeron,
tampoco fueron significativos, salvo para el grupo BF + Vits B, C + FOS. Por tanto, podriamos
pensar que la disminucién de los porcentajes de absorcion aparente indica una recuperacion en

el estatus del hierro para los tres grupos.
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Tabla 5.3. Absorcion y retencion del hierro, tras la administracion del SF, PFM o BF junto con las Vitaminas B, C y FOS en un néctar de frutas, durante los tres periodos de

replecion
Néctar Ingesta (mg Fe)  Excrecion fecal Excrecion Balance del Absorcion Retencion®  Retencién x 100

(mg Fe) urinaria (mg Fe)  hierro* (mg) aparente® (%) (%0) / Absorcién

Replecién
Lo SF + Vits + FOS 4,29 +0,56" 0,97 +0,36" 18,21 + 10,28 3,32 +0,56° 82,42 +8,30® 82,02 +8,51" 99,35+ 0,45
periodo PFM + Vits + FOS 4,60 + 0,61%" 0,98 + 0,40 9,92 + 3,39 3,61+0,52® 81,81+12,40% 79,49 + 7,34 98,97 + 0,56
BF + Vits + FOS 6,74 0,367 1,18 £ 0,42 6,54 + 1,21 5,56 + 0,172 83,00 + 5,452 82,91 + 5,46 99,88 + 0,02
S0 SF + Vits + FOS 4,89 +0,54"° 1,35 +0,35" 8.84 +1,94 354+0,60  71,27+7.27/%® 71,13+7,27®  99,79+0,03
Periodo PFM + Vits + FOS 6,97 + 0,69/ 2,29 + 0,44 7,28 £ 1,09 4,68 +0,85 65,81+ 7,31 65,70 + 7,30"® 99,83 + 0,03
BF + Vits+ FOS 7,76 % 0,40%° 2,65 0,31 11,02 + 3,40 5,11 + 0,64 65,17 +5,22” 65,00 £ 5,24" 99,74 £ 0,05
ger SF + Vits + FOS 10,20 + 1,84% 5.19 + 0,96 13,81+ 2,11 5,18 £0,72 49,31+1,58" 49,00+ 1,58" 99,38+ 0,16
periodo PFM + Vits + FOS 10,66+ 1,72 3,68 +1,12 13,05+0,17 6,98 + 1,86 55,36 +7,11°  55,19+7,11" 99,71+0,04
erodo  ar 4 vits + FOS 10,71+1,317 3,32 £1,14 10,07 £ 1,51 7,39 £1,22 60,89+ 6,00° 60,56 + 6,02”° 99,43+ 0,22

Cada valor es la media % error tipico, n=6. Vits: Vitamina C + Vitaminas Bs, B1. y acido félico; FOS: Fructo-oligosacaridos
& piferentes letras dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de

replecion.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
'Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecion fecal (mg)

2Absorcion aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).

3Retencion (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecion fecal (mg) + Excrecion urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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En el dltimo periodo de balance, los tres grupos se comportaron de manera similar, no
existiendo diferencias significativas para cada uno de los parametros relacionados con el balance
del hierro (Tabla 5.3). Sin embargo, si hubo diferencias con respecto al periodo anterior. Para el
grupo SF + Vits B, C + FOS, la ingesta de hierro (10,20 mg Fe) fue significativamente superior
al obtenido en el I y 2° periodo de balance (4,29 y 4,89 mg Fe, respectivamente). Este
aumento en la ingesta posiblemente se deba a la correlacion positiva con el peso inicial (r =
0,815; p<0,001), ya que en este ultimo periodo de balance el peso inicial fue significativamente
superior a las etapas anteriores (ver Tabla 5.1). Ademas, este aumento en la ingesta de hierro
estuvo correlacionado con la excrecion fecal (r = 0,947; p<0,001), siendo en el Ultimo periodo
de balance (5,19 mg Fe) significativamente superior (p<0,05) a los obtenidos en el 1*" y 2°
periodo de balance (0,97 y 1,35 mg Fe). En cuanto a los porcentajes de absorcion y retenciéon
aparente, éstos disminuyeron con respecto al 2° periodo de balance, pero esta disminucién no
fue significativa. En varios estudios llevados a cabo por Buchowski y col. (1989), Layrisse y col
(1997) y Sanchez-Morito y col. (2000), observaron que el porcentaje de hierro absorbido
disminuia a medida que la ingesta de hierro aumentaba, pero en cambio el hierro total
absorbido 6 balance del hierro aumentaba. En nuestro estudio, si hubo una correlacién inversa
entre la ingesta de hierro y el porcentaje de absorcion aparente (r = - 0,570; p<0,05), y una
correlacion positiva entre la ingesta de hierro y el balance del hierro (r = 0,870; p<0,001), esto
nos sugiere que hubo una recuperacion en el estatus del hierro a lo largo del periodo de

replecion.

Para el grupo PFM + Vits B, C + FOS, la ingesta de hierro en el 3' periodo de balance
(10,66 mg Fe) solamente fue estadisticamente superior al 1°" periodo de balance (4,60 mg Fe).
Este aumento en la ingesta de hierro estuvo correlacionada positivamente con el peso inicial (r
= 0,817; p<0,001), de manera que a mayor peso inicial mayor sera la ingesta de alimento y
por tanto de hierro. En cuanto a la excrecion fecal, aunque aumenté ligeramente desde el 1°" al
3°" periodo, no se observaron diferencias significativas. La ausencia de diferencias significativas
entre los tres periodos de balance para la excrecién fecal puede sugerirnos una posible
acumulacion del hierro, coincidiendo con una débil correlacion entre la ingesta de hierro y la
excrecion fecal (r = 0,605; p<0,05). Pero una acumulacién excesiva de hierro en el cuerpo se
veria reflejada en un aumento del porcentaje de absorcibn aparente, y en nuestro caso esta
situacion no se observo, ya que fue disminuyendo a lo largo de los tres periodos de balance.
Esta disminucion en el porcentaje de absorcion aparente unicamente fue significativa (p<0,05)
entre el 3* y 1° periodo (55,36 y 81,81%). La correlacién inversa existente entre la excrecion
fecaly el porcentaje de absorcion aparente (r = - 0,679; p<0,05), nos sugiere una situacion

normal en el metabolismo del hierro.
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El balance mineral del hierro del grupo BF + Vits B, C + FOS, fue muy similar a la del PFM +
Vits B, C + FOS. La ingesta de hierro en el 3" periodo de balance (10,71 mg Fe) fue
significativamente superior (p<0,05) a la obtenida en el 1°" y 2° periodo de balance (6,74 y 7,76
mg Fe, respectivamente). La excrecion fecal y el balance del hierro no mostraron diferencias
significativas en cada uno de los tres periodos, pero si en el porcentaje de absorcion aparente.
En este periodo, el porcentaje de absorcion aparente (60,89%) fue similar al 2° periodo
(65,17%) y significativamente inferior al 1°" periodo (83,00%). Al igual que en las otras fuentes
de hierro, se observaron correlaciones entre la ingesta de hierro y el peso inicial (r = 0,637;
p<0,05). También se observaron correlaciones entre la ingesta de hierro y la excrecion fecal (r
= 0,611; p<0,05) muy similar a la del grupo PFM + Vits B, C + FOS, entre la ingesta de hierro y
el balance de hierro (r = 0,726; p<0,01) indicando que a medida que aumentaba la ingesta de
hierro la absorcion total de hierro aumentaba, y una correlacion inversa entre la excrecion fecal
y el porcentaje de absorcion aparente (r = - 0,834;p<0,01), es decir, a medida que el hierro se
va reponiendo el porcentaje de absorcion aparente tiende a disminuir hasta alcanzar un valor

constante.

En general, la biodisponibilidad del hierro esta influenciada por las propiedades del
compuesto de hierro, la cantidad total de hierro en la dieta, el estatus del hierro del individuo, la
tasa de la eritropoyésis y la presencia de los inhibidores y favorecedores de la absorcion del
hierro presentes en el lumen intestinal o en la dieta (Bothwell, 1983; Cook y Bothwell, 1984).
Son numerosos los estudios que han demostrado que el bis-glicinato ferroso tiene una mejor
biodisponibilidad que el sulfato ferroso, especialmente cuando es afiadido a alimentos con un
elevado contenido en inhibidores de la absorcion del hierro (Olivares y col., 1997; Bovell-
Benjamin y col., 2000; Layrisse y col., 2000). También estudios en ratas han demostrado el
mismo efecto (Langini y col., 1988; Fairweather-Tait y col., 1992). La principal ventaja de este
compuesto es su elevada absorcion en alimentos con un elevado contenido en inhibidores de la
absorcion del hierro. Si se adiciona al agua, o en alimentos con un bajo contenido en
inhibidores, la absorcion del bis-glicinato ferroso no puede proporcionar tal ventaja (Allen,
2002). En nuestro estudio, los resultados confirman lo expuesto por Allen (2002b), donde el bis-
glicinato ferroso no fue significativamente superior al sulfato ferroso, sin embargo presentd un

porcentaje de absorcion aparente muy similar al de este compuesto.
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5.2.1. Efecto de la adicion de la mezcla de vitaminas B, vitamina C y FOS en el balance mineral
del hierro.

La Tabla 5.4, representa las medias y el error tipico de &s variables utilizadas para el
célculo del balance mineral en los grupos de ratas alimentadas con el néctar enriquecido con SF

y PFM con/sin Vits B, C + FOS en cada uno de los tres periodos de balance.

En el 1* periodo de balance, la ingesta de hierro de los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM
+ Vits B, Cy FOS (4,29 y 4,60 mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05)
al de los grupos SF y PFM (7,93 y 11,16 mg Fe, respectivamente). En cambio, La excrecion fecal
de los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS (0,97 y 1,47 mg Fe, respectivamente) y los grupos
PFM con/sin Vits B, C + FOS (0,98 y 1,54 mg Fe, respectivamente) mostraron valores similares.
En cuanto al balance del hierro, observamos que los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits
B, C + FOS (3,32 y 3,61 mg Fe, respectivamente) fueron muy inferiores estadisticamente

(p<0,05) a los grupos SF y PFM (6,45 y 9,92 mg Fe, respectivamente).

Sin embargo estas diferencias fueron proporcionales, es decir, la ingesta de hierro y el
balance del hierro de los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS fueron
aproximadamente 2 y 3 veces inferior a los grupos SF y PFM, respectivamente. Por este motivo,
los porcentajes de absorcion y retenciébn aparente fueron similares y sin diferencias
significativas. Por tanto, tras un periodo de replecion de 3 dias, la adicion de las vitaminas B, C y
FOS al néctar enriquecido con las diferentes fuentes de hierro no afecté de manera significativa
a la absorcién del hierro, cuando lo comparamos con el néctar enriquecido sin las vitaminas B, C
y FOS.

Durante el 2° periodo de balance, la ingesta de hierro, la excrecion fecal y urinaria, y el
balance del hierro del grupo SF + Vits B, C + FOS (4,89 mg, 1,35 mg, 8,84 ug y 3,54 mg Fe,
respectivamente) fueron significativamente inferiores a los obtenidos por el grupo SF (12,09 mg,
3,89 mg, 42,40 ug y 8,20 mg Fe, respectivamente). De igual manera, ocurrié para el grupo PFM
+ Vits B, C + FOS (6,97 mg, 2,29 mg, 7,28 ug y 4,68 mg Fe, respectivamente) con respecto al
grupo PFM (13,67 mg, 4,20 mg, 22,91 ug y 9,47 mg Fe, respectivamente). En ambos casos, Yy al
igual que en el periodo anterior, los resultados fueron proporcionales, dando lugar a porcentajes

de absorcion y retencion aparente muy similares.
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Tabla 5.4. Absorcion y retencion del hierro, tras la administracion del SF o PFM con/sin Vits B, C y FOS en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

Néctar

Replecion
SF
SF + Vits + FOS
PFM
PFM + Vits + FOS

SF
SF + Vits + FOS
PFM
PFM + Vits + FOS

SF
SF + Vits + FOS
PFM
PFM + Vits + FOS

1¢" Periodo

2° Periodo

3¢ Periodo

Ingesta (mg Fe)

7,93 +0,95 7
4,29 + 0,567
11,16 + 3,58
4,60 +£0,617

12,09 + 0,60 /@
4,89 +0,54"
13,67 + 1,13

6,97 + 0,697

10,81 + 2,29 /@
10,20+ 1,84 2
12,46 + 1,99
10,66 + 1,722

Excrecion

fecal (mg Fe)

1,47 £ 0,157
0,97 £0,36"
1,54 +0,687°
0,98 + 0,40

3,89 +0,39/%®
1,35 + 0,33
4,20 + 0,617
2,29 +0,44"

6,27 +1,3172
5.19 + 0,967
6,66 + 0,45
3,68 +1,12

Excrecion

urinaria (mg Fe)

22,21 +5,90
18,21 + 10,28
4,21 +1,63%"
9,92 + 3,39

42,40 + 12,80
8.84 +1,94"
22,91+3,937
7,28 +1,09"

29,92 +5,28
13,81+ 2,11
19,09 + 3,69 /@
13,05+ 0,17

Balance del

hierro® (mg) aparente? (%6)

6,45 + 0,97/
3,32 +0,56"
9,62 +1,77
3,61 +0,52"

8,20 +0,61"2
3,54 +0,60"
9,47 +0,95
4,68 +0,85"

4,54 +1,01
5,18 +0,72"°
5,81 +1,62
6,98 + 1,86

Absorcion

80,33+ 3,852
82,42 +8,30
85,65+ 3,43 /2
81,81+ 12,402

67,74+3,33 7"
71,27 £7,27"®
69,25 + 3,24
65,81 + 7,31 /2

41,00+1,34 "
49,31 + 1,58%
44,88 + 6,06

55,36 +7,11 7

Retencion®
(%0)

80,04 + 3,84 '
82,02+8,51
85,50 + 3,40 /@
79,49 + 7,34/

67,32+3,25"
71,13+ 7,277
69,06 + 3,23 °
65,70 + 7,30 /®

41,60+1,31 "%
49.00 + 1,58
44,70 £ 6,06

55,19+7,11 7

Retenciéon x 100
/ Absorcion

99,65 + 0,08 /@
99,35 + 0,45
99,82 + 0,08
98,97 + 0,56

99,40 + 0,12 /3
99,80 + 0,04
99,72 + 0,05
99,83 + 0,03

99,29+0,12 7
99,38+ 0,16
99,23 + 0,41
99,71 + 0,04

Cada valor es la media + error tipico, n=6. Vits*: Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y 4cido félico; FOS: Fructo-oligosacaridos

*/ La presencia de asterisco dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS y

PFM con/sin Vits B, C + FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos ce

replecion.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

'Balance del hierro = Ingesta de hierro (mg) — Excrecion fecal (mg)
2Absorcion aparente (%) = [Ingesta de hierro (mg) — Excrecién fecal (mg)] x 100 / Ingesta de hierro (mg).

3Retencion (%) = [Ingesta de hierro (mg) — (Excrecién fecal (mg) + Excrecion urinaria (mg))] x 100 / Ingesta de hierro (mg).
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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Al inicio del 3* periodo de balance, los pesos iniciales de los grupos SF y PFM con/sin Vits B,
C y FOS fueron similares, por lo que las conclusiones obtenidas pueden ser mas claras ya que se
trataba de grupos homogéneos, de hecho los parametros relacionados con el calculo del balance

mineral del hierro de los grupos SF y PFM con/sin Vits B, C y FOS fueron similares.
5.2.2. Efecto de los FOS en el balance mineral del hierro

Durante el 1° periodo de balance, la ingesta de hierro de los grupos SF + Vits B, C + FOS y
PFM + Vits B, C + FOS (4,29 y 4,60 mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior
(p<0,01) al de los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits B + C (7,77 y 9,13 mg Fe,
respectivamente). Sin embargo, esta diferencia en la ingesta de hierro no infly6 en la excrecion
fecal, no apreciandose ninguna diferencia entre los grupos, siendo en todos los casos = 1 mg
Fe. En cuanto al balance del hierro, légicamente fueron los grupos SF + Vits B + C y PFM + Vits
B + C (7,10 y 8,10 mg Fe, respectivamente) los que mostraron valores significativamente
superiores (p<0,01) a los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS (3,32 y 3,61 mg
Fe, respectivamente). Pero si relacionamos la absorcién total del hierro con la ingesta de hierro,
no existieron diferencias significativas entre los grupos, es decir, los porcentajes de absorcion
aparente fueron similares en todos los casos. Por tanto durante este periodo de balance,

podemos sugerir que la adicién de los FOS no mejoré la absorcion del hierro.

En el 2° periodo de balance, se pudo apreciar el mismo patron de conducta que en el
periodo anterior. La ingesta de hierro para los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C +
FOS (4,89 y 6,97 mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,01) al de bs
grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C (9,89 y 14,75 mg Fe, respectivamente). La excrecion
fecal fue muy similar en todos grupos, mientras que el balance del hierro por parte de los
grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS (3,54 y 4,68 mg Fe, respectivamente) fue
significativamente inferior (p<0,001) al de los grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C (8,71
y 12,36 mg Fe). En este periodo, los porcentajes de absorcion aparente de los grupos SF + Vits
B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS (71,27 y 65,81%, respectivamente) fueron
significativamente inferiores (p<0,05) a los grupos SF + Vits B + Cy PFM + Vits B + C (87,31 y
82,74%, respectivamente). Estd demostrado que los FOS estimula la absorcién del hierro en
ratas (Ohta y col., 1995 y 1998) y ademas, es dificil evaluar el efecto de los FOS en la
recuperacion de la anemia, ya que en ratas anémicas, la absorcion del hierro es elevada (Zhang,
y col., 1989) y las ratas anémicas deficientes en hierro se recuperan de la anemia muy
rapidamente tras una dieta con hierro (Ohta y col., 1995). Aunque, en los grupos SF + Vits B, C
+ FOS y PFM + Vits B, C + FOS, llevan vitamina C, sus porcentajes de absorcion aparente

fueron muy proximos a los obtenidos por Ohta y col (1995) (~ 60%). Ohta y col (1995)
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concluy6 que la adicion de los FOS (50 g/Kg dieta) aumento la absorcion aparente del hierro. En
nuestro caso, la cantidad afiadida al néctar fue inferior (6,34 g/Kg dieta), por lo que podriamos
pensar que fuera insuficiente para producir un efecto claro sobre la absorcion aparente del
hierro, sin embargo, segun Gudiel-Urbano y Goiii (2002), la ingesta de FOS en una baja dosis (5
g/Kg dieta) fue suficiente para proporcionar un efecto deseable en la biodisponibilidad mineral
en ratas sin ninguna modificacién de los parametros nutricionales. Ademas, segun Yeung y col.
(2005) el efecto de los prebidticos (FOS) puede ser aparente solamente cuando se afiade a una
comida donde el hierro tiene una baja biodisponibilidad, pero no cuando se afiade a una comida
donde el hierro es altamente biodisponible. De acuerdo con lo expuesto por Yeung y col. (2005),
al emplear dos fuentes de hierro con una elevada biodisponibilidad, el efecto de los FOS
supuestamente no seria apreciable ya que es posible que los requerimientos del hierro para los
diferentes grupos fueran alcanzados y si hay un posible aumento en el porcentaje de absorcion
aparente, éste no seria detectable. Por lo tanto podemos deducir que la adicion de FOS durante

este periodo, no afectd a la absorciéon del hierro.

En el dltimo periodo de balance, no se observaron diferencias significativas en ninguno de
los parametros relacionados con el balance mineral del hierro para los grupos SF + Vits By C
con/sin FOS. Sin embargo, en los grupos PFM + Vits B y C con/sin FOS, el porcentaje de
absorcion aparente (55,36%) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM + Vits By C
(74,51%).

En general, se sabe que el hierro es absorbido predominantemente en el duodeno y
cantidades insignificantes son absorbidas en el colon. Este hecho esta relacionado con el bajo
pH del duodeno, resultado de la entrada del quimo desde el estbmago que favorece la
solubilidad del hierro y por tanto su absorcion (Cook y col., 1964). Por tanto, es razonable
esperar que la absorcion del hierro mas alla del intestino delgado proximal disminuya debido al
incremento en el pH del contenido intestinal que transita a lo largo del tracto gastrointestinal
(Schumann y col., 1990). Bougle y col. (2002) observaron que el ritmo de absorcion en el
duodeno de ratas ga de 1.7, 1.3, y 1.9 méas elevado que en el yeyuno, ileon, y ciego,
respectivamente. Existen escasas medidas directas de la absorcion del hierro en el colon, pero
los estudios que estan disponibles demuestran una considerable absorcion (Ohkawara y col.,
1963; Chernelch y col., 1970). De acuerdo con esto, es logico esperar que la adicion de los FOS
favorezca de alguna manera la absorcion del hierro en el colon, aunque como hemos comentado
anteriormente, el efecto parece estar ligado a la dosis de FOS y a la biodisponibilidad de la sal
de hierro administrada. Actualmente no hay informacion sobre los efectos de los prebidticos
sobre la absorcion del hierro en individuos deficientes en hierro o anémicos (Yeung y col.,
2005).
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5.3. Biodisponibilidad y utilizacion del hierro

5.3.1. Comparacion entre los grupos PFM, BF y SF con vitaminas B, C y FOS.

La Tabla 5.5, muestra los valores obtenidos para cada una de las variables empleadas para
el célculo de la biodisponibilidad relativa y la utilizacién del hierro del PFM + Vits B, C + FOS, y
BF + Vits B, C + FOS respecto a los grupos suplementados con la fuente de hierro SF + Vits B,

C + FOS, en cada uno de los tres periodos de replecion.

El hecho de que los pesos iniciales, Hb;, FeHb; de los tres grupos no presentaran diferencias
significativas entre ellos, demuestra que su estatus de hierro era homogéneo y Util en la
comparacion de los parametros durante el 1*' periodo de replecion. Al finalizar el 1°" periodo,
Unicamente el grupo PFM + Vits B, C + FOS alcanzé valores de hemoglobina >11,1 g/dl, de
acuerdo con los valores de referencia de la Tabla 1.5, y significativamente superior (p<0,05) al
grupo SF + Vits B, C + FOS (9,72 g/dl), mientras que con el grupo BF + Vits B, C + FOS (10,81
g/dl) no hubo diferencias significativas. En cuanto a la ERH, se pudo observar que el hierro
proporcionado por ambas fuentes de hierro tuvo una biodisponibilidad similar, de igual modo, la
utilizacioén del hierro por parte de los tres grupos también fue similar. El VBR, relativo al grupo
SF, nos indica la biodisponibilidad del hierro de los compuestos PFM y BF expresada como
porcentaje de la biodisponibilidad del SF, cuyo valor es del 100%, fue muy similar en los tres
grupos: SF + Vits B, C + FOS (138%), PFM + Vits B, C + FOS (142%) y BF + Vits B, C + FOS
(115%).

Al igual que en el 1°" periodo, en el 2° periodo de replecién los grupos SF, PFM y BF + Vits
B, C + FOS mostraron pesos iniciales semejantes (154,06; 151,45y 152,50 g, respectivamente),
Hb; (6,15; 5,76 y 6,63 g/dI, respectivamente) y FeHb; (2,12; 2,01 y 2,26 mg, respectivamente),
presentando un estatus para el hierro muy homogeéneo. La ingesta de hierro del grupo PFM y BF
+ Vits B, C + FOS (22,98 y 24,64 g, respectivamente) fue significativamente superior (p<0,05)
al grupo SF + Vits B, C + FOS (17,91 g), esta diferencia no supuso ningan cambio en los

parametros Hb; y FeHb;, no mostraron diferencias entre los tres grupos.
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Tabla 5.5. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacion del hierro y valor biolégico

junto con las Vitaminas B, C y FOS en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

relativo (VBR) en ratas anémicas, tras la administracion del SF, PFM o BF

Néctar
Replecion
1° SF + Vits + FOS
Periodo PFM + Vits + FOS

BF + Vits + FOS

2° SF + Vits + FOS
PFM + Vits + FOS
BF + Vits + FOS

3% SF + Vits + FOS
PFM + Vits + FOS
BF + Vits + FOS

Periodo

Periodo

Ganancia de

peso (9)

9,86 + 1,54'¢
7,77 £ 2,47"°
12,93 + 2,11

48,98 + 6,417
61,23 + 4,25
51,32 + 5,27
75,88 + 4,852
70,97 + 9,032
71,80 + 6,37

Ingesta de
hierro (mg)

4,02 + 0,51’
4,40 + 0,82/¢
5,95 + 0,97°

17,91 + 0,90
22,98 + 0,64*°
24,64 + 0,54*°
43,53 + 1,412
51,60 + 1,58%2
47,93 + 1,60%2

Hb inicial
(g/dL)

6,00 + 0,36
6,77 = 0,95
5,75+ 0,34

6,15 + 0,89
5,76 = 0,67
6,63 = 0,21
6,70 = 0,45
6,34 + 0,52
525+1,19

Hb final
(g/dL)

9,72 + 0,47"°
11,60 + 0,00%°
10,81 + 0,43%°

13,32 + 0,47
13,93 + 0,247
13,21 +0,31"
15,23 + 0,24%2
14,42 + 0,242
14,70 + 0,13%2

Fe Hgb
inicial! (mg)

1,51 + 0,18
1,71 + 0,24
1,52 + 0,22

2,12 + 0,31
2,01 + 0,24'%
2,26 + 0,04’
2,91 + 0,26
2,66 + 0,20
2,94 + 0,312

Fe Hgb final*
(mg)

2,62 +0,12°
3,00 + 0,13/¢
3,01 +0,47"°

6,07 + 0,30
6,65 + 0,18
6,02 + 0,21°
8,93 + 0,212
8,09 + 0,21
8,34 + 0,20%2

ERH? (26)

28,36 + 4,40®
29,12 + 2,23
23,65 + 4,46

21,52 + 2,75%%
20,35 + 1,37%°
14,81 + 0,74
13,91 + 0,93
11,08 + 0,62°
13,00 +1,17"°

Utilizacion
del hierro®
(mg)

1,40 + 0,222
1,43 + 0,11
1,16 + 0,222

1,06 + 0,14%aP
1,00 + 0,07%°
0,73 + 0,04°"
0,68 + 0,05
0,52 + 0,03’
0,60 + 0,06

VBR*

138
142
115

128
121
88

139
111
130

gada valor es la media + error tipico, n=6. Vits': Vitamina C + Vitaminas Bg, B12 y acido folico; FOS: Fructo-oligosacaridos
’ La presencia de asterisco dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos SF con/sin Vits B, C + FOSy PFM

con/sin Vits B, C + FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion.
La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
! Fe en Hb se describe en la seccién de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).
2ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ mg Fe consumido.
3 Utilizacion del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) / 100.

4VBR = ERH (SF, PFM 0 BF) con Vits B, C + FOS / ERH (SF)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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En cuanto a la ERH, los grupos SF y PFM + Vits B, C + FOS (21,52 y 20,35%,
respectivamente) fueron significativamente superiores (p<0,05) al grupo BF + Vits B, C + FOS
(14,81%), esta diferencia se debié a que este Ultimo grupo necesitd una mayor ingesta de
hierro para obtener una ganancia de hierro en la Hb similar a los tres grupos. De igual modo, la
utilizacién del hierro se vio afectada en el grupo BF + Vits B, C + FOS (0,73 mg Fe) siendo
significativamente inferior (p<0,05) a los grupos SF y PFM + Vits B, C + FOS (1,06 y 1,00 mg
Fe, respectivamente). Los VBR de los grupos SF y PFM + Vits B, C + FOS (128 y 121%,
respectivamente) fueron muy similares y significativamente superiores al grupo BF + Vits B, C +
FOS (88%). Al comparar el 2° periodo de replecién con el anterior y poder establecer una
comparacion entre los grupos, observamos que Unicamente los pesos iniciales mostraban
diferencias significativas (p<0,01), mientras que la Hb; y FeHb; no se diferenciaban con respecto
al periodo anterior. Logicamente la ingesta total de hierro de los grupos SF, PFM y BF + Vits B,
C + FOS (17,91; 22,98 y 24,64 g, respectivamente) en el 2° periodo fueron estadisticamente
superiores (p<0,01) al 1° periodo (4,02; 4,40 y 5,95 g, respectivamente), al igual que en la Hby
y FeHby. La ERH vy la utilizacion del hierro disminuyeron de manera significativa para los grupos
PFM y BF + Vits B, C + FOS (20,35 y 14,81%, respectivamente) con respecto al periodo anterior
(29,12 y 23,65%, respectivamente). Por tanto, durante los diez dias que durd el 2° periodo de
replecion, la incorporacién del hierro a la Hb se mantuvo sin cambios para elgrupo SF + Vits B,
C + FOS, mientras que en los grupos PFM y BF + Vits B, C + FOS disminuy6. Ademas, segun
Buchowski y col. (1989), la ERH y la absorcion aparente del hierro en ratas anémicas estan
inversamente relacionadas con la ingesta de hierro. Situaciébn que coincide en este periodo,

ingesta de hierro elevada y una ERH disminuida.

En el 3’ periodo de replecion, los grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS partieron de
pesos iniciales (181,68; 175,98 y 177,28 g, respectivamente), Hb; (6,70; 6,34 y 5,25 g/dI,
respectivamente) y FeHb; (2,91; 2,66 y 2,94 mg, respectivamente) muy homogéneos. La ingesta
total de hierro para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (51,60 g) fue significativamente superior
(p<0,05) a los grupos SF y BF + Vits B, C + FOS (43,53 y 47,93 g, respectivamente). A pesar de
esta diferencia, la Hb; y FeHb; del grupo SF + Vits B, C + FOS (15,23 g/dl y 8,93 mg Fe,
respectivamente) y del grupo BF + Vits B, C + FOS (14,70 g/dl y 8,34 mg Fe, respectivamente)
fueron significativamente superiores (p<0,05) al grupo PFM + Vits B, C + FOS (14,42 g/dl y
8,09 mg Fe, respectivamente). Sin embargo, la ERH y la utilizacion del hierro no se vieron
afectadas significativamente y tampoco el VBR. En resumen, la biodisponibilidad del hierro de
las diferentes fuentes de hierro BF, SF y PFM con vitaminas B, C y FOS durante un periodo de
suplementacion de 17 dias, no mostro diferencias significativas.

Al evaluar el comportamiento de cada compuesto de hierro junto con las vitaminas B, C y

FOS sobre cada una de las variables empleadas en el calculo de la biodisponibilidad del hierro,
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pudimos observar que desde el punto de vista hematoldégico 3 dias de suplementacion (1°
periodo) no fueron suficientes para alcanzar niveles Hb; > 11,1 g/dl (Tabla 1.5), salvo para el
grupo PFM + Vits B, C + FOS. Periodos mas largos (2° y 3" periodo), permitieron alcanzar
niveles Hb; mas elevados. Este aumento en la Hb; estuvo favorecida por la ingesta de hierro,
existiendo una correlacién positiva entre ambas variables, por lo que una mayor ingesta de
hierro permitié un aumento en la sintesis de la hemoglobina, siendo para el grupo SF + Vits B, C
+ FOS (r = 0,877), grupo PFM + Vits B, C + FOS (r = 0,758) y el grupo BF + Vits B, C + FOS (r
= 0,901), todos ellos con un nivel de significacion de p<0,001. Al igual que Wienk y col., (1999),
observamos que la ingesta de hierro estuvo correlacionada con la ganancia de peso, siendo para
el grupo PFM + Vits B, C + FOS (r= 0,700; p<0,01), el grupo SF + Vits B, C + FOS (r= 0,924;
p<0,001) y para el grupo BF + Vits B, C + FOS (r = 0,769; p<0,01), es decir, un aumento en la
ganancia de peso estuvo directamente relacionada con un aumento en el volumen de sangre y

en los niveles de Hb.

La ganancia en peso y la ingesta de hierro estuvieron correlacionadas con la ganancia de
hierro en la Hb, tanto para el grupo SF + Vits B, C + FOS (r = 0,920; p<0,001 y r = 0,932;
p<0,001, respectivamente), para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (r = 0,884; p<0,001,y r =
0,794; p<0,001, respectivamente) y para el grupo BF + Vits B, C + FOS (r = 0,958; p<0,001y r
= 0,886; p<0,001, respectivamente). Esto nos sugiere que el hierro suministrado por el SF, PFM
y BF se incorpor6 de manera eficiente a la Hb. Ademas, la ERH fue disminuyendo en cada
periodo de replecién, siendo esta disminucion significativa en el 3° periodo para el grupo SF y
PFM + Vits B, C + FOS (13,91 y 11,08%, respectivamente) con respecto a los dos periodos

anteriores.

En el caso del grupo BF + Vits B, C + FOS, la disminucién fue significativa (p<0,05) en el 2°
periodo de replecién, manteniéndose sin cambios en el 3° periodo. Al mismo tiempo, la ingesta
de hierro fue aumentando en cada periodo de replecion encontrando una correlacion inversa
entre la ingesta de hierro y la ERH, siendo para el grupo SF + Vits B, C + FOS (r = - 0,743;
p<0,01), el grupo PFM + Vits B, C + FOS (r = - 0,948; p<0,001) y para el grupo BF + Vits B, C
+ FOS (r = - 0,736; p<0,01).

5.3.2. Efecto de las vitaminas B, C y FOS en la biodisponibilidad y utilizacién del hierro

El estatus de hierro al inicio de cada periodo de replecion (Tabla 5.6) debe ser lo mas
homogéneo para cada uno de los grupos en estudio, para ello nos fijamos en el peso inicial Hb;
y FeHb. En el 1°' periodo de replecion, el peso inicial la Hb; y el FeHb; del grupo SF + Vits B, C
+ FOS (109,66 g, 6,00 g/dl y 1,51 mg Fe, respectivamente) fue significativamente inferior
(p<0,05) al grupo SF (155,03 g, 7,88 g/dl y 2,82 mg Fe, respectivamente). También se
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observaron diferencias en la ingesta de hierro, siendo el grupo SF + Vits B, C + FOS (4,02 mg
Fe) significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (7,42 mg Fe), sin embargo la ganancia de
peso en ambos grupos fue muy similar. Aunque la Hby, y el FeHb; fueron para el grupo SF + Vits
B, C + FOS (9,72 g/dl y 2,62 mg Fe, respectivamente) significativamente inferiores al grupos SF
(11,68 g/dl y 4,21 mg Fe, respectivamente), la ganancia en la Hb y en el contenido de hierro en
la Hb no mostraron diferencias significativas. Respecto a la biodisponibilidad del hierro, medida
como ERH, y la utilizacion del hierro, ambos grupos presentaron la misma biodisponibilidad y
utilizacién del hierro. En cuanto al VBR, la adicion de las vitaminas B, C y FOS supuso un
aumento, pero este aumento no fue significativo. La interpretacion de estos resultados, puede
llevar a confusion si no tenemos en cuenta que ambos grupos partieron con un estatus para el
hierro diferentes. Aunque confirmaron una mejora en la biodisponibilidad del SF con la adicion
de las vitaminas B, C y FOS, esto puede deberse a unas necesidades para el hierro mas

acusadas para este grupo.

En cuanto a los grupos PFM con/sin Vits B, C + FOS, presentaron al inicio del 1°" periodo
diferencias significativas (p<0,05) en el peso inicial y la FeHb;, siendo el grupo PFM + Vits B, C
+ FOS (109,90 g y 1,71 mg Fe, respectivamente) significativamente inferiores al grupo PFM
(158,00 g y 2,79 mg Fe, respectivamente). En cuanto a la ingesta de hierro y a la ganancia de
peso fueron muy similares. La ganancia de la Hb y en el contenido de hierro en la Hb fue muy
similar entre ambos grupos. Sin embargo, la ERH y la utilizacion del hierro para el grupo PFM +
Vits B, C + FOS (29,12% y 1,43 mg Fe, respectivamente) fue significativamente superior
(p<0,05) al grupo PFM (14,80% y 0,73 mg Fe, respectivamente). Por tanto el VBR del PFM +
Vits B, C + FOS (142%) fue significativamente superior al del SF (100%) y al grupo PFM (72%).
Esto nos indicd que la adicion de las vitaminas B, C y FOS al néctar con la fuente de hierro PFM

favorecié significativamente la biodisponibilidad del PFM.

En el 2° periodo de replecion, el estatus del hierro para los grupos SF con/sin + Vits B, C +
FOS fue homogéneo, partiendo de valores en el peso inicial Hb; y FeHb; muy similares. La
ingesta total de hierro en el grupo SF + Vits B, C + FOS (17,91 g) fue significativamente inferior
(p<0,05) a la del grupo SF (27,47 g), diferencia que se vio reflejada en el FeHby, donde el grupo
SF + Vits B, C + FOS (6,07 mg Fe) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF (7,55 mg
Fe), y no la Hb; (13,322 y 14,12 g/dl, respectivamente). La adicion de las vitaminas B, C y FOS
en este periodo de replecion no afectd a la ERH del SF ni tampoco a la utilizacion del hierro. Por
consiguiente, el VBR del grupo SF + Vits B, C + FOS (128%) aunque fue ligeramente superior,

no fue estadisticamente diferente al grupo SF (100%).

Para los grupos suplementados con la fuente de hierro PFM con/sin las vitaminas B, C +
FOS, la Hb; (5,76 y 7,50 g/dl, respectivamente) y el FeHb; (2,01 y 2,96 mg Fe, respectivamente)
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fueron significativamente diferentes (p<0,05), sin embargo los pesos iniciales (151,45y 173,18
g, respectivamente) fueron semejantes. La ingesta de hierro del grupo PFM + Vits B, C + FOS
(22,98 mg) fue significativamente inferior (p<0,05) a la del grupo PFM (30,33 mg). A pesar de
esta diferencia, la Hb; y el FeHb; fueron muy similares. En este caso, la adicion de las vitaminas
B, Cy FOS si mejoré la ERH del PFM vy la utilizacion del hierro, siendo para el grupo PFM + Vits
B, C + FOS (20,35% y 1,00 mg Fe, respectivamente) significativamente superior (p<0,05) al
grupo PFM (13,79% y 0,68 mg Fe, respectivamente). Comparando el VBR del PFM + Vits By C
(121%) con la del PFM (82%), observamos que la biodisponibilidad del PFM esta claramente
favorecida cuando se adicionan las vitaminas B, C y FOS. No obstante, no debemos olvidar que

estos grupos partieron de un estatus del hierro diferentes.

En el 3° periodo de replecién, los grupos suplementados con la fuente de hierro SF con/sin
las vitaminas B, C + FOS mostraron un estatus del hierro homogéneo. Destacar que la ingesta
total de hierro para los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS (43,53 y 56,78 g, respectivamente) si
varié estadisticamente (p<0,05), reflejandose Unicamente en la Hb; (15,23 y 14,00 g/dl,
respectivamente). A diferencia de los dos periodos de replecion anteriores, la ERH y la utilizacién
del hierro del grupo SF + Vits B, C + FOS (13,91% y 0,68 mg, respectivamente) fue
significativamente diferente (p<0,05) al grupo SF (10,02% y 0,49 mg, respectivamente). En
este caso, el VBR del grupo SF + Vits B, C + FOS (139%) fue significativamente superior
(p<0,05) al del grupo SF (100%). En este caso si podemos asegurar que la adicion de las

vitaminas B, C y FOS favorecio la biodisponibilidad del SF.

En los grupos suplementados con la fuente de hierro PFM con/sin las vitaminas B, C y FOS,
los pesos iniciales (175,98 y 174,18 g, respectivamente), la Hb, (6,34 y 6,35 g/dl,
respectivamente) y el FeHb; (2,66 y 2,56 mg, respectivamente) no mostraron diferencias entre
ellos, por lo que ambos grupos presentaron un estatus del hierro muy homogéneo. Al final del
periodo, Unicamente se observaron diferencias en la ERH y la utilizacién del hierro, siendo para
el grupo PFM + Vits B, C + FOS (11,08% y 0,52 mg Fe, respectivamente) significativamente
superiores al grupo PFM (8,09% y 0,40 mg Fe, respectivamente). En cierta manera, el efecto de
las vitaminas B, C y FOS sobre la biodisponibilidad del PFM fue claramente significativo, esto se
refleja en los valores del VBR, siendo para el grupo PFM + Vits By C (111%) y para el grupo
PFM (82%) en relacion al SF (100%).

En general, si nos fijamos en la recuperacion de la anemia observando la Hb; en cada
periodo de replecién, observamos que desde el 1°" periodo los niveles de Hb; fueron >11,1 g/dl,
a excepcion del grupo SF + Vits B, C + FOS cuyo valor fue < 11,1 g/dl. Para el grupo PFM +
Vits B, C + FOS, la Hb; aumentd significativamente (p<0,05) durante el 2° y 3° periodo, y en el

caso del grupo SF + Vits B, C + FOS no fue hasta el 3* periodo, cuando alcanzé los niveles mas
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elevados en relacion a los dos periodos anteriores. En el caso de la ERH y la utilizacion del
hierro, los valores méas elevados tuvieron lugar en el 1° periodo de replecion, coincidiendo con la
etapa donde las necesidades para el hierro eran las mas elevadas, mientras que el 2° y 3'
periodo estos valores disminuyeron de manera significativa (p<0,05), coincidiendo con los
periodos donde la ingesta de hierro fue mayor. Por tanto, la adicion de las vitaminas B, C y FOS,
favorecio la biodisponibilidad de los compuesto de hierro, aunque Unicamente lo podemos
afirmar tras un periodo de replecion de 17 dias, ya que en periodos mas cortos de tiempo los
grupos no presentaban un estado nutricional del hierro homogéneo, a excepcion del 2° Periodo
de replecion, donde los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS, con un estado nutricional del hierro
muy similar, la biodisponibilidad del SF no se vio favorecida por la adicion de las vitaminas B, C y
los FOS.
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Tabla 5.6. Eficiencia de regeneracion de la hemoglobina (ERH), utilizacion del hierro y valor biolégico relativo (VBR) en ratas anémicas, tras la administracion del SF o PFM

con/sin Vits B, C y FOS en un néctar de frutas, durante los tres periodos de replecion.

Replecion

1" Periodo

2° Periodo

3¢ Periodo

SF + Vits' + FOS
PFM + Vits! + FOS
SF + Vits! + FOS

PFM + Vits® + FOS

SF + Vits! + FOS

PEM + Vits® + FOS

Ganancia de
peso (9)

10,30 + 4,33
9,86 + 1,54
12,47 + 2,65
9,15 + 3,55
38,05 + 3,96
48,98 + 6,41
42,12 + 6,97
61,23 + 4,25”
80,50+ 15,73

75,88 + 4,85
64,30 £7,21
70,97 + 9,03

Ingesta Fe
(mg)

7,42 +1,98

4,02 + 0,51"
9,88 +4,21

4,40 + 0,82

27,47+ 4,78
17,91 + 0,90"
30,33+2,72
22,98 + 0,64"
56,78 + 4,58
43,53 + 1,417
53,04 + 5,95

51,60 + 1,58

Hgb inicial

(g/7dL)

7.88 + 0,81
6,00 + 0,36"
7.75 +0,78
6,77 + 0,95
7,62 +0,16
6,15 + 0,89
7,50 + 0,37
5,76 + 0,67
6,33 + 0,40
6,70 + 0,45
6,35 + 0,53
6,34 + 0,52

Hgb final
(g/dL)

11,68 + 0,98
9,72 = 0,47"
11,35 +1,91
11,60 = 0,00
14,12 + 0,37
13,32 + 0,47
14,47 + 0,61
13,93 + 0,24
14,00 £ 0,42
15,23 + 0,24"
14,60 £ 0,51
14,42 £ 0,24

Fe Hgb

Fe Hgb

inicial' (mg) final* (mg)

2,82 +0,91
1,51 + 0,18"
2,79 £0,57
1,71 + 0,24"
3,05 +0,76
2,12 + 0,31
2,96 + 0,50
2,01 +0,24"
2,30 +1,13
2,91 + 0,26
2,56 +0,77
2,66 + 0,20

4,21 +1,23
2,62 +0,12"
4,22 +1,06
3,00 + 0,13
7,55 + 0,77
6,07 + 0,30"
7,09 +£0,78
6,65 + 0,18
7,94 £1,19
8,93 + 0,21
6,88 + 1,45
8,09 + 0,21

ERH? (96)

20,55 + 4,27
28,36 = 4,40
14,80 + 3,17
29,12 +2,23"

16,85 =+ 5,06
21,52 + 2,75
13,79 + 2,79
20,35 + 1,37"

10,02 + 1,96
13,91 + 0,93”
8,09 + 0,88
11,08 + 0,62"

Utilizacion
del hierro®
(mg)

1,01 + 0,21
1,40 + 0,22
0,73 + 0,16
1,43 + 0,117

0,83 + 0,25
1,06 + 0,14
0,68 + 0,14
1,00 + 0,07"

0,49 + 0,09
0,68 + 0,05"
0,40 + 0,04
0,52 + 0,03"

VBR*

100
138
72
142

100
128
82
121

100
139
82
111

Cada valor es la media + error tipico, n=6. Vits®: Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y 4cido félico; FOS: Fructo-oligosacaridos
La presencia de asterisco centro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecién indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos SF con/sin Vits B, C + FOS y

PFM con/sin Vits B, C + FOS.

/&b Diferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementada con la fuente de hierro correspondiente, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de

replecion.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
! Fe en Hb se describe en la seccién de material y métodos: mg Fe en Hb = (peso x Hb x 0,067 x 3,4).
ERH (%) = [Fe Hb (final) — Fe Hb (inicial) x 100]/ mg Fe consumido.
3 Utilizacion del hierro (mg) = ERH (%) x Fe en la dieta (%) / 100.

4 VBR = ERH (SF 0 PFM) con/sin Vits B + C + FOS / ERH (SF)

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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5.3.3. Efecto de los FOS en la Biodisponibilidad y utilizacion del hierro

Al comparar los grupos suplementados con la fuente de hierro SF + Vits B, C con/sin FOS en
el " periodo de replecién, observamos grandes diferencias en cuanto a los pesos iniciales,
siendo el grupo SF + Vits B, C + FOS (109,66 g) significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF
+ Vits B + C (202,20 g), mientras que la Hb; fue similar (~ 6,00 g/dl) en ambos grupos. La
ingesta total de hierro por parte del grupo SF + Vits B + C (7,77 mg Fe) fue significativamente
superior (p<0,05) al grupos SF + Vits B, C + FOS (4,02 mg Fe). Este aumento en la ingesta,
favorecié que la ganancia de la Hb y en el contenido de hierro en la Hb para el grupo SF + Vits B
+ C (5,74 g/dl y 3,52 mg Fe, respectivamente) fuera significativamente superior al grupo SF +
Vits B, C + FOS (3,72 g/dl y 1,11 mg Fe, respectivamente). Por tanto, la ERH para el grupo SF +
Vits B 'y C (51,68%) resultd significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B, C + FOS
(28,36%).

Los grupos PFM + Vits B y C con/sin FOS, presentaron una Hb; similar (6,77 y 6,50 g/dl,
respectivamente), pesos iniciales diferentes (p<0,05) (109,90 y 210,88 g, respectivamente) y el
FeHb; para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (1,71 mg Fe) significativamente inferior (p<0,05) al
grupo PFM + Vits By C (3,12 mg Fe). La ingesta de hierro por parte del grupo PFM + Vits B + C
(8,43 mg Fe) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B, C + FOS (4,40 mg
Fe). Esta diferencia aunque no afecté a la Hby, si afect6 al FeHby, siendo para el grupo PFM + Vits
B + C (6,49 mg Fe) significativamente superior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B, C + FOS (3,00
mg Fe). Por tanto, la ERH del grupo PFM + Vits B, C + FOS (29,12%) fue significativamente
inferior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B y C (44,02%). En resumen, la adicion de los FOS no

favoreci6 la ERH en el 1°" periodo de replecion.

Tras un periodo de replecion de 10 dias (2° periodo), los grupos SF + Vits B, C con/sin FOS
mostraron valores muy similares en las variables: Hb;, FeHb;, peso inicial Hb;, FeHb; y ganancia
de peso. Excepto en la ingesta total de hierro, donde el grupo SF + Vits B, C + FOS (17,91 mg
Fe) fue significativamente inferior (p<0,001) al grupo SF + Vits By C (24,49 mg Fe). La ERH no
mostro diferencias entre ambos grupos, variando de 21,52 a 21,78%, respectivamente. La misma
situacion se observo en los grupos PFM + Vits B, C con/sin FOS, con una ERH que variaba de
20,35 a 19,96 %, respectivamente. Por tanto, podemos sugerir que tras 10 dias de
suplementacion, la adicion de los FOS no mejor6 la biodisponibilidad del hierro, medido como
ERH.

En el 3°" periodo de replecion, los grupos SF + Vits B, C con/sin FOS claramente se

recuperaron de la anemia deficiente en hierro al alcanzar valores de Hb; > 11,1 g/dl, segun
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valores de referencia. A pesar de que la ingesta total de hierro en el grupo SF + Vits B, C + FOS
(43,53 g) fue significativamente superior (p<0,05) al grupo SF + Vits B 'y C (35,23 g), el FeHbs
(8,93 mg Fe) fue significativamente inferior (p<0,05) al grupo SF + Vits By C (9,73 mg Fe). Sin
embargo, la ganancia de hierro en la Hb no mostro diferencias entre los grupos, pero si en la
ERH, siendo el grupo SF + Vits B, C + FOS (13,91%) el que necesitd una mayor cantidad de
hierro para alcanzar la misma ganancia de hierro en la Hb que en el grupo SF + Vits By C, cuyo
valor de ERH fue 18,57%. En cambio, esta situacién no se dio en los grupos PFM + Vits By C

con/sin FOS, cuyos valores de la ERH no presentaron diferencias significativas.

Estudios realizados en ratas han confirmado que la adicién de los FOS a la dieta mejora la
recuperacion del estado nutricional del hierro en ratas anémicas (Ohta y col., 1995), y en ratas
gastrectomizadas (Ohta y col., 1998 y 1999). Sin embargo, la presencia o ausencia de los FOS no
marc6 ninguna diferencia en los estudios citados, posiblemente debido a la baja cantidad de FOS
gue fue administrada (50 g/kg y 75 g/kg respectivamente), ademas el efecto de los prebibticos
puede ser aparente, solamente cuando se afiade a alimentos con un compuesto de hierro con
baja biodisponibilidad, pero no cuando el compuesto de hierro tiene una alta biodisponibilidad
(Yeung y col., 2005). Los estudios anteriormente mencionados y realizados en ratas emplearon
un compuesto de baja biodisponibilidad, el pirofosfato férrico. En nuestro estudio los compuestos
de hierro son en teoria, de elevada biodisponibilidad, en concreto el SF. En cuanto al PFM
numerosos estudios han confirmado tener una biodisponibilidad similar a la del SF (Juneja y col.,
2003; Sakaguchi y col., 2004; Wegmiuiller y col., 2004; Fidler y col., 2004b). No hemos
encontrado en la literatura cientifica estudios en los que se haya empleado el PFM junto con los
FOS, y de acuerdo con los resultados obtenidos no se observé un efecto significativo en la ERH.
Por tanto, estudios posteriores deben ser realizados para poder confirmar tales resultados, en

concreto aumentando la cantidad de FOS en el alimento.
5.3.4. Relacion entre las modificaciones en la hemoglobina y la ingesta de hierro.

Siguiendo el mismo patron que en los estudios anteriores, se realiz6 el analisis de regresion
lineal entre las variables ingesta de hierro y las dos medidas de la regeneracion de la Hb,

ganancia 6 cambio en la Hb y ganancia de hierro en la Hb (Figuras 5.1 y 5.2, respectivamente).
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Figuras 5.1 y 5.2. Andlisis de regresion lineal entre las dos medidas de la regeneracion de la hemoglobina y la ingesta de hierro
durante los periodos de replecion. (O] 1°' Periodo de replecion;() 2° Periodo de replecion; y(0) 3% Periodo de replecion

Entre las dos medidas de la regeneracion de la hemoglobina; la ganancia de hierro en la Hb
(Figura 5.2, parte derecha) mostré una mejor correlacion con la ingesta que la ganancia de la Hb
(Figura 5.1) para los grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS, debido a que para la ganancia de
hierro en la Hb se ha tenido en cuenta las diferencias en el peso ganado, asi como la expansion
en el volumen de sangre durante el periodo de regeneracion. En ambas Figuras (5.1 y 5.2), las
dos fuentes de hierro ferrosas, SF y BF se comportaron de manera similar, mostrando un
coeficiente de regresion lineal muy parecido, tanto en la Figura 5.1 ¢ = 0,67 y r* = 0,63,
respectivamente) con un nivel de significacion de p<0,01, como en la Figura 5.2 (* = 0,86 y r* =
0,88, respectivamente) con un nivel de significaciéon de p<0,0001. Sin embargo, el grupo con la
fuente de hierro PFM mostré un comportamiento muy distinto al de los otros dos grupos. No

hubo una dependencia entre ambas variables.

Aunque no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos para la ganancia de
hierro en la Hb, en la ingesta total de hierro si las hubo. En el 2° periodo de replecién, la ingesta
total de hierro varié en un rango de 20 a 30 mg, mientras que en el 3* periodo de replecién la
ingesta total de hierro varié de 40 a 60 mg, para alcanzar una ganancia de hierro en la Hb muy
similar (Figura 5.2). Esto nos sugiere que la incorporacion del hierro por parte del SF y BF, fue

progresiva en el tiempo y dependiente de la ingesta de hierro.
5.4. indices hematologicos y bioquimicos

Las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5, muestran los cambios producidos en los parametros VCM, HCM y
CHCM, respectivamente desde un estado de anemia deficiente en hierro a un estado nutricional

de hierro adecuado durante los tres periodos de replecion.
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Los niveles de VCM (Figura 5.3, superior izquierda) y HCM (Figura 5.4 superior derecha) en
deplecion fueron significativamente inferiores (p<0,05) a los encontrados en replecién, en cada
uno de los tres periodos y para cada grupo: PFM + Vits B, C + FOS, SF + Vits B, C + FOS y BF +
Vits B, C + FOS. En el caso de los valores de la CHCM (Figura 5.5, inferior izquierda) en
deplecion, estos fueron significativamente superiores (p<0,05) a los valores obtenidos para cada
grupo y en cada periodo de replecion, aunque estos valores en deplecién se encontraban dentro

del rango normal (Tabla 1.5).

Los indices eritrocitarios al final del 1°" periodo, estaban dentro de la normalidad: VCM > 44
um? HCM > 12,0 pg y para CHCM > 21,6 g/dl, no observandose ninguna diferencia significativa
entre los tres grupos. Al final del 2° periodo de replecion, tampoco se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos, sin embargo, con respecto al periodo anterior si hubo
diferencias. El VCM y CHCM del grupo SF + Vits B, C + FOS (61,60 um® y 30,36 g/dl) y BF + Vits
B, C + FOS (62,20 pm®y 29,68 g/dl) aumento significativamente con respecto al periodo anterior,
siendo para el grupo SF + Vits B, C + FOS (53,60 pm® y 29,04 g/dl, respectivamente) y grupo BF
+ Vits B, C + FOS (51,75 pm® y 28,87 g/dl, respectivamente). Con respecto al grupo PFM + Vits

B, C + FOS no se observaron diferencias en el VCM y CHCM, con respecto al periodo anterior. En
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cuanto a la HCM, los grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS (18,72; 18,60 y 18,44 pg,
respectivamente) aumentaron significatvamente (p<0,05) con respecto al periodo anterior
(15,56; 15,70 y 14,95 pg, respectivamente). Al finalizar el 3' periodo de replecién, los tres
grupos mostraban valores muy similares entre ellos en los tres parametros, no existiendo

diferencias con respecto al periodo anterior.

En general, los indices eritrocitarios se recuperaron desde el 1°" periodo de replecién para
ambos grupos. Como se ha comentado en apartados anteriores, la parametros relacionados con
la regeneracién de la Hb, como la ganancia de la Hb y la ganancia del hierro en la Hb no
mostraron diferencias entre los grupos en cada periodo de replecion, por lo que la incorporacion
del hierro para la sintesis de la hemoglobina fue regular para ambas fuentes de hierro, no
observandose ninguna alteracion morfoldgica en los eritrocitos, de acuerdo con los parametros
analizados. Ademas, la recuperacion de un estado de anemia deficiente en hierro, desde el punto
de vista hematoldgico, ocurrio tras 3 dias de suplementacion, pero los valores méas elevados

tuvieron lugar entre los 10 y 17 dias de suplementacion.

En las Figuras 5.6, 5.7 y 5.8, se representan los parametros relacionados con el transporte
del hierro: HS, CTFH y %ST respectivamente, para cada grupo suplementado con SF, PFM y BF +

Vits B, C + FOS en cada uno de los tres periodos de replecion.

Fue evidente que la deficiencia en hierro (periodo de deplecion) contribuy6 a la anemia,
observandose los tipicos sintomas de la anemia deficiente en hierro tales como el descenso de la
hemoglobina (Tabla 55), la concentracién del hierro sérico (Figura 5.6), y el aumento en la

capacidad total de fijacion del hierro (Figura 5.7) (Baynes y Bothwell, 1990).

La Figura 5.6 (superior izquierda), representa las concentraciones de HS de los tres
grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS, en cada uno de los periodos de replecion. Al final del 1°
periodo de replecion, los niveles de HS en los grupos PFM y BF + Vits B, C + FOS (32,50 y 58,00
ug/dl, respectivamente) aumentaron significativamente con respecto al periodo de deplecién, en
cambio, el grupo SF + Vits B, C + FOS, presentd un valor muy préximo al periodo de deplecion
(21,50 pg/di).

Dentro de los niveles tan bajos, el grupo BF + Vits B, C + FOS fue significativamente superior
(p<0,05) a los otros dos grupos. Tras un periodo de 10 dias (2° periodo de replecion), los niveles
de HS aumentaron significativamente para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (52,00 pg/dl) y para
el grupo BF + Vits B, C + FOS (60,33 pg/dl), con respecto al periodo anterior, sin embargo el
grupo SF + Vits B, C (27,00 pg/dl) no mostrd diferencias significativas. Después de 17 dias de
replecion (3% periodo de replecion), los niveles de HS para el grupo SF + Vits By C (78,25 ug/dl)
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experimentaron un notable aumento con respecto al periodo anterior, al igual que el grupo PFM
+ Vits B, C + FOS (72,75 pg/dl). En el caso del grupo BF + Vits B, C + FOS, los valores de HS
(69,17 pg/dl) no aumentaron significativamente.
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Es importante destacar, que todos los grupos, al final del periodo de deplecién, mostraron
valores para la CTFH normales, esto nos llevd a pensar que pudo haber existido un fallo en la
utilizacion del hierro sin haber llegado a una anemia por deficiencia de hierro, situacion que tiene
lugar tras una anemia por enfermedad cronica. En este tipo de anemia, los eritrocitos son
generalmente normocromicos y normociticos pero pueden ser ligeramente hipocrémicos y
microciticos debido a la deficiencia de hierro (Ganz, 2006). En nuestro caso, los eritrocitos fueron
normociticos (VCM normal) y normocrémicos (CHCM normal), pero los valores de HS y CTFH
fueron bajos, en cada uno de los periodos de replecion. En cuanto a los valores de la CTFH
(Figura 5.7, superior derecha) al final del 1°' periodo de replecion, fueron para el grupo SF + Vits
B, C + FOS (223,50 pg/dl), para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (202,67 pg/dl) y para el grupo
BF Vits B, C + FOS (199,25 ug/dl), no existiendo diferencias significativas entre ellos.

En el 2° periodo de replecion, la CTFH de los grupos SF + Vits B, C + FOS (185,50 pg/dl) y
PFM + Vits B, C + FOS (161,20 pg/dl) disminuyeron de manera significativa (p<0,05) con
respecto al periodo anterior. Sin embargo, el grupo BF + Vits B, C + FOS (185,67 pg/dl) su
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disminucién no fue significativa con respecto al 1°" periodo. En el Ultimo periodo de replecién, la
CTFH sigui6é disminuyendo pero sin presentar diferencias significativas. Sin embargo, si hubo
diferencias entre ellos, siendo el grupo PFM + Vits B, C + FOS (149,00 ug/dl) significativamente
inferior (p<0,05) a los otros dos grupos; SF +Vits B, C + FOS (175,25 pg/dl) y BF + Vits B, C +
FOS (180,50 pg/dl).

De acuerdo con lo comentado anteriormente, cuando el HS y la CTFH estan reducidas por
una posible anemia por enfermedad croénica, la saturacion de la transferrina se encuentra normal
o disminuida. En la Figura 5.8 (inferior izquierda) se muestran los %ST para los grupos SF, PFM y
BF + Vits B, C + FOS al final de cada periodo de replecién. Como se puede observar al final del
1°" periodo, el %ST para el grupo BF + Vits B, C + FOS (29,62%) fue significativamente superior
(p<0,05) al de los grupos SF y PFM + Vits B, C + FOS (8,81 y 15,57%, respectivamente). Peter y
Wang (1981), determinaron que la saturacion de la transferrina era un buen indicador en la
deteccion de la deficiencia en hierro frente a la determinacion de la ferritina, cuando los niveles
de HS son bajos y la CTFH normal. Por lo tanto, el grupo SF + Vits B, C + FOS fue el Gnico grupo
gue prevalecié con una anemia deficiente en hierro, ya que valores < 15% en el %ST indican
gue la sintesis de la hemoglobina esta dafiada (NCCLS, 1995), coincidiendo con una Hb; < 11,1
g/dl (Tabla 1.5).

En el 2° periodo de replecién, el grupo PFM + Vits B, C + FOS experimenté un aumento
considerable (32,47%) muy similar al del grupo BF + Vits B, C + FOS (32,57%). Sin embargo, el
grupo SF + Vits B, C + FOS siguié mostrando valores < 15% (14,64%) y significativamente

inferior (p<0,05) a los otros dos grupos.

En el dltimo periodo de replecion, los %ST aumentaron con respecto al 2° periodo de
replecion, pero este aumento solamente fue significativo para el grupo SF + Vits B, C + FOS
(41,32%). Ademas, en este periodo de replecion los tres grupos no mostraron diferencias

significativas entre ellos.
5.4.1. Efecto de la adicién de las vitaminas B, C y FOS en los indices hematolégicos y bioquimicos

En este apartado, para poder observar si la adicién de las vitaminas B, C y FOS al néctar con
las fuentes de hierro (SF y PFM) mejoraban los indices hematolégicos y bioquimicos, comparamos
el 1°" Estudio frente al 5° Estudio. La fuente de hierro BF no se estudio, debido a que no se utilizd

en el 1°" Estudio.

Durante el 1° periodo de replecién, Unicamente el VCM y CHCM del grupo PFM + Vits B, C +
FOS (55,64 pm®y 28,30 g/dI, respectivamente) mostraron diferencias significativas (p<0,05) con
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respecto al grupo PFM (44,50 um® y 30,33 g/dl, respectivamente), mientras que los grupos SF
con/sin Vits B, C + FOS obtuvieron valores muy similares. Los valores de HS en los grupos PFM
con/sin Vits B, C + FOS y SF con/sin Vits B, C + FOS fueron inferiores al valor de referencia
(Tabla 1.5). En cuanto a la CTFH, los grupos PFM + Vits B, C + FOS y SF + Vits B, C + FOS
(202,67 y 223,50 pg/dl, respectivamente) fueron significativamente inferior (p<0,05) a los
obtenidos por los grupos PFM y SF (588,33 y 513, 40 pg/dl, respectivamente). Sin embargo, no

se observaron diferencias significativas en el %ST.

En el 2° periodo de replecion, el VCM en los grupos PFM + Vits B, C + FOS y SF + Vits B, C
+ FOS (62,17 y 61,60 um?®, respectivamente) fue significativamente superior a los grupos PFM y
SF (55,67 y 58,00 pm?®, respectivamente). Por algin motivo, los niveles de HS y CTFH para los
grupos PFM + Vits B, C + FOS (52,00 um® y 161,20 g/dl, respectivamente) y SF + Vits B, C +
FOS (27,00 um® y 185,50 g/dl, respectivamente) no variaron con respecto al periodo anterior,
siendo significativamente inferiores (p<0,05) a los grupos PFM (118,40 ym® y 333,80 g/dI,
respectivamente) y SF (148,00 um® y 354,00 g/dl, respectivamente). A pesar de estas
diferencias, el %ST para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (32,47%) no varié con respecto al
grupo PFM (42,25%), pero en cambio, si hubo diferencias claramente significativas (p<0,05) para
los otros grupos, SF + Vits B, C + FOS (14,64%) y SF (44,77%).

En el 3*" periodo de replecion, el VCM y HCM para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (61,20
um?® y 18,52 g/dl, respectivamente) fueron significativamente superiores (p<0,05) al grupo PFM
(55,00 pm? y 16,73 g/dl, respectivamente). Sin embargo, para el HS, CTFH y %ST el grupo PFM
+ Vits B. C + FOS (83,60 pg/dl, 149,00 pg/dl y 39,90%, respectivamente) obtuvo valores
significativamente inferiores (p<0,05) al grupo PFM (182,33 ug/dl, 322,00 pg/dl y 57,25%,
respectivamente). Una situacion diferente tuvo lugar para el grupo SF + Vits B, C + FQOS, el cual
presentd valores muy similares a los alcanzados por el grupo SF, excepto para el parametro
CTFH, donde el grupo SF + Vits B, C + FOS (175,25 pg/dl) fue significativamente inferior
(p<0,05) al grupo SF (310,50 ug/dl). Esta situacion puede estar relacionada con una alteracion

en el transporte del hierro.

En general, la adicion de las vitaminas B, C y FOS al néctar enriquecido con las diferentes
fuentes de hierro (SF y PFM) mejoroé los indices eritrocitarios, en especial el VCM. Sin embargo,
no mejoraron los parametros de HS y CTFH, los cuales fueron en todos los periodos de replecion

significativamente inferiores a los dos grupos sin las vitaminas B, C y FOS.

5.4.2. Efecto de los FOS en los indices hematoldgicos y bioquimicos
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Al comparar los grupos PFM + Vits B, C con/sin FOS durante los tres periodos de replecion,
Unicamente se observaron diferencias significativas en los parametros HS y CTFH, mientras que
los indices eritrocitarios mostraron valores semejantes. Es decir, durante el £’ periodo de
replecion, los valores de HS y CTFH para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (32,50 y 202,67 pg/dI,
respectivamente) fueron significativamente inferiores (p<0,05) a los obtenidos por el grupo PFM
+ Vits B + C (99,50 y 702,75 pg/dl, respectivamente). Sin embargo, el %ST fue muy similar en

ambos grupos.

En el 2° periodo de replecién, se mantuvieron las mismas diferencias en los valores de HS y
CTFH, siendo para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (52,00 y 161,20 pg/dl, respectivamente)
significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM + Vits B + C (144,33 y 330,40 pg/dl,
respectivamente). La misma situacion tuvo lugar en el 3* periodo de replecion, donde el grupo
PFM + Vits B, C + FOS (83,60 y 149,00 pg/dl, respectivamente) mostraron valores
significativamente inferiores (p<0,05) al grupo PFM + Vits B + C (145,60 y 371,00 ug/dl,
respectivamente). En condiciones normales, un tercio de la transferrina esta saturada con hierro,
por tanto los valores normales estarian entre un 30-35%, coincidiendo con los %ST de ambos

grupos.

Por otro lado, en los grupos SF + Vits B y C con/sin FOS se observaron mas diferencias entre
los parametros analizados. En el 1* periodo de replecion, la HCM y CHCM del grupo SF + Vits B,
C + FOS (15,56 pg y 29,04 g/dl, respectivamente) fueron significativamente inferiores (p<0,05)
al grupo SF +Vits By C (18,08 pg y 30,60 g/dl, respectivamente). Ademas, el HS y la CTFH del
grupo SF + Vits B, C + FOS (21,50 y 223,50 pg/dl, respectivamente) fueron significativamente
inferiores (p<0,05) al grupo SF +Vits By C (104,00 y 398,25 ug/dl, respectivamente).

En el 2° periodo de replecion, el VCM, HCM, CHCM, HS, CTFH y %ST del grupo SF + Vits B,
C + FOS (61,60 pm® 18,72 pg, 30,36 g/dl, 27,00 pg/dl, 185,50 ug/dl y 14,64%,
respectivamente) fueron significativamente inferiores (p<0,05) al grupo SF + Vits B y C (65,50
um?®, 20,97 pg, 31,35 g/dl, 148,20 pg/dl, 331,83 pg/dl 34,31%, respectivamente). Y en el tltimo
periodo de replecion, solamente el HS y la CTFH para el grupo SF + Vits B, C + FOS (90,60 y
175,25 pg/dl, respectivamente) alcanzaron valores significativamente inferiores (p<0,05) al grupo
SF + Vits By C (164,00 y 377,75 pg/dl, respectivamente).

Tradicionalmente, los marcadores bioquimicos estandar del metabolismo del hierro han sido
el hierro sérico (HS), la transferrina 6 CTFH, la saturacién de la transferrina (%ST), ferritina, y
mas recientemente el receptor de la transferrina sérica. Ademas, para el diagndstico de la anemia

deficiente en hierro, se basa en los nivekes de hemoglobina bajos y los cambios en la morfologia
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de los eritrocitos (hipocromia y microcitosis) en conjuncion con la baja ferritina sérica, el % ST
disminuido, o el aumento en los niveles de los receptores de la transferrina sérica (Thomas y
Thomas., 2002). Por tanto, pudimos observar que los grupos suplementados con la fuente de
hierro PFM + Vits B y C con/sin FOS, recuperan su morfologia normal desde el 1°" periodo de
replecion, mientras que los pardmetros que evalian el transporte del hierro mostraron notables
diferencias y, sin embargo el %ST, que es un indicativo del suministro del hierro a la médula
Osea, indicé valores normales. De acuerdo con este hecho, la adicion de los FOS no supuso
ningun efecto desde el punto de vista bioquimico. Al igual que los otros dos grupos, SF + Vits B 'y
C con/sin FOS, mostraron el mismo comportamiento para los indices eritrocitarios, pero para los
otros parametros y en concreto para el %ST, no fue hasta el 3" periodo de replecién cuando
alcanzo6 un valor normal. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Ohta y col (1995),
los cuales observaron que la adicién de los FOS no afecta a los niveles de HS, CTFH y por tanto al
%ST.

5.5. Almacenamiento del hierro.

La Tabla 5.7 muestra las concentraciones de hierro en las diferentes piezas anatémicas
durante el 1*" y 3° periodo de replecién entre los grupos suplementados con SF, PFM y BF + Vits
B, Cy FOS.

Tal y como se muestra en la Tabla 5.7, al final del 1*" periodo de replecién Unicamente se
observaron diferencias significativas (p<0,05) en la concentracion de hierro del higado, siendo el
grupo PFM + Vits B, C + FOS (0,62 mg Fe/g p.s,) significativamente superior (p<0,05) a los
grupos SF + Vits B, C + FOS y BF + Vits B, C + FOS (0,18 y 0,49 mg Fe/g p.s, respectivamente).
Para el resto de las piezas anatémicas, la concentracion de hierro fue similar entre los grupos.

Tabla 5.7. Concentracion de hierro en los distintos 6rganos de las ratas alimentadas con SF, PFM o BF + Vits B, C + FOS, afiadidos a
un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg / g peso seco (p.s).

Néctar Higado Bazo Rifién Corazoén Intestino
delgado
Replecion

SF + Vits + FOS 0,18 + 0,04 288+0,70 1,97+0,31""  3,47+1,11 0,24 + 0,04

1% Balance PFM + Vits + FOS 0,62 + 0,09% 1,55+ 0,247 2,23+ 0,54 2,77 £ 0,98 0,32+ 00,7
BF + Vits + FOS 0,49 + 0,01 4,26+ 1,46 3,37+0,78® 2,73+0,16" 0,16 + 0,06
SF + Vits + FOS 0,95+ 0,052 11,35+2,55’® 3,72+0,54¥®  159+0,16 0,39 + 0,092
3% Balance PFM + Vits + FOS 0,94+ 0,11 13,17+ 3,65% 1,69+ 0,14° 1,54 + 0,06 0,25 + 0,04°
BF + Vits + FOS 1,03+0,01* 11,89+3,22* 1,13+0,37"® 1,23+0,08" 0,10 + 0,01°

Cada valor es la media + error tipico, n=6. Vits: Vitamina C + Vitaminas Bs, B1> y &cido fdlico; FOS: Fructo-oligosacaridos

&Y piferentes letras dentro de la misma columna y para cada uno de los tres periodos de replecion indica diferencias significativas
$p<0,05) entre los grupos SF, PFM y BF + Vits B, C + FOS.

*b piferentes letras dentro de la misma columna y para cada grupo suplementado con la fuente de hierro correspondiente, indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tres periodos de replecion.

La ausencia de superindices indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
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En el 3 periodo de replecion, la concentracion de hierro en el rifién e intestino delgado del
grupo SF + Vits B, C + FOS (3,72 y 0,39 mg Fe/g p.s, respectivamente) fue significativamente
superior (p<0,05) a los grupos PFM + Vits B, C + FOS (1,69 y 0,25 mg Fe/g p.s,
respectivamente) y BF + Vits B, C + FOS (1,13 y 0,10 mg Fe/g p.s, respectivamente). Ademas,
hubo un aumento en la concentracion de hierro en ciertas piezas anatomicas a medida que
aumentaba el periodo de replecion. Analizando de manera independiente cada uno de los grupos,
pudimos observar que en el caso del grupo SF + Vits B, C + FOS, la concentracion de hierro en el
higado, bazo y rifién en el 3* periodo de replecion (0,95; 11,35 y 3,72 mg Fe/g p.s,
respectivamente) aumentd significativamente (p<0,05) con respecto al 1°" periodo (0,18; 2,88 y
1,97 mg Fe/g p.s, respectivamente), este aumento estuvo correlacionado de manera inversa con
el porcentaje de la absorcion aparente, siendo para el caso del higado (r = - 0,981; p<0,001),
bazo (r = - 0,760; p<0,05) y rifién (r = -0,778; p<0,05).

En el caso del grupo PFM + Vits B, C + FOS, unicamente hubo diferencias en la
concentracion de hierro en el bazo, siendo en el 1°" periodo (1,55 mg Fe/g p.s) significativamente
inferior (p<0,05) al 3" periodo (13,17 mg Fe/g p.s). En el grupo BF + Vits B, C + FOS, la
concentracion de hierro en el higado y bazo en el 1° periodo (0,49 y 4,26 mg Fe/g p.s,
respectivamente) fue significativamente inferior (p<0,05) a los valores obtenidos en el 3° periodo
(1,03 y 11,89 mg Fe/g p.s, respectivamente), en cambio en el caso del rifién y corazén tuvo lugar
un efecto contrario, es decir, en el 1I*' periodo (3,37 y 2,73 mg Fe/g p.s, respectivamente) la
concentracion de hierro del rifion y corazén fue significativamente superior (p<0,05) al 3'
periodo (1,13 y 1,23 mg Fe/g p.s, respectivamente). El aumento en la concentracion de hierro en
el higado y bazo estuvo correlacionado inversamente con el porcentaje de la absorcién aparente,
siendo en el caso del higado (r = - 0,802; p<0,05) y para el bazo (r = - 0,844; p<0,01). Este
efecto puede estar relacionado con el hecho de que la tasa de absorcién estd inversamente
relacionada con la concentracion de la ferritina sérica, un indice de las reservas corporales

(Magnusson y col., 1981; Taylor y col., 1988; Lynch y col., 1989; Hallberg y col., 1997).

Como conclusion, durante el 1°" periodo de replecién, y tomando como referencia el grupo SF
+ Vits B, C + FOS, los grupos PFM + Vits B, C + FOS y BF + Vits B, C + FOS fueron mas eficaces
incrementando las reservas de hierro, incluso cuando los porcentajes de absorcion aparente eran
similares. Sin embargo esta situacion no se dio en 3" periodo, donde las concentraciones de

hierro en el higado fueron similares al igual que los porcentajes de absorcion aparente.
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5.5.1. Efecto de las vitaminas B, C y FOS en el almacenamiento del hierro.

Para observar si la adicién de las vitaminas B, C y FOS en el néctar enriquecido con las
diferentes fuentes de hierro (SF y PFM) tienen algun efecto en el almacenamiento del hierro en
las distintas piezas anatomicas, compararemos las concentraciones de hierro en los 6rganos
analizados de los grupos SF y PFM con/sin Vits B, C y FOS (Tabla 5.8).

Tabla 5.8. Concentracion de hierro en los distintos érganos de las ratas alimentadas con SF o PFM con/sin Vits
B, C + FOS afiadidos a un néctar de frutas. Los resultados se expresan en mg / g peso seco.

Néctar Higado Bazo Rifion Corazén Intestino
delgado
Replecion

SF 160+0,66 6,54+268 1,40+0,35 1,51+0,30 0,85=+0,31
1e" SF + Vits! + FOS 0,18 +0,04° 2,88+0,70° 1,97 +0,31 3,47+1,11 0,24 +0,04
Balance PFM 0,52+0,27 9,04+165 2,14+024 283+052 0,96+0,35
PFM + Vits! + FOS 0,62 +0,09 1,55+024" 223+0,54 2,77+0,98 0,32 +00,7
SF 1,08+0,15 540+1,68 1,36+0,03 1,63+0,17 0,56 0,22
3er SF + Vits' + FOS 0,95+0,05 11,35+2,55" 3,72+0,54° 1,59 +0,16 0,39 +0,09
Balance PFM 0,69+0,17 7,10+157 1,70+0,45 2,15+0,46 0,91 +0,19

PFM + Vits' + FOS 0,94+0,11 13,17+3,65" 1,69+0,14 1,54+0,06 0,25 +0,04

Cada valor es la media + error tipico, n=6. Vits: Vitamina C + Vitaminas Bs, B12 y acido félico; FOS: Fructo-oligosacaridos
La presencia de asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos SF y PFM + Vits B, C + FOS con los grupos SF y
PFM, en cada periodo de balance.

Al finalizar el 1*" periodo de replecién, la concentracién de hierro en el higado y bazo del
grupo SF + Vits B, C + FOS (0,18 y 2,88 mg Fe/g p.s, respectivamente) fue significativamente
inferior (p<0,05) al grupo SF (1,60 y 6,54 mg Fe/g p.s, respectivamente), mientras que para el
grupo PFM + Vits B, C + FOS, la concentracion de hierro en el bazo (1,55 mg Fe/g p.s) fue
significativamente inferior (p<0,05) al grupo PFM (9,04 mg Fe/g p.s).

Sin embargo, en el 3 periodo de replecion la concentracion de hierro en el bazo en los
grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS (11,35 y 13,17 mg Fe/g p.s,
respectivamente) fueron significativamente superiores (p<0,05) a los obtenidos por los grupos SF
y PFM (5,40 y 7,10 mg Fe/g p.s, respectivamente). Por lo tanto, podemos sugerir que la adicion
conjunta de las vitaminas B, C y FOS produjo un notable aumento en la concentracion de hierro

en el bazo, mientras que en el higado no se observé tal efecto.
5.5.2. Efecto de los FOS en el almacenamiento del hierro.

Numerosos estudios han demostrado que el consumo de prebiéticos tiene un efecto
favorecedor en la absorcién del hierro (Delzenne y col., 1995; Ohta y col. 1995, 1998). Teniendo
en cuenta la relacion inversa existente entre la absorcion del hierro y las reservas de hierro, en
un estado de deficiencia en hierro las reservas de hierro se encuentran agotadas y por tanto la

absorcién del hierro estaria elevada, pero tras un periodo de replecion esta situacion se invierte y
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es en este punto donde nosotros queremos valorar los compuestos de hierro (SF y PFM) junto

con las vitaminas B y C con/sin FOS.

Tanto en el 1I* como en el 3" periodo de replecién, las concentraciones de hierro en el
higado y bazo, que son los 6rganos utilizados como indicadores del estatus del hierro corporal de
la rata, no presentaron diferencias significativas entre los grupos SF + Vits B, C con/sin FOS y
PFM + Vits B, C + FOS. De acuerdo con esto podemos deducir que la adicién de los FOS no tuvo

ningun efecto en la asimilacion del hierro por parte de los 6rganos.

5.6. Efecto pro-oxidante del SF, PFM Y BF en combinacién con las Vits B, C y FOS

anadidos al néctar

La Figura 5.9 representa la produccion de radicales libres en heces determinadas por la
cuantificacion del acido bencenosulfinico (ABS) en los tres grupos: SF, PFM y BF + Vits B, C +

FOS durante el 1°" y 3°" periodo de balance.

La produccién de ABS al final del 1°" periodo de replecién en los grupos SF, PFM y BF + Vits
B, C + FOS (0,98; 0,94 y 0,94 pmol/g heces totales, respectivamente) no mostré diferencias
significativas entre ellos. De igual manera, en el 3* periodo de replecion los grupos SF, PFM y BF
+ Vits B, C + FOS (3,87; 2,28 y 2,97 umol/g heces totales, respectivamente) obtuvieron valores

similares en la produccion de radicales libres.

4

3,5

Figura 5.9. Efecto de la administracion
del néctar con los tres compuestos de
hierro con las vitaminas B, C y FOS en
B SF 4 Vits B.C 4 FOS la generacion de_ radicales libres en
PEM +Vits B, C + FOS heces_,_ _ determinado por la
O BF + Vit B, C + FOS cuantificacion del acido
bencenosulfinico (ABS) como producto
final en un ensayo in vitro

“ La presencia de asterisco muestra
diferencias significativas (p<0,05) con
respecto a los grupos control (SF y
PFM) en cada periodo de estudio.
Deplecion ler Balance 3er Balance &b piferencias significativas (p<0,05)
entre los dos periodos de replecion
para un mismo compuesto de hierro
con las vitaminas B, C y FOS.

ABS (pmol/g heces totales)

Periodo de estudio

Sin embargo, si relacionamos la produccién de ABS a lo largo del tiempo, observamos que
hubo una correlacién positiva entre la ingesta de hierro y la generacién de radicales hidroxilo,
siendo para el grupo SF + Vits B, C + FOS (r = 0,903; p<0,01), para el grupo PFM + Vits B, C +
FOS (r = 0,907; p<0,01) y para el grupo BF +Vits B, C + FOS (r = 0,795; p<0,05). Ademas, se
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observo una correlacion positiva entre la ingesta de hierro y la excrecion fecal para el grupo SF +
Vits B, C + FOS (r = 0,947; p<0,001), para el grupo PFM + Vits B, C + FOS (r = 0,605; p<0,05)
y para el grupo BF + Vits B, C + FOS (r = 0,611; p<0,05). Por tanto, estos resultados nos indican
gue una elevada ingesta de hierro aumentd la concentracion de hierro en las heces, de manera
gue fuera potencialmente disponible para la generacion de radicaks libres, aunque no se

estableciera una correlacion entre la excrecion fecal y la produccion de radicales hidroxilo.
5.6.1. Efecto de las vitaminas B, C y FOS en la produccion de radicales libres

La Figura 5.10 representa la produccién de radicales libres en heces determinadas por la
cuantificacion del acido bencenosulfinico (ABS) en los grupos SF con/sin vitaminas B, C + FOS, y

los grupos PFM con/sin vitaminas B, C + FOS durante el 1°" y 3° periodo de balance.

Claramente se pudo observar que la produccion del ABS (Figura 5.10) en los grupos SF
con/sin Vits B, C + FOS (0,98 y 1,55 umol/g heces totales, respectivamente) durante el I
periodo fue muy similar, al igual que los grupos PFM con/sin Vits B, C + FOS (0,94 y 1,23 umol/g
heces totales, respectivamente). En el 3* periodo de balance, los grupos SF con/sin Vits B, C +
FOS si mostraron diferencias significativas (p<0,05) (3,87 y 2,03 umol/g heces totales,
respectivamente), mientras que en los grupos PFM con/sin Vits B, C + FOS los resultados fueron

similares.

Figura 5.10. Efecto de la
administracion del néctar con los
Sk dos compuestos de hierro con/sin
SF +Vits B, C + FOS las vitaminas B, Cy FOS en la

PRM generacion de radicales libres en
O PFM +Vits B, C + FOS .

heces, determinado por la

cuantificacion del &cido
bencenosulfinico (ABS) como
producto final en un ensayo in

ABS (umol/g heces totales)

vitro.
, . ) La presencia de asterisco
Deplecion ler Balance 3er Balance muestra diferencias significativas

(p<0,05) con respecto a los
grupos control (SF y PFM) en
cada periodo de estudio.

Periodo de estudio

Como se ha comentado anteriormente, existieron correlaciones entre la ingesta de hierro y la
produccién de ABS en los grupos SF + Vits B, C + FOS y PFM + Vits B, C + FOS, en cambio en
los grupos SF y PFM no se observé tal correlacion. Ademas, el grupo SF + Vits B, C + FOS fue el

anico grupo en el que observamos una correlacion entre la concentracion de hierro en heces y la
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produccion de ABS (r = 0,890; p<0,01). Este hecho nos sugiere que la administracion del néctar
con SF + Vits B, C + FOS, aumento la concentracion de hierro en las heces en una forma
potencialmente disponible para la generacion de radicales libres, relacion que fue descrita por
Lund y col (1999). Sin embargo, desconocemos si este aumento pudo ser debido a la accion
individual de las vitaminas, a la combinacién de las vitaminas B y C 6 a la presencia de los FOS,

este Ultimo caso sera discutido en el punto posterior.
5.6.2. Efecto de los FOS en la generacion de radicales hidroxilo.

La produccion de ABS en los grupos SF + Vits B y C con/sin FOS (0,98 y 1,70 umol/g heces
totales, respectivamente) fue semejante durante el I’ periodo de replecion. En cambio, los
grupos PFM + Vits B y C con/sin FOS (0,94 y 2,33 umol/g heces totales, respectivamente) si

mostraron diferencias (p<0,05) entre ellos.

En el 3° periodo de balance, la produccién de ABS por parte de los grupos SF + Vits B, C +
FOS y PFM + Vits B, C + FOS (3.87 y 2,28 umol/g heces totales, respectivamente) aument6 de
manera significativa (p<0,05) con respecto al periodo anterior, mientras que en los grupos SF +
Vits B + C y PFM + Vits B + C, la produccién de ABS no varié. Por tanto, durante el 1°"y 3*

Periodo no observamos ningun efecto en la adicion de los FOS.

Se sabe que los &cidos organicos producidos por la fermentacion de los prebidticos (FOS) en
el colon pueden facilitar la absorcién del hierro por un descenso del pH y favorecer la solubilidad
del hierro mediante la reduccion del Fe (I11) a Fe (Il). Pero en cambio, un incremento en el
contenido de hierro soluble (Fe*?), podria aumentar la produccion de radicales libres en el colon
llegando a causar un dafio en las células de la mucosa (Lund y col., 1999). Ademas, Lee y col.
(2004) sugirieron que los suplementos de hierro podrian aumentar el riesgo de cancer de colon
en poblaciones donde el consumo de fibra y almidén resistente fueran elevadas, ya que la
fermentacion de estos substratos incrementaria las concentraciones de hierro ferroso en el colon.
Sin embargo, estudios realizados en ratones con sobrecarga de hierro demostraron que la ingesta
de probiéticos, Bifidobacteria y bacterias acido lacticas (2 x 10®° UFC/animal/dia), ejercen un
efecto antioxidante sobre la mucosa del colon de los ratones con sobrecarga de hierro sin reducir
la concentracién de hierro soluble en el contenido del ciego (Ito y col., 2001; 2003). Estos
resultados sugieren que el consumo de los prebidticos, los cuales favorecen la proliferaciéon de la
microflora beneficiosa intestinal en el colon, protegen a la mucosa del colon del dafio oxidativo
mediante un mecanismo desconocido, y sin producir un descenso en la cantidad de hierro
disponible en el colon (Yeung y col., 2005). Actualmente, desconocemos las cantidades de FOS,

gue afiadidas a la dieta podrian producir un efecto beneficioso protegiendo la mucosa del colon.
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Posiblemente las dosis afiadidas al néctar fueron insuficientes para poder apreciar diferencias con

respecto al néctar sin FOS.

5.7. Biodisponibilidad del hierro. Método de la curva de la concentracion del hierro

sérico.

Los cambios en las concentraciones de hierro sérico después de la administracion de los
compuestos de hierro, sulfato ferroso, pirofosfato férrico micronizado y bis-glicinato ferroso junto

con las vitaminas B, C y FOS se muestran en la Figura 5.11.

1000 1
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800 A

700 1
Figura 5.11. Concentracion de hierro
sérico después de la administracion
oral de 2 mg Fe/Kg como SF, PFM y BF
junto con las vitaminas B, C y FOS en
ratas anémicas (n = 3)
* La presencia del asterisco en cada
periodo de tiempo indica la presencia
de diferencias significativas (p<0,05)
de los compuestos de hierro con
respecto al sulfato ferroso.
0¥ . . . . : /&¢ Diferencias significativas (p<0,05)
0 05 1 2 4 12 para un mismo grupo suplementado
Tiempo (h) con la fuente de hierro
correspondiente en cada periodo de
tiempo.
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Los niveles de hierro sérico en las ratas anémicas antes de la ingesta del sulfato ferroso,
pirofosfato férrico micronizado y bhis-glicinato ferroso junto con las vitaminas B, C y FOS fueron,
18.00, 20.25 y 26.57 ug/dl, respectivamente (p>0,05). La concentracion de hierro sérico alcanz6
su pico maximo, 777 pg/dl a las 4 h para el grupo SF + Vits B, C y FOS, en cambio en los grupos
PFM y BF + Vits B, Cy FOS (874 y 649 ug/dl, respectivamente) el pico maximo se alcanzo a las 2
h. A los 30 minutos, la concentracion de hierro sérico en los tres grupos fue similar, sin embargo,
después de 1 h el grupo PFM + Vits B, C y FOS (801 pg/dl) aumenté significativamente (p<0,05)
con respecto a los grupos SF y BF + Vits B, C y FOS (510 y 600 pg/dl, respectivamente). Esta
diferencia se mantuvo durante las 2 h, siendo el grupo PFM + Vits B, C y FOS (874 ug/dl)
significativamente superior (p<0,05) a los grupos SF y BF + Vits B, C + FOS (584 y 649 ug/dl,
respectivamente). A las 4 h de la administracion oral, la concentracion del hierro sérico del grupo
SF + Vits B, C + FOS (777 ug/dl) experiment6 un notable aumento (p<0,05) con respecto a los
periodos anteriores, pero este aumento solamente fue similar al obtenido por el grupo PFM +
Vits B, C + FOS (740 pg/dl) y significativamente superior (p<0,05) al grupo BF + Vits B, C + FOS

(576 pg/dl). A las 12 h, las concentraciones de hierro sérico en ambos grupos disminuyeron de
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manera significativa con respecto al intervalo de tiempo de 0,5 — 4 h, hasta alcanzar valores muy
préximos a los iniciales (tiempo 0 h).

La biodisponibilidad del hierro de los diferentes compuestos de hierro fue determinada por el
método de la curva de la concentracion del hierro sérico (Ekenved y col., 1976; Dietzfelbinger,
1987). Los valores del &rea bajo la curva (ABC) para los diferentes compuestos de hierro fueron
calculados utilizando el programa WinNonlin Professional 5.0 (Pharsight Corporation, USA),
mediante un analisis no compartimental. El VBR para cada compuesto de hierro fue calculado en
relacion al SF. Los valores medios del ABC para cada compuesto de hierro se muestran en la
Tabla 5.9.

Tabla 5.9. Valor biolégico relativo (VBR) de los tres compuestos de hierro medidos por el método
de la curva de la concentracion del hierro sérico.

Compuesto de hierro Valor méximo (pg/dl) ABC (pgzdl) VBR (%0)
SF + Vits B, C + FOS 777 + 28,91° 5998,50 + 32,512 1002
PFM + Vits B, C + FOS 874 + 29,162 6207,81 + 40,12° 1032
BF + Vits B, C + FOS 649 + 17,77° 4679,64 + 29,71° 78°

Valor medio =+ error tipico, n=4

Valor méximo es el pico de hierro sérico alcanzado por cada compuesto de hierro.

ABC (Area bajo la curva)

VBR es el ABC de cada compuesto de hierro relativo al del Sulfato ferroso.

¢ Diferentes letra dentro de una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)

El periodo de liberacion para el grupo PFM + Vits B, C + FOS fue prolongado, mostrando
elevadas concentraciones de hierro sérico durante las cuatro primeras horas, aunque no se
determinaron los valores de hierro sérico a las 8h, probablemente en ese tiempo mostrara
también elevadas concentraciones. Por tanto, esto sugiere una liberacion continuada del hierro al
suero. Ademas, el elevado valor de ABC confirma la elevada absorcion y biodisponibilidad del
PFM. Esta situacion probablemente se deba a las caracteristicas fisico-quimicas del compuesto, es
decir, a su encapsulacién con emulsificadores y a su reducido tamafio de particula. En cuanto al
BF + Vits B, C + FOS, presentd un patrén muy similar al del PFM + Vits B, C + FOS, pero con la
diferencia de que sus valores de hierro sérico en cada periodo de tiempo fueron inferiores. La
absorcién y biodisponibilidad del hierro, para este compuesto, fue inferior a la del PFM + Vits B,
C + FOS, tal y como se representa por el valor del ABC. Con respecto al SF + Vits B, C + FOS, la
cinética del hierro sérico fue diferente a los otros dos grupos, presentando una liberacion del
hierro sérico mas escalonada en el tiempo y alcanzando su pico maximo a las 4 h. El valor del
ABC fue muy similar (Tabla 5.9) al del grupo PFM + Vits B, C + FOS.

Estos valores fueron similares a los obtenidos por Sakaguchi y col. (2004), empleando este
método, pero con la diferencia de que las ratas utilizadas no fueron anémicas. Como en nuestro

estudio, el compuesto de hierro PFM fue el que mostré una mejor biodisponibilidad frente a otros
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compuestos como el sulfato ferroso, pirofosfato férrico y citrato ferroso sédico. Destacar que en
nuestro caso, los grupos estaban suplementados con las fuentes de hierro y vitaminas B, C y FOS
por lo que los resultados podrian no ser realmente comparables a los reflejados en el estudio de
Sakaguchi y col. (2004). Aunque hay algunas cuestiones relacionadas con el significado real de
los niveles de hierro sérico, éstos representan la absorcion, transporte y liberacion del hierro
desde el torrente sanguineo. En cualquier momento, la cantidad de hierro encontrada en el suero
es considerada una funcion del hierro que entra y sale del torrente sanguineo (Da Silva y col.,
2004) y depende no solamente del hierro absorbido sino también de la tasa de liberacion en
sangre (Hallberg y Solvell, 1965; Heindrich, 1970).

En general, el PFM alcanzo niveles de hierro sérico significativamente mas elevados (p<0,05)
entre el intervalo de 1 — 2 h y el maximo valor, cuando lo comparamos con el SF. Esto podria
significar una mayor absorcion y/o mas elevada biodisponibilidad y/o elevado suministro de
hierro a los tejidos desde el PFM que los otros compuestos de hierro (Da Silva y col., 2004). El
BF, present6 un comportamiento muy similar al del SF durante las primeras 4 h, pero a partir de
ese periodo de tiempo, mostré valores significativamente inferiores al SF, por lo que podemos

suponer que su liberacion a los tejidos fue mas lenta.
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V1. DISCUSION GENERAL
Andlisis de Conglomerados (CLUSTER)

El término andlisis de conglomerados, o andlisis cluster tiene como objetivo lograr una
clasficacion o agrupamiento de los individuos en grupos homogéneos, segun el comportamiento
de éstos en una serie de variables. De esta manera, los elementos que forman parte de estos
grupos deben ser muy similares (alta homogeneidad interna) y, a su vez, muy diferentes con
relacion al resto de agrupamientos (alta heterogeneidad entre grupos). En definitiva, se trata de
clasificar una poblacién (definida por unas caracteristicas determinadas) en el menor nimero

posible de grupos (conglomerados) mutuamente exclusivos y exhaustivos.

En nuestro caso, pretendemos clasificar los diferentes tipos de néctar en grupos
homogéneos, en funcién de una serie de variables que hemos considerado las mas idoneas y las
gue resumen los principales objetivos del presente trabajo. Estas variables fueron: el porcentaje
de absorcién y retencion aparente, y la eficiencia de regeneracién de la hemoglobina, medida
como porcentaje (ERH). Asi mismo, para un mejor entendimiento y siguiendo las pautas que
hemos establecido en este trabajo, el analisis de conglomerados se desarrollé para cada uno de

los tres periodos de replecion.

En la Tabla 6.1 se muestra los centros de los conglomerados finales para cada uno de los
tres periodos de replecién, es decir, la media de los resultados obtenidos en cada una de las
variables consideradas. La informacion mostrada en la Tabla 6.1 sera utilizada para conocer las
caracteristicas definitorias de cada agrupamiento, considerando las puntuaciones medias de cada

variable en los distintos clusters y en cada periodo de replecion.

Como se puede apreciar, en el 1°" periodo de replecién el conglomerado nimero dos fue el
seleccionado como el mas idéneo, ya que obtuvo de manera conjunta las méaximas puntuaciones
para las variables elegidas en el estudio in vivo con ratas. En el 2° periodo de replecién
destacaron los conglomerados uno y cinco, y en el 3' periodo de replecion el conglomerado
namero uno. Estos conglomerados mostraron los porcentajes mas elevados durante cada uno de
los tres periodos de replecion, condicion que deben de reunir ambas variables para un mejor
aprovechamiento en el organismo, en nuestro caso de las ratas, durante un estado anémico.
Ademas, el nivel de significacion obtenido para cada una de las variables en cada periodo de
replecion, nos indica que la variabilidad entre los grupos es mayor que la variabilidad intragrupos.
Es decir, los conglomerados seleccionados son homogéneos y significativamente superiores al

resto de los conglomerados, para cada periodo de replecion.
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Tabla 6.1. Centros de los conglomerados finales en los tres periodos de replecion

Conglomerado

1 2 3 4 5 Sig.
o %AA 82,99 90,01 71,28 82,12 - 0,002
% %R 82,78 89,83 71,08 80,76 - 0,002
“i %ERH 17,68 44,72 40,05 28,65 - 0,001
ol %AA 78,25 68,52 62,79 49,21 85,03 0,001
§ %R 77,91 68,30 62,51 49,02 49,02 0,001
i" %ERH 17,88 18,13 23,36 20,51 20,87 0,507
o| %AA 74,43 43,39 60,58 53,59 - 0,000
% %R 74,26 43,15 60,47 53,36 - 0,000
a:; %ERH 12,62 9,06 18,57 11,94 - 0,004

Sig.: Nivel de significacion

Destacar en el 2° periodo de replecion, que la variable %ERH no mostré diferencias
significativas entre los grupos o conglomerados. Ademas, el hecho de que en el 2° periodo de
replecién hayamos seleccionado cinco conglomerados y no cuatro, fue porque los valores de F,
los cuales maximizan la distancia entre los conglomerados y minimizan la distancia entre los
elementos de cada conglomerado, fue mayor para los cinco conglomerados comparados con los

cuatro conglomerados.

Sin embargo, y pese a los resultados obtenidos, este andlisis solamente debe utilizarse con
una finalidad descriptiva, ya que los conglomerados han sido previamente elegidos para
maximizar las diferencias entre los casos en diferentes conglomerados. En cualquier caso, nos
permite valorar la relevancia de las variables seleccionadas y comparar las diferentes
agrupaciones. De acuerdo con esto, nos permite optimizar el tipo de néctar o néctares segun el

tipo de compuesto de hierro (SF o PFM), vitaminas y presencia 6 ausencia de los FOS.

En la Fpgura 6.1 se representan los diferentes tipos de néctar que pertenecen a los

conglomerados seleccionados (circulo de color rojo) presentes en la Tabla 6.1.
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De acuerdo con los resultados obtenidos tras el andlisis de conglomerados y su
representacion grafica, podemos observar que en los tres periodos de replecion coinciden los
mismos resultados, es decir, se muestran como mas idoneos por la absorcién y biodisponibilidad
elevadas, el néctar con los compuestos de hierro SF + Vits B, PFM + Vits B, SF + Vits B+ C y
PFM + Vits B + C (representados en la Figura 6. 1 en un circulo de color rojo). Por lo tanto, la
utilizacibn de un compuesto de hierro u otro junto con las vitaminas del grupo B o en
combinacion con la vitamina C seria similar desde un punto de vista nutricional, ejerciendo por
tanto un efecto favorable en la recuperacion del estado nutricional del hierro en ratas anémicas, y

presumiblemente podria contribuir de manera semejante en el hombre.

Es necesario plantear las dificultades que existen a la hora de extrapolar las conclusiones de
los trabajos de investigacion realizados en animales de experimentacién a lo que pudiera ocurrir
en el organismo humano. La utilizacion de ratas como modelo ofrece algunas ventajas: su facil
manejo, se pueden utilizar un nimero elevado de animales para el estudio, y las respuestas al
tratamiento son uniformes. Pero en cambio presentan una serie de limitaciones: la
biodisponibilidad del hierro hemo y no hemo en ratas es similar, mientras que el hombre absorbe
preferiblemente el hierro hemo; el hombre es capaz de aumentar la absorcion del hierro en un
40% de un compuesto de hierro no hemo en situaciones de deficiencia, mientras que las ratas
son capaces de absorber el doble. Ademas, las ratas son capaces de sintetizar el acido ascérbico,
y poseen actividad fitasa presente en el intestino, mientras que el hombre carece de ambas

situaciones (Wienk y col., 1999).

Sin embargo, los estudios de biodisponibilidad han de plantearse en individuos con deficiencia
en hierro ya que en estados nutricionales normales para este elemento la absorcion es minima y
por tanto es dificil comparar esta variable entre diferentes compuestos de hierro. Este hecho

supone una dificultad afadida para la realizacion de ensayos en humanos.

El estudio de biodisponibilidad del hierro mediante ensayos de replecién de la hemoglobina en
ratas sigue siendo una de las metodologias actuales mas empleadas para evaluar los compuestos
disponibles en el mercado y su aplicacion para el enriquecimiento de alimentos y bebidas (Swain
y col., 2003; Hernandez y col., 2003; Sakaguchi y col., 2003; Wegmdiller y col., 2004;). No
obstante los resultados obtenidos han de completarse con la informacion obtenida en humanos, e
incluso con otros aspectos tecnoldgicos y econdmicos relacionados con dichos compuestos de

hierro.
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Es importante destacar que en este estudio pretendemos incorporar al néctar de frutas un
compuesto de hierro con el potencial de absorcion més elevado y que cause el menor cambio
organoléptico en el alimento. A menudo, los compuestos de hierro con una elevada
biodisponibilidad causan modificaciones sensoriales en los alimentos como es el caso del sulfato
ferroso. Por otro lado, los compuestos de menor biodisponibilidad son mas estables cuando se
afladen a los alimentos. Una estrategia para vencer este problema, es la reduccion del tamafio de
particula en los compuestos de hierro poco solubles en agua, con el fin de aumentar su disolucion
y por tanto mejorar su biodisponibilidad. Este es el caso del PFM, su reducido tamafio de particula
y su envoltura de monoglicéridos y diglicéridos para reducir su agregacion, fue aplicado en un
ensayo en humanos (Nambu y col., 2000) y mostré tener una biodisponibilidad relativa del 82% y
92% en cereales infantiles de trigo con leche y en una bebida de yogurt, respectivamente (Fidler
y col., 2004). Su elevada biodisponibilidad lo hace potencialmente util para otros alimentos
(arroz, cereales infantiles y sal) que rapidamente sufren cambios sensoriales cuando son
enriquecidos con compuestos de hierro solubles. Sin embargo, aunque es un compuesto de hierro
prometedor, el efecto sobre la matriz del alimento, el procesado del alimento y los favorecedores

de la absorcion sobre la biodisponibilidad son inciertos.

Los resultados de este estudio muestran que la absorcién y la biodisponibilidad del PFM frente
a la del SF es similar en combinacion con las vitaminas del grupo B y C, o s6lo con las vitaminas
del grupo B. Curiosamente, la vitamina C no tuvo un efecto favorecedor en la absorcion del hierro
en ninguno de los compuestos empleados. Este hecho podria ser debido, como hemos
comentado anteriormente, a la capacidad que presentan los roedores para sintetizar dicha
vitamina. Sin embargo, mejoro los resultados de las variables estudiadas cuando se administrd en

combinacion con las vitaminas del grupo B.

En resumen, considerando los resultados obtenidos, la fuente de hierro PFM seria el mas
indicado como compuesto de seleccion en el enriquecimiento del néctar de frutas, primero por su
absorcion y biodisponibilidad similar a la del SF, y segundo porque no confiere sabores ni aromas
extrafos a la bebida durante su vida comercial. En cuanto a la adicion de vitaminas, seria
aconsejable el empleo de la vitamina C, principalmente debido a sus propiedades reductoras y
guelantes, el cual le hace ser el favorecedor mas eficaz en la absorcién del hierro no hemo
siempre y cuando su estabilidad en el alimento esté asegurada, tal como es el caso del presente
néctar. Ademas, el efecto sobre la absorcion y biodisponibilidad del hierro que ejercen las
vitaminas del grupo B ha sido uno de los resultados mas significativos de este estudio, ya que no
hay referencias anteriores descritas. Resulta evidente la recomendacion de adicionarlas junto al

hierro y vitamina C para mejorar el estado nutricional del mineral. En este sentido los resultados
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obtenidos en ratas confirman los alcanzados al emplear el método in vitro de dialisis utilizado en

nuestra Tesis de Licenciatura (Haro-Vicente y col., 2006).

Por ultimo debemos tener en cuenta que muchas personas no alcanzan los requerimientos
nutricionales de hierro y vitaminas necesarios para mantener sus funciones fisiologicas, bien por
restriccion voluntaria de ciertos alimentos, falta de apetito, problemas de absorcion o por diversos
problemas de salud. Para este tipo de individuos, el néctar de frutas enriquecido con hierro y
vitaminas del grupo B y C, puede ser un complemento esencial de la dieta, en especial, durante
la infancia, el embarazo, y en personas de edad avanzada, debido a su elevada aceptabilidad y
digestibilidad.
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VII. CONCLUSIONES
Conclusiones del primer objetivo:

1.1. La absorcion del hierro procedente del pirofosfato férrico micronizado afiadido al néctar de
frutas es similar a la del sulfato ferroso, empleado como control, siendo mejorada en ambos
casos con la adicién de las vitaminas Bg, Bi,, acido félico y vitamina C. No obstante, el efecto de

esta Ultima s6lo se aprecia a largo plazo, es decir, tras 17 dias de ingesta del néctar.

1.2. El balance de hierro de los compuestos pirofosfato férrico micronizado, bis-glicinato ferroso
y sulfato ferroso afiadidos al néctar de frutas junto a las vitaminas Bg, Bi,, acido félico y fructo-
oligosacaridos son semejantes, por otro lado, la adicion de fructo-oligosacridos en una proporcion

de 0,6% no ejerce efecto alguno sobre la absorcion de dichos compuestos de hierro.
Conclusiones del segundo objetivo:

2.1. La biodisponibilidad relativa del pirofosfato férrico micronizado afiadido al néctar de frutas
es inferior al sulfato ferroso a corto plazo (72%), mientras que a largo plazo ambos compuestos
muestran una biodisponibilidad similar. Ambas sales de hierro favorecen la recuperacion de los
pardmetros hematolégicos y bioquimicos en ratas anémicas desde el comienzo de la
administracion del néctar.

2.2. La administracion de vitamina C tiene un efecto mas acusado en la mejora de la
biodisponibilidad del pirofosfato férrico micronizado y parametros relacionados con la

hemoglobina y transporte del hierro que sobre el sulfato ferroso.

2.3. La adicion de las vitaminas Bg, Bi,, Yy acido félico solamente afecta a la biodisponibilidad del
pirofosfato férrico micronizado afadido al néctar de frutas, a largo plazo (17 dias). Sin embargo,
no modifica los indices hematoldgicos y bioquimicos. No obstante, al incorporar la vitamina C
junto con las vitaminas Bs, Bi,, Yy &cido félico aumenta notablemente la biodisponibilidad de
ambas sales de hierro, mejorando el tamafio de los eritrocitos y el contenido de hemoglobina en

los mismos.

2.4. La biodisponibilidad del pirofosfato férrico micronizado, sulfato ferroso o bis-glicinato ferroso
utilizados en el enriguecimiento del néctar de frutas junto con las vitaminas del grupo B, C y
fructo-oligosacaridos es similar, favoreciendo las tres sales de hierro la recuperacion de los
indices eritrocitarios desde el comienzo de su administracion. La presencia de fructo-
oligosacaridos en un 0,6%, no afecta a la biodisponibilidad del hierro ni a los indices

hematoldgicos y bioquimicos.
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Conclusiones del tercer objetivo:

3.1. El tipo de compuesto de hierro afiadido al néctar no influye en la concentracién de hierro de
los 6rganos seleccionados para este estudio, y no resulta modificada por la presencia de la
vitamina C o de las vitaminas del grupo B. Sin embargo, la adicion conjunta de dichas vitaminas

incrementa notablemente la concentracion de hierro en el bazo.

3.2. La adicion de los fructo-oligosacéridos al néctar de frutas no produce ningun efecto en la

concentracion de hierro de bs 6rganos de las ratas.

Conclusiones del cuarto objetivo:

4.1 La presencia de la vitamina C en el néctar enriquecido con sulfato ferroso favorece la
generacion de radicales hidroxilo desde el comienzo de su consumo, mientras que en el caso del

pirofosfato férrico micronizado sélo se ven incrementados a largo plazo.

4.2 El sulfato ferroso afiadido al néctar es el compuesto méas susceptible a la generaciéon de
radicales hidroxilo, en presencia de las vitaminas B, C y fructo-oligosacaridos, estando

correlacionado este efecto con la ingesta de hierro.

Conclusion del quinto objetivo:

5.1. La adicion del pirofosfato férrico micronizado junto con las vitaminas del grupo B o las
vitaminas del grupo B y C mejora considerablemente el estado nutricional del hierro en ratas
anémicas, por lo que la combinacion de estos micronutrientes puede ser considerada para su
utilizacion en el enriquecimiento de bebidas de frutas destinadas a grupos de poblacion

susceptibles de padecer estados carenciales de dichos elementos.
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VII1. RESUMEN

Segun la OMS, la deficiencia en hierro es el desorden nutricional mas comdn en el mundo,
afectando a mas de 2 billones de personas, siendo aproximadamente la mitad de ellos anémicos,
principalmente mujeres jovenes, recién nacidos y nifios. El enriquecimiento de los alimentos con
hierro ha sido considerado como la soluciébn mas practica a largo plazo para combatir la anemia
por deficiencia en hierro. Sin embargo, el éxito del enriquecimiento de los alimentos
generalmente depende de una eleccion cuidadosa del compuesto de hierro. El pirofosfato férrico
es un compuesto de hierro insoluble utilizado para enriquecer cereales infantiles y bebidas de
chocolate en polvo, su principal ventaja es que no causa cambios sensoriales en el alimento, sin
embargo, su pobre solubilidad en el jugo géastrico hace que tenga una biodisponibilidad mediocre.
Recientemente, se ha desarrollado un pirofosfato férrico micronizado, de facil dispersion, para
enriquecer los alimentos. Su reducido tamafio de particula (~ 0,3 um) y su envoltura de
monoglicéridos y diglicéridos minimiza la formacion de agregados insolubles, haciéndolo atil para

ser afiadido a alimentos liquidos.

Debido a la escasez de resultados referentes a la adicion de compuestos de hierro a bebidas
a base frutas, se ha desarrollado para este estudio un néctar con pirofosfato férrico micronizado
(PFM), y bisglicinato ferroso (BF) (en la ultima parte del ensayo), al que se ha afiadido vitamina
C, Bs, B12 y &cido foélico y fructo-oligosacaridos (FOS) con el fin de evaluar el efecto de la adicion
de dichos micronutrientes de forma individual o conjunta sobre la absorcion y biodisponibilidad
del hierro, comparandolo frente a un estandar de referencia como es el sulfato ferroso (SF). Para
la realizacion de este estudio se ha utilizado un modelo de replecion de la hemoglobina en ratas
anémicas. Asi mismo, se han evaluado otros parametros hematologicos y bioquimicos con el
objetivo de confirmar la recuperacién de un estado de anemia por deficiencia en hierro. También,
se ha valorado la deposicion del hierro en 6rganos, como el higado, bazo, rifién, corazon e
intestino delgado proximal, para determinar si la ingesta de hierro durante la replecion causa una
acumulacion en la concentracion del mineral de los mismos. Ademas, teniendo en cuenta la
sugerencia de que el hierro puede incrementar el riesgo de cancer debido a su naturaleza pro-
oxidante, hemos estudiado si la ingesta de hierro del PFM, BF o SF en una concentracion
constante (4,92 mg/100ml) provoca un aumento en la produccion de radicales hidroxilo a través

de las heces de los animales en estudio.

Mediante un andlisis de conglomerados, se ha pretendido agrupar bs diferentes tipos de
néctar en grupos homogéneos, en funcion de una serie de variables que hemos considerado las
mas idéneas y las que resumen los principales objetivos del presente trabajo. Estas variables han

sido: el porcentaje de absorcion y retencion aparente, y la eficiencia de regeneracion de la
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hemoglobina, medida como porcentaje (ERH). El andlisis de conglomerados nos ha permitido
seleccionar los tipos de néctar mas idoneos segun la combinacion del tipo de compuesto de
hierro, vitaminas o mezcla de vitaminas y la presencia o ausencia de los FOS. Los néctares
seleccionados son los que presentan en su composicion ks fuentes de hierro SF o PFM junto con
la mezcla de vitaminas B y la vitamina C, y las mismas fuentes de hierro junto con la mezcla de
vitaminas B. No se ha encontrado ningun efecto de los FOS en la absorcién o biodisponibilidad
del hierro cuando se afiade al néctar en las condiciones del estudio. El SF, aunque presenta una
absorcion y biodisponibilidad elevada (de ahi su utilizacion como control) tiene el inconveniente
de provocar cambios sensoriales en los alimentos. Este ensayo sensorial fue realizado en un
estudio anterior por nuestro grupo de investigacion ratificandose que el SF confiere un sabor

metalico muy acentuado a las bebidas que lo contienen.

Por tanto, los resultados del presente trabajo muestran que el PFM es un compuesto ideal
para ser utilizado en el enriquecimiento de bebidas a base de frutas, ya que presenta una
biodisponibilidad semejante al sulfato ferroso, no produce cambios organolépticos en el producto
y favorece el estado nutricional del hierro en animales de experimentacion con una elevada
deficiencia en hierro. Ademas, la presencia de las vitaminas del grupo B y C mejoran
significativamente el efecto de dicho compuesto en la recuperacion de la anemia, por lo que su
utilizacion conjunta seria recomendable en bebidas a base de frutas destinadas a grupos de

poblacion susceptibles de sufrir estados carenciales de estos micronutrientes.
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IX. SUMMARY

According to WHO, iron deficiency is the most common nutritional disorders in the world
affecting more than 2 billion people, roughly half of them are anemic, chiefly young women and
children. Food iron fortification has been considered the most useful method to alleviate iron-
deficiency anemia. However, the success with food fortification usually depends on a close
selection of the iron component. Ferric pyrophosphate is an insoluble iron compound used to
fortify infant cereals and powder chocolate beverages, its main advantage lies in the fact that the
sensory properties of food remain unchanged. Nevertheless, the poor solubility of ferric
pyrophosphate in the gastric juice makes it weakly bioavailable. Recently, micronized ferric
pyrophosphate, compound of easy diffusion, has been developed for food supplementation. The
small particle size (—~ 0.3 um) and its monoglycerols and diglycerols coat diminish the formation

of insoluble aggregates, making it suitable for liquid-based food.

Due to the lack of studies regarding the supplementation of iron compounds to fruit-based
beverages, we developed a sweetened fruit drink containing micronized ferric pyrophosphate
(MFP) and ferrous bisglycinate (FB) (in the last part of the study). Vitamin C, Bs, B;, and folic acid
and fructo-oligossacharides (FOS) were also added in order to assess the effect of these
micronutrients singly and jointly on the iron absorption and bio-availability, compared to the
reference compound ferrous sulphate (FS). The present study was carried out by means of a
repletion model of hemoglobin in anemic rats. Hematological and biochemical parameters were
also measured to ascertain the recovery from an iron-deficiency anemic status. In addition, the
content of iron in the liver, spleen, kidney, heart and proximal small intestine was measured to
ascertain whether the intake of iron during the depletion period increases the iron concentration
in those organs. Taking into account the fact that iron might increase the risk of cancer due to its
pro-oxidant nature, we studied if the intake of iron from MFP, FB or FS (at 4.92 mg/ml) increases

the formation of hydroxyl radicals in the feces of the rats.

The different type of sweetened fruit drinks were grouped into homogeneous groups by
means of a conglomerate analysis, according to the following variables: apparent absorption and
retention percentages and hemoglobin regeneration efficiency (measured as HRE). The
conglomerate analysis enabled us to select the most suitable sweetened fruit drinks based on the
combination of type of iron compound, mixture of vitamins and presence or absence of FOS. The
sweetened fruit drinks selected in this study were those containing SF and MFP as iron source
along with either the mixture of vitamins B and C or only the mixture of vitamins B. No effect of
the FOS added to the sweetened fruit drinks on the iron bioavailability was found under the

conditions of this study. Although SF has the drawback of altering the sensory properties of the
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food, it shows a high absorption and bioavailability (hence its use as a control). Previously, we

reported a thick metallic taste in beverages containing SF in a sensory trial.

Therefore, the results of the present work showed that MFP is an ideal compound to be used
as a fortifier in fruit-based beverages since to its bioavailability is similar to FS, it does not modify
the taste of the product and enhances the iron nutritional status in laboratory animals with highly
iron-deficiency anemia. Furthermore, vitamins B and C significantly improved the effect of MFP in
the recovery of anemia. We recommend the addition of these three compounds simultaneously in
the fruit-based beverages, especially when they are aimed to groups of the population who are

deficient in these micronutrients.
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