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INTRODUCCION:

Es obligacion del médico dedicar parte de su esfuerzo a la
basqueda de soluciones pricticas a los problemas de salud de la
poblacion a que atiende, de su pais y de la humanidad en general.

Uno de los més serios problemas de salud es el nutricional, por
su amplia distribucion, su repercusion, y el relativo fracaso de la
mayor parte de intentos que han buscado su solucién. Es obvio que
la solucion a la seria situacién nutricional de nuestro pais, de Centro
América y el resto del mundo no industrializado radica en la estrecha
cooperacion multidisciplinaria en la implementacién de medidas
cientificamente avaladas, en la decision firme y desinteresada por
parte de los organismos ejecutores de dichas medidas y en la
valoracion de los resultados obtenidos con miras a mejorarlos. Es
claro también que la solucién sera gradual y que los verdaderos
resultados se verin a largo plazo.

Dentro del problema general, las anemias nutricionales son muy
prevalentes y urge una accién preventiva ademas de los esfuerzos
curativos ya conocidos. Asi hasta la fecha, tanto en Guatemala como
en varios paises del mundo, la anemia por deficiencia de hierro ha
sido tratada de maltiples maneras, individualmente por parte de los
médicos y a nivel de poblaciones por las politicas de gobierno. Sin
embargo, el problema persiste pues los ataques emprendidos
tropiezan con problemas econémicos, culturales, técnicos,
fisiologicos, bioquimicos, ete.

Se vislumbra en el futuro cercano la posibilidad de una medida
preventiva efectiva, como es la fortificacion de alimentos con hierro.
Carece este método de los inconvenientes del tratamiento por
medicamentos y es una forma de medicina preventiva y curativa a la
vez, de amplia cobertura poblacional y de implementacion factible
en nuestro medio. Los resultados de una intervencion de este tipo,
cuando ha sido bien llevada, prometen ser muy satisfactorios.
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El presente trabajo fue emprendido con el proposito de proveer
informacion cientifica encaminada a comprender mejor el comporta-
miento de un compuesto quelado de hierro,el cual llena una serie de
condiciones que lo singularizan como un posible compuesto de
eleccion en la fortificacion de alimentos con hierro en Centro

Ameérica.

ANTECEDENTES

Las anemias nuiricionales afectan a una gran parte de la
poblacion mundial y se ha reconocido que su principal causa es la
deficiencia de hierro (1-3). Se sabe también que la anemia es una
manifestacion tardia de un estado carencial, y que se produce sélo
cuando las reservas del organismo han sido depletadas (4).

En la poblaciéon de Guatemala, y de toda Centro América, la
alta prevalencia de deficiencia de hierro se debe a varios factores,
tales como ingesta inadecuada de hierro tanto en cantidad como en
calidad, infeccion por uncinarias, embarazos repetidos y pérdidas
cronicas de sangre por diversas causas. Enire ellos, los principales
son la baja disponibilidad de hierro en la dieta, ya que casi la totali-
dad de éste proviene de alimentos de origen vegetal, y la baja ingesta
total de hierro en un amplio segmento de la poblacion (5, 6).

Se ha encontrado que en la dieta, el hierro de origen vegetal es
peco absorhible (1.7 a 7.90/0), mientras que el hierro heminico se
absorbe mejor (12.6 a 20.30/0) (7). Se sabe también que las
proteinas de la carne tiene un efecto facilitador sobre la absorcion
del hierro de origen vegetal, probablemente por su alto contenido en
amino-dcidos azufrados y la accion de éstos como quelantes (8-10).
Pero este efecto facilitador no es importante en nuestro medio
porque la mayoria de la poblacion consume carne en muy poca
cantidad y en forma irregular.

A pesar de que los mecanismos precisos que participan en la
absorcion del hierro y los factores dltimos que regulan estos
mecanismos no se conocen por completo, esta bien establecido que
ciertos compuestos del metal se abosrben en mayor proporcion que
otros y que existen factores ‘externos’ presentes en la dieta que
condicionan la mayor o menor absorcion del hierro; adin més, estos
factores de la dieta afectan en grados diferentes la absorcion de las
diversas formas de hierro (11).




Las sustancias que inhiben la absorcién estin presentes en los
cereales, verduras y legumbres (12). Incluyen sales minerales y
compuestos organicos tales como las sales de calcio y fosfatos (13);
el acido tanico, presente en forma natural en varias bebidas como el
café y el t& (14); la albimina del huevo (15); los fitatos; ciertos pre-
servativos que se agregan  los alimentos y bebidas preparados, como
el etilén-diamino -tetra - acetato (EDTA) libre, etc. (16). El acido
ascorbico y ciertos carbohidratos, en contraste, facilitan la absorcion
del hierro (11).

Ciertos hechos conocidos destacan por su importancia y trascen-
dencia practica: 1) Las sales de hierro comiinmente usadas en regime-
nes terapéuticos de reposicion se absorben en un porcentaje bastanle
bajo de la dosis total administrada (4). 2) El hiesro heminico se
absorbe mas que el no heminico cuando ambos se ingieren como
componentes de la dieta (17). 3) Los factores de la dieta que afectan
la absorcion del hierro no heminico, aumentindola o
disminuyéndola, no tienen mayor efecto sobre la absorcion del hierro
heminico (17).

En vista de todo lo anterior, una de las soluciones que se
propone al problema de las anemias nutricionales por deficiencia de
hietro en Centro América es la fortificacion de alimentos con este
metal. Logicamente el ideal seria que el hierro estuviese en una forma
cuya absorcion no fuese afectada por los inhibidores antes menciona-
dos, predominantes en la dieta usual de la poblacién de menores
TreCcursos.

Por sus caracteristicas, el hierro heminico seria la forma ideal
para la fortificacion. Sin embargo, existen otros muchos problemas
de indole organoléptico, fisico, quimico, econémico, socio-cultural,
etc., que le son un gran contrapeso a sus ventajas.

Utilizando el concepto que e} hem contiene una molécula de
hierro en forma quelada, una alternativa a considerar en la bisqueda

de un compuesto de comportamiento cercano al ideal seria el estudio
de quelatos de hierro. Entre &tos se encuentra : la sal sodica férrica
de EDTA (18), compuesto férrico quelado, el cual se absorbe mejor
que el sulfato ferroso o cloruro férrico en presencia de alimentos
(19 a 22) y ain parece favorecer ]a absorcion del hierro alimenticio
que se encuentra en forma no heminica (23 'y 24). Esto ocurre aiin
cuando el EDTA ‘libre’ en la dieta disminuye considerablemente la
absorcion del hierro presente en los alimentos, como citamos antes

(16).

Esta forma de hierro parece ser menos afectada por los factores
gue influyen negativamente la absorcion de diversas formas de hierro

inorganico (11 y 24); ademas, sus caracteristicas organolépticas se
adeciian bien a las necesidades de un programa de fortificacion de
alimentos de consumo regular y popular (21, 22y 24).




JUSTIFICACION

Dado que el NakFeEDTA, por sus propiedades anles menciona-
das, se ha considerado como una sal atil para la fortificacién de ali-
mentos con hierro en Centro América, es necesario investigar detalla-
damente la absorcién del hierro de esta sal, buscando la razén de sus
caracteristicas observadas en estudios con humanos (19-22).

Ya que no se conoce con exactitud el comportamiento
intestinal del NaFeEDTA, este trabajo en asas duodenales de ratas
normales tiene el propésito de establecer, en parte, su comportamien-
to en el intestino a nivel de compartimientos (contenido intestinal,
mucosa y resto del intestino), comparindolo con el de otras sales de
hierro de uso comiin, una ferrosa y otra férrica.




OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar el comportamiento del hierro proveniente de
NaFeEDTA y de dos compuestos inorganicos, uno férrico (FeClg) y
otro ferroso (FeSO,), en el proceso de absorcién intestinal bajo
condiciones que’ simulen las normalmente esperadas en el medio
intestinal del humano.

Objetivos Especificos

1) Investigar, en asas duodenales aisladas de ratas normales, la
cantidad de hierro absorhida del F €S0y, FeClg y NaFeEDTA bajo
diferentes condiciones que puedan afectarlo:

a) Variaciones del pH del contenido intestinal: 8, 7 y 5.8 (25).

b) Presencia de una substancia inhibidora de la absorcion del
hierro y que se sabe. es comin en la dieta: fosfatos.

¢) Presencia de un facilitador de la absorcidon del hierro: acido
ascorbico.

2) Determinar la distribucion del hierro de FeSO4, FeClg y
NaFeEDTA en el asa intestinal: contenido, mucosa y resto del
intestino,

3) Tratar de encontrar algin hecho en relacion al comporta-
miento del NaFeEDTA en humanos (19 a 24), que pueda servir
como punto de partida a préximos estudios tendientes a esclarecer
sus mecanismos de absorcion y distribucion, y que ayuden asi a
establecer su verdadero valor para programas de fortificacién de
alimentos con hierro.



MATERIAL Y METODOS

Para el presente estudio se usaron ratas blancas, de la cepa
Wistar de la colonia del INCAP. Todas fueron machos sanos, con
peso mayor de 300 g. El hematocrito de los animales era normal:
promedio de 48.1o/0 con E.E. de 1.25. Sealimentaron con  una die-
ta comercial completa (Purina Laboratory Rat Chow), hasta 24 horas
antes del experimento cuando se les retird el alimento. Como
anestesia se usé Pentobarbital Sédico, intraperitoneal, a una dosis
de 50 mg: por Kg. de peso (26).

Los estudios de absorcion se hicieron por el método de asa
duodenal aislada (27 a 33), el cual se desarroll empleando 6OCOC112
como sustituto del hierro por razones practicas y técnicas, Y por ser
bastante similar al hierro en su comportamiento intestinal (34 y 35).
Se trabajé con cobalto hasta obtener estandarizacién del método y
resultados consistentes. Estos experimentos permitieron definir ol
comportamiento de asas intestinales a distintas distancias del piloro
y a diferentes tiempos de incubacion, asi como depurar el manejo
del asa y, una vez concluido el periodo de incubacion, las
condiciones de conteo de los compartimientos del intestino (Cuadro

1y figuras 1y 2),

a) Preparacion del Asa aislada

Una vez aneslesiada la rata se le mojo el pelo del abdémen para
evitar la interferencia de éste en los procedimientos; se hizo una
incision medial desde el apéndice xifoides hasta la region del pubis
y se localizé el duodeno tomando como referencia el estbmago y
haciendo lo posible, a lo largo del experimento, por no tocar el
duodenc con los dedos més que cuando fuese estrictamente necesario.
Los dedos se mantuvieron siempre hitmedos en soluciéon salina
tibia, isoténica a la rata, 0.154 M (36).

Ya localizado el duodeno se procedié a ligar el colédoco y el

conducto pancredtico a su paso por el mesenterio Y tan cerca del
duodeno como era posible, evitando dafiar la vasculacion del

11
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Cuadro 1 7 o

: |
60Cobalto encontrado en dos Asas Yeyunales de rata, aisladas y contiguas, después de 15 y 45

minutos de incubacién. Promedio ¥ EE. ( n =16) (1-Asa de 6 cm. a partir del angulo de Treitz; \
9-Asa de 6 cm. de largo a partir del limite distal del asa 1.) Porcentajes de la dosis. |

ASA1 ASA 2 : |

Asa Contenido Mucosa Asa Contenido Mucosa |

Entera Entera i

. |

15 X 69.3 36.2 23.9 5.3 533 21.9 |

EE. 3.7 3.8 1.3 1.6 2.8 2.2 |

- |

450 X 41.2 17.2 19.9 35.9 16.6 33.6 :
EE. 3 2.3 2 2.4 3.2 2.8

FIGURA 1: 50Cobalto encontrado en dos asas yeyu-
nales de rata, aisladas y contiguas, después de

15 v 45 minutos de tncubaci6n. Promedio * EE. {n=16
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intestino. La ligadura de estos conductos se hizo con el objeto de
evitar la interferencia de la bilis y del jugo pancrezftirfo en el pH de la
solucion que se introducia dentro del duodeno; se ha observado que
su ligadura no influye sobre la absorcion del hierro (27 y 37).

Inmediatamente después se procedio a pasar una ligadura alrede-
dor del piloro, teniendo cuidado de no comprometer la circulaciéon;
esta ligadura no se apretd. A partir del piloro se midieron 8 em.
de duodeno, usando para ésto un hilo de esa longitud, midiendo el
segmento infestinal por su borde libre, sin estirarlo. Al final de los 8
em. se pasd otra ligadura alrededor del intestino, introduciéndola
por medio de una aguja a través de un pequefio espacio avascular
que se encuentra entre la serosa del borde fijo y el vaso mesentérico

arqueado grande que corre paralelo al duodeno; esta ligadura
tampoco se apreto.

Luego se hizo una incisioén en el estbmago, en su cara anterior,
cerca de la curvatura mayor y tratando de encontrar un irea poco
irrigada. Se hizo otra incision en el intestino. a mas o menos 1 em.
por debajo de la ligadura distal, Por la incisioén intestinal se introdujo
una sonda pequefia y se lavd el asa con 10 ml de solucién salina
tibia 0.154 M, teniendo cuidado que la solucibn, al salir por la
incision del estomago después de haber lavado el asa, no bafiara la
cavidad abdominal,

Inmediatamente, y después de estar seguros que no quedaba ya
solucion salina dentro del asa, se apreté y cuadré la ligadura sobre
el piloro. Por la incision distal se introdujo una sonda calibre Fr3
conectada a una jeringa que contenia la solucion en estudio; la sonda
debia estar llena de solucién. Se apreté la ligadura sobre la sonda,
se inyecto la solucion (ver después) y se acabé de apretar el hilo, al
mismo tiempo que se sacod la sonda. Se cerrd la pared abdominal.

(Ver figura 3),

b) Mantenimiento de un Ambiente a Temperatura y Humedad
Controladas;

Debido a que la temperatura de los animales disminuye bajo el
efecto de anestesia y a que existe una pérdida de calor y humedad
por tener la cavidad abdominal abierta durante el procedimiento; y a
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que estas alteraciones tienen efectos negativos sobre el estado general
de los animales y delas asas intestinales en si y, por ende, sobre su
funcionamiento, todas las incubaciones se hicieron dentro de una
caiara de “‘plexiglass”, en un ambiente saturado de humedad y a
temperatura controlada (Figura 4).

Las condiciones estables e ideales de humedad y temperatura se
lograron por medio de un recipiente metilico con agua y con una
resistencia elécirica conectada a un termostato. Dicho recipiente
constituye el piso de la camara (Figura 53); tiene una cubjerta,
también de metal, con hoyos por donde sale vapor de agua. La
temperatura rectal y abdominal de la rata seregisfraronalolaigo del
procedimiento y de las incubaciones, por medio de un teletermome-
tro; la temperatura del ambiente se registré también en la misma
forma y se modificaba segin se requeria para mantener la temperatu-
ra de la rata dentro de limites normales (38). La humedad relativa
del ambiente se midié con un higrémetro del tipo de termometro de
bulbo himedo y bulbo seco; siempre se mantuvo a mas de 850/0.
Los resultados logrados con el uso de la camara, en comparacion a
cuando ésta no se usa, se muestran en la figura 6.

No se observd ningiin efecto noscivo sobre los animales que
pudiera ser atribuido a las condiciones existentes dentro de la cama-

ra.

¢) Soluciones de Prueba y Llenado del Asa:

Se estudio la absorcion de tres diferentes compuestos de hierro
radioactivo: > FeS04, 29FeCly y 99FeNaEDTA; las variables de

prueba fueron las siguientes:

a) Influencia del pH, por medio de la introducciéon de las
soluciones de los compuestos de hierro con:

1. Tampoén de Tris, pH 7 (39, 40).
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2, Tampén de Acetato, pH 7 (41).
3. Tampén de Tris, pH 8 (39, 40).
4. Tampon de Acetato, pH 5.8 (41).

b) Influencia de fosfatos como inhibidores de la absorcion, ad-
ministrando las sales de hierro con:

1. Tampén de Fosfatos, pH 7 (38 y 42 a 44).
2. Tampén de Fosfatos, pH 5.8 (38 y 42 a 44).

¢) Influencia del acido ascorbico como facilitador de la ahsor-
cion:

Adicién de una soluciéon de dcido ascorbico a la solucion de
hierro a incubar, en una relacion molar de 2 a 1 (acido ascorbico a
hierro). Este ascorbato se prepard a partir de acido ascorbico en
polvo (L-Ascorbic Acid, Reagent grade. Fisher Scientific Company);
se prepar6 cada vez, poco antes de ser usado. Se uso con Tampon de
Tris a pH 7.

Cada una de estas variables se estudio en un grupo de 18 ratas,
6 con cada una de las tres diferentes sales de hierro.

En todos los casos la solucioén introducida al asa tenia un volu-
men total de 0.5 ml. De 8stos 0.2 ml eran de la sal de hierro, diluida
en solucién salina 0.154 M pH 3. Esta solucién salina se acidifico con
Ho80, para usarla con Fe3Oy, y con HC1 para el FeCly y el
NaFeEDTA. En el caso del ascorbato se uso solucion salina 0.154 M
v no se modificé su pH. El pH de 3 fue necesario para mantener al
hierro del FeSO, en forma ferrosa en la solucion; y en el caso del
FeCly y el NaFeEDTA, para mantener las sales en solucién y evitar
su precipitacion. Estos 0.2ml. eran introducidos al asa duodenal por
la sonda y eran inmediatamente seguidos por la inyeecion de 0.3 ml.
del Tampén correspondiente.

En todos los casos se usé la cantidad total de 50 microgramos
de hierro elemental (45), marcados exirinsecamente (46) con 59Fe,
hajo la misma forma de la sal o compuesto no radiactivo en estudio,
y a razén de aproximadamente 0.05 a 0.07 microcuris por cada
0.2ml. de solucion de hietro.
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d) Determinaciéon de la Absorcién del Hierro Radioactivo:

El tiempo de incubacién fue de una hora, a partir del momento
de la inyeccion (28, 29). Al concluir 1a hora se saco el asa duodenal
y se coloco en un tubo mantenido en hielo, a por lo menos 4°C, para
parar el proceso de absorcion. Se sacrifico la rata por asfixia, estando
a(in bajo anestesia. El cadaver y el asa enlera fueron contados juntos
en un contador de cuerpo total (Conteo 1) (47, 48); después se contd
el cadaver solo, es decir sin el asa, en el mismo contador (Conteo 2).
Las condiciones de conteo fueron: Alto voltaje: 1200; araplificacion
gruesa: 4; amplificacién fina: 6.5; amplitud de la ventana: 3.5;
limite inferior: 2. Con esta calibracién se logra detectar bien el foto-
pico principal del 59Fe (Figura 7).

La absorcién fue calculada asi:

Conteo 2 - Fondo
Absorcién: — e e x 100

Conteo 1 - Fondo

e) Determinacién de la Distribucion del Hierro Radioactivo en El

Asa.

Abriendo el asa por sus dos extremos, se lavé el contenido con
5 ml. de agua seguidos por 30 cc. de aire colocando todo lo expul-
sado del asa, incluyendo el lavado, dentro de un tubo de vidrio; esto
fue llamado ‘contenido’. Se abri6 luego el asa longitudinalmente y se
removid la mucosa raspandola con una limina porta-objetos (49) y
colocindola dentro de un tubo rotulado “mucosa’. Los restos del
intestino se dejaron dentro del papel parafinado sobre el cual se
realizé la separacion; todo ésto se introdujo dentro de otro tubo y se
rotuld ‘restos’.

Cada una de estas partes, dentro de su tubo, se contd en un
contador gamma de pozo (47, 48), bajo las siguientes condiciones de

20

FIGURA 3:

Diagrama del asa duodenal aislada.
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FIGURA 6: Temperatura rectal {-—-) y abdominal {—_) de una rata dentro de la
cémara {A) y otra al medic ambiente bajo una ldmpara (B). Humedad relativa
del ambiente durante el procedimiento v la incubacién,
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cpim x 103

FIGURA 7: Especiro del *?Fe en el contader de
currpo total, (Grafica del Dr. Alejandro
O'Donnell, Divisién de Biolagia y Nutricién

Humana, INCAP.)
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FIGURA 8: Correlacibn entre el promedio aritmético (A) v el
promedio geométrice (B) de la absorcién de tres diferentes sales de

hierro con distintas soluciones tampon (Tris, acetato y fosfatos) y
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conieo: Alto voltaje: 1175; amplificacion gruesa: 1/32; amplificacion
fina: 0.5; amplitud de la ventana: 292; limite inferior: 475.

Se hicieron las debidas correcciones por las diferentes alturas de
las muestras dentro de los tubos (geometria de la muestra), llevando
todas las muestras al valor equivalente para una altura estandard
segin la ecuacion y=107.94 -6.72 (x), en donde: ‘y’ representa
el porcentaje del contador de pozo usado en el caso de la altura de’
la muestra que se cuenta: ‘x’ (figura 2). Asi, conociendo la eficiencia
del aparato para una altura estandard y la altura de cada una de las
muestras, es posible corregir los conteos por el efecto de altura
(geometria de la muestra).

Los resultados de la radioactividad encontrada en cada uno de
los compartimientos del asa se expresan en porcentajes, siendo el

1000/0 la suma de la radioactividad de los tres compartimientos.

f)  Analisis de los Resultados:

Los resultados se estudiaron utilizando el analisis de varianza
(50) aplicado a los logaritmos de las cifras de absorcion encontradas;
ésto se convirtid de nuevo a la escala aritmética empleando el antilo-
garitmo de los resultados. En otras palabras, se trabajo con
promedios y varianza geométricos; ésto se hizo con el objeto de
igualar la varianza dentro de los diversos limites de absorcion
encontrados, ya que la utilizacién de calculos aritméticos reveld que
la varianza aumentaba conforme aumentaba el porcentaje de
ahsorcion. (Figura 8).

* Porcentaje de eficiencia.
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RESULTADOS
1) Absorcion

El cuadro 2 y las figuras 9, 10 y 11 resumen los resultados de las
absorciones obtenidas en las incubaciones realizadas con tampon Tris
apH 7, a pH 7 mas acido ascorbico y a pH 8. Se puede apreciar que
el promedio de absorcion de °”FeSO,, ademas de ser siempre mas
alto que el de los otros compuestos, aumento significativamente con
la presencia de écido ascorbico. La adicién de este dcido no modificéd
la absorcion de 59FeCl3 ni de °IFeNaEDTA. La absorcion de
9Fe804 disminuy6 con el tampéon Tris a pH 8, en relacién al tam-
pon Tris pH 7, adn cuando la diferencia no alcanzé significancia es-
tadistica. Para los ofros compuestos la variacion en pH no tiene
mayor efecto con este tampén, sobre todo en el caso de P9FeNa-
EDTA; el 59FeC13 se absorbe menos a pH 8, aunque la diferencia no
llega a ser estadisticamente significativa.

Las ahosrciones obtenidas en las incubaciones con el tampén de
fosfatos a pH 7 y a pH 5.8 (Cuadro 3 y figuras 12 y 13) fueron
menores para el ““FeSO,; que cuando este compuesto se incubéd
cor tampon Tris a pH 7, o ain a pH 8 (p menor de 0.01). Las ab-
; 39 . .
sorciones de ¥“FeClg con el tampén de fosfatos fueron las mas bajas,
independiente del pH,y a la vez. eran menores que con tampén Tris

apH 7 o pH 8, aunque estas disminuciones no alcanzaron significan-
cia estadistica.

La absorcién de hierro de S9FeNaEDTA también dismimuys,
aunque no significativamente, con fosfatos a pH 7 al compararla con
los resultados de tampon Tris. Sin embargo, a pH 5.8 en tampon de
fosfatos, su absorcién fue significativamente mayor que a pH 7 con
el mismo tampén (p menor de 0.01) y que a pH 8, con tampén Tris
{p menor de 0.05). El aumento en absorcidén alcanza una p menor
0.1 al compararla con los valores con tampén Tris a pH 7.

La absorcion de hierro a partir de 59FeSO4 se mantuvo baja en
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FIGURA 10: Absorcidn de hierro de tres compuestos y su distribucién
en tres compartimentos del asa intestinal después de una hora de incu-

bacién con tampén de Tris pH 8 (n = 6).

Absorcién (promedio geomé- I
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a: p menor que 0.01 contra FeCl: y NaFeEDTA (p calculado para pH 7 v 8 en con-
junto).




FIGURA 11: Absorcién de hierro de tres compuestos y su distribucidn
en tres compartimentos del asa intestinal después de una hora de in-

cubacidén con tampén de Tris pH 7 més dcido ascérbice. (n = &)

% Absorcién (promedio geométrico + EE.)

Contenido
Mucosa
Restos

80

60

40

Hierro en el intestino (%)

20

i}
FeCly NaFeEDTA T ) .0

a: p meaor gue 0.01 contra FeCl; v NaFeEDTA.
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FIGURA 13: Absorcidn de hierro de tres compuestos y su distribucién

en tres compartimentos del asa intestinal después de una hora de incu-

bacién con tampdn de fosfatos pH 5.8 (n = 6).
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FeSO, FeCly NaFeEDTH , 3. 2,

b p menor que 0,01 contra FeCl,; p menor que 0.05 contra
(p calculado en conjunto para pH 7 v 5.8.)



FIGURA 14: Absorcién de hierro de tres compuestos y su distribucidn
en tres compartimentos del asa intestinal después de una hora de incu-

bacién con tampén acetato pH 7 (n = 6).

EZZZ4 Absorcitn (promedio geométrico + EE.}
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a: p menor que 0,0l contia FeClq’ y NaFeEDTA; b: p menor que 0.01 contre FeCly;
c: p menor gue 0,05 contra FeCly; f: p menor que 0,01 contra FeSOy v FeClj.
(p calculadn en conjunto para pH 7y 5.8)




FIGURA 15: Absorcién de hierro de tres compuestos y su distribucidn
en tres compartimentos del asa intestinal después de una hora de incu-

bacién con tampén acetato pH 5.8 (n = 6)

% Absorcitn (promedio geométrico £ EE.)
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a: p menor que 0.01 contra FeClz y NaFeEDTA; b: p menor que 0.01 contra FeCly:
c: p menor que 0.05 contra FeCly; f: p menor que 0.01 contra FeSO4 v FeCljy.

p calculado en conjunto para pH 7 v 5.8.)




presencia de tampon de acetato (Cuadro 4 y figuras 14 y 15), atn
cuando los valores son ligeramente mayores a los obtenidos con tam-
pon de fosfatos. Al igual que con este iltimo tampon, la absorcion
del hierro de ®?FeSO 4 tiende a ser menor a pH 5.8 que a pH 7. La
absorcion de "59FeC13 persiste muy baja y sufre pocas modificacio-
nes por la presencia del tampon de acetato, independiente del pH,
atin cuando es menor a pH 5.8 que a pH 7. En contraste, la absor-
cion de hierro a partir de 59FeNaEDTA aumenta en tampon de

acetato, sobre todo a pH 5.8.

La comparacién de la absorcion de los tres compuestos en los
tres sistemas tampén, al mismo pH de 7, puede verse en la figura 16.
Es evidente el descenso en absorcion del 59FesO 4 en los sistemas
tampon de fosfatos y acetatos. Por el contrario, resalta el poco efecto
negativo de los sistemas tampon de fosfatos sobre la absorcion de
59FeNaEDTA. La absorcion de ®?FeNaEDTA es superior a la del
59FeC]3, en presencia de tampon de fosfatos, debido a la estabili-
dad de la absorcion del 39FeNaEDTA y al descenso observado con
59FeC13. Finalmente, en el sistema tampon de acetato, la absorcion
de PFe a partir de 59FeNaEDTA aumenta y se hace significativa-
mente mayor al valor obtenido para el 59FeC13 e igual al valor para
el 59FeSO4.

La misma comparacién descrita para los sistemas tampén a pH 7
ha sido hecha para los estudios con pH 5.8 (Figura 17). En este caso,
la absorcion de los tres compuestos de hierro no se modifica signifi-
cativamente por el sistema tampon. Tanto con tampon de fosfatos
como con tampén de acetato, la absorcion de ?”FeClg es significa-
tivamente menor que la de 59FeNaEDTA, y es también menor que la
del °FeSO 4 con tampon de acetato (p menor de 0.05).

La comparaciéon de los resultados agrupados por sistema tam-
pon, independiente del pH,se muestra en la figura 18. Con el sis-

tema Tris, el 59FeSO4 se absorbe significativamente mas que los
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otros dos compuestos. La diferencia de absorcion del 59FeSO4 con
la del ®9FeNaEDTA desaparece en los sistemas de fosfatos y aceta-
tos, pero persiste para el ©”FeClg; en estos sistemas el 39FeNaEDTA
se absorbe mas que el .SgFeClg. Esto se explica porque la absorcion
de 99FeSO 4 disminuye significativamente en los sistemas de fosfato
y acetato en relacion al de Tris, mientras que la absorcién de *“FeCly
no varia con el sistema tampon, y el sistema de acetato fa-
vorece la absorcion del °?FeNaEDTA.

2) Distribucion del 9Fe en los Compartimientos de las Asas
Intestinales al Final de la Incubacién:

Dado que la gran mayoria de la radioactividad de la pared
intestinal se encuentra en la mucosa, y que es muy probable que la
radioactividad residual en el resto de la pared = se debiaa cierto grado
de contaminacion por restos indetectables de mucosa, sobre todo en
los extremos del asa, estos dos compartimientos se tratarin en forma

conjunta, llamandoles ‘pared’.

El cuadro 5 muestra los resultados obtenidos en las
incubaciones con tampon de Tris a pH 7 y a pH 8 yconacido
ascorbico a pH 7. Estos resultados también se expresan en forma
grafica en las figuras 9 a 11. Es evidente que la radioactividad del
contenido es menor y la presente en la pared es mayor para el
59y €S0, que para los otros compuestos, excepto cuando se agregd
dcido ascorbico. En este caso la radioactividad del contenido
disminuye y la cantidad en la pared aumenta en la incubacion con
59FeCl3 y con 59FeNaEDTA. La adicién de acido ascorbico, en
contraste, no modifica las proporciones encontradas en las incubacio-
nes con 59Fe504.

Las incubaciones con tampon de fosfatos arrojan los resultados
condensados en el cuadro 6 y en las figuras 12 y 13. El descenso en la
radioactividad en la pared es evidente y significativo (p menor de
0.01) en el caso del 59Fe(]13. Igualmente notorio es el caso de
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Efecto de tres tampones pH 7 sobre

FIGURA 16:
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Absorcién de hierro (%)

N

FI"TIRA 17: Efecto de dog tampones phi 5 -8 sobre le

avsorcidn de hierro durante uns hora de .. .usacifn.

W FeS0y
AuEorcic.. i =dio
geométr.c + EE.) ER cl
- s
EZd n-rernra

Fosfatos Acetato AT e

a : penor gque 0.02 contra FeClz - ¢ ¢ p menor gue 0.01 contra PeC13;
b : p menor que 0.05 contra FeCly.




anb 1ouaw d & FOgag enjuco 1p°p onb Jousw d ip
erjuoa G *Q anb tousw d A s71] enjuoco 100 anb Jouaw d :q

‘ygladedenN A Fogag enjuoo 1¢°0 enb tousw d i3

WIdI-JdBN enjuos 5070

‘ylgdadeN 4 £102d enuoo 1g°g anb iousw d o !501P]50]
l01ejade A §03RISO] EBIjUOD 10°0 @rb Jousw d e

pr7 A PRl 0}2130Y so1ejsod Srad
]o
B
a A LU

7 . 11T ¥+

i
Q E B

q \\\

G L
+°
+1°
X+
E B
26

ol
—S-01
411
xel
viaasdeN 24 B

(39 + 0oLy 1

3 —gwosh oIpaw

10=d 7 p

E o1d) ugrolosqy 1

vosaa [

ugIoEqNOUl 2p IOl BUN SIULINP OIISTY 2p S2[BS 5211 9p UQIDIOSqe ef

(%) 01181y ap UQloI0SqyY




Cuadro No. 5

61

Distribucién porcentual, en las partes de asas duodenales aisladas, del hierro de 99Fes0 A0 moﬁmn_w.
39FeNaEDTA, después de 1 hora de incubiacion con tampén Tris a pH 7 sin y con éacido ascorbico,

yapH8*
pH7 pH 7 o Ac. Ascorbico pH 8
Fe Fe FeNa Fe Fe FeNa Fe Fe FeNa
S04 Clg EDTA S0y Clg EDTA SO 4 O_,w EDTA
Contenido
X Geom. 82.7 92.0 92.0 82.8 84.0 88.2 84.1 94.6 93.7
E.E. 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
.@:oomm
X Geom 14.5 6.3 5.2 15.0 13.6 8.8 11.6 3.5 4.8
E.E. 0.6 0.6 0.6 0.5 0.5 0.5 0.6 0.8 0.5
mmmwcm
X Geom 1.8 1.9 2.1 1.8 1.7 2.5 3.1 1.4 1.5
E.E. 0.7 0.8 0.7 0.5 0.6 0.7 0.7 0.7 0.5

# Cada X es resultado de 6 muestras

e e
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Cuadro 6

Distribucién porcentual en las partes de asas duodenales aisladas, del hierro de 59FeSO4, 59FeC13
y 59FeNaEDTA, después de una hora de incubacion con tampon de fosfatos a pH 7 y pH 5.8. *

pH7 pH 5.8
Fe Fe NaFe Fe Fe NaFe
SOy Cly EDTA SO, Cl3 EDTA
Conienido
X geom: 86.0 94.8 92.1 86.7 95.7 86.4
E.E. 0.4 0.4 0.4 0.5 0.4 0.4
Mucosa
X geom 11.2 3.6 5.6 8.7 2.9 10.7
E.E. 0.5 0.8 0.6 0.9 0.8 0.5
flesto
X Geom: 2.3 1.1 2.0 12 1.3 2.5
E.E. 0.8 0.5 0.6 0.6 0.6 0.6

# Cada X es resultado de 6 muestras.

Cuadro 7

Distribucion percentual en las partes de duodenales ai i 59
s . d:) P asas duodenales aisladas, del hierro de *7FeS0,,
FeClg y ?/FeNaEDTA después de 1 hora de incubacion con tampén de acetato a pH47 y pH 5.8%

pH7 ‘ pH 5.8
Fe Fe Nake Fe Fe NaFe
SO 4 C13 EDTA S0 4 Cl 3 EDTA
Co&tenido
X geom 75.9 87.8 82.5 75.3 91.0 86.7
E.E. 0.5 04 0.5 0.5 0.4 0.4
Mu(:osa
X geom 19.0 10.1 10.5 20.1 7.1 10.7
E.E. 0.6 0.7 0.8 0.6 0.7 0.6
Restos
X geom 1.4 1.0 3.0 2.0 1.2 2.2
E.E. 0.8 - 0.4 0.8 0.7 0.5 0:5

% Cada X es resultado de 6 muestras




incubacion de ®YFeNaEDTA con tampon de fosfatos a pH 5.8. Esto
contrasta con los resultados de la pared en las incubaciones de
5gFe-SO4 y 59FeC.13 bajo las mismas condiciones, los cuales
muestran un descenso al comparar sus resultados con los de
incubaciones con tampén de fosfatos a pH 7 y con tampon de Tris
apHs 7y 8.

Las incubaciones con tampoén de acetato (Cuadro 7 y Figuras
14 y 15) produjeron, en general, un aumento en la radioactividad
encontrada en la pared; ésto es mas evidente en el caso del 59FeSO4
(p menor de 0.01).

3) Interrelacion entre absorcion y radioactividad en mucosa y restos:

Existe una clara relacion, dentro de cada sistema tampén, entre
la cantidad absorbida y la cantidad presente en la pared del intestino,
siendo el componente m gror la radioactividad en la mucosa. La tinica
excepcion parece ser el FeSO con tam;on acetato donde, sobre
todo a pH 5.8, existe mayor cantldad de Fe en la mucosa que lo
esperado en base a lo absorbido. Esta interrelacion es tratada mas
detalladamente en la seccion de discusion de resultados.
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DISCUSION

El método utilizado para llevar a cabo las investigaciones de esta
tesis presenta ventajas y limitaciones al emplearse como un sistema
de estudio de absorcion de hierroo con miras a explicar ciertos
fenomenos observados en humanos. Por un lado, la estandarizacion
del procedimiento y el uso de animales muy similares permite
observar diferencias relativamente pequefias en los procesos de
absorcion; ademas, el poder separar los compartimientos del asa
aislada permite avanzar en el conocimiento del proceso de absorcion
del hierro bajo diversas condiciones. Por otro lado, la extrapolacion
de resultados al fenomeno de absoicion de hierro en el humano debe
hacerse con cautela ya que en el presente estudio el animal experi-
mental fue la rata, ¢l asa se aislo del estomago, higado y pancreas
y las condiciones de mcubacion utilizando diversos tampones son
diferentes a las condiciones usuales de absorcion de hierro en el
humano.

La consideracion de cada uno de estos puntos es importante
para colocar esta nvesiigacion en una perspectiva adecuada dentro
del complejo problema de la absorcion de hierro por el humano. No
cabe la menor duda que la rata absorbe el hierro en forma diferente
al humano; asi por ejemplo, para el ultimo el hierro de hem es la
mejor fuente de ese mineral, mientras que la rata no lo absorbe (51);
igualmente, la rata absorbe en forma eficiente el hierro de
compuestos que son muy poco absorbidos por el ser humane (52 y
53). Lo mas probable es que la poca absorcion del hem se deba a las
caracteristicas de las secreciones gastrointestinales, ya que la rata
si posee el sistema de hem-oxidasas y su actividad aumenta en la
deficiencia de hierro (54 y 55); pero esto no afecta la investigacion
realizada en esta tesis. La mejor absorcion de otros compuestos de
hierro probablemente se deba,sobre todo, a las caracteristicas de las
secreciones gastrica, hiliar y pancreatica de la rata, mas que a las
caracteristicas de !a inucosa y del sistema de transporte intestinal



de hierro de la mucosa a la sangre. En efecto, estudios de otros
investigaciones y del INCAP (en progreso) han demostrado
claramente que el sitio principal de absorcion (33 y 27) y la dinamica
de absorcion del hierro y su regulacion por el estado de nutricion
del animal (45 y 56) son muy similares y, por lo tanto, aplicables a
lo conocido de estos fenomenos en el humano (57). Con base en
estos hechos fue que se decidio estudiar la absorcion de hierro en
asas separadas tanto del estémago como de las otras secreciones
exogenas al intestino mismo,lo cual permite aislar la funcién de la
mucosa de otros factores; es decir que, por este método, se logra
ademas estudiar la influencia de diversos factores sobre la mucosa
intestinal en una forma mas pura, sin interferencias adicionales.

El sistema de trabajo empleado llené los requerimientos de la
investigacion y los resultados obtenidos son similares, en diversos
aspectos, a lo que se conoce de la absorcion de FeSOy, FeCly vy
NaFeEDTA en el humano (23 y 24). Esta circunstancia permite
utilizar los resultados de estos estudios para explicar, dentro de las
limitaciones ya mencionadas, el comportamiento del intestino
humano en el proceso de absorcion de hierro de los compuestos
estudiados.

Para este proposito es fundamental el resultado obtenido en el
presente estudio, que indica claramente que la absorcion de un
compuesto ferroso (FeSOy4) solo, en ausencia de sales minerales en
el medio inyectado dentro del intestino excepto por Nay Cl y aun
pH de 7 (con tampon de Tris), es cerca de 6 veces mayor que la de
los otros compuestos conteniendo hierro férrico (FeClg y
NalFeEDTA); esto es muy similar alo observado en el humano al dar
estas sales por boca en soluciones acuosas (58). Esta circunstancia
ha sido utilizada en este trabajo para tomar como base de compara-
cion (1000/0) la absorcién de hierro de FeSO 4 @ PH 7 con tampon
Tris, en la expresion del efecto de diversos tratamientos (pHs,
sales diversas y otros tampones) sobre la absorcién de hierro.
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En el cuadro 8 se aprecian las absorciones de hierro relativas al
1000/0 del ~ FeSO, en las condiciones ya indicadas. Con el uso de
Tampon de Tris apH 7 la absorcion del hierro de  FeClg fue el
150/0 y la del NaFeEDTA fue del 140/0. Ademas, bajo las condi-
ciones del estudio el comportamiento del hierro férrico del
NaFeEDTA es similar al del hierro férrico no quelado (8). La absor-
cion de FeSO, encontrada en presencia de tampon de Tris a pH 7
es consistente con la encontrada en otros estudios realizados bajo
similares condiciones (9). El incremento en la absorcion del hierro
del FeSO4_ al agregar acido ascorbico fue notorio. También es evi-
dente que el agregado de este acido no modifico la absorcion del

FeClg ni del NaFeEDTA. . Estos resultados parecen sorprenden-
tes ya que en el humano la absorcion de FeSO, administrado en
solucion acuosa no se mejora con la adicion de acido ascorbico a
dosis similares a las empleadas en este trabajo. Las diferencias pueden
explicarse facilmente, sin embargo, al recordarse que en los estudios
en humanos el FeSO, se ha administrado en solucion acida (con
H5S0, a pHs menores de 3) precisamente para mantener el hierro en
forma ferrosa ya que a pH Tyen breves momentosyel hierro del FeSO
se convierte en hierro férrico. El efecto positivo del acido ascorbico
en la absorcion del FeSO4 en las incubaciones a pH 7 puede deber-
se a la formacion casi instantanea de ascorbato de hierro. Este quela-
to (ascorbato de hierro), asi como otros quelatos solubles es bien
absorbido y transfiere rapidamente su hierro a la transferrina (10).
En el humano, la absorcion de hierro a partir de sales férricas en so-
lucién acuosa si se mejora con el agregado de acido ascorbico. La
ausencia de un efecto del acido ascorbico en el caso de incubaciones
con FeCly y NaFeEDTA a pH 7, encontrados en este trabajo, es mas
dificil de explicar ya que este acido aumento la incorporacion de
hierro de estos compuestos a la mucosa. Parece ser que con estos com-
puestos la falta de mejor absorcion con acido ascorbico esta relacio-
nada a una inefectividad en aumentar la transferencia de hierro de la
mucosa a la transferrina circulante. La razon de esto altimo no puede
sugerirse con los datos de estos estudios.
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Cuadro No. 8

89

Y . . 5 5 5
Absorcién promedio relativa (0/0) de >%FeS0,, *9FeCly y 5%k NaEDTA en diversas condiciones

de incubacion.

9Fes0, 9FeCly S9FeNaEDTA
Tris pH 7 100 o/o 15 14
Tris pH 8 54 11 13
Fosfatos pH 7 31 9 11
Fosfatos pH 5.8 18 10 24
Acetatos pH 7 43 17 25
Acetatos pH 5.8 30 11 34
Ascorbato pH 7 239 17 12

Cuadro No. 9

Incorporacion de 59Fe a la mucosa del asa sialda después de 60 minutos de incubacion. Los
resultados son expresados como o/o de los obtenidos con el 59FeSO4 a pH 7 con tampon Tris.

59Fes0, 9FeCly P9FeNaEDTA
Tris pH 7 100 o/o 43 36
Tris pH 8 80 24 33
Fosfatos pH 7 77 25 39
Fosfatos pH 5.8 60 20 74
Acetatos pH 7 131 70 73
Acetatos pH 5.8 139 49 74
Ascorbato pH 7 103 94 61

69



Los cambios introducidos por el sistema Tampén a un pH cons-
tante (pH 7) también se presentan en el cuadro 8. Con el FeSO4, la
presencia de fosfatos o acetato se tradujo en una clara disminucién
en la absorcion de hierro en relaciéon a la obtenida con Tris. Estos
dos sistemas, sin embargo, tuvieron un efecto distinto sobre la incor-
poracién de hierro en la mucosa (Cuadro 9): el primero produjo una
disminucion mientras que el segundo ocasioné un aumento. Los
resultados obtenidos con el tampén de fosfatos son una clara indica-
cion del efecto adverso del ion fosfato en presencia de hierro soluble,
al producirse polimeros de fosfato de hierro los cuales son insolubles
e inabsorbibles (60). En el caso del tampon de acetato el efecto
inhibidor de Ia absorcion parece radicar en la transferencia mucosa-
transferrina. El tampon de fosfatos también produjo una disminucion
de la absorcion de hierro en el caso del FeCly y del NaFeEDTA,
aunque el efecto fue mucho menor con este iltimo compuesto.
Pareceria entonces, que con el FeClj el poco hierro soluble a pH 7
reacciono con los fosfatos disminuyendo atin mas al hierro capaz de
penetrar la mucosa. Por el contrario, el hierro quelado con EDTA
parece no intercambiarse con los fosfatos lo cual se traduce en una
absorcion esencialmente constante Yy en una incorporacion a la
mucosa igual a la observada con Tris a pH 7.

Con los compuestos férricos (FeClg y NaFeEDTA) el tampon
de acetato a pH 7 tuvo efectos diferentes: no alteré la absorcion
de FeC13 y aumento la del NaFeEDTA (Cuadro 1). Con ambos
compuestos la incorporacion del hierro a la mucosa aumento
sugiriendo ‘que existia mas hierro soluble el cual no era capaz de
transferirse a la transferrina, en el caso del F eClg, mientras que éste
81 se transferia en el caso del NaFeEDTA.

El efecto del pH sobre la absorcion fue evidente (25): El uso de
soluciones tampon a pH 5.8 y 8 tuvo un efecto negativo sobre la
absorcion del hierro de  FeSO 4 en comparacion a la observada en
presencia de las mismas soluciones con tampén a pH 7 (Cuadros
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8 y 10). El mayor efecto negativo se observa al aumentar el pH a 8
con el tampon de Tris, donde la absorcion de hierro del = FeSOy
es el 540/0 de la encontrada con pH 7. Como es conocido, el hierro
ferroso se oxida rapidamente a férrico en un medio oxidante (pH
alto, con exceso de OH) y en presencia de oxigeno disuelto en el
medio de incubacion. Como era de esperar, la elevacion del pH tuvo
muy ligero efecto o no tuvo efecto del todo sobre la absorcion de
los compuestos férricos, los cuales ya estaban totalmente oxidados.

Las modificaciones en la absorcion del hierro producidas en
medios de incubacion a pH 5.8 con tampones de fosfatos y acetato
son opuestas segin el compuesto de hierro estudiado. En estos casos,
dos cambios simultaneos fueron provocados: cambio de pH vy
tampon diferente al Tris. La accion inhibidora del tampon de
fosfatos se acentua en el caso del FeSO 4 a pH 5.8 en relacion a los
resultados con pH 7 (Cuadro 10).

Esto sugiere fuertemente que a menor pH hay mas hierro solu-
ble capaz de reaccionar con los fosfatos y parece confirmarse por la
menor incorporacion de hierro en la mucosa a pH 5.8 que a pH 7
{Cuadro 9); la misma explicacion (reaccion de hierro libre con
fosfatos) se aplica a los datos de absorcion de FeCl 3, los cuales
permanecen bajos con el pH 5.8. A este pH la incorporacion de
hierro a la mucosa es menor que a pH 7. La absorcion de hierro
del NaFeEDTA, en contraste, aumenta con el pH 5.8 a pesar de la
presencia de fosfatos, indicando que a menor pH hay mas
NaFeEDTA soluble pero que permanece quelado, evitando la
formacion de fosfatos insolubles, permaneciendo asi mas disponible
para penetrar a la mucosa.

El descenso del plH con tampon de acetato inhibe la absorcion
de hierro a partir de FeSO4 y de FeClg y la aumenta en el caso del
NaFeEDTA (Cuadros 8 y 10). El efecto inhibidor sobre el FeSO,
es menor al observado con el tampon de fosfatos al mismo pH. La
razon de este menor efecto inhibitorio parece radicar en que la
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14
13
76
59
78

59FeNaEDTA
37

9FeCly
15
11
29
32
39
25

Cuadro No. 10
4

100 o/o
54

100 o/o
58

100 o/o
70

Efecto de pHsobre la absorcion de hierro de diversos compuestos. La absorcion con los distintos
59FeSO

Tampones a pH 7 se toma como 1000/0.

Fosfatos pH 7
Fosfatos pH 5.8
Acetatos pH 7
Acetatos pH 5.8

Tris pH 7
Tris pH 8

captacién por la mucosa no estuvo disminuida, como ocurrié con
el tampon de fosfatos, sino que se encontro elevada. El problema
de absorcion parece, entonces, radicar en la transferencia de mucosa
a torrente sanguineo. Con el FeClg la inhibicion ocurre también en
este paso ya que la captacion mucosa esta elevada en relacion a la
encontrada con el tampon de fosfatos al mismo pH de 5.8. Como se
observo en ocasiones anteriores, el NaFeEDTA se comporto en forma
distinta al FeSO, y, sobre todo, al FeCls. En efecto, tanto la
captacion de la mucosa como la absorcion total aumentaron con el
tampon de acetato a pH 5.8. Esto puede explicarse esencialmente
por el efecto de pH que mantiene el NaFeEDTA mas soluble, pero
en forma quelada. Ain mas, el hierro del NaFeEDTA parece mante-
nerse en forma disponible para entrar al plasma.

Los resultados de estos estudios permiten, ademas, adentrarse
en algunos aspectos dinamicos de la absorcion intestinal de los
compuestos de hierro investigados, dividiendo su absorcion en dos
etapas: 1) Captacion por la mucosa y 2) Transferencia del hierro de
la mucosa al plasma circulante (61). (Fig. 19).

Varios autores (32, 62 y 63) han encontrado que el proceso de
absorcion sigue una curva similar a las de cinética enzimatica cuando
se colocan diferentes dosis de hierro dentro del lumen intestinal; por
otra parte, algunos autores refieren que a bajas dosis de hierro la
captacioén de hierro por la mucosa ocurre por difusion; mientras que,
al aumentar la dosis, la misma sigue también una curva similar a la
de cinética enzimatica. En estos estudios se coloco siempre la misma
cantidad de hierro elemental, pero en diferentes estados de reduccion
y en presencia de diferentes compuestos que lo harian méas o menos
disponible a ser captado por la mucosa intestinal. Se sabe, por
ejemplo, que diversos medios de incubacion cambian el estado fisico-
quimico y que existe una relacion directa entre la biodisponibilidad
del hierro y la solubilidad del mismo, asi como una relacion inversa
entre el tamaiic de la particula de hierro v su biodisponibilidad
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(64 y 65); ademas se ha encontrado que compuestos de hierro que
forman polimeros con peso molecular mayor de 100,000 son pobre-
mente captados por la mucosa (32). En lo que respecta a los
quelantes de hierro se sabe que hay una relacion directa entre el
hierro que es captado por la mucosa y la mayor o menor facilidad
con que el quelante cede su hierro a la transferrina (Figura 20)

(66, 67 y 68).

El analisis de los resultados de esta tesis, en busca de la dinamica
del proceso de absorcion de los diversos compuestos en las diferentes
condiciones de incubacion, se hizo relacionando el promedio de
absorcion de hierro con el promedio del hierro captado por la
mucosa de cada grupo de resultados. Esta relacion se presenta en la
figura 21, la cual muestra una curva parecida a las de cinética enzima-
tica y similar a la reportada por varios autores en asas intestinales de
ratas incubadas con diferentes dosis de hierro elemental (32, 62y 63),
La captacion del hierro por la mucosa aumenta en forma linear en
los estudios que provocaron una absorcion de hierro menor de 2.50/0,
con la ecuacion siguiente:

captacion por la mucosa =-3.3 + 5.7 (absorcion de hierro)
(r=0.70)
Omitiendo los puntos de captaciéon mucosa alta correspondientes al
- FeS0O, incubado con tampon de acetato se obtiene otra relacion
linear para las absorciones mayores de 2.50/0, la cual es caracterizada
por la ecuacion:

captacion por la mucosa = 10.5 4 0.16 (absorcion de hierro)
(r=0.89)

Estas dos lineas se cruzan precisamente en el nivel de absorcion de

2.50/0 y sugieren que para el - FeCl_ la absorci6n es limitada por la

captacion por la mucosa (absorcion siempre menor a 2.50/0). Lo
mismo puede expresarse para la absorcion de - FeSOy4, con tampén
de fosfatos a pH 5.8 y para la absorcion de NaFeEDTA , excepto
cuando este compuesto se incuba con tampén de fosfatos a pH 5.8
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FIGURA 19: Esquema gue representa la teoria de la

absorcién de hierro en dos pasos.
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GURA 20: Mecanismo propuesto para la transferencia del hierro de quelatos de

0 pesc molecular a la apo-transferrina involucrando gl complejo ternario inme-
to protefna-hierro—quelato. El hierro polinuclear debe ser depolimerizado antes
'suunién a la protefna. La Presencia de agentes quelantes en exceso, particu-
mente citrato, lleva a la formacidn (el complejo bis, que reaccions rédpidamente.,
mado de: Spiro, Th. G. y P. Baltman. Polynuclear Complexes of Iron and their
dlogical Implications, en Structure and Bonding, editado por P, Hemmerich et al.
finger-Verlag Berlin Heidelberg New York 1969, Volumen 6, pdgina 149.)
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y con tampon de acetato tanto a pH 7 como a pH 5.8.

En el proceso de absorcion de  FeSO, la mucosa parece
saturarse excepto en el caso previamente indicado (tampon de
fosfatos a pH 5.8). La regulacion de la absorcion del hierro, en estos
casos, se debe probablemente a la velocidad de transferencia del
hierro al plasma. Lo mismo parece ocurrir, aunque en menor grado,
con el hierro del NaFeEDTA incubado con tampones a pH 5.8 y
con tampon de acetato a pH 7. El tampon de acetato parece tener
un efecto adverso sobre el proceso de absorcion del hierro de FeSO,
sobresaturando la mucosa y evitando el paso al plasma. Podria
especularse que el hierro reacciona con el acetato originando un
compuesto de acetato férrico o ferroso, segiin el caso, que dentro de
la mucosa se precipite, impidiendo el paso al torrente sanguineo. Para
aclarar este punto se necesitan estudios adicionales.

Los resultados obtenidos con el NaFeEDTA vy con la adicion de
acido ascorbico también sugieren que ambos compuestos entran ala
mucosa intestinal como quelatos de hierro y que la transferencia del
hierro quelado a los sistemas de transporte plasmatico es facilitada
por dicho estado del mineral (69).

Finalmente, con el objeto de buscar alguna explicacion
adicional a las observaciones hechas, se realizaron pruebas in-vitro
mezclando cada una de las soluciones de los tres distintos
compuestos de hierro estudiados con cada uno de los seis tampones
usados y con acido ascorbico en presencia de tampon Tris a pH 7.
Los componentes se mezclaron en las mismas proporciones usadas
en los experimentos de absorcion. Los resultados que se presentan en
el Cuadro 11 confirman el efecto de los fosfatos que forman polime-
ros de hierro los cuales se manifiestan como precipitados francos o
comoenturbiamientode las soluciones. El mismo efecto se observo
con el tampon de acetato a pH 7, pero no a pH 5.8.

Los pHs resultantes después de combinar la solucion de hierro

* (60,70y 71)
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Preci-
pitado

Todas
claras

Turbi-

dez
sin precipitados

FeNaEDTA

pH
6.8
8.0
6.9
5.8
6.3
5.7
6.7

Preci-
pitado
no

no

N
++
+++
no

no

FeClg
Turbi-
dex.
no
v+
T
no

no

pH
4.4

8.1
6.8
5.6
6.2
5.6

Cuadro No. 11
4.2

FeSO,

Turbi-  Precipi-
dez tado
++ +++
no no

+ no

++ -+ no

+ + no

no no

no no

pH
8.0
6.8
6.0
6.5
5.7
6.6

Prueba in-vitro hecha mezclando cada una de las soluciones de las tres sales de hierro estudiadas
6.5

(FeSO,, FeClg yNaFeEDTA ) con cada una de las soluciones tampén usadas, a la proporcion de 0.2
de solucion de hierro por 0.3 de solucién tampon.; resultados leidos dentro de la siguiente media

hora ala mezcla. (n = 1)

Tris pH 7
Tris pH 8
Fosfatos pH 7
AcetatospH 7
Ascorbato

Acetatos
pH 7

Fosfatos
pH 5.8

pH 5.8

con el tampon, en el caso del Tris y del tampon de acetato. a pH 7,
reflejan la reducida capacidad amortiguadora de estas soluciones
al pH indicado. Sin embargo, estos resultados in-vitro no deben
ser tomados como totalmente extrapolables al medio interior del
asa duodenal, donde existen otros muchos factores amortignadores
tales como proteinas y secreciones con capacidad tampon.

Los hechos observados sobre el comportamiento intestinal
de la sal sodica férrica de EDTA sugieren que este compuesto podria
ser adecuado para la fortificacion de alimentos con hierro, dada la
poca o casi nula inhibicion de la absorcion de su hierro por factores
presentes en la dieta, como fosfatos o acetato. Esta condicion asegura
una buena absorcion del hierro cuando se mezcla con la dieta usual
centroamericana,

Lo anterior ya ha sido observado en los estudios realizados
poi el INCAP en poblaciones guatemaltecas y por Layrisse y Marti-
nez-Torres en Venezuela (20-24), por lo que el presente trabajo da un
apoyo solido a la hipotesis que la absorcion tan estable del hierro de
NaFeEDTA se debe a su proteccion en el intestino de las reacciones
con inhibidores presentes en alimentos vegetales.

Lo anterior, sumado al hecho que el NaFeEDTA en la dieta
aumenta la absorcion del hierro presente en los alimentos (23 y 24),
hace que esta forma de hierro sea ventajosa y superior al FeSO 4 para
propositos de fortificacion de alimentos. Dicha aseveracion es valida
a pesar que el FeSOy solo, sin comida, se absorbe mas que el
NaFeEDTA, ya que en presencia de inhibidores la absorcion del
primero se hace igual o menor a la del segundo compuesto. Ademas,
el FeSO, no tiene un efecto facilitador sobre la absorcion del hierro
de la dieta. E1 NaFeEDTA presenta la ventaja adicional que no
produce alteraciones de sabor, cambio de color y otras que causa el
FeS80, al usarlo para fortificacion de alimentos.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

El método experimental de asa duodenal ligada es adecuado
para estudios de absorcion de hierro en ratas. El procedimien-
to quirargico en si es funcional y las soluciones de prueba pue-
den modificarse segtin los objetivos de cada estudio.

Una camara para mantenimiento del ambiente a temperatura
y humedad controladas es indispensable para lograr una estabi-
lidad del animal anestesiado dentro de sus limites fisiologicos
y para asegurar resultados confiables.

Los patrones de absorcién del hierro no heminico en ratas son,
en lineas generales, similares a los patrones en humanos y pare-
cen reflejar el comportamiento de la mucosa intestinal indepen-
diente de la especie.

De las tres formas de hierro estudiadas en asas aisladas:

a) El sulfato ferroso, solo, fue la forma mejor absorbida en
ausencia de substancias y condiciones interferentes. Este
compuesto de hierro también fue el mas afectado por los
facilitadores e inhibidores de la absorcién del hierro.

b) El cloruro férrico, solo, fue la forma de hierro menos
absorbida por la rata.

¢) La sal sodica férrica de EDTA, sola, fue menos absorhida
que el sulfato ferroso, pero su absorcion fue superior a la
del cloruro férrico en condiciones adversas.




5) El efecto facilitador o inhibidor de diversas substancias sobre
la absorcion de los distintos compuestos de hierro ocurre por
mecanismos distintos segiin las caracteristicas de estas substan-
cias y del compuesto.

6) El écido ascorbico favoreci6 marcadamente la absorcion del
hierro de FeSOy; sobre el FeCl 3 y el NaFeEDTA su efecto
es facilitador de la captacion por la mucosa, pero no de la
absorcion en si.

7) Los fosfatos inhiben la absorcion de hierro cuando éste se
encuentra en forma libre, pero no cuando esta quelado.

8) El acetato inhibe la absorcion del hierro de FeSOy; no afecta la
del FeClg y aumenta la del NaFeEDTA.

'9) La absorcion de hierro de FeSO disminuye a pH 8 y 5.8, en
comparacion a pH 7, con los mismos tampones.

'10) El efecto inhibidor del acetato sobre la absorcion del hierro
ocurre sobre la transferencia de la mucosa al plasma, la cual
parece bloqueada.

11) La absorcion de FeCly, en general, estd limitada por la
captacion de éste por la mucosa intestinal. Lo mismo sucede
con la forma quelada de hierro férrico (NaFeEDTA), excepto en
los casos en que éste se incuba con fosfatos a pH 5.8 o con
acetato a los pHs de 7y 5.8.

12) En el presente estudio, la mucosa se saturé durante el proceso
de absorcion de FeSOy,, excepto en presencia de tampon de
fosfatos a pH 5.8.

13) El comportamiento del NaFeEDTA en asas aisladas es diferente
al del FeSO4 y FeClg, siendo similar al del hierro heminico en
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podria considerarse favorable para

humanos. Esta caracteristica arse 1 :
gramas de fortificacion de alimen-

el uso de NaFeEDTA en pro

tos con hierro.

estudios para encontrar explicaciones a

14) Es necesario hacer mas . : .
ciertos hechos ain no claros en el comportamiento intestinal

del hierro de los diferentes compuestos.

15) El objetivo primordial de este trabajo se cumplio por -cuanto la
sal sodica férrica de EDTA mostro mejor compor'far-mento que
las otras dos formas de hierro en presencia de i]lhlbldC‘)I‘GS dela
absorcion del metal. Este hecho es de suma importancia al con-
siderar al NaFeEDTA parasi uso en fortificacion de alimentos

con hierro.



RECOMENDACIONES

D

2)

3)

4)

3)

6)

Realizar estudios adicionales en esta misma linea con otros
inhibidores de la absorciéon del hierro, como fitatos, acido
tanico, desferrioxamida, etc.

Hacer experimentos similares con ratas anémicas para comparar
los efectos de las substancias inhibidoras y facilitadoras de la
absorcion del hierro en esta situacién y determinar las caracte-
risticas de absorcién y captacion por la mucosa en estados de
deficiencia de hierro.

Usar, en los experimentos de absorcion en ratas, técnicas que
esclarezcan el estado del hierro en el medio intestinal, y de
fraccionamiento a nivel sub-celular, para lograr determinar mas
exactamente el comportamiento intestinal del hierro de los
diferentes compuestos.

Usar una camara para mantenimiento de un ambiente a tempe-
ratura y humedad controladas cuando se trabaje con el método
de asa duodenal aislada o por cualquier otro que requiera
anestesia general por largos periodos de tiempo o incisiones
abdominales amplias.

Realizar investigaciones quimicas y bioquimicas del medio
intestinal y de la mucosa, y experimentos de absorcion, para
esclarecer el verdadero efecto del acetato sobre la absorcion del
hierro.

Hacer estudios usando °?FeNal4 (C)EDTA para especificar

mejor el papel del quelato de EDTA en los procesos de
absorcion de hierro.
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