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Resumen

La ferritina es una proteina que se encuentra en alimentos de origen animal y vegetal. Esta
proteina tiene como funcion almacenar hasta 4.500 atomos de hierro en su interior como reserva.
Se ha postulado que la ferritina tiene una via de absorcion intestinal propia. Sin embargo, en un
estudio previo se demostro que el hierro ferritinico competia por la via de absorcion de Fe no-
heminico (Fe no-Hem) cuando era administrada en capsulas de liberacion gastrica. Objetivo:
Determinar si el hierro ferritinico de origen animal compite por la via de absorcién del Fe no-
Hem cuando es liberado a nivel duodenal. Sujetos y métodos: 30 mujeres, sanas de entre 35 a 45
afios de edad, participaron en 2 protocolos de absorcion. En el protocolo A se hizo competir 0,5
mg de Fe como ferritina marcada intrinsicamente con **Fe 6 YFe, con 0; 4,5; 9,5 y 49,5 mg de
Fe como FeSO,. Los compuestos fueron administrados en capsulas de liberacidn entérica. Por
otra parte, es sabido que al &cido ascérbico (AA) es un fuerte favorecedor de la absorcion de Fe
no-Hem, por tanto en el protocolo B se probo si el AA mejoraba la absorcion del Fe ferritinico
(relacion molar AA:Fe, 4:1). Estos compuestos fueron ingeridos tanto en capsulas de liberacién
gastrica como entérica. En ambos protocolos, los dias 1, 2, 14 y 15 fueron administrados los
compuestos marcados con isétopos de Fe y en los dias 14 y 28 se midié la radiactividad
circulante para determinar la biodisponibilidad de hierro. Se establecié el estado de nutricion de
hierro de los sujetos por mediciones de hemoglobina, VCM, Zn-protoporfirina, saturacion de
transferrina y ferritina sérica. Resultados: ElI promedio geométrico de biodisponibilidad del
hierro ferritinico del protocolo A fue de 26,3; 22,1; 14,3 y 9,6% para dosis de competencia con
Fe no-Hem de 0; 4,5; 9,5 y 49,5 mg respectivamente (ANDEVA para muestras repetidas,
p<0,05). En el protocolo B, el promedio geométrico de biodisponibilidad de hierro ferritinico
solo liberado gastricamente fue de 38,8% y al ser administrado junto con &cido ascorbico, el
valor fue de 31,2% (tpar de Student, N.S.). La ferritina liberada entéricamente, present6
promedios geométricos de 32,5% cuando se ingirié sola y 43,3% cuando se administr6 junto a
acido ascorbico (tpar de Student, p<0,03).

Conclusidn: Los resultados de estos estudios sugieren que el hierro ferritinico es liberado a nivel
duodenal, pasa a formar parte del pool comin de hierro no heminico, y por tanto estaria
compitiendo por los transportadores del Fe no-Hem ubicados en el enterocito. Esto indicaria que

el hierro ferritinico se absorberia por la via del Fe no-Hem.



Summary

Ferritin is a protein found in foods of animal and vegetal origin. This storage protein can store up
to 4.500 atoms of iron (Fe). It has been postulated that ferritin has its own intestinal absorption
pathway. Nevertheless, a previous study has shown that the Fe in ferritin competes for the
absorption pathway of non-hem Fe when provided in a gastric liberation capsule. Purpose: To
determine whether the Fe in ferritin competes for the absorption pathway of non-hem Fe when it
is liberated at the duodenal level. Subjects and methods: 30 healthy women between 35 and 45
years of age participated in two absorption protocols. In protocol A, 0.5 mg of Fe as ferritin
intrinsically labeled with either **Fe or *°Fe, are administered along with either 0, 4.5, 9.5 or 49.5
mg of Fe as FeSO,. Both compounds were provided as enteric liberation capsules. Given that it
is known that ascorbic acid (AA) strongly promotes the absorption of non-hem iron, protocol B
tested whether AA improved the absorption of the iron in ferritin (molar ratio AA:Fe, 4:1).
Compounds were ingested as capsules of both gastric and enteric liberation. Compounds labeled
with the isotopes of Fe were administrated in days 1, 2, 14 and 15 of the study and in days 14
and 28 the circulating radioactivity was measured in order to determine Fe bioavailability. The
Fe nutrition status of the subjects was assessed by measuring hemoglobin, VCM, Zn-
protoporphyrin, transferrin saturation and serum ferritin. Results: The geometric mean of Fe in
ferritin bioavailability when administered along with 0, 4.5, 9.5 and 49.5 mg of FeSO, was
26.3%, 22.1%, 14.3%, and 9.6%, respectively (protocol A) (repeated measures ANOVA,
p<0.05). In protocol B, the geometric mean of Fe bioavailability of ferritin liberated alone
gastrically was 38.8% compared to 31.2% when it was administrated with AA (paired t-Student,
N.S.). On the other hand, the geometric mean of Fe bioavailability from ferritin enterically
liberated was 32.5% when it was ingested alone and 43.3% when it was administrated together
with the ascorbic acid (paired t-Student, p<0.03).

Conclusion: The results of this study suggest that the Fe in ferritin is liberated at the duodenal
level, thus forming part of the common pool of non-hem Fe and competing for the non-hem Fe
transporters located in the enterocyte. This indicates that the Fe in ferritin could be absorbed by

non-hem iron absorption pathway.



Introduccion

El hierro es un mineral indispensable para la vida y participa en procesos biologicos esenciales
para un organismo vivo. La ferritina es una proteina que almacena hasta aproximadamente 4.500
atomos de hierro en su interior. Tiene como funcion estabilizar y el almacenar el hierro en los
organismos vivos. En los mamiferos, los principales 6rganos de reserva de hierro son el higado,
bazo y médula ésea. El hierro ferritinico representa una forma altamente biodisponible para el
ser humano y una nueva fuente alternativa de hierro dietario con enorme potencial para la

contribucion a la nutricion humana.

En la literatura existe poca informacidn acerca de la absorcion del hierro ferritinico. No existen
investigaciones que permitan establecer si la ferritina tiene una via propia de absorcién, o bien si
comparte la via de absorcion del hierro no heminico. Tampoco se conoce si existen interacciones
entre ferritina y otros componentes de la dieta, como son el acido ascorbico, fitatos, proteinas,
como tampoco con otros minerales como por ejemplo el calcio. Los resultados de estos estudios

resultan ser controversiales, principalmente debido a la diversidad de los disefios.

Este trabajo tiene por objeto generar nuevos antecedentes que ayuden a resolver la incognita de

si la ferritina tiene una via de absorcién propia a nivel intestinal.

Basados en estudios celulares, en donde se observd que la ferritina ingresaba completa al
enterocito, hipotetizamos que el hierro ferritinico tiene una via de absorcién alternativa a la via

del hierro heminico y hierro no heminico.

Como metodologia, se planificaron protocolos de absorcién en humanos que incluyen la

marcacion intrinseca de ferritina con *°Fe y *Fe.
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La malnutricidn continda siendo hasta el dia de hoy un importante problema de salud publica a
nivel mundial y particularmente mas relevante en el Sur de Asia y Africa (Schofield y Ashworth,
1996).

Las dietas en las poblaciones son frecuentemente deficientes en macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y grasas), llevandonos a una malnutricion proteico-energética y en micronutrientes
(electrolitos, vitaminas y minerales), llevandonos a deficiencias especificas de micronutrientes o,
peor aun, en ambas (Millward y Jackson, 2004). Por otra parte, la malnutricién aumenta la
severidad y susceptibilidad a infecciones, de esta manera es un componente importante dentro de
las enfermedades y también del riesgo de morir por éstas (Black, 2003). En consecuencia, la
malnutricion es el factor de riesgo mas importante para la aparicion de brotes de enfermedades
en paises en desarrollo (Muller y Krawinkel, 2005).

Dentro del concepto de malnutricion, se encuentran las deficiencias de micronutrientes. Estas
deficiencias se han convertido durante los Gltimos afios, en un importante problema de salud
publica, comparativamente con la deficiencia de macronutrientes (Ferraz et al., 2005; Darnton-
Hill et al., 2005). Dentro de ellas, destacan la deficiencia de hierro, yodo, vitamina A y zinc
(Diaz et al., 2003).

Las deficiencias de micronutrientes afectan por lo menos a 2 billones de personas a nivel
mundial (Muller y Krawinkel, 2005). Esto, ha llamado la atencion de las autoridades de salud y
de los profesionales a nivel mundial. Estudios internacionales acerca de la deficiencia de
elementos traza, han evidenciado la gran ocurrencia de la deficiencia de hierro (Ferraz et al.,
2005).

La deficiencia de hierro es la carencia alimentaria mas prevalente en el mundo (Vasquez, 2003;

WHO, 2007). Afecta a mas personas que cualquier otra condicion, constituyéndose asi como una



epidemia, en términos de salud pudblica (WHO, 2007). Aproximadamente 1,2 billones de
personas en el mundo se ven afectados por esta deficiencia. Su prevalencia es particularmente
elevada en paises en desarrollo (Africa, Asia, Sudamérica) (Grosbois et al., 2005), pero ademas
es la Unica deficiencia nutricional que también es significativamente prevalente en paises
industrializados (WHO, 2007; Grosbois et al., 2005). En Jap6n, por ejemplo, alrededor del 15%
de los donantes de sangre son rechazados a causa de la deficiencia de hierro y se estima que el
déficit de hierro en mujeres jovenes llega a valores tan altos como el 25% (Theil, 2004). En
Estados Unidos, aproximadamente el 75% de las mujeres entre 18 y 22 afios, reportan una
ingesta baja de hierro (Ramakrishnan et al., 2002) y una ingesta dietaria de hierro por debajo del
nivel 6ptimo ocurre en el 90% de las embarazadas Americanas (Swensen et al., 2001). Se estima

gue afecta a mas de 100 millones de personas en Latinoamérica (Mufioz y Molina, 2005).

Las causas de la deficiencia de hierro son relativamente variadas, en algunos casos es el
resultado de pérdidas de sangre por parasitosis intestinales, también se produce por
enfermedades como la malaria o por deficiencia de vitamina A (Suharno y Muhilal, 1996). Sin
embargo, la causa mas comln de la deficiencia de hierro es el bajo aporte de hierro
biodisponible en la dieta habitual debido a la presencia de inhibidores que le impiden al
organismo absorber las cantidades necesarias de este mineral, y esto ocurre a pesar de que los
alimentos aportan niveles varias veces superiores a sus requerimientos. Si todo el hierro ingerido
se absorbiera, no se presentaria la deficiencia. Sin embargo, ain cuando existen las mejores
condiciones para su absorcion, como es el caso de sujetos deficientes que ingieren una dieta con
hierro altamente biodisponible, solamente el 30% de este se absorbe; en la mayoria de los casos

los porcentajes de absorcion son mucho menores (Cook, 1990).

Los lactantes, mujeres en edad fértil y gestantes, son los grupos méas vulnerables de desarrollar

deficiencia de hierro (Dallman et al., 1980).

La manifestacion mas comun de la deficiencia de hierro es la anemia, y esta ocurre cuando los
niveles del micronutriente son tan bajos que la concentracion de hemoglobina cae por debajo de
los valores de corte especificos para la edad y sexo (Dallman et al., 1980; Cook et al., 1994). Es
impresionante revisar los siguientes datos poblacionales: alrededor de 2 billones de personas y

més del 30% de la poblacion mundial, son anémicos y la mayoria de ellos es debido a la



deficiencia de hierro (WHO, 2007; y WHO, 2004). Cerca del 46% de los nifios entre 5 y 14 afios
padecen anemia y la mayoria de ellos viven en paises en vias de desarrollo. En Estados Unidos,
el 3% de los preescolares y el 2 a 5% de las adolescentes, presentan anemia por deficiencia de
hierro. A nivel mundial, el 48% de las embarazadas estan afectadas, y esta cifra aumenta si nos
enfocamos al Tercer Mundo, con un 56% de mujeres gestantes que padecen esta enfermedad
(Mufioz y Molina, 2005); es importante tomar en cuenta estas cifras, ya que la anemia, por
ejemplo en nifios, se asocia con retardo en el crecimiento y en el desarrollo del sistema nervioso
central, y en los adultos produce fatiga y disminucion de la productividad laboral, entre muchos

otros sintomas (Roncagliolo et al., 1998).

La deficiencia de hierro, con o sin anemia, tiene importantes consecuencias en la salud humana y
en el desarrollo de los nifios: durante los primeros afios de vida, afecta el desarrollo cognitivo de
los individuos retrasandolo o dafiandolo y en la edad adulta, disminuye la capacidad productiva
y de trabajo fisico, lo que produce un impacto econdmico negativo en los paises que estan mas
afectados por esta condicion (Darnton-Hill et al., 2005). En las mujeres embarazadas se ha
asociado la deficiencia de este mineral con el aumento en los riesgos de muerte materna durante
el parto y en el puerperio, ademas, los hijos de madres deficientes en hierro tienen mayor riesgo
de nacer con un bajo peso, lo cual condiciona el desarrollo de enfermedades cronicas asociadas a
la nutricion (Singh et al., 2004). Estos datos son relevantes, si se tiene en cuenta el inmenso

numero de personas afectadas por esta condicion (Darnton-Hill y Coyne, 1998).

El Hierro

El hierro es un mineral esencial para la vida. Es el tercer metal mas abundante en la corteza
terrestre y se encuentra en dos estados redox: Fe™ (ferroso) y Fe*® (férrico). Este mineral
participa en mdltiples procesos: sirve como cofactor de muchas enzimas, hemoproteinas y
proteinas no hem que cumplen diferentes funciones bioldgicas cruciales, tales como: sintesis de
DNA, sintesis de RNA, transporte de oxigeno (hemoglobina), metabolismo del oxigeno
(hemoxidasas, peroxidasas, catalasas e hidroxilasas), transporte de electrones (citocromos) y en
el ciclo de Krebs (Olivares, 1995).



Puede considerarse que el hierro, dentro del organismo se encuentra formando tres
compartimentos (Cuadro 1), uno funcional formado por numerosas proteinas, entre las que se
incluyen la hemoglobina, mioglobina y las enzimas que requieren hierro como cofactor o como
grupo prostético, ya sea en forma iénica 0 como grupo hem, otro compartimento de transporte
constituido por la transferrina y un compartimiento de depoésito (reservas corporales de este

metal), constituido por la ferritina y la hemosiderina (Forrelat et al., 2000).

Cuadro 1: Distribucién del hierro en el hombre

Distribucion de hierro en el hombre

. . Concentracién (mg Fe/kg)
Tipo de hierro hombres mujeres
Hierro funcional Hemoglobina 31 28
Mioglobma 4
. . . 75%
«hierro en trabajo» Enzimas hem 1 1
Enzimas no-hem 1 1
Trasporte de hierro Transtferrina <1 (0.2) <1 (0.2)
Depésito de Hierro Ferritin.a . 8 504
Hemosiderina
Total 50 40

En los sujetos humanos normales, la cantidad aproximada de hierro total es de 4 a 5 g para los
hombres y de 3,5 a 4 g en la mujer distribuidos en: la hemoglobina (Hb) (~2,5 g), las reservas,
principalmente hepéticas (~1 g) y en la mioglobina y otras enzimas que son dependientes del
metal (~0,3 g) (Conrad y Umbreit, 2002). En términos porcentuales, cerca del 70% del contenido
total de hierro se encuentra como hemoglobina, proteina que transporta oxigeno en los eritrocitos
y otro 10% est4d como mioglobina. Un 10 a 20% del hierro corporal se encuentra almacenado
como ferritina y hemosiderina, y el remanente, menos del 1% como componente de diversas

enzimas que participan en la produccién oxidativa de energia celular, sintesis de



neurotransmisores y ADN (Bertram, 1994; Forrelat et al., 2000). Los principales 6rganos de
almacenamiento de hierro en el organismo son el higado, bazo y médula 6sea (Case et al., 1997).

Diariamente, un adulto sano pierde alrededor del 0,025% de su hierro total (equivalente a 1 mg),
el cual debe ser reemplazado desde la dieta. Estas pérdidas son producidas principalmente por la
descamacion de las células epiteliales del tracto gastrointestinal y por el micro sangrado
fisioldgico intestinal, menos importantes son las pérdidas que ocurren por descamacion de piel y
fanerios, sudoracién o eliminacion urinaria; en el caso de las mujeres las pérdidas aumentan
debido al sangrado menstrual. Los requerimientos en el ser humano son muy bajos, diariamente

se requieren absorber 1-2 mg desde la dieta (Conrad y Umbreit, 2002).

El hierro dietario se divide en dos tipos de acuerdo a su forma quimica: el hierro heminico (Fe-
Hem), el cual es absorbido como complejo porfirina estable sin ser afectado por otros
componentes de los alimentos (Theil, 2004). El Fe-Hem tiene una alta absorcion, la que alcanza
hasta un 20-25%, y aunque representa como maximo el 10% del hierro dietario, puede proveer
hasta un tercio del total de hierro absorbido (Bjorn-Rasmussen et al., 1974), y ademas es mas
biodisponible que el hierro no heminico (Fe no-Hem), este Gltimo constituye el 90% del hierro
de la dieta y es considerado como hierro “libre” o bien, formando parte de un complejo débil,
con una menor biodisponibilidad y estabilidad que el anterior. Algunos componentes de la dieta,
como los fitatos y taninos pueden atrapar hierro desde los complejos débiles presentes en otros
alimentos durante la digestion, alterando asi la biodisponibilidad del hierro de esos alimentos
(Hallberg et al., 1987).

Por su caracteristica quimica de encontrarse “libre”, el Fe no-Hem en el medio intestinal es
ligado por factores dietarios que afectan su absorcion. Entre los favorecedores de la absorcion
del Fe no-Hem estan las proteinas de la carne, alimentos fermentados (Layrisse et al., 1984) y al
acido ascorbico (Stekel et al., 1985), el cual posee el efecto méas notable. Este Gltimo ejerce su
accion formando complejos solubles con el hierro y evitando la precipitacion y polimerizacion
del hierro. El &cido ascérbico es capaz de reducir el hierro desde su forma férrica a ferrosa la
cual es més absorbible a valores de pH por encima de 3, el que es propio de intestino delgado. El
efecto del &cido ascérbico persiste incluso en presencia de inhibidores (Hallberg et al., 1987).

Esta vitamina en relaciones molares con hierro superiores a 1:1, es capaz de duplicar la

10



absorciéon del Fe no-Hem de la dieta (Sayers et al., 1973). Por el contrario, como factores
inhibidores de la absorcion de hierro se encuentran los fitatos y fibra, presentes en los vegetales,
fundamentalmente en trigo entero, arroz, maiz, proteina de soya, nueces, legumbres (Hallberg et
al., 1987), también encontramos a los polifenoles (Pizarro et al., 2005) y a la caseina (Hurrel et
al., 1989). Ademas de estos factores inhibidores se encuentran: calcio, carbonatos, oxalatos,
fosfatos, el salvado y la yema de huevo. Los polifenoles, corresponden a los inhibidores con
efecto mas potente, en especial los taninos, presentes en el té, café y algunos alimentos vegetales

(legumbres, espinacas, cereales) (Pizarro et al., 1994; Disler et al., 1975).

En contraposicidn, la absorcion del Fe-Hem es poco afectada por factores intraluminales y de la
dieta, entre los cuales se ha descrito que el calcio disminuye su absorcion y las proteinas la

favorecen (Layrisse y Martinez-Torres, 1972).

El Fe-Hem se halla en las carnes y la sangre, pero también existe un contenido muy bajo de Fe-
Hem en las semillas de algunas plantas, asociado a los anillos tetrapirrélicos de la clorofila, el
sirohemo, la fitocromobilina e incluso al grupo Hem (Santana et al., 1998). El Fe no-Hem se

encuentra presente en sales de hierro y en los alimentos vegetales (Pizarro et al., 2005).

El metabolismo del hierro esta regulado principalmente a través de su absorcion. Esta, se lleva a
cabo en el duodeno proximal (Flanagan, 1989), ya que en las porciones del duodeno mas
avanzadas, en donde existe pH basico debido a que las células pancreaticas secretan bicarbonato,
el hierro tiende a formar precipitados con otros componentes de la dieta, disminuyendo su
solubilidad, con lo cual se hace mas dificil su absorcion (Finch y Huebers, 1988). No existe
absorcion de hierro en la boca, es6fago o estdmago. El enterocito regula la absorcién de hierro
segun las necesidades del organismo: altos niveles corporales de hierro bloquean su absorcion y
bajos niveles la incrementan (Flanagan, 1989). Ademés de esto, la absorcion de hierro es
controlada por factores intraluminales, de la mucosa intestinal y sistémicos. Los factores
intraluminales reguladores mas importantes son la forma quimica del hierro y la presencia de
factores favorecedores o inhibidores. Los factores que intervienen en la absorcion de hierro a
nivel de la mucosa intestinal son: la extension de la superficie y motilidad intestinal, y entre los
factores sistémicos se incluyen el estado de los depoésitos de hierro, la velocidad de la

eritropoyesis y la hipoxia (Cook, 1990).
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Existe un reciclaje de hierro al interior del organismo. La mayor parte de las necesidades de
hierro del organismo son suplidas por la reutilizacion del hierro proveniente de la destruccion de
los glébulos rojos senescentes. Este proceso se lleva a cabo gracias a que los eritrocitos
senescentes son fagocitados por los macréfagos, y el hierro, producto del catabolismo de la
hemoglobina, en el sistema reticuloendotelial, se une en el plasma a la proteina transportadora
de hierro transferrina, que corresponde a la misma proteina exportadora de hierro expresada en
el enterocito del duodeno. Luego, ya en el plasma, el hierro es transportado a la médula 6sea

donde se incorpora a las nuevas células rojas (Fleming y Bacon, 2005).

Los estudios radioisotopicos han demostrado que el hierro de los alimentos vegetales es
pobremente absorbido, no ocurriendo asi con los alimentos de origen animal. Esto se debe a que
el Fe-Hemy el Fe no-Hem presentes en la dieta, tienen un comportamiento diferente al momento
de ser absorbidas por el intestino. Se describe que el enterocito diferencia quimicamente a los
dos tipos de hierro, para su absorcion (Fe-Hem y Fe no-Hem) (Pizarro et al., 2005; Layrisse y
Martinez-Torres, 1972).

El Fe no-Hem, en el estdbmago, es liberado de la dieta por accion del HCI que no sélo ayuda a
hidrolizar las proteinas sino que solubiliza el hierro reduciéndolo del estado férrico (Fe**) al
ferroso (Fe*?). La accion combinada del jugo gastrico y la pepsina, libera aproximadamente el
50% del hierro de la dieta y ademas efectla la reduccion de un tercio de la cantidad de los iones
férricos (Derman et al., 1982). Ya en el lumen intestinal, se encuentra principalmente en su
estado férrico el cual es pobremente biodisponible (Miret et al., 2003). Este es reducido desde el
estado férrico al ferroso en el borde en cepillo del enterocito mediante una reductasa férrica
duodenal (Dcytb) (McKie et al., 2001). Luego, el estado ferroso del hierro es transportado a
través de la membrana plasmatica del enterocito mediante un transportador de metales divalentes
(DMT1) al interior de la célula. Este hierro absorbido puede ser almacenado intracelularmente
como ferritina (Gunshin et al., 1997) o transportado desde el citosol hasta la circulacion a través
de la membrana basolateral mediante la ferroportina; este proceso es facilitado por la hefestina,
que corresponde a una enzima que oxida el Fe*?y lo deja como Fe*®. Luego, este Fe** se une a la

transferrina, proteina sérica transportadora de Fe*, y de esta manera, como el complejo
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transferrina-Fe**, se moviliza por la circulacion hacia sitios en donde sera usado o almacenado

(Donovan et al., 2000), por ejemplo, en forma de ferritina (Vulpe et al., 1999).

Como podemos ver, la via metabolica de absorcion de hierro elemental o Fe no-Hem esta
descrita en detalle, sin embargo, los componentes involucrados en la captura e internalizacion

del Fe-Hem son aun materia de estudio (Philpott, 2002).

En cuanto a la absorcion de Fe-Hem, en la década de los 50° era ampliamente aceptado que el
hierro que se ubica en el centro del anillo protoporfirinico no estaba disponible para la absorcién.
Utilizando hemoglobina marcada intrinsecamente con **Fe obtenida de conejos, se demostré que
el hierro proveniente de esta fuente era incorporado en los eritrocitos 14 dias después de su
ingesta y, por lo tanto, era absorbible (Callender et al., 1957). Posteriormente se determind que
el Fe-Hem se absorbe por una via alternativa a la del Fe no-Hem, que la captura e internalizacién
del Fe-Hem ocurre como molécula completa, que su absorcion esta modulada por el nivel de
hierro corporal, al igual que la absorcion de Fe no-Hem (Hallberg y Sélell, 1967), y que la
transferencia del hierro a la circulacion es competitiva entre el hierro de la dieta proveniente del
Hem y el proveniente de Fe no-Hem (Uzel y Conrad, 1998). Recientemente se ha descrito que
el Hem es incorporado al enterocito por un mecanismo de endocitosis mediada por receptores
(Arredondo et al., 2007) y que la absorcion del Hem es saturable (Pizarro et al., 2003). Se sabe
que el anillo metalico porfirinico es separado de la globina en el lumen intestinal, y ahi es
transportado a través de la membrana de borde en cepillo como Hem al enterocito (Miret et al.,
2003), y una vez en su interior es separado por la Hem-oxigenasa en bilirrubina y Fe*? (Raffin et
al., 1974), el cual pasara a formar parte del pool comdn de hierro de bajo peso molecular del
enterocito y, desde este punto, sigue el mismo camino que el Fe no-Hem y es encontrado en la

sangre en la forma de hierro ligado a transferrina (Weintraub et al., 1968).

Se ha postulado también una via de absorcion para el Fe no-Hem (Fe™) a través de la membrana
apical del enterocito, la cual involucraria a dos proteinas: una de la familia de las B integrinas y
otra conocida como mobilferrina, sin embargo, actualmente no existe consenso sobre la

participacion de esta via en la homeostasis del hierro (Conrad et al., 2000).
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Se especula que existe otra via de absorcion distinta a la del Fe-Hem y Fe no-Hem: la via de
absorcién de la ferritina. Se han realizado diferentes estudios obteniendo resultados bastante
controversiales, que crean grandes expectativas para continuar con la investigacién de esta
proteina !(Theil, 2006).

La Ferritina

La ferritina es una proteina cuya funcién es almacenar grandes cantidades de hierro en su
interior, en una forma biodisponible. Ella esta presente en la mayoria de los diferentes tipos de

células, es decir, desde las bacterias hasta los humanos (Theil, 2004).

La ferritina es una proteina de gran tamafio (12 nm de diametro y 480.000 Da), constituida por
24 subunidades que forman una cubierta esférica, alrededor de un conglomerado de hasta 4.500
atomos de hierro insertos en una gran cavidad de 256 nm®. La mayoria del hierro dentro de la
ferritina corresponde a Fe™, pero este no est& unido a la molécula de ferritina como tal, sino que
lo hace a través de uniones minerales s6lidas entre atomos de oxigeno y 4tomos de Fe*® (Theil,
2003; Rohrer et al., 1987; Theil, 2004). En mamiferos, la vida media de ferritina es de 48 a 96
horas, siendo degradada por un proceso de autofagocitosis y destinacion del autofagosoma a
lisosomas. Una vez en el lisosoma, la proteina es degradada y el hierro que contenia, es
transportado al citosol para ser utilizado por la célula o almacenado como ferritina de neosintesis
(Aisen, 1988).

Existen dos tipos de ferritina, la ferritina de origen animal, que corresponde a una proteina
principalmente citoplasmatica dentro de la célula (Levi et al., 2001), y la ferritina de origen
vegetal, presente en las plantas, que se encuentra usualmente en los plastidios dentro de la célula
(cloroplastos en las hojas, amiloplastos en tubérculos y semillas) (Seckback, 1982). Las semillas
de plantas son particularmente ricas en ferritina, pues almacenan el hierro necesario para las

primeras etapas de la germinacion (Aisen, 1988; Theil, 2003).

Hay muy poca evidencia de la utilizacion de ferritina como fuente nutricional de hierro (Layrisse

et al., 1975), sin embargo, la posibilidad de utilizar alimentos ricos en ferritina como fuente

YTHEIL, E. 2006. [comunicacion personal]. U. Chile, Facultad de Ciencias.
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dietaria de hierro es atractiva por su cualidad de alimento natural, es por esto que se hacen
necesarios estudios basicos para entender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen

a la absorcion de este tipo de hierro (Lucca et al., 2002).
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1.

Hipotesis

El porcentaje de absorcion de la dosis basal de hierro ferritinico no se modificard con las

dosis crecientes de sulfato ferroso si el hierro ferritinico se absorbe por una via propia.
El acido ascorbico tendra un efecto favorecedor de la absorcion de hierro ferritinico a nivel

gastrico debido a que una fraccion de la ferritina serd digerida liberando el hierro a nivel

gastrico.

El &cido ascérbico no tendrd un efecto favorecedor de la absorcion de hierro ferritinico a
nivel intestinal debido a que la ferritina tiene una via alternativa de absorcién diferente a la del

Fe no-hem.

Objetivo General

Medir la biodisponibilidad de la ferritina de origen animal en humanos.

Objetivos Especificos

Evaluar la competencia entre el hierro ferritinico y dosis crecientes de sulfato ferroso

administrados simultdneamente en capsulas de liberacion entérica.
Evaluar el efecto del &cido ascorbico sobre la biodisponibilidad del hierro ferritinico

administrado tanto para ser liberado géstricamente (capsulas de gelatina), como entéricamente

(cépsulas recubiertas).
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Materiales y Métodos

Analisis estadistico

Muestra: las causas de las variabilidades fisiologicas y variacion dia a dia que presenta la
absorcién de hierro, en un mismo individuo (intra-sujeto), no han sido plenamente identificadas,
pero presumiblemente se asocian con cambios en la motilidad gastrointestinal y las secreciones
gastrica, pancreatica o biliar (Layrisse y Martinez-Torres, 1972); sin embargo, es adecuado
realizar protocolos de absorcion de hierro, incluyendo grupos de entre 12 y 13 sujetos con un
minimo de 8 por protocolo de absorcion (Cook y Lipschild, 1977), por otra parte, en un modelo
de mediciones repetidas (ANDEVA), 13 sujetos son suficientes para determinar diferencias de
+1 desviacion estandar (DS) de la misma variable, con un error oo = 0,05 y un poder = 90%.
Basado en lo anterior, se decidi6 trabajar con 15 sujetos teniendo en cuenta las posibles pérdidas
durante el protocolo experimental, ya sea por rechazo a la ingesta, o efectos laterales no

deseados después de la ingesta.

Analisis: las comparaciones estadisticas se realizaron intra grupo en donde cada sujeto fue su
propio control. Se realiz6 estadistica descriptiva a cada una de las variables y se describieron
como promedio y desviacion estandar (DS); dado que los valores de ferritina sérica y
biodisponibilidad de hierro presentan una distribucion asimétrica en la poblacion normal, estas
fueron transformadas a sus logaritmos naturales antes de realizar las comparaciones para
demostrar la hipétesis y posteriormente se retransformaron estos resultados mediante el uso del
antilogaritmo, con el fin de reportarlos como promedios geométricos y rangos de +1 DS en las
unidades originales. Se realizaron las pruebas de t pareado de Student y ANDEVA de medidas
repetidas para determinar las diferencias en la biodisponibilidad de hierro entre los distintos

tratamientos y se utilizé como prueba post hoc la prueba de Scheffé.
Sujetos experimentales
Se seleccionaron 15 mujeres en edad fértil (entre 35 a 45 afios) para cada protocolo de

absorcién, las cuales estaban aparentemente sanas, no presentaron patologias del tracto

gastrointestinal y no consumieron farmacos ni suplementos de minerales o multivitaminicos
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durante los 6 meses anteriores, ni durante el estudio. Dado que se utilizaron is6topos
radioactivos, sélo se permitio la participacion a mujeres que usaban un método anticonceptivo
(dispositivo intrauterino, anticonceptivos orales, ligadura de trompas) y previo a los protocolos
de biodisponibilidad de hierro se les realizd una prueba de embarazo (hCG Combo Cassette for
urine, serum and plasma, inmunoensayo cromatogréfico, sensibilidad del test: 25 mIU hCG/mL
orina), en donde la muestra correspondi6 a tres gotas de orina de primera miccion. Todas las
participantes asistieron a una reunion informativa en la cual se les explicd, en lenguaje simple y
en detalle, exactamente en qué consistia el estudio al cual se iban a someter y las precauciones
gue debian tomar para obtener un resultado satisfactorio. Luego de aclaradas sus dudas,

procedieron a firmar un consentimiento aprobado por el Comité de Etica del INTA (Anexo 1).

Protocolo experimental

Las mujeres seleccionadas asistieron a las 8:00 de la mafiana al Laboratorio de Micronutrientes
del INTA los dias 1, 2, 14, 15 y 28 del protocolo, luego de un ayuno de 8 horas. En el dia 1, se
obtuvieron los pesos (bascula de plataforma marca SECA con una precision de 50 g) y las tallas
(tallimetro metalico de pared con una precision de 0,1 cm) de cada uno de los sujetos, con el fin
de calcular su volemia utilizando la tabla de Tulane (Nadler et al., 1962). Posteriormente, con

los sujetos en ayunas, se realizaron dos protocolos de biodisponibilidad de hierro.
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Protocolo 1: Competencia entre hierro ferritinico y Fe no heminico como FeSO, a nivel entérico

Dia 1: cada una de las participantes ingirié 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con 1

uCi de *Fe.

Dia 2: cada una de las participantes ingirio 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con 3

Dia 14:

Dia 15:

uCi de *°Fe méas 4,5 mg de Fe como FeSO, no marcado.

se tom6 una muestra de 30 ml de sangre después del ayuno nocturno de 8 horas para la

determinacion del estado nutricional de hierro de los sujetos y para la determinacion de

la biodisponibilidad. Luego, cada una de las participantes ingiri6 0,5 mg de Fe elemental

como ferritina marcada con 1 uCi de **Fe mas 9,5 mg de Fe como FeSO,no marcado.

cada una de las participantes ingirié 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con

3 uCi de *°Fe més 49,5 mg de Fe como FeSO, no marcado.

Dia 28: Se realiz6 una toma de muestra de 20 ml de sangre, post ayuno nocturno de 8 horas, para

la determinacion de la biodisponibilidad de hierro. Se instruyé a las participantes para

que se abstuvieran de consumir cualquier tipo de alimento dentro de las 4 horas

posteriores a la ingesta de las soluciones (la figura 1 esquematiza el protocolo

experimental realizado).

Competencia entre Fe-Fn y FeSO, a
nivel entérico

30 mL
=

Dia 1 Dia 2 Dia 14 Dia 15

Dia 28
\;0 mL

0,5 mg 0,5 mg Fe- 0,5 mg Fe- 0,5 mg Fe-
Fe-Fn 1 Fn 3 uCi Fn 1 uCi Fn 3 uCi
uCi 5°Fe SSFe + 4,5 S9Fe + 9,5 55Fe + 49,5 .
mg Fe mg Fe mg Fe Eakins y Brown
(FesO,) (FesO,) (FesO,)
e

Contador de Centellen
linuido

Figura 1: protocolo experimental 1. Se muestra la composicion de cada una de las capsulas

administradas.
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Los dias 1y 14 se utilizaron capsulas con compuestos marcados con *Fe y los dias 2 y 15 se

utilizaron capsulas con compuestos marcados con *°Fe.

Tanto la ferritina como el FeSO, fueron entregados en cépsulas de liberacion entérica, ya que
fueron recubiertas el dia anterior a la ingesta con un componente resistente a la digestion gastrica
(Eudragit L30 D55; R6hm GmbH, Darmstadt, Germany). La cubierta entérica fue preparada
siguiendo el protocolo que aparece en el Anexo 2 (Protocolo recubrimiento entérico). La
ferritina utilizada cumplia con estandares altos de calidad (ferritina de bazo de equino,
CALZYME Laboratories, INC. EEUU) cuyas especificaciones técnicas mas relevantes son:
proteina: 80 mg/ml, estable a 4°C, contenido de Fe: 30%, pureza: > 90%. Esta, fue marcada
intrinsecamente con **Fe 6 **Fe siguiendo el protocolo presentado en el Anexo 3 (Protocolo
carga de ferritina con is6topos de hierro). Se utilizaron los is6topos de hierro *Fe y *Fe como
trazadores de la absorcion de hierro (NEN, Life Science Products, Inc., Boston, MA). Las dosis
de is6topos administradas fueron autorizadas por la Comision Chilena de Energia Nuclear
(CCHEN).

Protocolo 2: Efecto del acido ascérbico sobre la biodisponibilidad del hierro ferritinico

Dia 1: cada una de las participantes ingirié 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con 1
uCi de *Fe.

Dia 2: cada una de las participantes ingirié 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con 3
uCi de *°Fe més 4cido ascorbico en relacion molar AA: Fe de 4:1. Tanto el dia 1 como el
dia 2 los compuestos fueron entregados en capsulas de liberacion gastrica.

Dia 14: Se tom6 una muestra de 30 ml de sangre después del ayuno nocturno de 8 horas para la
determinacion del estado nutricional de hierro de los sujetos y para la determinacion de la
biodisponibilidad. Luego, cada una de las participantes ingiri6 0,5 mg de Fe elemental
como ferritina marcada con 1 uCi de *°Fe.

Dia 15: cada una de las participantes ingiri6 0,5 mg de Fe elemental como ferritina marcada con
3 uCi de **Fe més acido ascorbico en relacion molar AA: Fe de 4:1. Los dias 14 y 15 los
compuestos fueron entregados en capsulas de liberacién entérica.

Dia 28: Se realiz6 una toma de muestra de 20 ml de sangre, post ayuno nocturno de 8 horas, para

la determinacién de la biodisponibilidad de hierro.
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Se instruy0 a las participantes para que se abstuvieran de consumir cualquier tipo de alimento
dentro de las 4 horas posteriores a la ingesta de las soluciones (la figura 2 esquematiza el
protocolo experimental realizado).

Efecto ac. ascdérbico sobre biodisponibilidad

de Fe-Fn
\\ 30 mL
y :
Dia 1 Dia 2 Dia 14 Dia 15\\ Dia28

—

0,5 mg 0,5 mg Fe-Fn 3 0,5 mg 0,5 mg Fe-Fn 3 \

Fe-Fn 1 uCi Fe + 6,3 Fe-Fn 1 uCi »Fe + 6,3 ¢ R
uCi *°Fe mg AA (AA:Fe;,  uCi~°Fe mg AA (AA:Fe,
21 M) 41 M) takins y Brown
N 7 N P !
~ S |
Gastrico Entérico
e
Contader de Centelieo
Liguide

Figura 2: protocolo experimental 2. Se muestra la composicion de cada una de las capsulas

administradas.

En los dias 1 y 2 los compuestos fueron entregados en capsulas de liberacidn gastrica (capsulas
de gelatina N° 0) y los dias 14 y 15 en céapsulas de liberacién entérica. Estas ultimas, fueron
recubiertas siguiendo el mismo protocolo citado anteriormente (Anexo 2). El resto de las
especificaciones respecto de la ferritina y su marcaje con isétopos de hierro, ademas del origen
de cada uno de estos compuestos, fueron las mismas que se sefialaron en el protocolo anterior.
Las dosis de is6topos administradas fueron autorizadas por la Comision Chilena de Energia
Nuclear (CCHEN).

Valoracion del estado nutricional de hierro: la determinacion de las variables bioquimicas del
estado nutricional de hierro, se pudo llevar a cabo a través de las siguientes pruebas:

e Hemoglobina (Hb) v volumen corpuscular medio (VCM): determinadas en un
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contador electronico de células (CELL-DYN 1700, ABBOTT Diagnostics, Abbott
Park, IL).

e Ferritina sérica: se realiz6 mediante una prueba de ELISA en sandwich, para lo cual,
se utilizé como anticuerpo primario anti-Fn (Ref: A0362) y como secundario anti-Fn
conjugado con peroxidasa (Ref: A0031), ambos de marca Dako Corporation.

e Fe sérico: se realiz6 mediante fotocolorimetria, utilizando el cromoégeno TPTZ.

e Capacidad total de unién a Fe (TIBC): segun la metodologia propuesta por Fischer y
Price, 1964.

e Porcentaje de saturacion de la transferrina (% Sat): se calculo mediante la formula de
Fe en suero / TIBC (Fischer vy Price, 1964).

e Protoporfirina libre eritrocitaria: (ZP Hematofluorimetro Modelo 206D, AVIV

Biomedical Inc., Lakewood, NJ).

Biodisponibilidad: para el célculo de la biodisponibilidad se utiliz6 la técnica de doble marcaje
isotdpico descrita por Eakins y Brown, 1966, utilizando como trazadores los is6topos
radioactivos *Fe y = (NEN, Life Science Products, Inc., Boston, MA). En términos generales,
cada una de las muestras (sangre y compuestos) se digirid en medio &cido y se precipitd el
contenido total de hierro. Luego, se determiné la radioactividad emitida en un contador de
centelleo liquido LS 5000 TD, para lo cual se utilizaron 2 muestras blanco, triplicados de dos
estandares (°Fe y *Fe) y duplicados de las muestras de cada sujeto. Las muestras
permanecieron en el contador el tiempo necesario para tener un error menor al 3%; el equipo
report6 las cuentas por minuto (cpm) de radioactividad emitida de *°Fe (carril A) y de *Fe (carril
B). En el Anexo 4 (Técnica de doble marcaje isotopico de Eakins y Brown) se describe en forma

detallada los pasos que se siguieron para desarrollar esta técnica.

Debido a que existe un traslape de las cuentas en cada uno de los carriles del contador de
centelleo, se hizo necesario determinar la magnitud de este traslape y calcular a partir de esto la
biodisponibilidad de Fe de la siguiente manera: 1) correccion de las cpm totales en cada carril
por las muestras blanco; 2) correccion de las cpm para cada uno de los is6topos segun el
traslape; 3) célculo de las cpm por mL de sangre para cada is6topo; 4) célculo de las cpm de
cada is6topo por mg de solucién ingerida; 5) calculo del total de cpm circulantes de cada uno de

los is6topos; 6) calculo del total de cuentas ingeridas de cada is6topo; 7) célculo del porcentaje
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de absorcién de cada is6topo y 8) célculo de la biodisponibilidad de los is6topos. La tabla 1

muestra las formulas utilizadas en cada uno de los pasos mencionados anteriormente.

Pasos Ecuacion
1 cpm A = cpm en A — Promedio de los blancos en A
cpm B = cpm en B — Promedio de los blancos en B
2 cmp ®Fe = cpmen A —cpm de traslape de B a A
cmp **Fe = cpm en B — cpm de traslape de A a B
3 cmp *Fe/mL sangre = cmp *°Fe/ mL sangre analizada
cmp **Fe/mL sangre = cmp *°Fe/ mL sangre analizada
4 cmp *Fe/mg solucién = cmp Standard *>Fe/mg solucion analizados
cmp *°Fe/mg solucién = cmp Standard **Fe/mg solucién analizados
5  cmp circulantes *Fe = cmp *°Fe/mL sangre* volemia
cmp circulantes *°Fe = cmp *’Fe/mL sangre* volemia
6  cmp ingeridas *>Fe = mg de solucién ingeridos * cpm *°Fe/mg de solucién
cmp ingeridas **Fe = mg de solucién ingeridos * cpm **Fe/mg de solucién
7 % *°Fe absorbidas = cmp ingeridas *>Fe/cmp circulantes **Fe*100
% *°Fe absorbidas = cmp ingeridas **Fe/cmp circulantes *Fe*100
8  Biodisponibilidad de **Fe = % >°Fe absorbido * 0,8"
Biodisponibilidad de **Fe = % *°Fe absorbido * 0,8"

ICorreccion de Bothwell (80% del hierro ingerido se destina a eritropoyesis)

Tabla 1: Formulas utilizadas para el calculo de la biodisponibilidad de Fe mediante la
utilizacion de los is6topos *°Fe y *Fe.
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Resultados

De los treinta sujetos incorporados al protocolo (15 en el protocolo 1: Competencia entre Fe
ferritinico y Fe no heminico como FeSO, a nivel entérico, y 15 en el protocolo 2: Efecto del
acido ascorbico sobre la biodisponibilidad del Fe ferritinico), uno del protocolo 1, presento
efectos gastrointestinales agudos cuando ingiri6 la dosis de 50 mg de Fe, por lo tanto no fue

incorporado en el analisis de los resultados.

El estado de nutricion general de hierro de los sujetos estudiados era relativamente normal
(Tablas 2 y 3). Sélo se encontr6 una mujer con anemia por deficiencia de hierro (Hb<120 g/L
mas dos de los pardmetros de nutricion de hierro alterados: VCM<80 fL y/o FEP>80 ug/dL GR
y/o Sat<15% y/o FS<12 ug/dL). Otros dos sujetos presentaron deficiencia de hierro sin anemia
(Hb normal mas dos de los parametros de nutricion de hierro alterados) y otro tenia sus depdsitos

de hierro depletados (Ferritina sérica <12 ug/L).
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Suj Edad Peso Talla Hb VCM FEP Fe TIBC %Sat SF*

(@) (Kg) (cm)  (g/L)  (fL)  (ug/dLGB)  (ug/dL)  (ug/dL) (%) (ug/L)

31 LGQ 32 60 170 126 81 77 68 444 15,3 4,3
32 CGQ 35 60 154 140 85 32 97 301 32,2 53,9
33 VGR 38 82 156 110 72 46 29 378 7,7 6,7
34 MAP 45 56 152 142 91 63 91 306 29,7 37,6
35 CRD 44 78 145 120 81 137 39 345 11,3 7,9
36 AAR 37 55 148 136 83 77 99 422 23,5 16,8
37 MMM 39 54 149 152 94 74 101 381 26,5 65,6
38 ECA 33 59 167 141 95 43 80 301 26,6 26,7
39 JGF 39 62 158 144 91 26 128 323 39,6 50,3
40 MGQ 36 75 167 141 82 37 81 428 18,9 44,4
41 NRR 35 80 168 142 87 86 84 362 23,2 20,7
42 JLS 35 75 151 139 91 60 37 306 12,1 21,4
43 MVA 41 70 160 138 89 26 116 323 35,9 27,7
45 PCA 35 77 163 151 92 60 66 315 21,0 46,5
Media 37 66 158 137 87 60 80 353 231 30
DE 4 10 8 11 6 30 29 51 9,5 10-53

Tabla 2: Antropometria y estado nutricional de hierro de sujetos del protocolo 1.
*Promedio Geométrico y rango +1DE.
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Suj Edad Peso Talla Hb VCM FEP Fe TIBC Sat SF*

(@) (Kg)  (em)  (g/L) (L)  (ug/dLGB)  (ug/dL)  (ug/dL) (%) (ug/L)

46 XRP 32 60 170 79 63 194 6 412 1,5 4,2
47 MQCJ] 35 60 154 139 90 57 95 389 24,4 30,1
48 MSM 38 82 156 131 84 57 97 341 28,4 32,7
49 POR 45 56 152 144 88 43 104 307 33,9 48,6
50 RMJ 44 78 145 147 85 63 136 301 45,2 24,6
51 ONS 37 55 148 140 89 37 97 400 24,3 20,4
52 SGD 39 54 149 136 86 40 72 315 22,9 19,2
53 CRS 33 59 167 130 82 49 58 315 18,4 57,1
54 JRR 39 62 158 141 88 34 82 304 27,0 40,8
55 GGO 36 75 167 155 89 49 99 332 29,8 20,3
56 AGF 35 80 168 139 90 49 60 318 18,9 18,6
57 IRC 35 75 151 146 86 51 129 335 38,5 35,1
58 VSD 41 70 160 136 91 32 85 338 25,1 19,6
59 VOR 24 47 158 138 91 34 74 383 19,3 71,6
60 RMC 35 96 167 152 86 34 100 335 29,9 42,8
Media 37 67 158 137 86 55 86 342 25,8 27
DE 5 13 8 17 7 40 31 37 10,0 14-54

Tabla 3: Antropometria y estado nutricional de hierro de sujetos del protocolo 2.
*Promedio Geométrico y rango +1DE.

Con respecto al protocolo 1, el promedio de edad de las 14 participantes fue 37 + 4 afios. El
indice de masa corporal (IMC) promedio fue de 27,2 + 4,7 Kg/m® y el estado nutricional de la
muestra, valorado por este indice, fue 5 normales (IMC 18,5 — 24,9), 6 con sobrepeso (IMC
entre 25 a 29,9) y 3 obesas (IMC > 30). En cuanto al protocolo 2, el promedio de edad de las
15 participantes fue 37 + 5 afios. El indice de masa corporal promedio fue de 27,0 £ 5.4

Kg/m2 y el estado nutricional de la muestra, valorado por este indice, fue 6 normales, 5 con

sobrepeso y 4 obesas.

Los promedios de los parametros que miden estado de nutricién de hierro [hemoglobina (Hb),

volumen corpuscular medio (VCM), Protoporfirina libre eritrocitaria (FEP), Saturacion de la

transferrina (%Sat) y ferritina sérica (FS)] no presentaron diferencias significativas (t Student).

En resumen, ambos grupos presentaron su estado de nutricién general de hierro comparable.
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Analisis de los datos de biodisponibilidad de hierro: los valores de biodisponibilidad de hierro
se distribuyen asimétricamente, por lo tanto los datos individuales se transformaron a su
logaritmo natural y se calcul6 el promedio geométrico. Las curvas de los promedios geométricos
de absorcion de hierro se expresaron en % de biodisponibilidad y mg de hierro absorbido. Para
comparar la curva de absorcién de hierro del protocolo 1 con datos anteriormente comunicados,
las absorciones individuales se corrigieron a un 100% de la dosis de 0,5 mg de Fe como ferritina
(absorciones relativas a la absorcion basal). Esta modificacién corrige las diferencias en la
absorcion de hierro entre los sujetos, debida a sus diferentes estados de nutricion de hierro

permitiendo comparar grupos.

Biodisponibilidad de hierro del protocolo 1: la Tabla 4 muestra las absorciones individuales

del protocolo 1.

Los promedios geométricos de biodisponibilidad de este estudio fueron de 26,3; 22,1; 14,3 y
9,6% para las dosis de competencia de 0; 4,5; 9,5y 49,5 mg de Fe como sulfato ferroso (FeSO,).
Esta caida fue estadisticamente significativa al aplicar ANDEVA (p<0,001); la prueba de
Scheffé mostr6 que las diferencias se produjeron entre 26,3% con 14,3% (p<0,002), y con 9,6%
(p<0,001); y entre 22,1 con 9,6% (p<0,001). Al calcular las absorciones relativas a la absorcion
basal, los promedios geométricos de las dosis 5, 10 y 50 mg de Fe totales resultaron ser de 84,2;
62,5y 37,9%.
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Biodisponibilidad de hierro (%) Hierro absorbido (mg)

Dosis de hierro total ingerida (0,5 mg de Fe como ferritina y el resto como FeS0,)

0,5 5 10 50 0,5 5 10 50
31 LGQ 69,4 61,1 27,2 23,9 0,30 3,03 2,97 11,99
32 CGQ 24,6 16,0 14,0 3,4 0,10 0,94 1,47 1,71
33 VGR 79,5 64,0 58,5 23,3 0,34 3,25 6,07 11,74
34 MAP 4,5 53 8,9 2,7 0,02 0,29 0,93 1,34
35 CRD 44,3 37,9 8,2 18,3 0,19 191 0,87 9,18
36 AAR 54,0 41,8 32,0 9,0 0,23 2,31 3,33 4,45
37 MMM 6,0 4,4 7,9 4,6 0,03 0,24 0,84 2,28
38 ECA 40,9 16,1 26,5 13,6 0,18 0,94 2,83 6,86
39 JGF 10,6 22,9 4,4 7,2 0,04 1,36 0,48 3,63
40 MGQ 33,2 9,8 17,0 9,9 0,14 0,48 1,83 4,98
41 NRR 44,9 52,4 18,3 151 0,19 2,75 1,97 7,61
42 JLS 8,3 11,8 10,0 1,7 0,04 0,70 1,09 3,90
43 MVA 92,9 44,5 13 15,0 0,40 2,29 0,14 7,51
45 PCA 31,1 30,4 22,0 11,3 0,13 1,73 2,39 5,67
Media* 26,3 22,1 14,3 9,6 0,11 1,21 1,52 4,82
-1DE 10,3 9,2 6,7 4,9 0,04 0,51 0,72 2,47
+1DE 66,9 53,0 30,4 18,8 0,29 2,84 3,23 9,44

Tabla 4: Absorciones individuales del protocolo 1: Competencia entre Fe ferritinico y Fe no
heminico como FeSO, a nivel entérico.
* *Promedio Geométrico y rango +1 DE.

Biodisponibilidad de hierro del protocolo 2: la Tabla 5 muestra las absorciones individuales

del protocolo 2.

El promedio geométrico de absorcion del hierro ferritinico solo liberado géstricamente fue de
38,8% y al ser administrado junto con acido ascorbico, fuerte favorecedor de la absorcion de
hierro, su absorcion fue de 31,2% (t pareado de Student=1,58, N.S.). Sin embargo, la ferritina
liberada a nivel duodenal, presentd promedios geométricos de absorcion de 32,5% cuando se
ingirid sola y de 43,3% cuando se administr6 junto a acido ascorbico, diferencia significativa (t
pareado de Student=2,43, p<0,03) (Figura 2).
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Biodisponibilidad de hierro (%) Hierro absorbido (mg)

Dosis de hierro total ingerida (0,5 mg de Fe como ferritina)

Liberacion gastrica Liberacion entérica Liberacion gastrica Liberacion entérica
Fn sola Fn+AA Fn sola Fn+AA Fn sola Fn+AA Fn sola Fn+AA

46 XRP 76,1 72,9 67,4 108,7 0,40 0,39 0,33 0,57
47 MCJ 77,2 49,0 44,5 56,4 0,42 0,25 0,21 0,30
48 MSM 25,8 26,3 9,3 30,1 0,14 0,13 0,05 0,16
49 POR 41,6 49,8 45,1 35,5 0,22 0,26 0,24 0,20
50 RMJ 9,8 1,3 13,5 8,0 0,05 0,01 0,07 0,04
51 ONS 71,1 64,1 48,5 53,8 0,37 0,33 0,24 0,29
52 SGD 48,8 45,3 50,0 71,8 0,26 0,24 0,24 0,39
53 CRS 28,6 20,4 26,7 29,2 0,16 0,11 0,13 0,16
54 JRR 17,3 15,2 13,9 40,7 0,29 0,08 0,07 0,22
55 GGO 38,3 29,4 48,5 36,3 0,65 0,16 0,24 0,20
56 AGF 56,0 37,7 34,8 53,5 0,30 0,20 0,18 0,29
57 IRC 53,8 54,0 36,6 58,5 0,29 0,29 0,19 0,32
58 VSD 66,7 61,6 53,5 83,6 0,36 0,32 0,28 0,46
59 VOR 15,0 16,5 16,5 19,6 0,08 0,09 0,08 0,11
60 RMC 54,9 73,3 57,6 77,4 0,29 0,38 0,31 0,44
Media* 38,8 31,2 32,5 43,3 0,24 0,16 0,16 0,24
-1DE 20,5 11,3 17,5 22,5 0,13 0,06 0,09 0,12
+1DE 73,5 85,7 60,5 83,1 0,47 0,45 0,30 0,45

Tabla 5: Absorciones individuales del protocolo 2: Efecto del acido ascérbico sobre la
biodisponibilidad del hierro ferritinico.
* *Promedio Geomeétrico y rango +1DE.

Al aplicar t pareado de Student con el objeto de comparar las absorciones de hierro de ferritina
sola liberadas a nivel gastrico y entérico, éstas no mostraron diferencias significativas. Sin
embargo, cuando fueron administradas en conjunto con &cido ascorbico, la absorcion de la
ferritina liberada a nivel entérico fue significativamente mayor que la absorcion de la ferritina

liberada a nivel gastrico (p<0,03).
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Figura 2: Efecto del &cido ascorbico sobre la biodisponibilidad del hierro ferritinico liberado a

nivel géstrico y a nivel duodenal.
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Discusioén

El hierro es un mineral esencial para la vida (Olivares, 1995), participa formando parte de
enzimas gue actdan en diversos procesos biologicos indispensables para el buen funcionamiento
de un organismo vivo. El hierro dietario se divide en dos de acuerdo a su forma quimica: hierro
heminico (Fe-Hem) y hierro no heminico (Fe no-Hem) y cada uno de ellos se absorbe por
distintas vias (Pizarro et al., 2005). En términos generales, el proceso de la absorcion de hierro
puede ser dividido en tres etapas: 1) captacion, 2) transporte al interior del enterocito (absorcion)
y 3) almacenaje, transporte y salida del enterocito hacia el organismo (Pizarro et al., 2005). La
mayoria del hierro es absorbido en el duodeno y el yeyuno superior y existen varios factores que
afectan su absorcion (Finch y Huebers, 1988).

La absorcion de hierro se lleva a cabo en el enterocito y es controlada por receptores especificos
gue se ubican en el ribete estriado. El Fe no-Hem es reducido de Fe** a Fe*? por la enzima Dcytb
en el borde apical de los enterocitos (Mckie et al., 2001); esta forma de hierro es capturada por el
transportador DMT1 que lo internaliza a la célula (Gunshin et al., 1997). Cuando el hierro de la
dieta esta unido a compuestos reductores como el acido ascérbico, es capturado directamente por
el DMTL1. Al interior del enterocito, el hierro puede seguir dos vias: a) puede ser transferido a la
region basolateral del enterocito desde donde el hierro es transportado a la circulacién por la
ferroportina (Donovan et al., 2000) y entregado a la transferrina previa oxidacion de Fe** a Fe*®
por la hefestina o, b) puede ser secuestrado por la ferritina que lo entrega seglin los
requerimientos del organismo o se pierde cuando la célula muere y se descama (Vulpe et al.,
1999).

La ferritina es el paradigma de las proteinas que almacenan hierro debido a que se conoce muy
poco acerca de ella. Sus 24 unidades conforman una cavidad central capaz de almacenar hasta
4.500 atomos de hierro en forma cristalina (Harrison, 1996). Esta proteina es una forma de Fe
no-Hem muy abundante en diversos tipos de alimentos, y que ha sido muy poco considerada
como fuente nutricional de hierro hasta ahora (Hallberg, 1981). En algunos estudios realizados
en el pasado, usando isétopos de hierro para marcar ferritina, nos han guiado a una variedad de
resultados (Layrisse et al., 1975; Lynch et al., 1984; Sayers et al., 1973). Sin embargo, estudios

mas actuales hacen énfasis en que la naturaleza hace uso de la ferritina en periodos criticos del
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desarrollo de los seres humanos, animales, plantas y microorganismos (Andrews et al., 2003;
Briat y Lobreaux, 1998). Solo el entendimiento de la biodisponibilidad de nuevas y diferentes
formas quimicas de hierro en la dieta, como la ferritina, nos permitiran hacer una real
contribucion a la nutricién. Para esto, es necesario aclarar el coémo, cuando y donde se lleva a
cabo la absorcion de la ferritina en el humano. El proyecto Fondecyt, dentro del cual se

encuentra inserta esta memoria, considera responder algunas de estas interrogantes.

Previo a la realizacion de esta memoria (2005), se realiz6 un estudio de biodisponibilidad de
hierro ferritinico en humanos, donde se hizo competir el hierro ferritinico (dosis fija de 0,5 mg
de Fe elemental como ferritina) contra dosis crecientes de FeSO, (0; 4,5; 9,5; 49,5 mg de Fe
como FeSQ,) igual que el protocolo 1 realizado en esta tesis, pero la diferencia es que los
compuestos fueron administrados en capsulas de liberacion gastrica, con el fin de determinar si
la ferritina compartia o no la via de absorcién del Fe no-Hem. Los resultados de este
experimento mostraron que el promedio geométrico de biodisponibilidad de la ferritina
administrada sola fue de 21,6% y al agregar FeSO, en dosis de 4,5; 9,5 y 49,5 mg la absorcién
del hierro ferritinico fue de 19,8; 14,2 y 4,7% respectivamente. Esta caida en la absorcion fue
estadisticamente significativa cuando se aplicO ANDEVA para medidas repetidas; F=4,0;
p<0,001. Al calcular las absorciones relativas a la absorcién basal, los promedios geométricos de
absorcién fueron 91,3; 65,7 y 21,5% para dosis de 5, 10 y 50 mg de Fe totales, si no hubiese
habido competencia, el valor inicial de absorcién correspondiente a la dosis de 0,5 mg de Fe, no
se hubiese modificado. Por tanto, esto sugiere que el hierro ferritinico estaria compitiendo por
los transportadores del Fe no-Hem y por tanto se estaria absorbiendo por la via del hierro no

heminico.

Uno de los supuestos que se generaron a la luz de estos resultados fue que el hierro ferritinico
era liberado por accién de la digestion géstrica y asi pasaba a formar parte del pool comdn de
hierro no heminico. Sin embargo, esta teoria fue cuestionada ya que en la literatura existen
antecedentes que indican que la ferritina, en experimentos in vitro, es estable a pH bajo, que
resiste la denaturacion por calor (a temperaturas >85° C) y es resistente a la accion de enzimas
proteoliticas (Davila-Hicks et al., 2004).
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Existen varios autores que defienden la postura de que la ferritina, post digestion, llega intacta al
intestino. Es asi como Lavoie et al., dicen que en algunos alimentos como las legumbres, la
mayoria del hierro presente en ellas, estid en forma de ferritina y que ella se encuentra en alta
concentracion en la céscara, la que provee una proteccién adicional contra la digestion proteica.
Esto, combinado con la estabilidad a la denaturacion de la ferritina, ademas de la resistencia a la
digestion proteolitica, da como resultado que la ferritina, por ejemplo, de poroto de soya,
probablemente resista intacta el proceso de digestion humano y logre llegar al intestino como un
conglomerado de hierro con una cubierta proteica (Lavoie et al., 1978). Es mas, incluso hay
estudios realizados recientemente acerca de la biodisponibilidad de hierro ferritinico, tanto en
animales como en humanos (Beard et al., 1996; Murray-Kolb et al., 2002; Murray-Kolb et al.,
2003; Ramakrishnan et al., 2002), que promueven la idea de que la ferritina se absorbe intacta y
por una via propia. Ellos fundamentan que la absorcién de ferritina pura en humanos y la
resistencia de la ferritina a la digestion bajo condiciones similares a las que se presentan durante
la digestién humana, indican la posible existencia de un producto genético necesario para el
reconocimiento y absorcion de la ferritina intacta. El respaldo de esta idea, que la ferritina puede
entrar intacta al enterocito, viene del hecho de que los virus pueden atravesar membranas
(Whittaker et al., 2000).

Luego de los resultados del estudio de 2005, en donde se evidenci6 una competencia entre hierro
ferritinico y FeSO, por la via de absorcion del Fe no-Hem, se propuso un nuevo estudio, el que
corresponde a esta tesis, en donde al igual que en el estudio de 2005, se hizo competir el hierro
ferritinico en dosis fija de 0,5 mg de Fe elemental, contra dosis crecientes de FeSO, de 0; 4,5;
9,5y 49,5 mg de Fe elemental, pero esta vez los compuestos fueron administrados en capsulas
de liberacién entérica. La razdn de aquello, es que al estar administrando la ferritina en capsulas
de liberacién entérica, estariamos entregandosela al intestino en forma intacta, de manera que
comparando estos resultados con los del estudio anterior permitiria proveer evidencia de una

posible via propia de absorcidon del hierro ferritinico.

Los resultados de este nuevo estudio realizado durante el afio 2006, mostraron que los promedios
geométricos de absorcion fueron de 26,3; 22,1; 14,3 y 9,6% para dosis de 0; 4,5; 9,5y 49,5 mg
de Fe como FeSQO,. Al calcular las absorciones relativas a la absorcion basal, los promedios

geométricos de absorcion de las dosis 5, 10 y 50 mg de Fe totales, resultaron ser de 84,2; 62,5y
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37,9%. Al realizar la comparacion de las curvas de ambos estudios (Figura 3) mediante
ANDEVA para muestras repetidas de doble entrada, se observaron diferencias significativas en
la disminucion de la absorcion de hierro ferritinico por efecto de la dosis de hierro como FeSO,
(F=19,8; p<0,001), pero no por el tipo de tratamiento, capsulas de liberacion gastrica o entérica
(F=2,3; N.S.), es decir, ambos estudios se comportaron de la misma forma, lo que indica que el
hierro ferritinico liberado tanto a nivel gastrico como entérico, compite por la via de absorcion
de hierro no heminico.

160 e~ Liberacién gastrica

e Liberacion entérica
140 - b

120 -
1007 \
80

60 -
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20 ~

Biodisponibilidad de hierro corregida (%)*

1 5 10 50

Dosis de hierro ingerida (mg)
*Biodisponibilidad corregida a 100% de dosis basal de 0.5 mg

Figura 3: Competencia del hierro ferritinico con Fe no-hem (FeSO,) por la via de absorcion del

hierro no heminico: Efecto de liberacion a nivel gastrico y entérico.

Estos resultados se contraponen a la teoria de que la ferritina se absorbe por una via propia y
distinta a la del Fe no-Hem, sin embargo nuestra metodologia no permite descartarlo ya que se
ha demostrado, en experimentos celulares muy recientes, que la ferritina es capturada en forma
intacta por el enterocito a través de un proceso de endocitosis (San Martin et al., 2007), de todos

modos, para aplicar esta informacidn en humanos, es necesario realizar otros estudios.

Es por esto, que se propuso el segundo protocolo de biodisponibilidad de hierro ferritinico, el

cual busca evaluar el efecto del acido ascorbico, en dosis 4:1 molar respecto al hierro, en la
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absorcion de hierro ferritinico administrado tanto en cépsulas de liberacion gastrica como
entérica. Este estudio fue propuesto para poder descartar la absorcion del hierro ferritinico por la
via del Fe no-Hem, ya que si el acido ascdrbico ejercia un efecto diferencial entre la absorcion
de lo géstrico y lo entérico, se demostraria que la ferritina era degradada a nivel gastrico
liberando el hierro hacia el pool de Fe no-Hem y asi el &cido ascorbico podria cumplir su
funcidén de reducir el hierro y favorecer su absorcion. Los resultados de este estudio muestran
que el promedio geométrico de absorcion del hierro ferritinico solo liberado gastricamente fue
de 38,8% y al ser administrado junto con &cido ascorbico, su absorcion fue de 31,2% (t pareado
de Student=1,58, N.S.). Sin embargo, la ferritina liberada a nivel entérico, presenté promedios
geométricos de 32,5% cuando se ingiri6 sola y 43,3% cuando se administrd junto a acido

ascorbico, diferencia significativa (t pareado de Student=2,43, p<0,03).

Al comparar las absorciones de hierro ferritinico solo liberado a nivel gastrico y entérico, no
mostraron diferencias estadisticas (t pareado de Student=0,07, N.S.). Sin embargo, cuando
fueron administrados en conjunto con &cido ascorbico, la absorciéon de la ferritina liberada a
nivel entérico fue significativamente mayor que la absorcion de la ferritina liberada a nivel
gastrico (t pareado de Student=2,52 p<0,03). Una posible explicacion a esta diferencia de
comportamiento de la absorcion a nivel gastrico y entérico, es que la interaccion entre el acido
ascorbico y el hierro de la ferritina a nivel entérico, se produjo méas préxima al enterocito, y asi
pudo cumplir con mayor eficiencia su funcion de “protector del estado reducido del hierro”,
forma principal de absorcién. Si bien existe esta suposicion, también podemos especular si la
cantidad de &cido ascorbico era la correcta para lograr resistir el proceso de digestion y ejercer su
efecto favorecedor de la absorcion de hierro. La cantidad de &cido ascorbico probablemente era
muy pequefia (6,3 mg) y fue afectada por accion tanto de los acidos como de las enzimas propias
del ambiente gastrico, ademas de ser afectada por un efecto de dilucion lo que provocaria que las
moléculas de acido ascorbico no lograran ponerse en contacto con el hierro y las pocas que lo

hicieran no podrian ejercer su funcion favorecedora de la absorcion de hierro.

No existen estudios de biodisponibilidad que determinen si la absorcién de ferritina se ve
afectada por factores dietarios, como por ejemplo polifenoles, fitatos o taninos que si afectan la
absorcién de Fe no-Hem, sin embargo existen otro tipo de estudios que dicen que la estructura

proteica de la ferritina, protege al hierro mineralizado en su interior, de agentes inhibidores en
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los alimentos como son los fitatos, oxalatos y taninos (Theil, 2004). De esta manera, se especula
que la ferritina podria ser utilizada exitosamente en la fortificacion de alimentos, ya que
representa una forma de hierro altamente biodisponible para los seres humanos y que ademas no
pareciera interferir en las caracteristicas organolépticas de los alimentos a fortificar, como
ocurre, por ejemplo, con sales como el sulfato ferroso que no pueden ser utilizadas en la mayoria
de los alimentos porgue causan rancidez (oxidacion) y decoloracién en ellos (Hurrel, 2002). Es
mas, algunos estudios sobre biodisponibilidad de hierro ferritinico, tanto en animales como en
humanos (Beard et al., 1996; Murray-Kolb et al., 2002; Murray-Kolb et al., 2003; Ramakrishnan
et al., 2002), han demostrado que diferentes formas de hierro dietario, ya sea como FeSQ,,
ferritina de bazo de equino o ferritina de poroto de soya, son igualmente efectivas corrigiendo la
anemia por deficiencia de hierro (Beard et al., 1996). Otro estudio acerca de la biodisponibilidad
de hierro ferritinico en humanos, usando ferritina purificada a la cual se le extrajo el hierro de su
interior y fue reemplazado por **Fe in vitro bajo condiciones conocidas, nuevamente se
evidenciaron biodisponibilidades de entre 21% a 27%, indistinguibles de las correspondientes al
FeSQO, (Theil, 2004). Las biodisponibilidades obtenidas en ambos estudios realizados en esta

tesis, también estarian muy cercanos a estos valores.

La ferritina es una fuente alternativa y natural de hierro dietario para los humanos, que ha sido
subutilizada en los estudios y planes de suplementacion. Quedan varias interrogantes para el
futuro: ¢Cuanta ferritina esta presente en los alimentos?, ;Cuan biodisponible es esta ferritina?,
¢Pueden alimentos enriquecidos con ferritina ser consumidos en cantidades suficientes que
logren minimizar la deficiencia de hierro dietaria?, ¢Existen suficientes variantes en los tipos de
alimentos enriquecidos con ferritina con alta aceptabilidad que logran un impacto importante en

la deficiencia de hierro mundial?

La expansion y uso del conocimiento sobre la quimica y bioquimica de diferentes formas de Fe
no-Hem en los alimentos son cruciales. Alternativas de suplementos de hierro y de dietas, son
necesarias para desarrollar y resolver el problema de la deficiencia de hierro. Una novedosa
alternativa de hierro dietario, con un enorme potencial para contribuir con la erradicacion

mundial de la deficiencia de hierro en el siglo XXI, podria ser la ferritina.
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Conclusion

Se rechaza la hipotesis de que la absorcion de la dosis basal de hierro ferritinico no se
modifica por efecto de dosis crecientes de sulfato ferroso, lo que demuestra que la ferritina

se absorbe por la via del Fe no-hem.

Se rechaza la hip6tesis de que el &cido ascorbico tiene un efecto favorecedor de la absorcién
de hierro ferritinico a nivel gastrico. La cantidad de acido ascérbico administrado no fue lo

suficiente para promover la biodisponibilidad de la ferritina.

Se rechaza la hipdtesis de que el acido ascérbico no tiene un efecto favorecedor de la
absorcion de hierro ferritinico a nivel intestinal. Por tanto, la ferritina utiliza la misma via de

absorcién que el Fe no-hem.
Estos resultados sugieren que el hierro ferritinico tiene una alta absorcién cuando es

administrado sin alimentos por tanto podria ser utilizado como suplemento en la prevencion

o tratamiento de la deficiencia de hierro.

El hecho de que no tenga una via propia de absorcién no invalida que sea utilizado como

fuente bioldgica de fortificacion. Se requiere mas investigacién en esta area.
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Anexo 1: Consentimiento de participacion en el Proyecto “Ferritina,
una potencial tercera via de absorcion del hierro: estudios celulares y
de biodisponibilidad en humanos”

FONDECYT N’ 1050068 Inv. Principal Tomas Walter
1. INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

1.1. ¢ Cual es el propdésito del estudio?

El hierro dietario es en su mayoria de origen inorganico (sales de hierro). Un 10%
aproximadamente viene de la hemoglobina de la carne. Cada uno tiene un mecanismo de
absorcion independiente y no competitivo. Otra fuente de hierro de la dieta es la ferritina, una
proteina que contiene grandes cantidades de hierro en su interior, y se absorbe bien, pero su
mecanismo de absorcion no se conoce. Podria tratarse de otra forma de absorcién, pues la
ferritina es resistente a la digestion por el &cido del estomago. Este estudio pretende aclarar el

mecanismo de absorcion con estudios en células aisladas y en el humano.

1.2.  ¢Quién puede participar en este estudio?

Pueden participar mujeres sanas de entre 35 a 45 afios de edad.

1.3.  ¢Por qué debiera yo considerar mi participacion como sujeto de investigacion en
este estudio?
Este estudio permitira conocer cuales son los mecanismos que controlan la absorcién del hierro

ferritinico, de tal modo de mejorar las recomendaciones de ingesta de ciertos tipos de alimentos.

1.4.  ¢Tengo necesariamente que participar en este estudio? ¢Si acepto participar, puedo
cambiar de opinion o retirarme?
Usted no tiene ninguna obligacién de participar en el estudio. Si acepta participar puede retirarse

en cualquier momento del estudio sin ningln perjuicio para usted.
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1.5.  ¢Si decido participar en el estudio, en que consisten precisamente las evaluaciones,
y que tipo de tratamientos o procedimientos me van a practicar?
Usted concurrird en ayunas al INTA 5 mafianas (dias 1, 2, 14, 15y 28). Los dias 1, 2, 14y 15
usted recibird 50 mL de agua que contiene una pequefia cantidad de un is6topo radioactivo de
hierro més hierro en cantidades que variaran entre 0,5 a 75 mg. Después de recibido el hierro
usted deberd permanecer 3 horas solo con agua. En dos oportunidades se les extraerd una
muestra de sangre de una vena del brazo: una de 30 mL (6 cucharaditas de té), el dia 14 para
medir la absorcion de hierro y para saber su nutricidn de hierro y el dia 28 una muestra de 20 mL

(4 cuchaditas de té) para medir la absorcion de hierro.

1.6.  ¢Qué peligros podria experimentar en este estudio, y que haran los investigadores
para reducir el riesgo de que éstos se presenten?

Usted no corre ningln peligro. Las dosis de radioactividad que recibira es menor a tomarse una
radiografia de torax. Ademas, se seleccionaran a las mujeres que estén con algin método
anticonceptivo y se les realizard un test de embarazo a fin de no incluir personas embarazadas.
En caso de fallar el método anticonceptivo y la participante quedara embarazada, las dosis
utilizadas no constituyen ningan riesgo para el feto y la madre.

En el sitio de puncion de la vena pudiera aparecer en algun caso un moreton. Para disminuir este
riesgo la muestra sera tomada por un profesional Tecnélogo Médico de mucha experiencia en

tomar muestras de sangre.

1.7.  ¢Qué haran los investigadores para asegurar que la informacion que recolectaran
sobre mi, no caera en manos equivocadas?
Usted sera identificado con un cddigo, siendo su identidad s6lo conocida por el investigador

responsable del proyecto. En la comunicacion de los resultados no figurara su identidad.
1.8.  ¢Qué beneficios personales puedo yo esperar al participar en este estudio?
A través de la muestra de sangre le haremos varios examenes de laboratorio que nos permitira
saber si Ud. tiene anemia por deficiencia de hierro. En el caso de presentar anemia se le derivara

a su centro de salud o médico personal para su tratamiento.

1.9.  ¢Enqué podria este estudio beneficiar a otros?
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Los resultados del estudio permitirdn mejorar la recomendacién de consumo de alimentos, lo que

contribuird a una mejor salud de nuestra poblacion.

1.10. ¢Qué haran los investigadores si sufro algan dafio durante el estudio?
No se espera que usted sufra ningun dafio, salvo la posibilidad de un moretén en el sitio de

puncion de la vena, en cuyo caso se le dara las indicaciones médicas correspondientes.

1.11. ¢Recibiré algin pago por participar en este estudio?

Usted recibira una compensacion por los gastos de locomocién y tiempo ocupado en el proyecto.

1.12. (/Se me cobrara a mi, a mi Isapre o compafia de seguros de salud el costo de
algunos de estos estudios?

Este estudio no tiene ningln costo para usted o su sistema de salud.

1.13. ¢Una vez que yo haya ingresado como sujeto de estudio, a quien tendria que
dirigirme para averiguar mas acerca del estudio o para hacer llegar algun
reclamo respecto al trato que hubiese recibido?

Usted se podra dirigir al Prof. Fernando Pizarro o Dr. Tomas Walter, INTA, Macul 5540, Fono

978-1480 6 1481.

1.14. (Si decido no participar en este estudio, que me puede suceder, 0 que otras
opciones tengo si necesito tratamiento?

No le sucedera nada. Las opciones de tratamiento seran las mismas que usa ahora.

2. DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

2.1.  ¢Después que firme el documento, quien lo guardara?

El investigador responsable del proyecto.

Declaro haber leido la informacion descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido
respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia, indico que tengo un entendimiento

claro del proyecto y deseo participar.
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Nombre del

participante : Firma:

Fecha:

2.2.  Consentimiento del investigador

Al sujeto de investigacion he entregado informacion sobre el estudio, y en mi opinion esta
informacidn es precisa y suficiente para que el sujeto entienda completamente la naturaleza, los
riesgos y beneficios del estudio, y los derechos que tiene en tanto sujeto de investigacion. No ha
existido coercion ni ha actuado bajo influencia alguna. He sido testigo que el sujeto firmo el

documento.

Nombre del

Investigador Firma:

Fecha:
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Anexo 2: Protocolo recubrimiento entérico

Se hicieron multiples ensayos para llegar a la forma Optima de realizar el recubrimiento,

utilizando como criterio de éxito que el 100% de las capsulas recubiertas tuvieran resistencia

gastrica en solucion de pepsina 0,04% en HCI 0,1 M, al ser sumergidas 2 horas a 37°C con

agitacion constante a 125 rpm, y se desintegraran en condiciones intestinales en solucién de

extracto de bilis al 1,2%/pancreatina al 0,2%/NaHCO; 0,1 M, en menos de 8 minutos.

Finalmente, cumpliendo todos los requisitos, se llegé al siguiente protocolo:

A.

1)

2)

1)

2)

3)

4)

5)

Preparacion de la solucién de recubrimiento (40 q)

Se prepara una solucién de polietilenglicol 6000 (PEG 6000) al 35% agregando 13,6 g
de agua a 6,4 g de PEG 6000 con agitacion constante. La solucion es estable.

Mezclar 3 g de PEG al 32% y 16,68 g de agua destilada. Esta solucion se agrega muy

despacio y con agitacién constante a 20,32 g de Eugragit L30 D55 al 30%. Se prepara

solucion nueva cada vez que se recubre un lote de capsulas.

Recubrimiento de las cdpsulas

Se utiliza una caja Petri (9-12 cm de didmetro) para el recubrimiento. Se agrega un
volumen de solucidn de recubrimiento que alcance a formar 0,5 cm de altura.
Manteniendo la caja Petri en angulo, con la ayuda de una pinza anatdmica se sumerge la
capsula en la solucion durante 2-3 segundos.

Cuidando de no hacer demasiada presion, se toma la capsula con la pinza y se coloca en
un vidrio de reloj, el cual se gira con movimientos cortos y precisos procurando que se
forme un recubrimiento uniforme sobre la capsula.

Cuando se ha eliminado el exceso de liquido, la capsula es traspasada a una caja Petri
limpia, para el secado del recubrimiento. Se utiliza una fuente de aire frio que llegue de
forma indirecta a la capsula.

Una vez seca, se procede de inmediato con la segunda capa de recubrimiento, repitiendo

los pasos 2, 3y 4. Esta operacion se repita hasta lograr 4 recubrimientos por capsula.
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Anexo 3: Protocolo carga de ferritina con isotopos de hierro

Se hicieron multiples ensayos para llegar a la forma mas eficiente de realizar el marcaje

intrinseco de la ferritina con is6topos de hierro, y se logré el siguiente protocolo.

En un vaso precipitado de 60 mL, agregar 47,4 mL de MOPS — NaCl 0,1 M mas 600 uL de
ferritina de bazo de equino (Solucion A). A esta solucidn, agregar Solucion B, la que esta
compuesta por 0,86 mL de Solucién C + 100 uL de **Fe o **Fe a una concentracién de 3 mCi/mL
(Solucion C: 1,3333 g de FeSO, en 86 mL de HCI 0,001 N). Incubar 2 horas a temperatura
ambiente tapado con parafilm. Luego, agregar 2,4 mL de DTPA 20 mM con lo que quedara una
concentracion final de 1 mM, esta reaccion se debe dejar maximo 10 minutos. Terminado este
proceso, la solucion se debe someter a didlisis; a un vaso precipitado de 2 Lt agregar
aproximadamente 1,5 Lt de buffer PBS 1X frio. Cortar las membranas de diélisis (punto de corte
6000-8000 Da) de una longitud de 40 a 50 cm aproximadamente, cerrarla herméticamente en un
extremo y sumergirla en el buffer PBS 2 a 5 minutos y con un gotario se extrae la solucién de
ferritina del vaso precipitado y se traspasa a la bolsa de didlisis. Cerrar el extremo libre y
sumergir la bolsa de dialisis procurando que el buffer PBS la cubra en su totalidad. Dejar
dializando durante 1 hora en frio y con agitacion constante. Hacer dos cambios de buffer de una

hora cada uno.
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Anexo 4: Técnica de doble marcaje isotopico de Eakins y Brown

I. Etapa: Digestion

a) Estandares: los estandares con que trabajamos en los estudios consistieron en triplicados
de las capsulas usadas en cada uno de ellos. Asi, la primera semana del estudio se obtenian seis
capsulas estandares, tres que correspondian a *°Fe y tres a *°Fe, y de esta misma forma ocurria en
la segunda semana de estudio.

b) Blancos y muestras: ambos items se trabajaron en duplicados. Las muestras blanco
correspondieron a 5 mL de sangre de banco de sangre del Instituto de Salud Publica (ISP). Las
muestras como tal, correspondieron a 8 mL de sangre de cada sujeto participante del estudio.

Cada estandar, blanco y muestra, se puso en un tubo de digestion y se colocaron 6 a 8 perlas de
vidrio de 5 mm de diametro y se le agregd primero 3 mL de acido sulfarico al 95-97% p.a.
(Merck, Germany) y luego 2 mL de 4cido nitrico al 65% p.a. (Merck, Germany) y se dejé
reposar al menos una noche, idealmente todo el fin de semana.
Ya transcurrido este tiempo, se colocaron los tubos de digestion en un digestor marca Quimis
distintos tiempos a distintas temperaturas:

- 95°C por 10 minutos

- 135°C por 5 minutos

- 150°C por 5 minutos

- 200°C por 10 minutos

- 250°C por 10 minutos

- 290°C por 15 minutos y se apag6 (muestra color petrdleo).
Luego, se agregd 1 mL de acido percldrico al 70-72% p.a. (Merck, Germany) a cada tubo y se
siguio con la digestion a:

- 220°C por 10 minutos

- 250°C por 5 minutos

- 290°C hasta que la muestra quede color amarillo palido (aproximadamente 60

minutos).

Luego, los matraces se sacaron del digestor y cuando ya estaban frios, se les agregé 10 mL de

acido clorhidrico fumarante 37% p.a. (Merck, Germany).
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Il. Etapa: Precipitacién 1

En tubos de fondo redondo de 100 mL siliconados, se agreg6 cantidad necesaria de carrier segun

la siguiente formula:

Hb x 3,39 x volumen de sangre
100

mg de Fe quetiene la muestra=

. 5 —mg de Fe de la muestra
mL de carrier =

5 mg de Fe/mL €oncentracién Carrier:

Se trasvasijo la muestra completa desde el tubo de digestion al tubo de 100 mL incluyendo las
perlas de vidrio. Se lavé cinco veces el matraz con 4 mL de agua desionizada enjuagando las
paredes del cuello del matraz y vortexeando en cada lavado.

Se adicion6 hidréxido de amonio 10 M enérgicamente con pizeta la cantidad necesaria para
formar un precipitado de color café e insoluble en agua. Se dejé decantar el precipitado y luego
se centrifugé a 1.800 rpm durante 30 minutos a 22°C. Terminado el proceso, se descarté el
sobrenadante sin perder el precipitado, y se agreg6é 1 mL de acido clorhidrico 1 N.

I11. Etapa: Precipitacion 2

Se trasvasijo el contenido completo del tubo de 100 mL a tubos de 15 mL y se realizaron 4
lavados en vortex con 2,5 mL de agua desionizada.

Se adicion6 hidroxido de amonio 10 M enérgicamente con pizeta la cantidad necesaria para
formar un precipitado de color café. Esta precipitacion en particular, se hace en vortex cuidando
gue la formacion de precipitado llegue hasta el fondo del tubo. Se dejé decantar el precipitado y
luego se centrifug6 a 2.500 rpm durante 20 minutos a 22°C. Después, se elimind el sobrenadante
y se agregaron 10 mL de agua desionizada, se agitd en vortex hasta que se levanto el precipitado
y se lavaron las paredes con 5 mL mas de agua desionizada. Se repiti6 la centrifugacion a 2.500
rpm durante 20 minutos a 22°C. Luego, se eliminé el sobrenadante y se agregé 0,5 mL de acido
ortofosférico al 85% p.a. (Merck, Germany) (la muestra queda transparente) y después se
precipit6 en vortex con 10 mL de cloruro de amonio en etanol 0,05 M, mas 5 mL de la misma
solucion sin vortexear. Se repitié la centrifugacion a 2500 rpm durante 20 minutos a 22°C.
Después, se elimind el sobrenadante y se agregaron 4 mL de etanol absoluto (Merck, Germany),

se agitd en vortex hasta que se levanté el precipitado y se lavaron las paredes con 8 mL mas de
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etanol absoluto (Merck, Germany). Se repiti6 la centrifugacion a 2.500 rpm durante 20 minutos
a 22°C y se elimind el sobrenadante.

IV. Etapa: Conteo
A cada tubo, se agreg6é 4 mL de Ultrafluor (Complete liquid scintillation counting solution for

aqueous radioactive samples; Nacional Diagnostics, USA) y se agitdé en vortex. Luego, el
contenido de los tubos fue trasvasijado a viales de conteo que fueron previamente llenados a tres
cuartos de su capacidad con CAB-O-SIL (Thixotropic gelling powder, scintillation grade;
Nacional Diagnostics, USA). Los tubos, fueron lavados posteriormente dos veces con 4 mL de
Ultrafluor y agitados en vortex para luego ser trasvasijados al vial. Finalmente, cada vial fue
agitado en vortex aproximadamente 30 segundos hasta homogenizar el gel y se guardé en cajas
en un lugar oscuro durante 48 a 36 horas. Cumplido este tiempo, las muestras estuvieron aptas

para su lectura en el contador de centelleo liquido.

46



Bibliografia

- AISEN, P. 1988. Related iron metabolism in isolated liver cells. Ann N'Y Acad Sci.
526:93-100.

- ANDREWS, S.; ROBINSON, A.; RODRIGUEZ-QUINONES, F. 2003. Bacterial iron
homeostasis. FEMS Microbiol Rev. 27:215-37.

- ARREDONDO, M.; KLOOSTERMAN, J.; NUNEZ, S.; SEGOVIA, F.; CANDIA, V.;
OLIVARES, M.; PIZARRO, F. 2007. Heme-iron uptake by Caco-2 cells is a saturable and
protein-mediated process. Am J Phisiol. (enviado).

- BEARD, J.; BURTON, J.; THEIL, E. 1996. Purified ferritin and soybean meal can be
sources of iron for treating iron deficiency in rats. J Nutr. 126:154-60.

- BERTRAM, K. 1994. Farmacologia basica y clinica. 5a ed. ElI Manual Moderno, S.A. de
C.V. México DF, México. 563-568.

- BJORN-RASMUSSEN, E.; HALLBERG, L.; ISAKSSON, B.; ARVIDSSON, B. 1974.
Food iron absorption in man. Application of the two-pool extrinsic tag method to measure hemo
and non-hem iron absorption. J Clin Invest. 53:247-56.

- BLACK, R. 2003. Micronutrient deficiency — an underlying cause for morbidity and
mortality. Bull World Health Organ. 81:79.

- BRIAT, J.; LOBREAUX, S. 1998. Iron storage and ferritin in plants. Met lons Biol Syst.
35:563-83.

- CALLENDER, S.; MALLET, B.; SMITH, MD. 1957. Absorption of hemoglobin iron.
Brit J Haemat. 3:186-192.

- CASE, L.; CAREY, D.; HIRAKAWA, D. 1997. Nutricion canina y felina: manual para
profesionales. Harcourt Brace. Madrid, Espafia. 48-49.

- CONRAD, M.; UMBREIT, J.; MOORE, E.; HAINSHWORTH, L.; PORUBCIN, M.;
SIMOVICH, M.; NAKADA, M.; DOLAN, K.; GARRICK, M. 2000. Separate pathways for

47



cellular uptake of ferric and ferrous iron. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 279(4):767-
74.

- CONRAD, M.; UMBREIT J. 2002. Pathways of iron absorption. Blood Cells Mol Dis.
29(3):336-55.

- COOK, J.; LIPSCHILD, D. 1977. Clinical measurement of iron absorption. Clin Hematol.
6:567-581.

- COOK, J. 1990. Adaptation in iron metabolism. AmJ Clin Nutr. 51:301-8.

- COOK, J.; SKIKNE, B.; BAYNES, R. 1994. Iron deficiency: the global perspective.
(Abstract). Adv Exp Med Biol. 356:219-28.

- DALLMAN, P.; SIIMES, M.; STEKEL, A. 1980. Iron deficiency in infancy and
childhood. Am J Clin Nutr. 33:86-118.

- DARNTON-HILL, I.; COYNE, E. 1998. Feast and famine: socioeconomic disparities in
global nutrition and health. Public Health Nutr. 1(1):23-31.

- DARNTON-HILL, I.; WEB, P.; HARVEY, P.; HUNT, J.; DALMIYA, N.; CHOPRA,
M.; BALL, M.; BLOEM, M.; DE BENOIST, B. 2005. Micronutrient deficiencies and
gender: social and economics costs. Am J Clin Nutr. 81:1198-1199.

- DAVILA-HICKS, P.; THEIL, E.; LONNERDAL, B. 2004. Iron in ferritin or in salts
(ferrous sulfate) is equally bioavailable in nonanemic women. AmJ Clin Nutr. 80: 936-940.

- DERMAN, D.; BOTHWELL, T.; TORRANCE, J.; MACPHAIL, A.; BEZWODA, W.;
CHARLTON, R.; MAYET, F. 1982. Iron absorption from ferritin and ferric hydroxide.
Scand J Haematol. 29:18-24.

- DIAZ, JR.; DE LAS CAGIGAS, A.; RODRIGUEZ, R. 2003. Micronutrient deficiencies
in developing and affluent countries. Eur J Clin Nutr. (57):70-2.

- DISLER, P.; LYNCH, S.; CHARLTON, R.; TORRANCE, J.; BOTHWELL, T;
WALKER, R.; MAYET, F. 1975. The effect of tea on iron absorption. Gut. 16:193-200.

48



- DONOVAN, A.; BROWNLIE, A.; ZHOU, Y.; SHEPARD, J.; PRATT, S.; MOYNIHAN
J.; PAW, BH.; DREJER, A.; BARUT, B.; ZAPATA, A,; LAW, T.; BRUGNARA, C.; LUX,
S.; PINKUS, G.; PINKUS, J.; KINGSLEY, P.; PALIS, J.; FLEMING, M.; ANDREWS, N;
ZON, L. 2000. Positional cloning of zebrafish ferroportin 1 identifies a conserved vertebrate
iron exporter. Nature. 403:776-781.

- EAKINS, J.; BROWN, D. 1966. An improved method for the simultaneous determination
of iron-55 and iron-59 in blood by liquid scintillation counting. Int J Appl Radiat Isot.
17(7):391-7.

- FERRAZ, |.; DANELUZZI, J.; VANNUCCHI, H.; JORDAO JR, A.; RICCO, R.; DEL
CIAMPO, L.; MARTINELLI JR, C.; D’ANGIO ENGELBERG, A.; BONILHA, L
CUSTODIO, V. 2005. Prevalence of iron deficiency and its association with vitamin A
deficiency in preschool children. J Pediatr. 81(2):169-74.

- FINCH, C.; HUEBERS, H. 1988. Iron absorption. AmJ Clin Nutr. 47:102-107.

- FISCHER, D.; PRICE, D. 1964. A simple serum iron method using the new sensitive
chromogen tripyridyl-s-triazine. Clin Chem. 10:21-31.

- FLANAGAN, P. 1989. Mechanisms and regulation of intestinal uptake and transfer of iron.
Acta Paediatr Seand. 361:21-30.

- FLEMING, R.; BACON, B. 2005. Orchestration of iron homeostasis. N Engl J Med.
352:1741-1744.

- FORRELAT, M.; GAUTIER DU DEFAIX, H.; FERNANDEZ, H. 2000. Metabolismo
de hierro. Rev Cubana Hematol Inmunol Hemter. 16:149-160.

- GROSBOIS, B.; DECAUX, O.; CADOR, B.; CAZALETS, C.; JEGO, P. 2005. Human
iron deficiency. (Abstract). Bull Acad Natl Med. 189(8):1649-63.

- GUNSHIN, H.; MACKENZIE, H.; BERGER, U.; GUNSHIN, Y.; ROMERO, M,
BORON, W.; NUSSBERGER, S.; GALLAN, J.; HEDIGER, MA. 1997. Cloning and
characterization of a mammalian proton-couple metal-ion transporter. Nature. 388:482-488.

- HALLBERG, L.; SOLELL, L. 1967. Absorption of hemoglobin iron in man. Acta Med
Sacnd. 181:335-354.

49



- HALLBERG, L. 1981. Bioavailability of dietary iron in man. Annu Rev Nutr. 1:123-47.

- HALLBERG, I.; ROSSANDER, I.; SKANBERG, A. 1987. Phytates end the inhibitory
effect of bran on iron absorption in man. Am J Clin Nutr. 45:988-996.

- HARRISON, PM. 1996. The ferritins: molecular properties, iron storage functions and
cellular regulation. Biochim Biophys Acta. 1275:161-203.

- HURREL, R.; LYNCH, S.; TRINIDAD, T.; DASSENKO, S.; COOK, J. 1989. Iron
absorption in humans as influenced by bovine milk proteins. Am J Clin Nutr. 49:546-552.

- HURREL, R. 2002. Fortification: overcoming technical and practical barriers. J Nutr.
132:806-12.

- LAVOIE, D.; ISHIKAWA, K.; LISTOWSKY, I. 1978. Correlations between subunit
distribution, microheterogeneity and iron content of human liver ferritin. Biochemistry.
17:5448-54.

- LAYRISSE, M.; MARTINEZ-TORRES, C. 1972. Model for measuring dietary
absorption of heme iron: test with a complete meal. AmJ Clin Nutr. 25: 401-441.

- LAYRISSE, M.; MARTINEZ-TORRES, C.; RENZY, M.; LEETS, I. 1975. Ferritin iron
absorption in man. Blood. 45(5):689-698.

- LAYRISSE, M.; MARTINEZ-TORRES, C.; LEETS, I.; TAYLOR, P.; RAMIREZ, J.
1984. Effect of histidine, cysteine, glutathione or beef on iron absorption in humans. Brit J
Nutr. 52:37-46.

- LEVI, S.; CORSI, B.; BOSISIO, M.; INVERNIZZI, R.; VOLZ, A.; SANFORD, D.;
AROSIO, P.; DRYSDALE, J. 2001. A human mitochondrial ferritin encoded by an intronless
gene. J Biol Chem. 276:24437-40.

- LUCCA, P.; HURRELL, R.; POTRYKUS, I. 2002. Fighting iron deficiency anemia with
iron-rich rice. J Am Coll Nutr. 21:184-190.

- LYNCH, S.; DASSENKO, S.; BEARD, J.; COOK, J. 1984. Iron absorption from legumes
in humans. Am J Clin Nutr. 40:42-47.

50



- MCKIE, A.; BARROW, D.; LATUNDE-DADA, G.; ROLFS, A.,; SAGER, G;
MUDALY, E.; MUDALY, M.; RICHARDSON, C.; BARLOW, D.; BOMFORD, A;
PETERS, T.; RAJA, K.; SHIRALLI, S.; HEDIGER, M.; FARZANEH, F.; SIMPSON, R.
2001. An iron-regulated ferric reductase associated with the absorption of dietary iron. Science.
291:1755-1759.

- MILLWARD, DJ.; JACKSON, AA. 2004. Protein/energy ratio of current diets in
developed and developing countries compared with a safe protein/energy ratio: implications for
recommended protein and amino acid intakes. Public Health Nutr. (7): 387-405.

- MIRET, S.; SIMPSON, R.; MCKIE, A. 2003. Physiology and molecular biology of
dietary iron absorption. Annu. Rev. Nutr. 23: 283-301.

- MULLER, O.; KRAWINKEL, M. 2005. Malnutrition and health in developing countries.
Canadian Medical Association Journal. 173(3):279-286.

- MUNOZ, A.; MOLINA, A. 2005. Tratado de nutricién: Hierro. Accién Médica. Granada,
Espafia. 931-971.

- MURRAY-KOLB, L.; THEIL, E.; TAKAIWA, F.; GOTO, F.; YOSHIHARA, T,
BEARD, J. 2002. Transgenic rice as a source of iron for iron-depleted rats. J Nutr. 132:957-
60.

- MURRAY-KOLB, L.; WELCH, R.; THEIL, E.; BEARD, J. 2003. Woman with low iron
stores absorb iron from soybeans. Am J Clin Nutr. 77:180-84.

- NADLER, S.; HIDALGO, I.; BLOCK, T. 1962. The Tulane table of blood volume in
normal man. Surgeon. 51: 224-232.

- OLIVARES, M. 1995. Clinical nutrition of the young child: Nutricional Anemias. Raven
Press\Nestlé. New York, USA. 29: 561-575.

- PHILPOTT, C. 2002. Molecular aspects of iron absorption: insights into the role of HFE in
hemochormatosis. Hepatology. 35:993-1001.

- PIZARRO, F.; OLIVARES, M.; HERTRAMPF, E.; WALTER, T. 1994. Factores que
modifican el estado de nutricidn de hierro: contenido de taninos de infusiones de hierbas. Arch
Latinoam Nutr. 44:277-280.

o1



- PIZARRO, F.; OLIVARES, M.; HERTRAMPF, E.; MAZARIEGOS, D,
ARREDONDO, M. 2003. Heme-iron absorption pathway is saturable by heme-iron dose in
humans. J Nutr. 133:2214-2217.

- PIZARRO, F.; OLIVARES, M.; KAIN, J. 2005. Hierroy zinc en la poblacion de
Santiago. Rev Chil Nutr. 32(1):19-27.

- RAFFIN, S.; WOO, C.; ROOST, K.; PRICE, D.; SCHMID, R. 1974. Intestinal
absorption of hemoglobin heme iron cleavage by mucosal heme oxygenase. J Clin Invest.
54:1344-1352.

- RAMAKRISHNAN, U.; FRITH-TERHUNE, A.; COGSWELL, M.; KETTLE KHAN,
L. 2002. Dietary intake does not account for differences in low iron stores among Mexican,
American and non-Hispanic white women: Third National Health and Nutrition Examination
Survey, 1988-1994. J Nutr. 132:996-1001.

- ROHRER, J.; MIN-SOO JOO.; DARTYGE, E.; SAYERS, D.; FONTAINE, A.; THEIL,
E. 1987. Stabilization of iron in a ferrous form by ferritin. J Biol Chem. 262(28):13385-
13387.

- RONCAGLIOLO, M.; GARRIDO, M.; WALTER, T.; PEIRANO, P.; LOZOFF, B.
1998. Evidence of altered central nervious system development in infants with iron deficiency
anemia at 6 mo: delayed maturation of auditory brainstem responses. Am J Nutr. 68:683-90.

- SAN MARTIN, C.; GARRI, C.; PIZARRO, F.; WALTER, T.; THEIL, E.; NUNEZ, T.
2007. Intestinal epithelia (Caco-2) cells absorb soybean ferritin by clathrin-dependent
endocytosis. J Nutr. (enviado).

- SANTANA, M.; PIHAKASKI-MAUNSBACH, K.; SANDAL, N.; MARCKER, K;
SMITH, A. 1998. Evidence that the plant host synthesizes the heme moiety of leghemoglobin
in root nodules. Plant Physiol. 116(4):1259-609.

- SAYERS, M.; LYNCH, S.; JACOBS, P.; CHARLTON, R.; BOTHWELL, T.;
WALKER, R.; MAYET, F. 1973. The effects of ascorbic acid supplementation on the
absorption iron in maize, wheat and soya. Br J Haematol. 24:209-19.

- SCHOFIELD, C.; ASHWORTH, A. 1996. Why have mortality rates for severe
malnutrition remained so high?. Bull World Health Organ. (74):223-9.

52



- SECKBACK, J. 1982. Ferreting out of the secrets of plant ferritin. J Plant Nutr. 5:369-94.

- SINGH, R.; SHAW, J.; ZIMMET, P. 2004. Epidemiology of childhood type 2 diabetes in
the developing world. Pediatr Diabetes. 5(3):154-68.

- STEKEL, A.; OLIVARES, M.; PIZARRO, F.; AMAR, M.; CHADUD, P.; CAYAZZO,
M.; LLAGUNDO, S.; VEGA, V.; HERTRAMPF, E. 1985. The role of ascorbic acid in the
bioavailability of iron from infant foods. IntJ Vitaminol Nutr Res. (27):167-175.

- SUHARNO, D.; MUHILAL. 1996. Vitamin A and nutricional anaemia. Food Nutr Bull.
17(1):7-10.

- SWENSEN, A.; HARNACK, L.; ROSS, J. 2001. Nutritional assessment of pregnant
women enrolled in the Special Supplemental Program for Women, Infants and Children (WIC).
J Am Diet Assoc. 101:903-8.

- THEIL, E. 2003. Metal-binding proteins and trace element metabolism. Ferritin: at the
crossroads of iron and oxygen metabolism. J Nutr. 133:1549-53.

- THEIL, E. 2004. Iron, Ferritin, and Nutrition. Annu. Rev. Nutr. 24: 327-343.

- UZEL, C.; CONRAD, ME. 1998. Absorption of heme iron. Semin Hematol. 35:27-34.

- VASQUEZ, E. 2003. Laanemia en la infancia. Pan Am J Public Health. 13(6):349-351.

- VULPE, C.; KUOQO, Y.; MURPHY, T.; CWLEY, L.; ASKWITH, C.; LIBINA, N.;
GITSCHIER, J.; ANDERSON, G. 1999. Hephaestin, a ceruloplasmin homologue implicated
in intestinal iron transport, is defective in the sla mouse. Nat Genet. 21:195-199.

- WEINTRAUB, LB.; WEINSTEIN, MB.; HUSER, H.; RAFAL, S. 1968. Absorption of
hemoglobin iron: the role of a heme-splitting substance in the intestinal mucosa. J Clin Invest.
47:531-539.

- WHITTAKER, G.; KANN, M.; HELENIUS, A. 2000. Viral entry into the nucleus. Annu
Rev Cell Dev Biol. 16:627-51.

53



- WORLD HEALTH ORGANIZATION. 2004. Assesing the iron status of populations. [en
linea]. <http://whqlibdoc.who.int/publications/2004/9241593156_eng.pdf>. [consulta: 09-03-
2007].

- WORLD HEALTH ORGANIZATION. 2007. Micronutrient deficiencies. [en linea].
<http://www.who.int/nutrition/topics/ida/en/print.html>. [consulta: 09-03-2007].

54



