EfaVet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

ELABORACION, CARACTERIZACION Y SUPLEMENTACION
ORAL DE MICROPARTICULAS DE HIERRO EN RATAS
DEPLETADAS

Nadia Alejandra Rocha Pérez

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Fomento de la
Produccion Animal

PROFESOR GUIA: Carolina Valenzuela V.
Universidad de Chile

Financiamiento: Fondecyt de Iniciacion 11140249

SANTIAGO, CHILE
2016



EfaVet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

ELABORACION, CARACTERIZACION Y SUPLEMENTACION
ORAL DE MICROPARTICULAS DE HIERRO EN RATAS
DEPLETADAS

Nadia Alejandra Rocha Pérez

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Fomento de la
Produccion Animal

NotaFinal: .........., ..o,
Prof. Guia: Carolina Valenzuela Venegas Firma:
Profesor Corrector:  Maria Sol Morales Silva Firma:
Profesor Corrector:  Jaime Figueroa Hamed Firma:

SANTIAGO, CHILE
2016



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar agradecer a todo el Departamento de Fomento de la Produccion Animal, en
especial a mi profesora guia Carolina Valenzuela, quien, con mucha paciencia,
comprension y dedicacion me ayudd en todos los pasos y obstaculos durante el proceso, a
mis profesores correctores, Maria Sol Morales y Jaime Figueroa, quienes estuvieron
dispuestos a prestarme toda ayuda necesaria para la elaboracion de este proyecto. Quiero
agradecer también a la querida tia Corina, que me alegrd, me acompafi6 y ayudd en mis
dias de trabajo. También agradecer a todo el resto del personal involucrado durante el
proceso.

Agradecer también a mi compafiera de laboratorio Dafna, quien tuvo toda la disposicion del
mundo para ensefiarme y ayudarme durante la parte practica, siempre con muy buena
disposicion.

Quisiera dar las gracias también a mi amigos que estuvieron durante mi etapa educativa, a
Vivian Correa, Erika Lillo y Ricardo Riquelme, con quienes comencé y finalicé la carrera,
con quienes rei y sufri con las evaluaciones, muchas gracias chiquillos.

Muchas gracias también a los mas cercanos y mas antiguos, Victor, Vitoko, mi amigo
desde quimica hasta el dia de hoy, muchas gracias por tu tiempo, tus ensefianzas, tu
paciencia y tu apoyo en todo momento.

A mi gran amiga Carolina, Carito, muchas gracias por acompafiarme cada dia del proceso,
desde inglés, y aunque no terminamos juntas siempre estuviste ahi, ayudandome en mis
estudios, en mi vida y en todo momento, gracias por acompafiarme por siempre.

Darle las gracias a mi amiga mas cercana, Belén, gracias por tu tiempo, tu carifio y
sabiduria, gracias por tus ensefianzas de vida y de conocimientos. Gracias por tus
incansables horas de estudios y por tu ayuda en todo momento que te necesité durante este
proceso.

Agradecer a mi familia, a mi tia Vero por su apoyo emocional frente a todas las dificultades
que tuvo, quien siempre creyé en mi y me dio una palabra de aliento, a mi primo Lukas,
gque mas que un primo es mi hermano, gracias por hacerme reir, por estar ahi y entenderme

de una forma que nadie mas podia.



Agradecer a mi Tata y Lela por su constante preocupacion durante el proceso de formacion,
por los queques y cositas ricas, por su amor y compafiia constante.

Gracias a mi abuelita Gina, por acompafiarme, por malcriarme, por darme cositas ricas,
gracias por ayudar a formar a quien soy hoy en dia, gracias por sentirte siempre orgullosa
de mi y mis logros y por estar ahi siempre que la necesité.

A mi mama, linda, gracias por todas tus palabras, por tu abrazos y consejos, gracias por las
veces que me ayudaste a estudiar para la universidad, gracias por acompafiarme a cuidar a
mis ratitas y lavarle sus platitos, gracias por ir a dejarme y un sin namero de muchas
gracias mas, te amo.

A mi papd, gracias por tu carifio, tus abrazos kétchup y tus consejos, apoydndome sin
importar que pasara, gracias por entender todo sin preguntar, gracias por ser mi impresora,
gracias por todo papito lindo, te amo.

A los dos gracias por apoyarme en los momentos mas dificiles que tuvo esta etapa, cuando
todo se veia negro ustedes lo iluminarion, los adoro mucho.

A mi hermanita, Valentina, muchas gracias por tus consejos, tu ayuda en el estudio, tus
compafiias cuando me quedaba hasta tarde, pero sobretodo gracias por estar ahi siempre
que te necesité, sin importar nada, gracias por ser la mejor hermana que pude pedir.

Quiero agradecer a mi quinto abuelo, a uno que estuvo ahi, siempre, sonriendo, tio Ricardo,
muchas gracias por acomparme durante todo el proceso, orgulloso hasta mas no poder de
todos los logros, quien me dio amor como si fuera su nieta real, quien siempre estuvo ahi
cuando lo necesité, y quien escondié mis pillerias, mi viejito lindo.

A mi perro, Nicky, quien fue el que gatill6 todo esto y me hizo elegir esto para el resto de

mi vida, de no ser por el la historia seria distinta.

A todos ellos muchas gracias, esto es por ustedes.



RESUMEN

El objetivo fue elaborar y caracterizar microparticulas de hierro (Fe) y determinar su efecto
sobre el estado de nutricion de Fe en ratas depletadas. Se elaboraron y caracterizaron dos
tipos de microparticulas (M), de Fe no Hem (M1) y Fe no Hem/Fe Hem (M2). Se utilizaron
15 ratas Sprangue Dawley depletadas en Fe que fueron divididas en 3 grupos, los cuales
fueron alimentados con dietas bajas en Fe: Control: dietat+sulfato ferroso (55,6 mg de
Fe/kg); T1: dieta+M1 (54,1 mg de Fe/kg), y T2: dieta+M2 (54,1 mg de Fe/kg). Despues de
18 dias se determino el estado de nutricion de Fe de las ratas mediante hemograma y
ferritina sérica (FS). Las M1 fueron de color blanco-verdosa y las M2 café-rojizas, las
cuales mostraron un contenido de Fe total (mg/g) de: 70,7 + 45 y 81,1 = 3,9,
respectivamente; y mayor para las M2 (p<0,05). El potencial Z (mv) fue de: -4,1 y 11,6;
respectivamente. La morfologia de M1 fue mas irregular que M2. La suplementacion oral
de todos los tratamientos mejoraron el estado de deplecién de Fe en ratas, obteniendo
valores de FS (ng/mL) de C: 983 + 251, T1: 1.281 + 236 y T2: 1.105 + 316. Otros
pardmetros de nutricion de Fe no se vieron afectados por los tratamientos de
suplementacion. En conclusion, no se observo un efecto en el estado de nutricion de Fe en

ratas depletadas de la encapsulacion ni la mezcla de formas de Fe.

Palabras claves: deplecion, ferritina, hierro, microparticulas, ratas.



ABSTRACT

The aim was to develop and characterize microparticles of iron (Fe) and determinate it
effect on the nutritional status of Fe in depleted rats. Two types of microparticles (M), non-
Hem Fe (M1) and non-Hem/Hem Fe (M2) were prepared and characterized. Fifteen
depleted Sprague Dawley rats were used and divided into 3 groups, which were fed with
diets low in Fe: Control: diet+ferrous sulfate (55.6 mg Fe/kg); T1: diet+M1 (54.1 mg
Fe/kg) and T2: diet+M2 (54.1 mg Fe/kg). After 18 days nutritional Fe status of rats was
determined by haemogram and serum ferritin (SF). M1 were white-green color and M2 red-
brown, and showed total Fe content (mg/g): 70.7 + 4.52 and 81.09 + 3.92, respectively; and
higher for M2 (p<0.05). The zeta potential (mv) was: -4,1 and 11,6; respectively. The
morphology of M1 was more irregular than M2. Oral supplementation with all treatment
improved the Fe depletion state in rats, obtaining values of FS (ng/mL) of C: 983 + 251,
T1:1,281 + 236 and T2: 1,105 * 316. Other parameters of Fe nutrition not were affected by
different forms of supplementation. In conclusion, an effect on the Fe nutrition status in

depleted rats of encapsulation or the mixture of Fe forms was not observed.

Keywords: depletion, ferritin, iron, microparticles, rats.



INTRODUCCION

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial que se puede encontrar como Fe Hem
(hemoglobina, mioglobina, entre otras hemoproteinas) en alimentos de origen animal, como
carnes, sangre y visceras, y como Fe no Hem formando parte de sales inorganicas,
principalmente en alimentos de origen vegetal y lacteos. EI Fe Hem presenta un mayor
porcentaje de biodisponibilidad (20 a 30 %), e incluso puede alcanzar un 50 % segun las
necesidades del individuo. Mientras que la biodisponibilidad del Fe no Hem varia entre 1 a
15 % (Przybyszewska y Zekanowska, 2014). En el caso del Fe no Hem la absorcion
comienza con su reduccion en el medio gastrico (de Fe™ a Fe™), realizada por una

oxidoreductasa denominada DcytB, luego

se produce un co-transporte del Fe™ a
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transferrina (Conrad y Umbreit, 2002;
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P 3 Fuqua et al., 2012) (Figura 1). En el caso
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realiza por una via diferente. En el

Figura 1. Vias de absorcién de Fe no hem y Fe hem.
estomago la pepsina comienza a liberar las

globinas y el grupo hemo es transportado hacia el duodeno, donde este proceso continla y
el hemo es liberado completamente. Como receptor se ha descrito una proteina
trasportadora intestinal llamada “Hem Carrier Protein” (HCP-1), que no esta del todo
caracterizada en mamiferos como receptor de Fe (Lipinski et al., 2013). Luego el grupo
hemo ingresa al citoplasma del enterocito donde la enzima hem-oxigenasa-1 (HO-1) libera

el Fe*? del grupo hemo, el cual es almacenado en la ferritina o se exporta unido a la
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transferrina (Conrad y Umbreit, 2002; Hooda et al., 2014) (Figura 1). Existen factores
intraluminales que afectan principalmente la absorcion del Fe no Hem, como la soya, fibra
dietaria, fitatos, taninos, polifenoles y minerales (Conrad y Umbreit, 2002). Como
potenciadores de su absorcion, se han descrito el acido ascorbico (vitamina C), la carne,
ciertos aminodacidos y alimentos que contengan una alta proporcion de Fe Hem (Fuqua et
al., 2012). Para el caso del Fe Hem casi no se han descrito inhibidores de su absorcion, a
excepcion del calcio cuyo rol es controversial (Lépez et al., 2009), y como factores
potenciadores se describe la carne, hemoglobina (Navas et al., 2009), algunos aminoacidos
(Gaitan et al., 2006) y, recientemente, se ha identificado al estroma del eritrocito (Pizarro et
al., 2016).

La absorcion del Fe es esencial en la homeostasis y la deficiencia sostenida en el tiempo
genera anemia, definida como la disminucion de la concentracion de hemoglobina en la
sangre por niveles bajo los estandares para cada especie, acompafiado de la alteracion de
otros biomarcadores del estado de nutricion de Fe (Tillan et al., 2004). Se estima que un 30
% de la poblacion mundial padece anemia, sobre todo en paises en vias de desarrollo
(WHO, 2008). En el cerdo lactante criado de forma intensiva, esta deficiencia se presenta
de manera habitual utilizdndose como modelo para su estudio (Lipinski et al., 2013; Odle et
al., 2013). Otros animales, como ratas y ratones, se han utilizado como biomodelos en
estudios de absorcion y homeostasis de Fe para medir la eficacia de estrategias de
suplementacion o fortificacion con este nutriente, debido a su similitud con el ser humano
en procesos de absorcion de Fe, por su menor costo de utilizacion y facilidad de manejo.
Este modelo ha sido utilizado para el estudio de suplementos que combinan formas de Fe
no Hem/Fe Hem. Asi, por ejemplo, Garcia et al. (2013a) evaluaron el efecto antianémico
durante la recuperacion de ratas anémicas suplementadas con mezclas de Fe Hem (aportado
por un suplemento comercial para humanos, el Trofin®) y Fe no Hem aportado por sulfato
ferroso (FeSOa). Dicho estudio concluyo que es mas eficiente la combinacién de Fe no
Hem/Fe Hem en revertir el estado anémico, comparado con el grupo de ratas anémicas que
fue tratada solo con FeSOa.. Otros estudios también confirman que la asociacion entre

ambos tipos de Fe mejora su biodisponibilidad, lo que se refleja positivamente en los



biomarcadores del estado de nutricion de Fe en ratas anémicas (Pallarés et al., 1993;
Campos et al., 1996; Garcia et al., 2013a; Garcia et al., 2013b).

Ademas de la combinacion de diferentes fuentes de Fe, se ha estudiado la encapsulacion de
este mineral para mejorar su biodisponibilidad, entre otras ventajas. La encapsulacion es
una técnica bastante utilizada en el dltimo tiempo en nutricion animal (Valenzuela et al.,
2013a), por la cual una gran variedad de compuestos (moléculas bioactivas, minerales,
vitaminas, aminoacidos, enzimas, etc.) son cubiertos con una pelicula polimérica (material
muralla) que los protege. La encapsulacion de Fe presenta algunas ventajas como: proteger
el material ndcleo del medio ambiente (evitando su degradacion, oxidacion y
precipitacion), mejorar la caracteristicas organolépticas de productos fortificados, disminuir
interacciones del Fe con otros componentes de los alimentos que disminuyen su
biodisponibilidad, liberacion controlada del Fe en su sitio de absorcion (Zubillaga et al.,
1996; Lysionek et al., 2002; Zimmermann, 2004).

Uno de los métodos mas utilizados para encapsular, debio a su bajo costo, uno de los
métodos mas utilizados para encapsular es el secado por atomizacion o “spray drying”, el
cual puede convertir dispersiones liquidas en microparticulas de diversos tamafios en estado
solido. La maltodextrina es uno de los materiales utilizados como muralla, la cual se
obtiene por hidrdlisis acida o enzimatica de los almidones. Este componente tiene baja
viscosidad a altas concentraciones y permite la formacién de microparticulas de libre flujo
(Pai et al., 2015). La maltodextrina tiene como ventaja su relacion costo y efectividad, lo
cual constituye un importante atributo para su aplicacion productiva (Chronakis, 1998).
Ademas es un material adecuado para utilizar en la técnica de atomizacion, que se ha

comprobado tiene alta eficiencia de encapsulacion.

En la actualidad, muchos alimentos son utilizados como vehiculos para la fortificacion con
sales inorganicas de Fe, con la finalidad de disminuir la anemia por deficiencia de este
mineral. Sin embargo, estos compuestos pueden afectar el sabor y aroma del producto
fortificado debido a oxidacion de moléculas organicas, generando sabores metalicos en el

alimento y alterando el color de este (Hurrell, 2002; Navas et al., 2007). Ademas, estas
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sales de Fe presentan una baja biodisponibilidad cuando son administradas via oral, debido
a su alta capacidad de interaccién con compuestos que inhiben su absorcion, necesitandose
multiples dosis para la normalizacion del estado hematoldgico (Zimmermann y Hurrell,
2007). Algo similar ocurre cuando se utiliza Fe Hem para fortificacion de alimentos, ya que
debido a su procedencia y color rojizo, éste causa alteraciones organolépticas, cambiando el
color y olor del producto fortificado (Baltussen et al., 2004; Aleman et al., 2016). Estas

desventajas podrian también mejorarse mediante el uso de la tecnologia de encapsulacion.

La encapsulaciéon de Fe se ha utilizado para prevenir o revertir el estado de anemia por
deficiencia de Fe. En ratas anémicas, formulaciones encapsuladas de Fe no Hem presentan
mejor biodisponibilidad que aquellas sin encapsular (Zubillaga et al., 1996; Lysionek et al.,
2002; Navas et al., 2007). No obstante, la informacion referente a suplementos de Fe Hem
encapsulados es escasa (Rudolph et al., 1995; Xu et al., 2014). La mayoria de los estudios
existentes han utilizado la técnica de entrampamiento en liposomas, en los cuales han
probado una forma u otra de Fe de manera individual (Rudolph et al., 1995; Navas et al.,
2007; Yuan et al., 2013; Xu et al., 2014). Sin embargo, en un estudio realizado por Antileo
et al. (2016) se demostré que un suplemento oral de mezcla entre Fe no Hem/Fe Hem
encapsulados individualmente en microparticulas de maltodextrina, entregados en 3 dosis
orales cada 6 dias por 21 dias, fue suficiente para prevenir la anemia por deficiencia de Fe
en cerdos neonatos. Sin embargo, no se pudo identificar si este efecto fue debido a la
encapsulacion o a la combinacion de ambas formas de Fe (Fe no Hem y Fe Hem), o ambas
condiciones en conjunto. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue elaborar y caracterizar
microparticulas de hierro y determinar su efecto como suplementacién oral sobre el estado
de nutricion de Fe en ratas previamente depletadas mediante el uso de dietas sin

suplementacion con Fe y flebotomias semanales.



MATERIALES Y METODOS

I. Encapsulacion de microparticulas de Fe no Hem y Fe no Hem/Fe Hem (mezcla)

Materiales

Para la elaboracion de las microparticulas de Fe se utilizo como material muralla
maltodextrina (Prinal S.A), como material nucleo se utiliz6 sulfato ferroso (SF) (Fe no
Hem) (Merck S.A) y como Fe Hem, eritrocitos de bovinos atomizados (EA) (Lican
Alimentos S.A). Los materiales utilizados para la elaboracion de la dietas de los animales
fueron caseina libre de Fe, fibra (All Nutrition S.A), almidon de maiz y sacarosa (Drogueria
Michelson S.A), nucleo de vitaminas y aminoécidos (Alimentos Concentrados Cisternas
Ltda). Todos los ingredientes del nicleo mineral fueron adquiridos en Merk S.A y Sigma-
Aldrich.

Encapsulacion de Fe

Las condiciones de encapsulacion a utilizar fueron determinadas previamente en estudios
realizados en el Laboratorio de Nutricién de Facultad de Ciencias Veterinaria y Pecuarias
(FAVET). Para la encapsulacion del Fe se elabor6 una solucion al 40 % p/v de
maltodextrina (M) en agua desionizada, y en esta se dispersaron los compuestos de Fe que

se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Soluciones para la formacion de microparticulas de Fe no Hem

y de Fe no Hem/Fe Hem

Microparticulas M (% p/v) SF (% p/v) EA (% p/v)
Fe no Hem 40 30 0
Fe no Hem/Fe Hem 40 30 20

M: maltodextrina, SF: sulfato ferroso, EA: eritrocitos de cerdo atomizados.



Luego estas dispersiones se secaron por atomizacion (Mini Spray Dryer B-290, Buchi,
Suiza) bajo los siguientes pardmetros: T° programada de entrada: 140 °C y salida de 80-90
°C, una presion de 4,8 bar y una velocidad de 357 L/h. En cuanto se recibieron las
microparticulas se calculé su rendimiento, para esto siempre se atomizaron dispersiones de

100 mL y se pesd lo obtenido (g).

Caracterizacion de microparticulas

Las microparticulas fueron caracterizadas segun su contenido de Fe total (método 999.11,
A.0.A.C., 1996), utilizando espectrofotometria de absorcion atdmica (espectrofotémetro,
GBC modelo 905AA, Australia); tamafio por dispersion dinamica de luz laser (Brookhaven
Instrument Corp, USA); potencial Z (Zeta Plus, Brookhaven instruments Corp., USA) y
color, usando un colorimetro (Konica-Minolta CR-300, 119 Japon). Se fotografiaron las
microparticulas con una cémara digital para observar su apariencia. La morfologia
superficial de las microparticulas fue observada por microscopia electronica de barrido, con
un microscopio LEO 1420 VP (Cambridge, Reino Unido), usando un voltaje de aceleracion
de 25 kV. Previo al analisis, las muestras fueron montadas en una moneda de 5 pesos y
sombreada con oro dos veces (PELCO 91.000).

I1. Ensayo de deplecidn y suplementacion en ratas

Animales

Los protocolos experimentales de este estudio cuentan con la aprobacion del Comité de
Bioética de FAVET (certificado N° 10-2015). Se utilizaron 15 ratas Sprague Dawley
machos, de 5 semanas de edad con un peso promedio de 100 g, provenientes del Bioterio
de la Universidad Catdlica de Chile. Los animales se mantuvieron durante todo el estudio
en la Unidad de Manejo Experimental de Animales de FAVET, alojados en parejas, en
jaulas de piso plastico y cama de viruta de madera. Esta unidad cuenta con calefaccion

controlada mediante un equipo de aire acondicionado (24 + 1°C) y termOmetro de maximas



y minimas. A las jaulas se les incorporaron elementos de enriquecimiento ambiental (iglus

plasticos, tubos de pvc y cubos de madera).

Generacion del estado de deplecion de Fe en ratas

Se elaboraron dietas deficientes en Fe, siguiendo las directrices del “Subcommittee on
Laboratory Animal Nutrition” (1995), incorporando un nucleo mineral sin inclusion de
sulfato ferroso como se presenta en la Tabla 2 (Garcia et al., 2010; Garcia et al., 2013a). La
dieta deficiente se ofrecio a las ratas durante 6 semanas. Ademas se les entregd agua
desionizada ad libitum.

Tabla 2. Dieta formulada para ratas en crecimiento (AIN-93G) (Subcommittee on

Laboratory Animal Nutrition, 1995).

Ingredientes g/kg de dieta

Almidén de maiz 467
Caseina (libre de Fe) 200
Maltodextrina 132
Sacarosa 100
Fibra dietaria 50
Nucleo mineral* 35
Ndcleo de vitaminas 10
DL-metionina 3

Lisina 3

*Nucleo mineral para generar dietas deficientes en Fe (control) en mg/kg: fosfato
de calcio dibasico (500 mg/kg); citrato de potasio monohidrato (220 mg/kg);
cloruro de sodio (74 mg/kg); sulfato de potasio (52 mg/kg); 6xido de magnesio
(24 mg/kg); sulfato ferroso 16-17% fe (0 mg/kg); carbonato de manganeso (3,5
mg/kg); carbonato de zinc (1,6 mg/kg); sulfato de potasio cromo (0,55 mg/kg);
carbonato clprico (0,30 mg/kg); yodato de potasio (0,01 mg/kg); maltodextrina
(124,04 mg/kg).



Adicionalmente a la dieta deficiente en Fe, las ratas fueron sometidas a flebotomias
semanales (Tillan et al., 2004) a partir de la segunda semana experimental. Las
extracciones de sangre se realizaron previa anestesia general, donde los animales fueron
introducidos en una camara con 1,5 mL de isofluorano, hasta observar pérdida de
conciencia. Se obtuvieron volimenes de sangre calculados en base al peso del animal, y se
realizaron extracciones de sangre equivalentes al 10% de la volemia como méximo, por
puncion de la vena basal y laterales de la cola (Lindstrom et al., 2015).

Con este protocolo de induccién de deficiencia y consecuente anemizacion se obtuvieron

solamente individuos depletados, basados en la informacidn de ferritina sérica.

Tratamiento dietario

Al comprobarse efectivamente por medio del parametro ferritina sérica (<400 pg/mL) que
el 100 % de los animales presentaban deplecion de Fe, los animales fueron distribuidos al
azar a 3 grupos experimentales, para ser alimentados una vez al dia con 20 g/rata de la dieta
presentada anteriormente en la Tabla 2 (Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition,
1995):

- Grupo Control (N=5): suplementacién con 50 mg de sulfato ferroso/kg de dieta

incluidos al momento de la elaboracion del nacleo mineral.

- Grupo T1 (N=5): suplementacioén con microparticulas de Fe no Hem (Tabla 1), que
fueron incluidas al momento de la preparacion del nicleo mineral hasta alcanzar los

50 mg de Fe/kg en la dieta.

- Grupo T2 (N=5): suplementacion con microparticulas de mezcla (Tabla 1), que
fueron incluidas al momento de la preparacion del nicleo mineral hasta alcanzar los

50 mg de Fe/kg en la dieta.

Después de las 6 semanas de alimentacion con la dieta deficiente en Fe, los animales fueron

pesados y se extrajo una muestra de sangre (segun las indicaciones mencionadas en las
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flebotomias) para realizar hemograma completo en el Laboratorio de Micronutrientes del
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Chile (INTA), y
una prueba ELISA para determinar ferritina sérica (Rat Ferritin, Cusabio®), con el fin de
establecer su condicion basal de estatus de Fe previo al inicio del experimento de

suplementacion.

Las jaulas de los animales fueron identificadas con el grupo de tratamiento correspondiente,
y los animales se identificaron individualmente mediante una marca numérica en la cola
con plumdn de punta fina permanente, que era remarcada diariamente, y se mantuvieron

bajo estos tratamientos por 18 dias.

Variables evaluadas

Estado de nutricion de Fe

Para determinar el estado de nutricion de Fe de las ratas, se tomo6 una muestra de sangre de
0,5 mL desde la vena de la cola al dia 18 post-suplementacion, previa anestesia, la cual se
depositd en un tubo pediatrico con EDTA para hemograma completo, que fue realizado en
el Laboratorio de Micronutrientes del INTA. Los parametros a cuantificar fueron:
eritrocitos (E), volumen corpuscular medio (VCM), hematocrito (Hto), hemoglobina (Hb),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) (Electronic Counter,
CELDYN) y zinc protoporfirina eritrocitaria (Zpp), determinada en un hematofluorémetro
(AVIV Biomedical Inc., Lakewood, NJ, modelo 206D). También se cuantificd la ferritina

sérica (FS) como se menciond anteriormente.

Consumo de alimento

Durante la suplementacion y hasta el dia 17 para medir el consumo de alimento diario se
usé una balanza analitica. Se pesé el alimento entregado (20 g) por comedero, y 24 h
después se retiraron los comederos y se peso lo recolectado, calculando el consumo por

diferencia. Como las ratas estan alojadas en parejas el valor obtenido se dividio en dos.
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Peso

Se pesaron las ratas en una balanza digital al inicio de la etapa de suplementacion y luego al

finalizar esta etapa (dia 18 de experimentacion).

Analisis estadistico

Para comparar las diferentes caracteristicas de las microparticulas se realiz una prueba de
T-Student (p<0,05). Para comparar los biomarcadores del estado de nutricion de Fe y peso
entre grupos de tratamiento, se realiz6 una prueba de normalidad (Shapiro-Wilk). Como los
datos estuvieron distribuidos de manera normal, se realizd una prueba de ANOVA seguida
de una de Tukey (p<0,05). Para el analisis de los datos de consumo de alimento se aplico
una prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05) debido a que no se encontraban distribuidos de
manera normal. Se utilizd el programa estadistico Statistix 8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn y caracterizacion de las microparticulas

Se obtuvieron dos tipos de microparticulas, uno de Fe no Hem y el otro de mezcla (Fe no
Hem/Fe Hem), pudiéndose encapsular ambos tipos de Fe. La caracterizacion de estas
microparticulas se presenta en la Tabla 3.

Respecto al rendimiento, se observo que las microparticulas de mezcla presentaban un
mayor rendimiento que las de Fe no Hem, esto quiere decir que por 100 mL de solucion se
obtuvieron mas gramos de microparticulas de mezcla (Tabla 3). Esto se atribuye a que la

dispersion formadora de microparticulas de mezcla contenia méas elementos dispersados.

Tabla 3. Caracterizacion de microparticulas de Fe con maltodextrina

Microparticulas

Caracteristicas Fe no Hem Fe no Hem/Fe Hem
Rendimiento (g) 43,4 + 0,8 55,1 +2,9P
Fe total (mg/g) 70,7 + 4,52 81,1 +3,9°
Tamafio (nm) 964 + 9° 1.074 + 9P
Potencial Z (mv) -4,1+0,12 11,6 +0,9°
Color (L) 39,0 + 46,4° 14,0 £ 0,5°
Color (a) -1,0 + 0,02 50+1,9°
Color (b) 6,0 0,3 5,0+ 0,6

Letras diferentes en superindices indican diferencias significativas (p<0,05).

El contenido de Fe total fue superior en las microparticulas de mezcla comparadas con las
microparticulas de Fe no Hem (Tabla 3), lo cual era esperable debido a la adicion de EA.
Sin embargo, éstas solo presentaron alrededor de 10 mg mas de Fe que las microparticulas
de Fe no Hem debido a que el contenido de Fe de EA es bajo (2,5 mg/g), ya que el Fe esta

contenido dentro de eritrocitos, pero el 99 % de este Fe es de origen heminico (Valenzuela
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et al., 2014), por lo tanto, debiese ser méas biodisponible que el Fe no Hem (Conrad y
Umbreit, 2002).

El tamafio fue mayor para las microparticulas de mezcla (Tabla 3), lo cual también era
esperable, ya que se utiliz6 EA en una alta concentracion, ademés del Fe no Hem
adicionado a la dispersion formadora de estas microparticulas, aumentanto asi la cantidad
total de material nucleo. En las dos microparticulas el tamafio fue cercano a 1 pum, esto es
considerado un tamafio pequefio que generalmente se logra utilizando maltodextrina como
material muralla (Tonon et al., 2010; Fernandes et al., 2014), y usando condiciones
especificas en el equipo de atomizacion, ya que el cambio de esas condiciones podria
provocar variaciones en el tamafio de las microparticulas (Vicente et al., 2013). Dentro de
los beneficios que podria tener el menor tamafio de las microparticulas, se sefiala una
mejora en la fluidez del polvo (Sansone et al., 2011), lo cual es requerido para que las
microparticulas se almacenen adecuadamente. Esto es ventajoso, ya que estas
microparticulas fueron disefiadas para incorporarse en la dieta de ratas que comprenden
varios ingredientes alimentarios en estado solido. El tamafio también puede influir en la
biodisponibilidad de la microparticula. En un estudio realizado por Wegmuiller et al. (2004)
se establecié que a menor tamafio hay un aumento de la biodisponibilidad del material
encapsulado, cuando es usado para suplementarse oralmente. A su vez, también permite
que las microparticulas sean mas faciles de homogenizar cuando se quieran realizar
soluciones a partir de éstas (Da Silva-Junior et al., 2009). Esto fue comprobado en el
estudio de Antileo et al. (2016), en el cual microparticulas de maltodextrina/Fe similares a
las del presente trabajo, se dispersaban adecuadamente en una solucion acuosa, pudiendo

generar un suplemento liquido de Fe oral para cerdos lechones.

En relacion al potencial Z, que es una medida que se utiliza cominmente para caracterizar
la carga superficial de las microparticulas y refleja su potencial eléctrico, que depende de la
composicion de éstas y el medio en el que se dispersan principalmente (Hunter, 2013). Se
observo que para las microparticulas de Fe no Hem este valor fue negativo, lo que difiere
bastante con las microparticulas de mezcla que fue positivo (Tabla 3). El valor negativo se

podria relacionar con que las microparticulas de Fe no Hem contienen sulfato ferroso que
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es un material aniénico, debido a la presencia del grupo sulfato que presenta carga negativa,
y parte de este material podria estar quedando atrapado de manera superficial
(ordenamiento matricial) en las microparticulas de Fe no Hem, otorgando un potencial Z
negativo. Similar a lo reportado por Saloko et al. (2013) con microparticulas de quitosano
(material muralla)/tripolifosfato de sodio (material nucleo), siendo el quitosano un material
positivo y el tripolifosfato un penta-anién, éstas microparticulas presentaron un potencial Z
negativo. A su vez, He et al. (1999) describio que en la medida que se aumenta el material
nucleo con carga negativa, el potencial Z de las microparticulas se hace mas negativo. Se
hipotetiza que existe algin tipo de interaccion de los grupos quimicos entre el sulfato
ferroso/EA/maltodextrina, que generaria que las microparticulas de mezcla tuvieran un
potencial Z positivo. Segln lo descrito por Takeuchi et al. (2001) el cambio de potencial Z
en liposomas se observo principalmente por el cambio e interaccion de diferentes polimeros

en la superficie de los liposomas durante el proceso de encapsulacion.

Las diferentes cargas encontradas en las microparticulas de Fe no Hem y de mezcla,
pudiesen generar distintos comportamientos en su paso por el sistema gastrointestinal,
donde se ven enfrentadas a procesos de disolucion en los diferentes medios Yy
adhesion/avance (Ma et al., 2005). También podria influir en su mecanismo de disolucion
en ambientes alcalinos (He et al., 1999), como el duodeno, que es donde se absorben los
dos tipos de Fe (Lipinski et al., 2013); o diferentes capacidades de adhesion a la mucosa
intestinal (Arbos et al., 2003). Sin embargo, se necesitan mas estudios de tipo in vitro para

esclarecer este tema.

En relacion al color de las microparticulas, las de Fe no Hem mostraron valores mas altos
para los pardmetros L y b, mientras que para el valor de a fue menor en comparacion con
las microparticulas de mezcla (Tabla 3). Esto indicaria una coloracién con mayor tendencia
a los tonos rojos para las microparticulas de mezcla, y un color més claro y verdoso para las
microparticulas de Fe no Hem (Gandia et al., 2010). En la Figura 2 se puede apreciar la
apariencia y el color de las microparticulas. La coloracion blanco-verdosa de las
microparticulas de Fe no Hem (Figura 2A) se debe a la encapsulacion de sulfato ferroso
(color turquesa) con maltodextrina (color blanco) y la coloracion de las microparticulas de
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mezcla (Figura 2B) por el uso de EA que tienen una coloracion café-rojiza debido a su
origen hematico. Aunque se utilizé la misma concentracion de maltodextrina para la
elaboracion de ambas microparticulas, el color del material nucleo fue mayormente

enmascarado en las microparticulas de Fe no Hem.

Figura 2. Apariencia de las microparticulas de Fe no Hem (A) y de mezcla (B).

Finalmente, con respecto a la morfologia superficial de las microparticulas se observaron
grandes diferencias entre ellas. Las de Fe no Hem (Figura 3A) presentaban una superficie
mas irregular y heterogénea, con numerosas depresiones y concavidades. Mientras que las
microparticulas de mezcla (Figura 3B) presentaban una forma mas esférica con una

superficie lisa y homogénea.

Sy

Figura 3. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido: (A) Microparticulas
de Fe no Hem; (B) Microparticulas de mezcla.
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Segun la literatura estas diferencias se pueden atribuir al material muralla utilizado, el
proceso de secado y formacion de las microparticulas y el material ndcleo, entre las
principales causas (Alamilla et al., 2005; Loksuwan, 2007; Gandia et al., 2010; Sansone et
al., 2011; Fernandes et al., 2014). Para el caso de las microparticulas generadas en este
trabajo, se utilizo el mismo material muralla y en la misma proporcién para ambos tipos,
ademas las condiciones del equipo de atomizacion fueron similares, por lo que no podria
atribuirse a estos factores las diferentes morfologias observadas. Por lo general, las
microparticulas que tienen como material muralla maltodextrina y son secadas por
atomizacién, presentan una superficie rugosa y con concavidades (Di Battista et al., 2015;
Otélora et al., 2015), lo cual es similar a lo observado en las microparticulas de Fe no Hem
del presente estudio, por lo que podria deducirse que la incorporacion de Fe Hem a la
solucion formadora de estas microparticulas, ejerce un efecto en la morfologia. Se ha
descrito que la adicion de ciertos materiales nucleos o muralla en microparticulas
atomizadas, podrian generar un efecto plastificante, obteniendo superficies mas lisas y
homogéneas (Zhang et al., 2000; Bruschi et al., 2003). Rosenberg et al. (1985) describid
que las concavidades observadas en microparticulas se forman durante la evaporacion
rapida de las gotas de liquido en el proceso de atomizacién, asi de alguna forma los EA
podrian enlentecer este proceso de secado, haciendo que las concavidades desaparezcan.
Esto podria tener relacion con la higroscopicidad de este material, asi como el de otros
hidrolizados proteicos similares, como el de carne al ser encapsulados (Kurozawa et al.,
2009).

El hecho que las microparticulas de mezcla presenten formas mas esféricas y homogéneas,
podria ser beneficioso para su almacenamiento y mezcla con alimentos u otro vehiculo para
su administracion, ya que esto permite que las microparticulas fluyan de mejor manera
(Walton y Mumford, 1999; Otélora et al., 2015).
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Evaluacion de las microparticulas sobre el estado de nutricion de Fe de ratas

Estado basal de nutricion de Fe en ratas

La deficiencia de Fe se puede clasificar en tres etapas segun su severidad: 1) deplecion, 2)
deficiencia y 3) anemia. En la deplecion, los depoésitos de Fe se agotan, observandose una
disminucion de la ferritina sérica. La deficiencia se caracteriza por la disminucion de las
reservas de Fe y por la alteracion de los biomarcadores del estado de nutricion de él, como
la reduccion de la produccion de proteinas Fe-dependientes. En esta etapa el Fe de
transporte se reduce y, por ende, también lo hace el suministro de este mineral a las células,
lo que se manifiesta con un bajo nivel de Fe sérico y saturacion de la trasferrina, un
aumento de la capacidad total de fijacion del hierro y de la concentracion de zinc
protoporfina eritrocitaria. La anemia es la forma més severa de deficiencia y se caracteriza
por la disminucion de las reservas de Fe, mas la reduccion de la hemoglobina y la
alteracion de otros indicadores del estado de nutricion de Fe, ademas de observar
comdnmente la disminucién del volumen corpuscular medio (VCM) y nimero de
eritrocitos, debido a un suministro insuficiente de Fe para la elaboracion de éstos (Brownlie
etal., 2002).

El contenido de Fe de la dieta deficiente de las ratas (antes de la suplementacion), fue de 17
mg de Fe/kg, valor menor al requerimiento de ratas machos en cremiento de 35 mg de
Fe/kg (Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition, 1995; Keenan et al., 2000). Sin
embargo, en este estudio solo se logré generar en las ratas un estado de deplecion de Fe.
Otros autores que utilizaron dietas formuladas de manera similar a los de este estudio, si
lograron obtener dietas con menores cantidades de Fe/kg. Asi, Srigiridhar y Madhavan
(1998) obtuvieron dietas de 8 mg/kg de Fe, Alférez et al. (2011), dietas con 5 mg/kg, vy
Garcia et al. (20013a) con 1,25 mg/kg de Fe. Aln cuando se esperaba obtener una situacion

de anemia en las ratas, con dicha dieta solo se alcanzé un estado de deplacion.
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Aunque se siguieron las recomendaciones para la elaboracion de dietas bajas en Fe, no fue
posible disminuir el contenido de éste en las dietas utilizadas, ya que todas las materias

primas presentaron una concentracion en traza que aportaron al total en la dieta.

Como se mencion0 anteriormente, antes de la suplementacion las ratas se encontraban en
un estado de deplecion de Fe. En la Tabla 4 se observa que todos los pardmetros del
hemograma, con excepcion de la ferritina sérica (FS), se encontraron dentro o sobre los
rangos referenciales para eritrocitos (E), volumen corpuscular medio (VCM), hematocrito
(Hto), hemoglobina (Hb) y concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM).
Estos resultados eran esperables, ya que en ratas depletadas estos parametros no se alteran
(Hinton et al., 2000; Brownlie et al., 2002). En el caso de la zinc protoporfina, en la
literatura existe bastante variabilidad en el valor normal de este parametro, ya que no esta
bien establecido en el caso de las ratas, pero el valor que se utilizd en este estudio es similar
al punto de corte de humanos (> 70 pg/dL) (Centers for Disease Control and Prevention-
CDC, 1998).

Tabla 4. Valores basales de biomarcadores del estado nutricion de Fe en ratas después de
inducida la deplecion y previo al ensayo de suplementacion.

Parametros C T1 T2 Rangos p-value
E (x10°%xmm®  10,1+0,9*  96+1,1° 9,6 + 1,02 7,7-8,2* 0,565
VCM (fL) 536+1,3% 538+13% 542+08  53,0-595! 0,879
Hto (%) 58,6 +3,4% 54748 546+44%  412-473 0,234
Hb (g/dL) 16,2+0,6° 156+0,9° 159%0,9°  14,4-16,0 0,987
CHCM (g/dL)  30,6+0,4® 31,3+0,7%4 30,9+0,6*  26,7-27,9 0,765
ZnPP (ug/dL) 748+13,6 783+14,6% 80,6123 s/i®” 0,341
FS (ng/mL) 221 + 272 217 + 632 212 + 712 300-400* 0,439

E: Eritrocitos; VCM: Volumen Corpuscular Medio; Hto: Hematocrito; Hb: Hemoglobina; CHCM:
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media; Zpp: Zinc Protoporfina Eritrocitaria (*este valor fue
expresado como punto de corte); FS: Ferritina Sérica.'Giknis y Clifford (2006), 2Ameri et al. (2011), 3s/i: sin
informacion para ratas y “Watanabe et al. (2001).

Letras en superindices indican diferencias significativas entre grupos segun parametro (p<0,05).
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C: grupo control; T1: grupo suplementado con microparticulas de Fe no Hem; T2: grupo suplementado con

microparticulas de Fe no Hem/Fe Hem.

El parametro ferritina sérica se encontrd bajo el limite establecido para la especie, lo que
era esperable, ya que este parametro estd correlacionado con las reservas de Fe en el
organismo (Hunter, 1978; Watanabe et al., 2001). Ademas, la prueba ELISA para
determinar ferritina sérica es el mejor indicador de las reservas de Fe y estado de deplecion
(Liu y Kaffes, 2012). Estos resultados fueron similares a los de Hunter (1978), quien utilizd
dietas bajas en Fe por 5 semanas en ratas, periodo similar al transcurrido en esta memoria,

lo cual provocé una disminucion en la ferritina sérica en las ratas.

Suplementacion oral de Fe en forma de microparticulas

Luego de comprobar que efectivamente las ratas del estudio presentaron un estado de
deplecion de Fe, se incluyeron las microparticulas de Fe en las diferentes dietas. Asi las
dietas presentaron un contenido similar entre ellas, de: C (55,6 + 3,4 mg/kg), T1 (54,1 £5,1
mg/kg) y T2 (56,8 + 3,8 mg/kg). Estos valores son superiores al requerimiento de las ratas
en etapa de crecimiento el cual fue establecido en 35 mg/kg de dieta (Subcommittee on
Laboratory Animal Nutrition, 1995). En la Tabla 5 se observa que la mayoria de los
pardmentros que miden el estado de nutricion de Fe, después de la suplementacion, se
encontraron dentro o sobre el rango referencial para esta especie, manteniéndose en valores
similares previos a la suplementacién, a excepcion de la ferritina sérica, la cual aumento en
todos los grupos, sobrepasando el rango. Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas entre los grupos de tratamiento para este parametro.
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Tabla 5. Valores finales de biomarcadores del estado nutricion de Fe en ratas, posterior a la

suplementacion con Fe en diferentes condiciones

Parametros C T1 T2 Rangos p-value
E (x10%xmm?®) 10,8 + 0,5? 11,4 +0,42 11,1 +0,5? 7,7-8,2¢ 0,840
VCM (fL) 52,6 £ 1,72 58,3+ 1,72 58,4 £1,6% 53,0-59,5! 0,123
Hto (%) 57,5+1,92 61,5+1,92 59,3+2,7°  41,2-47,3 0,789
Hb (g/dL) 18,3+ 1,0 19,3 +0,8? 18,7+ 1,02 14,4-16,0! 0,912
CHCM (g/dL) 31,8+0,8% 31,4+£0,5% 31,6 £0,5% 26,7-27,9° 0,834
ZnPP (ug/dL) 61,1+72%  61,1+72%  61,7+6,9° s/i®” 0,675
FS (ng/mL) 983 +£251%  1.281+236% 1.105+316%®  300-400* 0,567

E: Eritrocitos; VCM: Volumen Corpuscular Medio; Hto: Hematocrito; Hb: Hemoglobina; CHCM:
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media; Zpp: Zinc Protoporfina Eritrocitaria (*este valor fue
expresado como punto de corte); FS: Ferritina Sérica.'Giknis y Clifford (2006), 2Ameri et al. (20115%s/i: sin
informacion para ratas y “Watanabe et al. (2001).

C: grupo control; T1: grupo suplementado con microparticulas de Fe no Hem; T2: grupo suplementado con
microparticulas de Fe no Hem/Fe Hem.

Letras en superindices indican diferencias significativas entre grupos segun parametro (p<0,05).

De la Tabla 5 se desprende que todos los tratamientos de suplementacion de Fe usados en
este estudio mejoraron el estado de deplecién de las ratas, aumentando el valor de ferritina
sérica, incluso por sobre el punto de corte. Sin embargo, no hubo un efecto del tratamiento
de encapsulacion del Fe no Hem, como tampoco de la suplementacion con diferentes
fuentes de Fe encapsulado (p>0,05, Tabla 5). A diferencia de otros trabajos revisados,
como es el caso de la investigacion realizada por Garcia et al. (2013a), quienes evaluaron la
eficiencia en la remisién de anemia ferropriva en ratas, utilizando mezclas de Fe no
Hem/Fe Hem no encapsulado, donde se observd que la mezcla de ambos tipos tuvo un
mejor efecto en la remision de anemia que el Fe no Hem por si solo. Por otra parte, en un
estudio realizado por Yuan et al. (2013) se evalud el efecto de la encapsulacién en forma de
liposomas de diferentes compuestos de Fe en la remisién de anemia por inflamacion en
ratas. Para esto se compararon cuatro tipos de tratamientos, dos de ellos encapsulados en
liposomas y dos sin encapsular, concluyéndose que los elementos encapsulados tuvieron

resultados superiores en la remision de la anemia que los sin encapsular. En otro estudio
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realizado por Xu et al. (2014) se evaluaron distintos suplementos de Fe Hem y Fe no Hem
encapsulados como liposomas y sin encapsular en ratas con anemia, donde tanto los
liposomas de Fe no Hem y de Fe Hem mejoraron los parametros de nutricion de Fe debido
al aumento de la eficiencia de absorcion. Navas et al. (2007) evaluaron patés enriquecidos
con Fe encapsulado como liposomas sobre la absorcion de este mineral y, observaron que

la encapsulacién protegio6 al Fe y mejoro la biodisponibilidad de este mineral.

Los resultados de estos estudios difieren de los obtenidos en la presente memoria,
posiblemente porque en éstos se utilizaron ratas anémicas. La explicacion de este fenémeno
se basa en que la absorcion de Fe esta condicionada a las necesidades del organismo. Asi,
Valenzuela et al. (2013b), reportaron que individuos con anemia por deficiencia de Fe
absorbian mayor cantidad de este mineral que los deficientes y depletadosy éstos,a su vez,
mayor cantidad que los normales. También se debe considerar que a medida que aumenta la
cantidad de Fe almacenado (medido por la ferritina sérica), disminuye la absorcion de éste
(Frazer et al., 2002; Aggett, 2012), lo cual previene la sobrecarga de Fe en el organismo
(Finch, 1994).

En un estudio realizado por Viteri et al. (1995) en ratas, se observé que con un estado de
deficiencia de Fe, la absorcidn de éste fue mayor en animales con un estado de nutricién de
Fe normal. Sin embargo, dentro del grupo deficiente, las ratas que eran suplementadas cada
tres dias, presentaron una mayor absorcion de Fe, que las suplementadas diariamente,
posiblemente por la respuesta de los mecanismos de homeostasis, ante un escenario de
sobrecarga del mineral. Esto también se da en el caso de bebés nacidos de madres
deficientes en Fe, en donde la absorcion de este mineral en los infantes era inversamente
propocional a la cantidad de Fe almacenado (Hicks et al., 2006; Finkelstein et al., 2013).
Asi se especula que el estado de deplecion de las ratas en la presente memoria no fue
suficiente para gatillar una mayor absorcion de Fe para haber observado diferencias entre
tratamientos. En estados de anemia se hacen méas relevantes las diferencias de
biodisponibilidad que puedan tener los suplementos orales de Fe, ya que los mas

biodisponibles tienden a absorberse de mejor manera (Finch, 1994).
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En un estudio realizado por Antileo et al. (2016), quien usando el mismo tipo de
microparticulas utilizadas en esta memoria, vehiculizadas como solucion oral y entregadas
en tres dosis durante el periodo de lactancia de 21 dias, mejoraron los parametros de
nutricion de Fe de los cerdos, con resultados comparables a los obtenidos con

suplementacion con hierro dextrano parenteral.

Finalmente, cabe mencionar que si bien el periodo experimental de este estudio fue menor
al establecido por otros autores, no habria influido en los resultados, debido a que el tiempo
de suplementacion de 18 dias es tiempo suficiente para observar el efecto de la
suplementacion oral con Fe sobre los parametros que muestran su funcionalidad,
principalmente,la concentracion de hemoglobina (CHCM) y cantidad de eritrocitos (E), ya
que se describe que el Fe consumido de forma oral se incorpora progresivamente a los
eritrocitos desde que se ingiere, alcanzando un plateau a los 15 dias (Callender et al.,
1957), estimando que un 80-100 % del Fe es incorporado a los eritrocitos a los 14 dias
(Heath y Fairweather, 2002).

Efecto de la suplementacion con Fe en diferentes formas sobre el peso y consumo de

alimento

Los pesos de las ratas pre-suplementacién no mostraron diferencias entre los grupos de
estudio (Tabla 6). Post-suplementacion se observa un aumento de peso de las ratas, debido
a que la dieta ofrecida cumplia con los requerimientos de estos animales. Tampoco se
observa un efecto del grupo de suplementacion sobre el peso al final del estudio. Estos
resultados fueron diferentes a los obtenidos por Campos et al. (1998) y Alférez et al.
(2011), en donde se observo una menor ganancia de peso en ratas, las que presentaban una

condicién de anemia.
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Tabla 6. Peso al inicio y al final del periodo de suplementacion medido en gramos y

consumo promedio de gramos consumidos por rata dia medido en gramos.

Grupos C T1 T2
Peso (9)
Pre-suplementacion 214 + 2831 204 + 23% 199 + 224
Post-suplementacion 253 + 4222 231 + 192 248 + 432
Consumo (g)
Dia 04 6,5+ 2,12 8,1+0,3" 8,5+ 4,7°
Dia 17 4,3 +1,5% 5,5+ 2,8% 5,9 + 4,4%

C: grupo control; T1: grupo suplementado con microparticulas de Fe no Hem; T2: grupo suplementado con
microparticulas de Fe no Hem/Fe Hem.

Letras diferentes en superindices indican diferencias significativas entre grupos y nimeros en el tiempo
(p<0,05).

Se informa el consumo de alimento (Tabla 6) al dia 4 y 17, ya que después de graficar los
datos de consumo diarios (datos no mostrados), se observé una disminucion del consumo el
dia 4, y desde el dia 5 en adelante los consumos fueron similares. Asi se puede obeservar
que hay un mayor consumo de alimento al dia 4 que el dia 17, lo cual podria atribuirse a
que la cantidad de alimento consumido por individuo se ve condicionada por su estado
fisiolégico (Forbes, 2010), debido a que las ratas en estado de deplecion consumirian mas
alimento suplementado hasta alcanzar un estado normal de Fe, por lo que al final de la
etapa experimental, y al encontrarse todos los individuos con sus reservas de Fe normales,

el consumo de la dieta tenderia a disminuir, tal como se observo en el presente estudio.

Es importante destacar que las ratas del grupo control consumieron menos alimento que las
de los grupos T1 y T2, en donde se uso la técnica de encapsulacion de Fe. Seguramente
porgue esta tecnologia mejora las caracteristicas organolépticas del Fe, disminuyendo el
sabor metélico y el sabor a “sangre” que provocan el sulfato ferroso y los eritrocitos cuando
se fortifican alimentos (Hurrell, 2002; Zimmermann, 2004). Este menor consumo de
alimento de las ratas control no se vio reflejado en su peso vivo ni en el estado de nutricion

de Fe, comparado a las ratas de los otros grupos, posiblemente porque después del dia 5 no
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hubo diferencias en el consumo de alimento entre grupos, manteniéndose un consumo

constante hasta el dia 17.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos tipos de microparticulas de Fe no Hem y de mezcla entre Fe no Hem/Fe
Hem. Las microparticulas encapsularon Fe eficientemente, mostrando un contenido de
hierro alto y levemente mayor para las de mezcla. La morfologia superficial de las
microparticulas muestra una forma redondeada para las de mezcla, y mas rugosa e irregular

para las de Fe no Hem.

No se observé un efecto de la encapsulacion de Fe para el caso de la suplementacion oral
de Fe no Hem sobre la remision de la deplecién en ratas, sin embargo, tampoco hubo un
efecto de la combinacion de ambos tipos de Fe encapsulado versus las microparticulas de
Fe no Hem luego de la suplementacion oral sobre el estado de nutricion férrico de las ratas.
Las 3 formas de suplementacién oral de Fe usada en este estudio mejoraron el estado de

deplecion de las ratas, generando individuos con un estado de nutricion de Fe normal.

En estudios posteriores es necesario que se establezca un protocolo para inducir anemia en
ratas, con la finalidad de generar un aumento de la absorcion de Fe que pudiera llegar a
detectar minimas diferencias entre diferentes tratamientos de suplementacion oral de este
mineral. También se considera necesario incluir otro grupo experimental que evalué el

efecto de la mezcla de Fe sin encapsular.
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