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RESUMEN

Introduccion: La anemia por deficiencia de hierro y deficiencia de vitamina A afectan a mas del
30% de la poblacion global, siendo lactantes, nifios mujeres en edad fértil y embarazadas los
grupos mas vulnerables. Como consecuencia, en multiples paises se han instaurado politicas de
fortificaciébn de alimentos donde coexiste el hierro con vitamina A, siendo el efecto de esta

interacciéon controversial.

Objetivo: Evaluar el efecto de retinol palmitato y -caroteno a dos concentraciones diferentes

sobre la absorcion intestinal de hierro no heminico en mujeres en edad fértil.

Metodologia: Ensayo experimental, transversal, en bloque, donde cada sujeto fue control de si
mismo. Participaron 13 mujeres (edad promedio: 39,8 £ 3,7 afios) aparentemente sanas quienes
recibieron una dosis de retinol palmitato (1,832 mg) y dos dosis de B-caroteno (1,874 mg y 3,748
mg respectivamente). Se determiné la biodisponibilidad de hierro no hemo antes y después de la
intervencion. Se utilizaron los trazadores *Fe y *°Fe para medir biodisponibilidad de hierro y
ANOVA de una via para determinar diferencias significativas a los promedios de la absorcion del

hierro.

Resultados: El promedio geométrico (rango + 1 DE) de la absorcion basal de hierro de los sujetos
estudiados fue 14,91% (4,08-54,48). El porcentaje de absorcion de hierro aumenta a 16,74% (3,01-
92,96) cuando se adiciona 1,832 mg de retinol palmitato y a 18,05% (8,88-36,71%) y 23,71% (9,63-
58%) al adicionar 1,874 mg y 3,748 mg B-caroteno respectivamente. Al aplicar ANOVA no se

encontraron diferencias significativas.

Conclusion: Vitamina A como retinol palmitato y B-caroteno no modificaron la absorcién del hierro

no heminico.

Palabras claves: Absorcion, Biodisponibilidad, Hierro no hemo, Retinol Palmitato, 3-caroteno.



SUMMARY

Introduction: Iron deficiency anemia and vitamin A deficiency affects more than 30% of the global
population. Infants, children, women of childbearing age and pregnant women, are the most
vulnerable groups. Many countries have established food fortified program which coexists iron with

vitamin A, being controversial the effect of this interaction.

Objective: To evaluate the effect of retinyl palmitate and 3-carotene at two different concentrations

on the intestinal absorption of non-heme iron in women of childbearing age.

Methodology: Experimental, controlled, in block study, where each subject was self-control
test. Participants 13 women (age: 39.8 + 3.7 years) who were apparently healthy received a dose
of retinyl palmitate (1.832 mg) and two doses of [3-carotene (1.874 mg and 3.748 mg respectively).
Non- heme iron bioavailability was determined before and after intervention. The tracers *Fe and
*Fe were used to measure iron bioavailability and one-way ANOVA to determine significant

differences repeated averages samples iron absorption.

Results: The geometric mean (range + 1 SD) of the basal iron absorption with soybean oil study
subjects was 14.91% (4.08 to 5.48). The percentage of absorption of iron is increased to 16.74%
(from 3.01 to 92.96) when 1.832 mg of retinol palmitate is added, and is increased to 18.05% (from
8.88 to 36.71%) and 23.71% (9.63 to 58.0%) by adding 1.874 mg and 3.748 mg B-carotene

respectively. When applying ANOVA no significant differences were found

Conclusion: Vitamin A as retinyl palmitate and B-carotene did not change the absorption of non-

heme iron.

Keywords: Absorption, Bioavailability, Non-heme iron, Retinyl Palmitate, 3-carotene.



l.- MARCO TEORICO
INTRODUCCION

La anemia por deficiencia de hierro y deficiencia de vitamina A afectan a méas del 30% de la
poblacion global, siendo lactantes, nifios y mujeres en edad fértil y embarazadas los grupos mas

vulnerables (1,2).

El hierro es un micronutriente esencial para la vida (3). Su homeostasis esta regulada
principalmente por su absorcién intestinal en el enterocito (4). Sin embargo la biodisponibilidad del
mineral esta en funcién de su forma quimica e interaccion con otros componentes alimentarios

dentro de los cuales esta la vitamina A.

La fortificacion de alimentos se ha planteado a nivel mundial como una estrategia de
politicas publicas. En nuestro pais la harina de trigo se fortifica por ley desde la década del afio
1950 con 30 mg/kg de hierro como sulfato ferroso, y la leche purita fortificada desde el afio 1999
con 10 mg de hierro como sulfato ferroso, 5 mg de zinc, 0,5 mg de cobre y 70 mg de acido
ascorbico por 100 gramos de producto. Sin embargo en otros once paises, ya se esta fortificando o
pretenden fortificar la harina de trigo o maiz con vitamina A sumado a hierro y otros minerales (5).
La interaccién de estos dos micronutrientes (Vitamina A y hierro) pueden tener implicancias para el
desarrollo de disefios de programas de intervencién dirigida a poblaciones con bajos niveles de
vitamina A y anemia por deficiencia de hierro. Sin embargo, las evidencias actuales sobre el efecto
gue genera la vitamina A y el B-caroteno sobre la absorcion del hierro no heminico han sido

controversiales (72,76).

Por lo tanto esta tesis propuso estudiar el efecto que genera la vitamina A y los B-caroteno
sobre la biodisponibilidad de hierro no heminico en mujeres en edad fértil considerando que en

algunos paises ya entregan alimentos fortificados con ambos componentes.



A.- HIERRO

En 1985 se estim6 que la deficiencia de hierro era la carencia nutricional mas prevalente a
nivel mundial, siendo ademas la principal causa de anemia (6). Una estimacion basada en los
criterios de la OMS indica que alrededor de 600-700 millones de personas en el mundo han
presentado anemia por deficiencia de hierro y la mayor parte de ellas vive en paises en desarrollo
(7). Se estima que un 39% de los nifios menores de 5 afios, 48% de los nifios entre 5 a 14 afios,
42% de todas las mujeres y 52% de las mujeres embarazadas en los paises en desarrollo son
anémicas mientras que en los paises desarrollados la prevalencia de anemia es mucho menor

variando entre 2-8% (7).

La prevalencia nacional de anemia por deficiencia de hierro en lactantes ha disminuido
notablemente a cerca de un 8%, cuando histéricamente era de un 30% o mas. Mientras que en
hombres adultos no es un problema (8) en mujeres en edad fértil la prevalencia nacional de anemia
ferropriva, entre las décadas de 1981 y 2010 fue 9, 6 y 10% respectivamente (9), y en
embarazadas la prevalencia aumenta a un 20% durante el segundo y tercer trimestre de gestacion

(10,11).

El hierro es el cuarto elemento quimico mas abundante de la tierra, su peso molecular es
55,847 gramos por mol (12,13). En la superficie terrestre el hierro se encuentra en la forma de
isétopos estables Fe™ (91.7% del hierro total), Fe™* (=5.8%), Fe*’ (=2.2%), y Fe*® (=0.28%), pero
ademas existen dos isétopos radioactivos, Fe> (vida media 2.6 afios) y Fe* (vida media 45.1 dias)
que emiten radiaciones K y gama respectivamente (14). Los is6topos radioactivos, y los is6topos
estables Fe® y Fe®® se utilizan para estudiar la biodisponibilidad del metal (15). Este metal se
encuentra comdnmente en dos estados quimicos, la forma ferrosa (Fe2+) y la forma férrica (Fe3+),

cualidad que le permite oxidarse o reducirse (16).

El hierro participa en una amplia variedad de procesos metabdlicos incluyendo sintesis de
DNA, respiracion celular, transporte de oxigeno y electrones (17). Sin embargo, en su forma libre

tiene la capacidad de generar radicales oxidativos que dafian componentes biolégicos como
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lipidos, proteinas y DNA (18). Por lo tanto, la absorcién, concentracién y estado redox de hierro
deben ser cuidadosamente regulados por el organismo. Es por ello que, ante una sobrecarga de
hierro, el organismo responde disminuyendo la captacién y la absorcion de este mineral, evitando
asi el exceso y su potencial efecto téxico (19-21). Este mecanismo de regulacién homeostatico de
hierro es controlado a nivel de la absorcién intestinal en el enterocito, ya que no hay un mecanismo
fisioldgico para su excrecion (4). Solo se generan pérdidas a través de descamacion de células
epidérmicas y epiteliales del tracto gastrointestinal sumado al micro sangramiento fisiol6gico
intestinal, alcanzando una pérdida total de 0,8 mg de hierro diario en adulto sano (22), cifra que
aumenta con las necesidades del crecimiento y sangramiento menstrual generando que las

mujeres en edad fértil sean mas vulnerable a experimentar deficiencia de hierro (14) (Tabla 1).

La cantidad aproximada de hierro corporal en un adulto son 3,5 gramos en hombres y 2,5
gramos en mujeres. La mayor parte estd presente en los eritrocitos como hemoglobina (=2,5
gramos), reservas hepaticas (=1 gramo), en la mioglobina a nivel muscular y otras enzimas que

contienen hierro (=0,3 gramos) (22).

Tabla 1Ingestas requerida de hierro para crecimiento en menores de 18 afios, mediana de pérdida

basal, pérdidas menstruales y total de requerimiento absoluto

Grupo Edad Peso Req. ingesta Pérdida Pérdidas menstruales Total requerimiento
corporal para basal absoluto *
promedio crecimiento Mediana Mediana  Percentil 95 Mediana Percentil
95
(afios) (kg) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Lactantes y Nifios 0,5-1 9 0,55 0,17 0,72 0,93
1-3 13 0,27 0,19 0,46 0,58
4-6 19 0,23 0,27 0,50 0,63
7-10 28 0,32 0,39 0,71 0,89
Masculino 11-14 45 0,55 0,62 1,17 1,46
15-17 64 0,60 0,90 1,50 1,88
18+ 75 1,05 1,05 1,37
Femenino 11-14° 46 0,55 0,65 1,20 1,40
11-14 46 0,55 0,65 0,48 1,90 1,68 3,27
15-17 56 0,35 0,79 0,48 1,90 1,62 3,10
18+ 62 0,87 0,48 1,90 1,46 2,94
Post-menopausia 62 0,87 0,87 1,13
Nodriza 62 1,15 1,15 1,50

*Total Requerimientos absoluto = requerimiento para crecimiento + pérdida basal + pérdida menstrual
Pre menarquia

De: FAO/WHO. Report of a joint expert consultation. Chapter 13. Iron. Human Vitamin and Mineral Requirements.
Bangkok, Thailand; 1998.
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B.- ABSORCION DEL HIERRO

Existen dos tipos de hierro en la dieta; uno es el hierro heminico (Fe-hemo) que forma
parte de la estructura del grupo hem (Fe unido a porfirina), y proviene de la hemoglobina y
mioglobina. ElI Fe-hemo contribuye del 10-15% del total ingerido, pero como posee una alta
absorcién aporta con mas del 40% del total de hierro absorbido (23, 24). El otro es el hierro no
heminico (Fe no-hemo) que se encuentra presente en los alimentos de origen vegetal, sales
minerales y algunos alimentos de origen animal como la leche y huevo, este hierro por estar
ionizado es menos absorbido que el Fe-hemo. Su biodisponibilidad varia desde menos de 1%
hasta un 20% debido a que su absorcion es influenciada por: a) las reservas corporales de hierro;
b) varios factores de la dieta que pueden aumentar o disminuir la eficacia con la cual es
solubilizado y/o reducido por el pH gastrico; c) competir con el transportador DMT1 en la
membrana apical del enterocito (14). Tanto Fe-hemo como Fe no-hemo tienen transportadores
especificos para su absorcién (25). El Fe-hemo es solubilizado en el estémago y sin ser modificado
se transporta hacia el duodeno donde es capturado e internalizado en el borde del enterocito por la
proteina transportadora HCP-1 (Hem Carrier Protein). Esta proteina esta sobre regulada en hipoxia
y en deficiencia de hierro (26). Una vez en el citoplasma del enterocito, el Fe-hemo es hidrolizado
por la enzima hemoxigenasa que libera el hierro y lo hace indistinguible del Fe no-hemo. Por su
parte, el Fe no-hemo primero es reducido y solubilizado en el estomago. En el borde en cepillo del
enterocito la oxidoreductasa Dcytb (Citocromo b reductasa duodenal) u otros agentes reductores
como el acido ascérbico reducen el hierro de Fe*® a Fe*? (28), posteriormente el Fe no-hemo es
capturado por el transportador de metales divalentes (DMT1) (29) que lo internaliza al enterocito.
Una vez dentro de la célula tanto el hierro liberado del hem como el Fe no-hemo puede seguir
varios destinos: a) formar parte del pool de hierro labil; b) ser almacenado en la proteina
citoplasmatica ferritina; b) ser utilizado en los procesos metabdlicos celulares o; d) ser exportado
hacia la sangre por medio del transportador de hierro (IREG-1), también denominado ferroportina
(26, 27). Esta proteina también media la exportacién de hierro a partir de otras células incluyendo

los macréfagos (30). El hierro luego de ser exportado del enterocito es re oxidado a Fe* por accion

11



de la hefastina o ceruloplasmina. De esta forma el hierro se une a la transferrina y es transportado

hacia los tejidos periféricos (Figura 1) (14).

e
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\
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Figura 1: Absorcién de Fe-hemo y no hemo en el enterocito.

HCP: Proteina transportadora de Fe-hemo, DCYTB: Citocromo B duodenal, DMT-1: Transportador de metales divalentes
De: Zimmermann MB, Hurrell RF. Nutritional iron deficiency. Lancet. 2007; 370:511-20.

Como mecanismo clave de regulacion de la absorcién de hierro se ha propuesto la accién
de la hormona hepética hepcidina (31) secretada en el higado en respuesta a sobrecarga de hierro
o inflamacion (32,33). En el enterocito, la hepcidina actia uniéndose a la ferroportina en la
membrana basolateral, generando una sefalizacién que induce endocitosis y su posterior
degradacion lisosomal (34) disminuyendo la transferencia de hierro a la sangre. Cuando hay
deficiencia de hierro se reduce la liberacién de hepcidina desde el higado aumentando al maximo

la absorcién del metal (25).
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C.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ABSORCION DEL HIERRO

La biodisponibilidad de hierro se puede definir como la fracciéon de hierro absorbido que es
incorporado a la sintesis de hemoglobina durante la eritropoyesis (23,35). La biodisponibilidad del
hierro depende del estado nutricional del hierro de los sujetos, de algunos eventos que requieran
modificar la movilizacién de hierro entre los tejidos como la eritropoyesis aumentada, la hipoxia,
infeccion e inflamacién (36). La absorcién de hierro se encuentra aumentada durante la deficiencia
del metal, anemias hemoliticas y en la hipoxia, mientras que en los procesos infecciosos o
inflamatorios existe una reduccion de la absorcién del mismo. Ademas influye el tipo de hierro
suministrado en los alimentos, la cantidad del mismo y la combinacion con otros alimentos en las
comidas (23,37). La adicidn de sustancias reductoras deben estar presentes para que el hierro sea
absorbido, por lo tanto la presencia de éacido ascorbico (38,39), y proteinas que contienen
aminoacidos ricos en histidina y enlaces sulfhidricos (40) favorecerian la absorcion del Fe no-
hemo. Por su parte dentro de los factores inhibidores de la absorcién del hierro estéan: a) los fitatos,
gue unen varios metales en el duodeno inhibiendo su absorcion, y cuyo efecto es dependiente de
la dosis y comienza a concentraciones muy bajas de 2-10 mg/comida (41); b) los compuestos
fendlicos, principalmente los que contienen grupos galoil (42), polifenoles del té, café y cacao; c¢) el
calcio que interfiere en la absorcién de Fe-hemo y no hemo (43); d) y las proteinas de origen
animal como la de la leche, huevo y albumina (44) (Tabla 2). El efecto que genera la vitamina A y

[B-caroteno sobre la absorcion del hierro sigue sin resolver.
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Tabla 2: Factores que influyen en la absorcién de hierro dietario

Absorcién del hierro hemo Absorcién del hierro no hemo

Factores que determinan el estado de hierro de Factores que determinan el estado de hierro de los

los sujetos: sujetos:
e Cantidad de hierro hemo, especialmente e Cantidad potencialmente disponible de hierro
aquel proveniente de las carnes no hemo
e Contenido de calcio en la comida e Balance entre factores favorecedores e
e Preparaciones de los alimentos (tiempo, inhibidores
temperatura) % Favorecedores: Acido  ascorbico,

carnes, pescados u otros alimentos
marinos, vegetales fermentados como

salsa de soya fermentada, etc.

X3

*

Inhibidores: Fitatos y otros inositol
fosfatos, Compuestos fendlicos (te,
café, ciertas especias, ciertos
vegetales y la mayoria de los vinos

tintos) y proteina de soya

Adaptado de: Informe de una consulta de expertos. Capitulo 13. Hierro. Requerimientos humanos de vitaminas y minerales.
Bangkok, Tailandia; 1998.

D.- VITAMINA AY B-CAROTENO

En el afio 1987, la OMS calcul6 que la carencia de vitamina A era endémica en 39 paises,
siendo en el afio 1995 un problema de salud publica en 60 paises (45). En el periodo de 1995 a
2005 se estimé que a nivel mundial 19,1 millones de embarazadas y 190 millones de nifios en
edad preescolar presentaron concentracion bajas de retinol sérico (< 0,70 umol/l), siendo Africa y
Asia Sudoriental los mas afectados por la carencia (45). En Chile, la OMS estimé que entre los
afios 1995-2005, la deficiencia de vitamina A afectaba a 97.000 preescolares y 6.000 mujeres,

caracterizando el problema de deficiencia de vitamina A como leve (45).

La vitamina A es el término genérico utilizado para describir los compuestos que presentan
la actividad biolégica del retinol como los retinoides y carotenoides pro-vitamina A. Los retinoides
se encuentran de tres formas en la naturaleza: alcohol (retinol), aldehido (Retinal o retinaldehido) y

acido (acido retinoico) (46). Los carotenoides pro-vitamina A son llamados asi ya que al
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metabolizarse generan retinoides, de los cuales alrededor de 50 generan retinol. El B-caroteno es
el carotenoide provitamina A mas activo ya que puede dar lugar a dos moléculas de retinol,
mientras que el a-caroteno, el y-caroteno y el -criptoxantina solo pueden aportar una molécula de

retinol y muestran una actividad pro-vitaminica en un 30-50% (47,48).

Dentro de las funciones de la vitamina A destaca su participacion en el mantenimiento de la
vision normal, crecimiento y diferenciacibn celular, sintesis de (glicoproteinas vy
glicosaminoglucanos, embriogénesis, respuesta inmune, funciéon tiroidea, reproduccion,
hemopoyesis y otras funciones como balance energético, regulacién del sistema dopaminérgico,
transduccion de sefial y apoptosis (49). Estas funciones celulares estan mediadas a través de
receptores nucleares especificos, los cuales una vez activados se unen a elementos respuesta de
DNA de genes especificos para regular la expresion génica y con ello la sintesis de un gran

namero de proteinas vitales para mantener diversas funciones fisiologicas (50).

La vitamina A preformada como ésteres de retinilo, principalmente como retinol palmitato,
se encuentra en alimentos de origen animal tales como la leche humana, carnes, higado, yema de
huevo, entre otros. Los carotenoides pro-vitamina A se encuentran en alimentos de origen vegetal
como vegetales de hojas verdes y verduras con colores amarillo y anaranjado (52). A pesar de que
estos Ultimos tienen una actividad biolégica de vitamina A menos disponible, son mas accesibles
que los productos de origen animal, por lo tanto es la principal fuente de vitamina A de las
poblaciones econdmicamente desfavorecidas. Se estima que la vitamina A preformada contribuye
a casi el 65% del total de la ingesta de vitamina A y los carotenoides el 35% por lo que el consumo

de un solo componente no alcanza para completar la recomendacion de la vitamina (53).

Las recomendaciones de consumo se expresan en equivalentes de retinol y son las
cantidades necesarias para prevenir la deficiencia de la ingesta segura para la poblacion. Las

estimaciones de los requerimientos promedios se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Estimacién del requerimiento promedio y nivel seguro de ingesta para vitamina A por

grupo
Grupo Requerimiento promedio (ug ER/dia) Recomendacion ingesta segura (ug
ER/dia)
Lactantes y nifios
0-6 meses 180 375
7-12 meses 190 400
1-3 afios 200 400
4-6 afios 200 450
7-9 afios 250 500
Adolescentes
10-18 afios 330-400 600
Adultos
Mujeres
19-65 afios 270 500
65+ afios 300 600
Hombres
19-65 afios 300 600
65+ afios 300 600
Embarazadas 370 800
Nodrizas 450 850

De: FAO/WHO. Report of a joint expert consultation. Chapter 13. Iron. Human Vitamin and Mineral Requirements.
Bangkok, Thailand; 1998.

E.- ABSORCION DE VITAMINA A Y B-CAROTENO

La digestidn de la vitamina A y carotenoides comienza en el estdmago donde son liberados
de las proteinas a través de protedlisis. A su vez, en el duodeno los esteres de retinol son
hidrolizados a retinol por las lipasas y esterasas (49). El retinol libre es absorbido tanto por difusion
facilitada por la fase micelar como por transporte activo mediada por la proteina celular fijadora de
retinol tipo Il (CRBP-II). Por otra parte, los carotenoides pueden absorberse intactos en el
enterocito donde son hidrolizados por accion de las dioxigenasas. Después, estos compuestos son
convertidos a retinol por medio de la enzima retinaldehido reductasa. Finalmente, las moléculas de
retinol son re-esterificadas por accion de la enzima lecitin-retinol acetil transferasa (LRAT)
contenida en los microsomas (51, 54). Estos ésteres de retinol junto con retinol en forma libre y
algunos carotenoides que no han sido hidrolizados previamente, sumado a ésteres de colesterol,
fosfolipidos, triglicéridos y apolipoproteinas, son incorporados a los quilomicrones para ser
secretados a la linfa y eventualmente entran a la circulacion (55). Los esteres de retinol captados
por los hepatocitos se hidrolizan nuevamente a retinol, el cual puede re-esterificarse a través de

retinil ester hidrolasa (REH) y almacenarse en las células estrelladas del higado, o puede unirse a
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la proteina transportadora de retinol (RBP) y trastiretina (TTR) para transportarse a los tejidos
diana, donde el complejo es reconocido por el receptor celular estimulado por el acido retinoico 6
(STRA®B) y el retinol es catabolizado a retinal a través de RDH, y posteriormente a acido retinoico
(AR), el cual activa a receptores nucleares RAR a, RAR B y RAR vy, enlazando elementos
respuesta en genes especificos que pueden aumentar o disminuir la expresion del gen (49).
Ademas 9 cis AR activa a otros tres receptores nucleares RXR a, RXR B y RXR vy, por lo que hay

cientos de genes que pueden ser inducidos o reprimidos por los retinoides (Figura 2) (49).
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Figura 2: Digestion, absorcion, transporte y metabolismo de la vitamina A

LRAT: Lecitina retinol aciltransferasa, ARAT: Acil-Coa aciltransferasa retinol, RBP: Proteina de unién al retinol, RDH: Retinol
deshidrogenasa, ALDH: Deshidrogenasa de la retina, REH: Retinil éster hidrolasa, STRA6: Receptor celular estimulado por
el acido retinoico 6, RA: Acido retinoico, RAR: Receptor de &cido retinoico, RXR: Receptor X retinoide. TTR: Transtiretina.

Adaptado de: Chen W, Chen G. Rol de la vitamina A en la regulaciéon del metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y

proteinas. J Clin Med. 2014; 3(2): 453—-479.

F.- INTERACCION HIERRO Y VITAMINA A

Se ha reportado ampliamente una relacion estrecha entre la vitamina A y el estado de
nutricién del hierro. Los primeros estudios en animales realizados por Findlay y MacKenzie en 1922

reportaron que ratas deficientes en vitamina A desarrollaban parches de degeneracion gelatinosa
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en la médula ésea y en aquellos que sobrevivian, el tejido hematopoyético habia sido reemplazado
casi completamente con estroma fibroso, sin embargo, al restaurar la dieta con vitamina A se
regeneraba la médula ésea y desaparecia la hemosiderina del higado y bazo (56). En los
experimentos de Koesler et al. en 1926, las ratas desarrollaron bajos niveles de recuento de
hemoglobina y eritrocitos pero a medida que la deficiencia de vitamina A avanzaba los animales se
deshidrataban, los volimenes celulares y niveles de hemoglobina aumentaban (57). En 1933
Blackfan y Wolbach demuestran anemia ferropénica en pacientes que presentaban carencia de
vitamina A ademéas de hemosiderosis del bazo e higado, y una vez repletada la vitamina A se
observd regeneracion de la médula 6sea, desaparicion de la hemosiderosis en bazo e higado y
mejora de la actividad eritroblastica (58). Wagner en 1940 muestra que sujetos que mantenian una
dieta deficiente en vitamina A durante seis meses desarrollaban bajos niveles de hemoglobina y
hematocrito, concluyendo que la hematopoyesis se veia afectada (59). En las décadas siguientes
Hodges et al. describe un estudio en humanos que recibieron una dieta con muy bajos niveles de
vitamina A y observaron que varios meses después del inicio del estudio, los voluntarios
desarrollaron una anemia gradual que no respondié al hierro medicinal, pero si a la reposicion con
B-caroteno o vitamina A (60). Posteriormente Mejia y Arroyave en 1982 evaluaron el programa de
fortificacién de vitamina A en Guatemala e informaron que después de seis meses de aplicacion
del programa de fortificacion las variables del hierro habian mejorado llegando a la conclusion de
gue en deficiencia de vitamina A el hierro almacenado se incrementa y que la intervencién con
vitamina A puede afectar positivamente el nivel de transferrina plasmatica, lo que aumentaria la
disponibilidad de hierro para la hematopoyesis (61). Semba et al en 1992 muestra que la
suplementacion de vitamina A en nifios preescolares se asocid a un aumento en la ferritina
plasmética y un aumento en la hemoglobina en nifios con baja hemoglobina basal (62).
Roodenburg et al. en 1996 demuestra en ratas que la deficiencia de vitamina A produce una
anemia leve como primer cambio en el metabolismo de hierro, seguido por un aumento en la
absorcion aparente de hierro y un aumento en los niveles de hierro en el bazo (63). Por lo tanto,
hasta ese momento, los posibles mecanismos de esta interaccién entre vitamina A y hierro estaria

dada porque la deficiencia de vitamina A disminuiria la sintesis de transferrina y por lo tanto
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reduciria el transporte a la médula 6sea (64,65,66), disminuyendo la diferenciacién de células
sanguineas debido a una falta de &cido retinoico (67,68); resultando en una eritropoyesis ineficaz
(69) y perjudicando la movilizacién de los depdsitos de hierro de transferrina (61). Ademas, como
alternativa, se sugirid6 que la alta prevalencia de infecciones que se presentan con frecuencia
durante la deficiencia de vitamina A es indirectamente responsable de la disminucion de las
concentraciones de hemoglobina debido a que el organismo secuestra hierro durante las

infecciones (70).

Layrisse y Gracia Casal posteriormente sugieren que tanto la vitamina A como el B-
caroteno se unen al hierro liberado del proceso digestivo y actuarian como agentes para ligar el
hierro manteniéndolo soluble en el lumen intestinal y previniendo la inhibicién de los polifenoles y
fitatos sobre la absorcién del hierro no heminico (71,72,74,75). Sin embargo Walczyk (76) concluye
que la vitamina A no tiene ningun efecto en la absorcién del hierro e inclusive determinan un efecto

ligeramente negativo.

Por lo tanto en base a la literatura actual, no hay consenso sobre el efecto que genera la

vitamina Ay el B-caroteno sobre la absorcion del Fe no-hemo.

G.- JUSTIFICACION

La anemia por deficiencia de hierro y deficiencia de vitamina A afectan a méas del 30% de la
poblacién global. Desde hace 90 afios que se conoce la existencia de interacciéon entre ambos
nutrientes, pero la evidencia actual sobre el efecto que genera la vitamina A sobre la
biodisponibilidad del hierro es controversial. Considerando que estos dos nutrientes pueden tener
implicancia para el desarrollo de disefio de programas de intervencion dirigida a poblacién con
bajos niveles de retinol sérico y anemia por deficiencia de hierro, se hace necesario aclarar la

interaccion entre ambos componentes.

Los estudios publicados recientemente en humanos miden la absorcién del hierro
utilizando radiois6topos o is6topos estables de hierro junto a matrices alimentarias que podrian

estar contribuyendo a la heterogeneidad de los resultados obtenidos, por lo que se propone
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estudiar el efecto de la vitamina A en forma de retinol palmitato y carotenoide pro-vitamina A como
[-caroteno sobre la biodisponibilidad de hierro no heminico a estémago vacio. Ademas se plantea
la necesidad de realizar el estudio en mujeres en edad fértil considerando que son un grupo de
riesgo para presentar deficiencia de hierro. Por otro lado es necesario medir el retinol sérico, que
hasta ahora no se ha realizado en los otros estudios en discusidn, considerando que se presume
que podria explicar las diferencias de los resultados obtenidos. En base a ese argumento,
sumando a la estadistica publicada por la OMS, la deficiencia de vitamina A en Chile es leve, por lo
gue se esperaria que la vitamina A no afecte a la absorcién del hierro. Sin embargo, se esperaria
que B-caroteno aumente la absorcién del Fe no-hemo por una posible capacidad para aumentar su

solubilidad.

Esta investigacién novedosa, basada en humanos, pretende ayudar a determinar el efecto
de la vitamina A y del B-caroteno sobre la biodisponibilidad de Fe no-hemo. Los resultados
contribuirdn a aclarar las controversias que existen hasta el dia de hoy y que impiden establecer

recomendaciones respecto al consumo de ambos nutrientes.
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Il.- OBJETIVOS E HIPOTESIS

Pregunta de investigacion:

¢ Qué efecto genera el consumo de retinol palmitato y 3-caroteno sobre la absorcidn intestinal del

hierro no heminico en mujeres en edad fértil?

Hipotesis de trabajo:

La absorcion intestinal de hierro no heminico es favorecida por el B-caroteno (siendo mayor al

aumentar la concentracion entregada), no asi por el retinol palmitato.

Objetivo general:

Evaluar el efecto de B-caroteno a dos concentraciones diferentes y retinol palmitato sobre la

absorcién intestinal de hierro no heminico en mujeres en edad fértil.

Objetivos especificos:

VI.

Determinar el estado de nutricién de hierro de los participantes

Establecer la absorcién basal de 5 mg de hierro

Establecer el efecto del consumo de 1,832 mg de retinol palmitato equivalente a 1 mg de
retinol sobre la absorcion de 5 mg de hierro no heminico en mujeres en edad fértil (1mg
retinol=3,49 pmol)

Establecer el efecto del consumo de 1,874 mg de B-caroteno (3,49 pmol) sobre la
absorcion de 5 mg de hierro no heminico en mujeres en edad fértil.

Establecer el efecto del consumo de 3,748 mg de [-caroteno (6,98 umol) sobre la
absorcién de 5 mg de hierro no heminico en mujeres en edad fértil.

Determinar mediante encuestas alimentarias el consumo de hierro y vitamina A de los

participantes.
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ll.- MARCO METODOLOGICO

A. Sujetos

Participaron 14 mujeres con edades que fluctuaron entre 35 a 45 afios, aparentemente
sanas, con IMC <30 kg/mt®. Criterio de exclusién, no haber recibido ningtin suplemento mineral en
los ultimos 6 meses previos al inicio del estudio. Debido a que se utilizaron is6topos radioactivos,
todas las mujeres que participaron en el estudio estaban utilizando un método anticonceptivo (DIU,
anticonceptivos orales o ligadura de trompas). Ademas se realiz6 una prueba de embarazo previo

a comenzar el estudio para descartar posible embarazo.
B. Tamafio muestral

Un tamafio de muestra de 10 sujetos se calcul6 para detectar una diferencia en la
absorcion (por ANOVA) entre los grupos de 5 + 5% (media geométrica + SD) usando datos de la
absorcion de Fe y Zn que se informaron anteriormente (77-80), se consider6é un error a de 0,05y
80% de potencia (81). Un total de 14 sujetos se consideraron para cubrir las posibles pérdidas

durante el seguimiento.
C. Protocolo del estudio

Los sujetos se presentaron con previo ayuno nocturno de ocho horas los dias que se
realizaron las intervenciones. Sélo después de 3 horas de administrados los compuestos estaba

permitida la ingesta de una colacion estandar entregada por el laboratorio.

- Dia 1: Los sujetos ingirieron 50 ml de una solucién acuosa que contenia 5 mg de hierro
como sulfato ferroso marcado con 1uCi Fe* junto con 2 ml de aceite de soya.

- Dia 2: Los sujetos ingirieron 50 ml de una solucién acuosa que contiene 5 mg de hierro
como sulfato ferroso marcado con 3 uCi Fe® junto con 3,49 pmol de retinol como retinol
palmitato (Sigma PHR1235) disueltos en 2 ml de aceite de soya. (Relacion molar Retinol:
Fe, 1:26).

- Dia 14: Se tom6 una muestra de 30 ml de sangre para determinar el retinol sérico y estado
de nutricién del hierro. Luego, los sujetos ingirieron 50 ml de una solucion acuosa que
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contiene 5 mg de hierro como sulfato ferroso marcado con 1uCi Fe* junto con 3,49 pumol

de B-caroteno (Sigma C9750) disueltos en 2 ml de aceite de soya.

Carotenoide: Fe, 1:26).

(Relacién molar

- Dia 15: Los sujetos ingirieron 50 ml de una solucion acuosa que contiene 5 mg de hierro

como sulfato ferroso marcado con 3 uCi Fe* junto con 6,98 ymol de B-caroteno (Sigma

C9750) disueltos en 2 ml de aceite de soya. (Relacién molar Carotenoide: Fe, 1:13).

- Dia 28: Se realizé una toma de muestra de 20 ml de sangre para medir la radioactividad

circulante.

Dial Dia2 Dia 14 Dia 15 Dia 28
30 ml de sangre 20 ml de sangre
9
|

5 mg de Fe
(FeS0,)

1 uCi Fe*®

+

2 ml aceite de
soya

5 mg de Fe
(FeSQ,)

3 uCi Fe*®

+

1.832 mgde
retinol palmitato
disuelto en

2 ml aceite de
soya

5 mg de Fe
(FeSQ.)
1 uCi Fe*®

+
1.874 mg de B-
caroteno disuelto
en

2 ml aceite de
soya

5 mg de Fe
(FeS0,)

3 uCj Fe*®

+

3.748 mg de B-
caroteno disuelto
en

2 ml aceite de
soya

Figura 3: Protocolo de estudio de absorcién de hierro no hemo

D. Justificacion de las dosis a entregar:

Eakins y Brown

U

Contador de
centelleo liquido

Se decidié entregar 2 veces la recomendacion de ingesta segura de vitamina A y se

calculd equivalentes en [B-caroteno para 2 y 4 veces la recomendacion de ingesta segura de

Vitamina A. Se entregan estas dosis considerando las cantidades previamente utilizadas en los

estudios descritos (72, 76).
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E. Métodos:

Radio-isétopos de Fe*® y Fe>® (NEN, Vida Ciencia Products, Inc., Boston, MA) se utilizaron
para determinar la absorcion de hierro. La dosis de isétopos que se administré ha sido previamente
autorizada por la Comision Chilena de Energia Nuclear. Estos is6topos se entregaron como una
solucién junto con los suplementos en los dias 1, 2, 14 y 15. En los dias 14 y 28, se obtuvo una
muestra de 30 y 20 ml de sangre, respectivamente (Figura 3). Usando 10 ml de la muestra de
sangre en el dia 14 se determiné el retinol sérico y ademas el estado de nutricion de hierro de los
sujetos utilizando los siguientes biomarcadores: hemoglobina (Hb) y volumen corpuscular medio
(VCM) (contador electrénico de células, CELL-DYN 1700, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL),
hierro sérico, la capacidad total de unién a hierro (TIBC) y la saturacion de transferrina (82), zinc
protoporfirina (ZnPP) (Hematofluorimeter ZP-M206D, AVIV Biomedical Inc., Lakewood, NJ), la
ferritina sérica (SF) por ELISA. Los 20 ml de sangre del dia 14 y 28 se utilizaron para medir la
radioactividad circulante (cpm/ml) de acuerdo con la técnica de doble isotdpica de Eakins y Brown
(83). Con el fin de calcular la radiactividad ingerida, se midieron muestras de solucién de hierro
marcados con Fe> o Fe>. Para determinar la biodisponibilidad de hierro se hara a partir de
muestras de sangre en duplicado, suponiendo que 80% de la absorcion de Fe se utiliza para la

sintesis de hemoglobina de los eritrocitos circulantes (84).

La volemia se calcul6 utilizando la tabla de Tulane (Nadler et al. 1962). Las muestras se
contaron repetidamente con un contador de centelleo liquido (Packard 1600TR Tri-Carb

Scintillation Counter System, Meriden CT), hasta que el error fue inferior al 3%.
F. Consideraciones éticas:

La anemia por deficiencia de hierro es un problema de salud publica nutricional con alta
prevalencia en paises en desarrollo. Segun los criterios de la OMS indican que entre 600 a 700
millones de personas alrededor del mundo presentan este problema. El hierro es un componente
biol6gicamente esencial de todos los organismos vivos. Participa en una amplia variedad de
procesos metabdlicos, incluyendo el transporte de oxigeno, sintesis de DNA, y transporte de
electrones. La absorcion del hierro no-heminico es afectada por factores intraluminares y dietarios,
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la presencia de acido ascoérbico favorece su absorcién, en cambio los taninos y fitatos la inhiben.
En los paises en vias de desarrollo la deficiencia de hierro coexiste con otras carencias de
vitaminas y minerales. Como estrategia, se han utilizado suplementos y alimentos fortificados con
multi-vitaminas y minerales que pueden presentar interacciones entre ellos. Por lo tanto, se hace
necesario establecer el efecto que pueda tener la vitamina A sobre la absorcién de hierro para asi
determinar las dosis a utilizar en suplementos y/o alimentos fortificados que contribuyan a disminuir
las altas tasas de anemia por deficiencia de hierro que afecta a gran poblaciéon mundial. El “Gold
Estandar” para medir absorcion de hierro es la que utiliza isétopos de hierro (estables y
radiactivos). La medicion de absorcion de hierro con is6topos estables solo esta disponible en
paises del primer mundo. En el laboratorio de micronutrientes del INTA por mas de 40 afios se han
utilizado iso6topos radiactivos de hierro para medir absorcion de hierro, desde sus inicios el uso ha
sido respaldado por la Comision Chilena de Energia Atdmica quienes han calculado que la
exposicion de los voluntarios a la radiactividad es de 0,35 mSv (la dosis permisible anual es de 1
mSv). Ademas esta investigacion esta ajustada a los principios establecidos por la declaracién de
Helsinki y también se ajusta a las normas vy criterios éticos establecidos en Fondecyt y por Normas

de Bioseguridad de dicha institucion.

Previo al estudio, se realiz6 una charla obligatoria a los sujetos, donde se explicé en
detalle el estudio. Se obtuvo el consentimiento informado de todas las voluntarias. El proyecto fue

aprobado por el comité de ética del INTA, Universidad de Chile (Acta de aprobacion N°22).

G. Disefo del estudio:

Ensayo experimental, transversal, en bloque, donde cada sujeto fue control de si mismo.

H. Variables de interés:

e Variables independientes:
Concentracion de compuestos de retinol palmitato y B-caroteno.
e Variables dependientes:

Absorcion del hierro.
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I. Plan de anélisis:

Se aplic6 ANOVA para muestras repetidas a los promedios de la absorcion del hierro, y en
caso de diferencias significativas se aplicd el test post hoc de Dunnett. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con P <0,05.
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IV.- RESULTADOS
De las 14 voluntarias ingresadas al estudio, 13 terminaron el protocolo de investigacion,

una mujer no finalizé ya que se retird voluntariamente.

La tabla 4 resume las caracteristicas de las participantes. La edad promedio fue 39,8 + 3,7
afios edad; el indice de masa corporal (IMC) fue 26,1 + 2,2 Kg/mz; en cuanto a los resultados
obtenidos de la encuesta de frecuencia de consumo modificada (Anexos, Encuesta frecuencia de
consumo) el promedio £1DE de ingesta de hierro fue 59,05 + 28,06 mg y 303 + 61 ER de Vitamina
A (61% de adecuacion en base a la Recomendacion de nivel seguro de ingesta, pero 112% de

adecuacion en base al requerimiento promedio, es decir 270 pg ER/dia).

Tabla 4: Caracteristicas de los sujetos de estudio

Variable Promedio 1 DE % Adecuacion ®
Edad (afios) 39,8 +3,7 -

IMC (kg/m?) 26,1+272 120°

% Grasa corporal 30,8+4,8 123¢
Consumo de calorias (Kcal) 2147 + 554 119
Consumo de proteinas (g) 95+ 24 141
Consumo de lipidos (g) 87+25 145
Consumo de carbohidratos (g) 259 + 80 104
Consumo de hierro (mg) 59 + 28 328°
Consumo de Vitamina A total (ER) 303 61'

2 En base al % del Valor Diario de Referencia para un adulto en base a 1800 Kcal,

Considerando una distribucion de molécula caldrica: 55% carbohidratos, 15% proteinas vy
30% lipidos.

®En base a IMC ideal para mujeres en edad fértil 21,7 kg/m2

¢En base a la recomendacion 25%

®En base a DRI, 18 mg/d para mujeres entre 31-50 afios

" En base a Recomendacion de ingesta segura, 500 ER/d para mujeres entre 19-65 afios
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La tabla 5 resume los marcadores de estado nutricional de hierro en el grupo. Una voluntaria

presenté anemia por deficiencia de hierro (Hb<12,0 g/dl mas dos o mas pardmetros bioquimicos

alterados: VCM>80 fl y/o ZPP>70 pg/dIGR y/o Sat<15% y/o FS<15 pg/l), 2 sujetos presentaron

deficiencia de hierro sin anemia (Hb normal y dos o mas parametros bioquimicos alterados) y 3

voluntarias presentaron solo estados depletados de hierro (FS<15 ug/l).

Tabla 5: Marcadores del estado nutricional del hierro e inflamacion

Sujeto Hb VCM ZPP Sat FS
(g/dl) (f)  (ns/dIGR) (%) (ns/1)
1 12,8 85 57,3 14,8 5,4
2 13,6 85 68,6 27,2 12,8
3 11,4 82 108,7 8,6 5,1
4 14,5 92 85,7 45,5 53,4
5 14,1 85 65,8 13,1 6,4
6 15,8 89 37,1 16,2 24,8
! 14,8 87 74,2 24,5 23,7
8 15,2 89 68,7 33,9 22,9
9 15,2 82 51,3 23,6 9,4
10 15,0 88 65,7 49,1 20,1
11 14,9 86 71,4 19,7 10,3
12 14,4 88 68,5 28,9 30,5
13 14,6 86 74,3 19,1 21,6
Promedio 14,3 86,5 69,0 24,9 19
DE 1,2 2,8 16,8 12,1 13,3

Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio eritrocitario; Zpp: Zinc protoporfirina; Sat%: porcentaje de

saturacién de transferrina; FS: ferritina sérica; PCR: Proteina C Reactiva
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Andlisis de la biodisponibilidad del hierro

La Tabla 6 resume la biodisponibilidad individual de Fe no-hemo, expresado como % de
absorcion. El promedio geométrico (rango + 1 DE) de la absorcion basal de hierro con aceite de
soya de los sujetos estudiados fue 14,91% (4,08-54,48). En el dia 2 del estudio donde cada sujeto
en estado de ayuno ingiri6 50 ml de solucién que contenia 5 mg de hierro como sulfato ferroso
(FeSO4) marcado con *°Fe mas 1,832 mg de Retinol Palmitato disuelto en 2 gramos de aceite de
soya, el promedio geométrico (Rango + 1DE) del porcentaje de absorcion de hierro del fue de
16,74% (3,01-92,96). En el dia 14 del estudio, donde cada sujeto en estado de ayuno ingirié 50 ml
de solucién que contenia 5 mg de hierro como sulfato ferroso (FeSO,4) marcado con el is6topo *Fe
mas 1,874 mg de B-caroteno (equivalente a dos veces el nivel seguro de ingesta de vitamina A)
disuelto en 2 gramos de aceite de soya, el promedio geométrico fue 18,05% (8,88-36,71%), y
finalmente el dia 15 del estudio donde cada sujeto en estado de ayuno ingiri6 50 ml de solucién
que contenia 5 mg de hierro como sulfato ferroso (FeSO,) marcado con el is6topo *°>Fe mas 3,748
mg de B-caroteno (equivalente a cuatro veces el nivel seguro de ingesta de vitamina A) disuelto en
2 gramos de aceite de soya el promedio geométrico fue 23,71% (9,63-58,38%). Al aplicar ANOVA
de una via para muestras repetidas a los 4 tratamientos (hierro solo, retinol-palmitato, B-caroteno
equivalente a 2 y 4 veces el nivel seguro de ingesta) el F fue de 1,43 con un p no significativo
(Tabla 6 y Figura 4). A pesar de que para esta tesis se habia calculado un tamafio de muestra
para encontrar diferencia significativa de 5%, la no diferencia encontrada puede explicarse por la
variacion en la absorcién obtenida por el consumo de 1,832 mg de retinol palmitato cuyo promedio
fue 16,74% con un rango maximo de valores que abarc6é de 0,2 a 98,9%, anulando cualquier

probabilidad de encontrar diferencias.
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Tabla 6: Biodisponibilidad individual de hierro no hemo

Absorcion de Fe no-hem (%) Razén de absorcién

Dia 1 Dia 2 Dia 14 Dia 15 AlC B/C D/IC

Sujetos *FeSo4 + * FeSo4 + ¥ FeSo4 + * FeSo4 +

Aceite de Aceite de Soya Aceite de Aceite de

Soya (C) +1,832 mg Soya Soya
Retinol +1,874 mg +3,748 mg
Palmitato (A) -caroteno -caroteno
(B) (%)
1 46,5 90,0 37,3 68,3 1,94 0,80 1,47
2 15,3 12,6 27,5 27,5 0,82 1,80 1,80
3 44,4 98,9 44,1 92,8 2,23 0,99 2,09
4 9,7 22,7 5,6 11,2 2,35 0,58 1,16
5 73,7 92,2 48,8 59,7 1,25 0,66 0,81
6 8,1 18,9 17,2 25,2 2,34 2,13 3,12
7 15,9 12,4 13,8 14,3 0,78 0,86 0,90
8 26,4 17,4 17,6 23,7 0,66 0,67 0,90
9 0,6 0,2 5,2 4,6 0,25 8,59 7,57
10 11,9 9,0 18,2 15,7 0,76 1,53 1,32
11 24,4 21,4 22,2 43,0 0,88 0,91 1,76
12 31 4,5 8,9 6,6 1,46 2,92 2,15
13 43,9 64,8 22,2 36,9 1,48 0,51 0,84
Promedio 14,9 16,7 18,0 23,7 1,12 1,21 1,59
a

-1 DE 4,1 3,0 8,9 9,63 0,59 0,55 0,85
+1DE 54,5 93,0 36,7 58,4 2,14 2,68 2,98

C: Control
#Promedios geométricos (rango =1 DE)
ANOVA para medias repetidas p=0.2493, N.S.
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Figura 4: ANOVA de una via para la biodisponibilidad de hierro no hemo (4 estudios)

Estudio 1: °° FeSO4 + aceite de soya ; Estudio 2:>° FeSO4 + aceite de soya +1,832 mg retinol palmitato;
Estudio 3: °° FeSO4 + aceite de soya +1,874 mg B-caroteno; Estudio 4: °°> FeSO4 + aceite de soya +3,748 mg
B-caroteno

ANOVA para medias repetidas F=1.43, p=0.2493, N.S.

La tabla 7 muestra el retinol sérico de los sujetos del estudio. Ninguna voluntaria presento

deficiencia de vitamina A al inicio del estudio. El promedio fue 34,95 £ 8,72 pg/dl.

Sujeto pg/dl
39,6
23,7
33,6
48,9
40,6
33,6
29,8
36,4
46,6
43,7
31,6
22,1
13 24,1
Promedio + DE 34,95 £8,72

© 00 N O OB~ W N B

e
N R O

Tabla 7: Retinol sérico de las voluntarias del estudio
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V.- DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados de esta tesis se asemejan a los encontrados por Walzyck et al. (76) en
Europa, quienes investigan la influencia de la vitamina A en la absorcion de hierro en adultos
jovenes que consumen comidas de prueba; pan de maiz con y sin vitamina A servidos con agua o
café donde concluyen que la vitamina A no tiene ningln efecto en la absorcion del hierro e
inclusive determinan un efecto ligeramente negativo, por lo que no confirman los resultados
previamente descritos por Garcia-Casal (72), quien también a través de un desayuno en sujetos
Venezolanos basado en tres cereales, (arroz, trigo y maiz), margarina y queso observa que en
presencia de vitamina A aumenta la absorcién del hierro hasta el doble para el arroz, 0,8 veces
para el trigo y 1,4 veces para el maiz, mientras que el B-caroteno aumenta la absorcion del hierro
en mas de tres veces para el arroz, 1,8 veces para el trigo y maiz, frente a estos resultados, la
autora sugiere que tanto la vitamina A como el B-caroteno se unen al hierro liberado del proceso
digestivo y actian como un agente para ligar el hierro manteniéndolo soluble en el lumen intestinal
y previniendo la inhibicién de los polifenoles y fitatos sobre la absorcion del hierro no heminico

(72,73).

A pesar de que ambos estudios (Walczyk y Garcia-Casal en humanos; ref. 76,72)
utilizaron los mismos procedimientos metodolégicos, obtuvieron resultados contradictorios. Las
diferencias entre ambos estudios podria estar dado por varios factores; en primer lugar los
componentes de hierro fueron diferentes. Walczyk (76) utilizé sulfato ferroso y fumarato ferroso
mientras que Garcia Casal (72) solo utilizé fumarato ferroso; en segundo lugar, el tiempo en que
fue adicionada la vitamina A al alimento fue diferente, en caso de Garcia Casal (72) fue
administrada previo a su preparacion, donde el tratamiento térmico pudo haber generado
degradacion y alteracion de la vitamina, mientras que Walczyk la administré posteriormente por lo
que la relaciéon molar de vitamina A y hierro no estaria alterada; en tercer lugar, ninguno de los dos
estudios midi6 el retinol sérico previo a comenzar el estudio, sin embargo se presume que el grupo
de estudio de Walczyk (76) no tendria deficiencia de vitamina A ya que consideré a una poblacion

de adultos jévenes de nivel socioeconémico alto que vivian en Zirich y Gotemburgo, mientras que
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el grupo de Garcia Casal (72) estaba conformados por un grupo de nivel socioeconémico bajo los

cuales podrian haber presentado deficiencia de la vitamina previo a comenzar el estudio.

Tanto el estudio de Walczyk (76) como de Garcia Casal (72) entregaron los compuestos
acompafiados de un desayuno (marcado con isétopo radioactivo Fe>® y Fe®). Mientras que en
esta tesis probamos los componentes con aceite de soya y a estbmago vacio, donde se evidencia
que el retinol palmitato no modificd biol6gicamente la absorciéon de hierro, pero el p- caroteno a
dosis de 3,748 mg aumenté en 8,8% la absorcion de hierro, diferencia que ANOVA no la distingue
como estadisticamente significativa. Se destaca que la alta variabilidad en la absorcion de hierro
por efecto de retinol nos impidié encontrar diferencias. Al hacer el ejercicio comparando el control
con ambas absorciones de B-caroteno (1,874 mg y 3,748 mg respectivamente), se observa una
diferencia significativa, con un F= 3,66 y P=0,04 al aplicar ANOVA (Figura 5). El test pos hoc de

Dunnett revel6 la diferencia entre el control y 3,748 mg de -caroteno P<0,05.
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Figura 5: Efecto de el B-Caroteno sobre biodisponibilidad de hierro no hemo, ANOVA de una via
Estudio 1: ** FeSO4 + aceite de soya; Estudio 2: *° FeSO4 + aceite de soya +1,874 mg B-caroteno; Estudio 3: ** FeSO4 +
aceite de soya +3,748 mg B-caroteno. ANOVA para medias repetidas F= 3.66, p=0.04, D.S

La evidencia existente hasta hoy indicaria que la deficiencia de vitamina A afectaria de
manera indirecta al estado de nutricion del hierro provocando una redistribucion del mismo mas
que un aumento de la absorcion, no asi cuando no existe deficiencia de vitamina A que es nuestro
caso y posiblemente el del grupo de Walczyk (76). La literatura ha mostrado que en animales

deficientes en vitamina A el hierro es retenido en el higado y en el bazo, siendo menos disponible

para la eritropoyesis, o que sugiere como resultado una sobrecarga de hierro en algunos tejidos
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(85,86). Debido a que metabolitos de la vitamina A son ligandos que regulan la transcripcion de
muchos genes hepaticos, es posible que el estado de la vitamina A podria modular la sintesis o
catabolismo de proteinas implicadas en el almacenamiento de hierro hepatico. Frente a deficiencia
de vitamina A se sobre regulan los niveles de mRNA de ferritina y hepcidina, pero no se promueve
cambios en la expresion de genes que participan en la absorcion de hierro (87,88). Ademas, en los
casos de deficiencia de vitamina A aumentaria la susceptibilidad a infecciones y se deterioraria la
respuesta inmune (considerando que el acido retinoico induciria la diferenciacién de las células T
promoviendo la respuesta antiinflamatoria del cuerpo) (87), aumentando la expresion de hepcidina

y afectando nuevamente a la homeostasis de hierro.

Por lo tanto la vitamina A afectaria mas a la movilizacién de hierro desde los tejidos,

teniendo un efecto indirecto sobre la absorcion de hierro no heminico.

En esta tesis el p-caroteno no tuvo efecto estadistico significativo sobre la absorcién del
hierro pero si tuvo un efecto biolégico, 8,8% de diferencia en absorcién de hierro. Un estudio
reciente muestra que el B-caroteno reduce la IL8 de manera significativa y con ello también la
ferritina, aumentando la expresidn de ferroportina (89). Por su parte Garcia Casal (73,75) muestra
que el B-caroteno aumenta la absorcién del Fe no-hemo posiblemente porque es capaz de
solubilizar el hierro a pH 6 formando un complejo con hierro, lo cual podria estar explicado por
cambios que genera en la solubilidad del hierro como resultado de la asociacion del hierro con la
molécula de carotenoides. Lo cual podria explicar los resultados obtenidos al comparar el control

con la mayor dosis de 3-caroteno entregada a las voluntarias (Figura 5).

Dentro de las fortalezas de este estudio encontramos que al ser cada sujeto control de si
mismo le da mayor validez a los resultados obtenidos. Ademas las mujeres comenzaron el estudio
representando todo el ciclo menstrual (Anexo, Figura 6) por lo que se descarta su efecto sobre la

absorcién de hierro.

En cuanto a debilidades encontramos que es un estudio agudo, y ademas que los

resultados presentaron una alta dispersion.
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Se recomienda realizar estudio para evaluar el efecto de B-Caroteno como pro-vitamina Ay
otros carotenoides no provitamina A (Luteina, zeaxantyna, licopeno) sobre la absorcion de hierro
no heminico a concentraciones de 1000ER, 2000 ER y 4000 ER en mujeres en edad fértil e in vitro,
para ayudar a solucionar la controversia existente, y evaluar si el efecto se obtiene en los

carotenoides independiente de su capacidad de formar vitamina A.

CONCLUSION

Se rechaza parcialmente la hipétesis ya que tal como se planted, la vitamina A como retinol
palmitato no modificé la absorcién del hierro no heminico, pero B-caroteno (en cantidades
equivalentes a 1000 y 2000 ER) tampoco lo hizo, siendo que se esperaba que este componente si

ejerciera modificaciones en la absorcion del Fe no-hemo en mujeres en edad fértil.
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2)CONSENTIMIENTO INFORMADO

Consentimiento de participacion en el Proyecto “Efecto del retinol palmitato y B-caroteno
sobre la biodisponibilidad de hierro no heminico en mujeres en edad fértil”
Investigadores: Prof. Fernando Pizarro, Tesista. Giannina Pomarolli.

1. INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION
1.1. ;Cudl es el propdésito del estudio?

La anemia por deficiencia de hierro y deficiencia de vitamina A afectan a mas del 30% de la
poblacion global, siendo las mujeres en edad reproductiva, infantes y nifios los grupos mas
vulnerables. El hierro es considerado un micronutriente esencial para la vida. La biodisponibilidad
del mineral esta en funcién de su forma quimica e interaccion con otros componentes alimentarios,
dentro de los cuales se encuentra la vitamina A. Esta vitamina esta presente en los alimentos en
diferentes formas; en alimentos de origen animal como ésteres de retinilo (principalmente retinol
palmitato), y en frutas y verduras se presenta como carotenoides provitamina A (Principalmente -
caroteno). Estudios que evallan el efecto que genera la vitamina A sobre la biodisponibilidad del
hierro son contradictorios. En este estudio trataremos de aclarar este punto. Por lo tanto, lo
invitamos a participar.

1.2. ¢ Quién puede participar en este estudio?

Pueden participar mujeres sanas de entre 35 a 45 afios con IMC <30 kg/mt2 , que no hayan
recibido ningln suplemento mineral en los Ultimos 6 meses; que no estén embarazadas, ni
programen embarazarse. Por tanto, estar con un método anticonceptivo (DIU, anticonceptivos
orales o ligadura de trompas), y que no hayan recibido transfusiones de sangre en los ultimos 4
meses.

1.3. ¢ Tengo necesariamente que participar en este estudio? ¢Si acepto participar, puedo
cambiar de opinién o retirarme? ¢Si decido no participar en este estudio, que me puede
suceder, 0 que otras opciones tengo si necesito tratamiento?

Usted no tiene ninguna obligacion de participar en el estudio. Si acepta participar puede retirarse
en cualquier momento del estudio sin ningun perjuicio para usted. No participar en el estudio no
tiene consecuencias para usted.

1.4. ¢Si decido participar en el estudio, en qué consisten precisamente las evaluaciones, y
que tipo de tratamientos o procedimientos me van a practicar?

Usted sera citado al INTA para participar en una charla donde se le explicara en detalle de que se
trata el estudio. Si usted decide participar, debera concurrir en ayunas al INTA durante 5 mafianas
(dias 1, 2, 14, 15 y 28 del estudio). Los dias 1, 2, 14 y 15 usted recibira liquidos que contienen 5
mg de hierro y; dia 1 del estudio recibird 2 ml de aceite de soya,; el dia 2 del estudio recibird 1,832
mg de retinol palmitato disuelto en 2 ml de aceite de soya; el dia 14 del estudio recibira 1,874 mg
de B-caroteno disuelto en 2 ml de aceite de soya; y el dia 15 del estudio recibira 3,748 mg de B-
caroteno disuelto en 2 ml de aceite de soya. El hierro serd marcado con una pequefia cantidad de
marca radioactiva. Después de recibido el hierro usted debera permanecer 3 horas sin recibir
ningdn alimento. En dos oportunidades se les extraera una muestra de sangre de una vena del
brazo: una de 30 ml (2 cucharadas soperas), el dia 14 del estudio para medir la absorcién de hierro
y para saber su nutricion de hierro y el dia 28 del estudio una muestra de 20 ml (2 cucharadas de
postre) para medir la absorcién de hierro.

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

Usted no corre ningun peligro. La dosis de radioactividad que recibira es menor a la recibida
cuando se le toma una radiografia de torax. Por razones de seguridad, sélo serdn seleccionadas
mujeres si estan utilizando algin método anticonceptivo y se les realizara un test de embarazo el
dia 1 del estudio a fin de no incluir personas embarazadas. En el sitio de puncién de la vena
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pudiera aparecer en algiin caso un moretén lo que se tratara de evitar haciendo que quién le tome
la muestra sea un Tecndélogo Médico de mucha experiencia en tomar muestras de sangre.

1.5. ¢, Qué haran los investigadores para asegurar que la informacién que recolectaran sobre
mi, no caera en manos equivocadas?

Usted sera identificado con un cédigo, siendo su identidad sélo conocida por el investigador
responsable del proyecto. En la comunicacion de los resultados no figurara su identidad.

1.6. ¢ Qué beneficios personales puedo yo esperar al participar en este estudio?

Usted sabra si tiene anemia u otra forma mas leve de carencia de hierro. En el caso de presentar
anemia o carencia de hierro, se le derivara a su centro de salud o médico personal para su
tratamiento. Los resultados de los examenes se entregaran en 30 dias

1.7. ¢Recibiré algun pago por participar en este estudio?

Usted recibira un aporte de $70.000 (setenta mil pesos) al final del estudio como compensacién por
el tiempo ocupado.

1.8. ¢ Se cobrard a mi, a mi Isapre o FONASA el costo de algunos de estos estudios?

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

1.9. ¢,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 algin reclamo respecto al trato
que hubiese recibido?

Usted se podra dirigir a profesor Fernando Pizarro (fono 9781522) en INTA, El Libano 5542, Macul
Cualquier reclamo sobre el trato recibido lo puede hacer a la Presidenta del Comité de Etica
del INTA, Profesora Ana Maria Pino, fono 9781418.

2. DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

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

El investigador responsable del proyecto y se le entregara una copia a usted

. 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 en él.

Nombre del participante : Firma:

Fecha:

2.2. Declaracion del investigador

Al sujeto de investigacion he entregado informacidon sobre el estudio, y en mi opinién esta
informacion 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 firmé el
documento.

Nombre del Investigador Firma:
Fecha:
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3)CUESTIONARIO FRECUENCIA DE CONSUMO MODIFICADA

Efecto del retinol palmitato y B-caroteno sobre la biodisponibilidad de hierro no heminico en humanos

2015
Nombre
Alimento Frecuencia Medida casera Gramaje Observaciones
Legumbres

Arvejas (chicharos)

Porotos

Garbanzos

Habas

Poroto verde
(verdura)

Lentejas

Soya

Frutos Secos

Almendras

Mani

Nuez

Cereales

Cereales de
desayuno

Galletas (soda,
dulces, etc)

Avena

Pan

Pan integral

Arroz
(integral/blanco)

Fideos
(integral/blanco)

Papa

Choclo

Chufio

Lacteos

Leche

Yogurt

Queso/Quesillo

Otros

44




Té

Café

Chocolate (cocoa)

Hierbas/Especies

Alimento

Frecuencia

Medida casera

Gramaje

Observaciones

Origen animal

Carne vacuno

Pollo

Pescado
(conserva,fresco)

Mariscos (choritos,
ostra, almejas,
piure, machas)

Huevo

Cerdo

Visceras (higado,
rifién, corazén)

Procesadas
(Jamon,
mortadela,
longaniza, vienesa,
salame)

Verduras

Brécoli (cocido)

Brucelas

Coliflor (cocida)

Espinaca*

Lechuga

Pimentdn

Rabano

Repollo

Tomate

Zanahoria

Porotos verdes

Betarraga (cocida)

Acelga

Pimentdn rojo
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Palta

Frutas

Frutilla

Granada

Kiwi

Mandarina

Meldn

Moras

Naranja

Pomelo

Uva *

Manzana

Damasco

Memobrillo

Ciruelas

Aceites y grasas

Mantequilla

Margarina

Cremas acida o
chantilly

Aceites (Oliva,
maravilla, soya,
canola,etc)

Paté
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4) FIGURA 6
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Figura 6: Etapa del ciclo menstrual de los sujetos al inicio del estudio
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