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RESUMEN

El objetivo fue implementar el método del intestino evertido en intestino de cerdos post-faena
para estudiar la absorcion de hierro desde matrices cargadas con hierro. Se elabor6 una matriz
control (C, sin hierro), con alginato de sodio (2% p/v) y suero de leche (40% p/v) y mezclas
de matriz control con diferentes tipos de hierro hemo (H) al 1% y no hemo (NH) al 1% p/v.
Se formaron 5 matrices: I: 100%H, 11: 100%NH, I11: 25%H:75%NH, IV: 50%H:50%NH y
V: 75%H:25%NH. Las matrices se caracterizaron segun contenido de hierro. Para realizar el
método del intestino evertido se utilizaron segmentos de 10 cm de duodeno de cerdos adultos
post-faena. Los trozos de intestinos se incubaron con 3g de cada matriz y se cuantificé el
hierro absorbido en los sacos intestinales por espectrofotometria de absorcion atémica. Las
matrices presentaron un contenido de hierro (mg/g) de: C (0,09 £ 0,01), I (0,37 = 0,02), Il
(4,3 £0,16), 111 (3,16 £ 0,45), IV (2,14 + 0,14) y V (1,08 + 0,03). La mayor absorcién de
hierro se produjo desde la matriz V (26,3%), que fue superior a la 1V (7,8%), la cual no
presento diferencias con la Il (3,7%) y | (2,0%), y éstas a su vez no mostraron diferencias
con la 1l (1,3%) y C (0,8%). Fue posible implementar y validar el modelo del intestino
evertido para estudios de absorcidn de hierro ex vivo en cerdos post-faena, observandose la
mejor absorcion para la matriz V, que contenia la mezcla con mayor porcentaje de hierro

hemo.

Palabras claves: intestino evertido, hierro, cerdos post-faena.



ABSTRACT

The objective was to implement the everted intestine method in intestine of post-slaughter
pigs to study the absorption of iron from matrices loaded with iron. A control matrix (C,
without iron), with sodium alginate (2% w/v) and whey (40% w/v), and mixtures of control
matrix with different types of iron heme (H) at 1 % and not heme (NH) at 1% w/v were made.
Five matrices were formed: I: 100% H, I1: 100% NH, 111: 25% H: 75% NH, 1V: 50% H: 50%
NH and V: 75% H: 25% NH. The matrices were characterized according to iron content. To
perform the everted gut sac method, 10 cm segments of duodenum of post-slaughter adult
pigs were used. The pieces of intestines were incubated with 3g of each matrix and the iron
absorbed in the intestinal sacs was quantified by atomic absorption spectrophotometry. The
matrices had an iron content (mg/g) of: C (0,09 £ 0,01), I (0,37 £ 0,02), 1l (4,3 = 0,16), Il
(3,16 £ 0,45), IV (2,14 £ 0,14) y V (1,08 £ 0,03). The highest iron absorption occurred from
matrix V (26.3%), which was higher than 1V (7.8%), which in turn did not present differences
with 111 (3.7%) and 1 (2, 0%), and these showed no differences with 11 (1.3%) and C (0.8%).
It was possible to implement and validate the everted intestine model for ex vivo iron
absorption studies in post-slaughter pigs, observing the best absorption for the matrix, which

contained the mixture with the highest percentage of heme iron.

Keywords: everted gut sac, iron, post-slaughter pigs.



INTRODUCCION

En los alimentos el hierro se encuentra de dos formas: hierro hemo y no hemo. El hierro
hemo es absorbido de forma mas eficiente y deriva de alimentos de origen animal que
contengan hemoglobina y mioglobina. El hierro no hemo se encuentra en vegetales y lacteos,
y su biodisponibilidad es baja porque se ve afectada por componentes dietarios que reducen
su absorcién (Lipinski et al., 2013). Ambos se absorben por mecanismos diferentes a nivel
de duodeno principalmente (Hentze et al., 2010; Lipinski et al., 2013). El cerdo es un animal
muy adecuado, para su uso como modelo en el estudio de estrategias de suplementacién y
fortificacion con hierro, porque en condiciones de cria intensiva, en sus primeras etapas de
vida, presenta anemia por deficiencia de hierro, debido a causas multifactoriales (Hentze et
al., 2010; Ishaya e Ishaya, 2012; Lipinski et al, 2010; Lipinski et al., 2013).

En la actualidad se estudian nuevas formas de suplementacién de hierro oral, para reducir los
estados de deplecion, deficiencia y anemia de los cerdos en lactancia y destete, utilizando
tecnologias emergentes en Medicina Veterinaria, como la encapsulacion. Esta tecnologia
consiste en el micro-empaquetamiento de diferentes moléculas recubiertas por una capa de
polimeros (Nazzaro et al., 2012). Con su uso para el caso del hierro, se ha mejorado la
aceptabilidad de los suplementos de hierro y su biodisponibilidad (Jackson y Lee, 1991;
Mehansho, 2006). Una de las técnicas con gran potencial para elaborar suplementos orales
con hierro encapsulado es la gelificacion idnica con alginato de sodio (Valenzuela et al.,
2014; 2016a). Si bien hay varios trabajos realizados en humanos y roedores (Boccio et al.,
1996; Lysionek et al., 2002; Contreras et al., 2014), en el cerdo son escasos (Antileo et al.,
2016; Valenzuela et al., 2016b). Actualmente se han disefiado varios tipos de compuestos
encapsulados de hierro para tratar la anemia en cerdos (Antileo et al., 2016; Carrillo et al.,
2014; Valenzuela et al., 2014; Valenzuela et al., 2016a). Sin embargo, se requieren mas

estudios sobre su biodisponibilidad para su aplicacion.



Uno de los aspectos mas importantes que se debe estudiar es la biodisponibilidad de estos
productos, y para eso es necesario establecer un sistema fiable in vitro o ex vivo que permita

seleccionar los mejores prototipos para luego escalar a una prueba in vivo.

Existe una gran variedad de métodos in vitro disponibles para estudiar la absorcion de hierro,
los més utilizados se basan en el uso de cultivos celulares como el modelo caco-2, obtenido
desde células de adenocarcinoma de colon (Follett et al., 2002; Villarroel et al., 2011). Otros
métodos usan tejido intestinal (Ilamados preferentemente estudios ex vivo); cada uno con sus
ventajas y desventajas (Le Ferrec et al., 2001; Van de Kerkhof et al., 2007). Los cultivos
celulares son un buen modelo para estudiar el mecanismo de absorcion del hierro, sin
embargo, presenta ciertas desventajas como: dificultad de cultivar células epiteliales
intestinales, viabilidad celular limitada, se requiere de un equipamiento costoso a nivel de
laboratorio para implementarlo, no es posible medir la absorcion de hierro desde cualquier
tipo de matriz, y carecen de las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioguimicas del
epitelio intestinal (Le Ferrec et al., 2001; Rozehnal et al., 2012). Entre los métodos que
utilizan tejido intestinal, el del intestino evertido que fue descrito por Wilson y Wiseman
(1954) para estudiar el transporte de sustancias desde la mucosa a la serosa en intestino
delgado de ratas y hamster dorado, ha sido bastante utilizado debido a la simple y rapida
implementacion de su técnica, facil de reproducir y de bajo costo y alta precision de los
resultados. Desde su introduccion, se han presentado modificaciones a la técnica, con el fin
de mejorar la viabilidad de los tejidos y mantener la integridad de la mucosa intestinal (Barthe
et al., 1998). Ademas intestinos de otras especies han sido utilizados en esta técnica, tales
como conejos, pollos, cerdos, ovejas y peces (Clauss y Hornicke, 1984; Panichkriangkrai,
1982; Scharrer et al., 1984; Turner et al., 1990; Viana et al., 2008).

La técnica del intestino evertido se ha utilizado para realizar estudios de absorcion de
distintas moléculas, principalmente para el estudio farmacocinético de medicamentos (Alam
et al., 2012). Existen también diferentes estudios sobre la absorcion de hierro y de otros
minerales que han utilizado la técnica del intestino evertido (Khemiss et al., 2006;
Moshtaghie et al., 2006). Se ha establecido en esta técnica en rata que entre los 15 a 30
minutos de incubacion se llega al punto maximo de absorcion de hierro (Khemiss et al., 2006;
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Moshtaghie et al., 2006). No obstante, estos estudios han utilizado intestino de rata, y seguin
nuestro conocimiento no hay investigaciones que usen esta técnica con intestino de cerdo
para estudiar la absorcion de hierro. En todos estos estudios se usaron animales vivos, que
fueron sacrificados e inmediatamente después se obtuvieron los trozos de intestinos para
realizar el método, sin embargo, esto en animales mayores como el cerdo es mas complejo
por las instalaciones que se requieren, el personal para el manejo de los animales, y los
mayores costos que esto conlleva. Por tanto, una propuesta interesante es estudiar si el
método del intestino evertido podria tener buenos resultados con intestinos obtenidos desde
cerdos recientemente faenados. Asi, el objetivo de esta memoria de titulo fue implementar el
método del intestino evertido en intestino de cerdos post-faena para estudiar la absorcion de
hierro desde matrices cargadas con mezclas en diferentes proporciones de hierro hemo y no

hemao.



MATERIALES Y METODOS

Para la implementacion del método del intestino evertido se siguieron las siguientes etapas:
A) revision de literatura y seleccién de la metodologia mas acorde para la adaptacion del

método en condiciones locales, y B) practica del método de intestino evertido de cerdo.

1. Implementacion del método del intestino evertido

A) Busqueda de informacion para establecer las condiciones necesarias para

implementar la técnica del intestino evertido en modelo cerdo

Se realizd una busqueda de publicaciones cientificas, tesis y/o libros que describieran la
técnica del intestino evertido y que la hayan utilizado para estudios de absorcion de alguna
molécula. Para esto se utilizaron bases de datos como Google Scholar, PubMed y
ScienceDirect, entre las principales. En base a la informacion recopilada se elabord una lista
de materiales y equipos necesarios para realizar la técnica (Tabla 1), y en segundo lugar se
establecieron las condiciones necesarias para llevar a cabo la técnica. Para este Gltimo punto
solo se consideraron las publicaciones que hayan utilizado esta técnica para estudios de

absorcidn de hierro que se presentan en la Tabla 1.



Tabla 1. Materiales y equipos necesarios para la implementacion del método del intestino

evertido

Autores

Materiales y/o equipos

Wilson y Wiseman (1954);
Hamilton y Butt (2013)

Técnica: los autores realizan una leve descripcion de como
formar los sacos de intestino utilizando, pinzas, varilla de

vidrio e hilo.

Dowdle et al. (1960);
Moshtaghie y Taher (1993);
Moshtaghie et al. (2006)

Dowdle et al. (1960)

Manis y Schachter (1962)

Moshtaghie y Taher (1993)

Moshtaghie et al. (2006)
Khemiss et al. (2006)

Incubacion: un equipo de bafio de agua termoregulado con

agitacion para mantener la temperatura a 37°C.

Medio de incubacion: NaCl + Fructosa + buffer fosfato de
sodio

Medio de incubacion: NaCl + CaCl, + manosa + ascorbato
de sodio + buffer tris

Medio de incubacion: medio Earl

Medio de incubacién: Krebs ringer fosfato

Medio de incubacién: al interior solucion ringer y al exterior
HEPES + glucosa + KCI + MgSO4 + CaCl, + NaCl

Moshtaghie y Taher (1993);
Moshtaghie et al. (2006);
Khemiss et al. (2006)

Gases: Medio de incubacion gasificado en concentracion de
95% de O y 5% de CO>

Moshtaghie y Taher (1993);
Moshtaghie et al. (2006);
Khemiss et al. (2006)

Lectura de hierro: Espectrofotometria de absorcion

atémica

B) Préctica del método de intestino evertido de cerdo.

Luego de recopilada la informacion se practico la elaboracion del saco evertido para adquirir

habilidad y perfeccionar la técnica. Asi se trabajé con secciones de duodeno proporcionados

por el Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
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de la Universidad de Chile (FAVET). Estas secciones correspondian a cerdos de varios
tamafios y edades. Luego las muestras obtenidas se rotularon y almacenaron a -18°C. Los
intestinos fueron descongelados a temperatura de refrigeracion (4-5°C) y almacenados en
frascos de toma de muestra plasticos, en tamafios de 10 cm de largo. Luego se realizo la
técnica del intestino evertido en las muestras descrita por Wilson y Wiseman (1954).

2. Prototipos de suplementos orales (matrices comestibles cargadas con hierro)

Se utilizaron diferentes prototipos de matrices cargadas con diferentes tipos de hierro (Tabla
2), las cuales habian sido elaboradas con anterioridad en el Laboratorio de Encapsulacion de
FAVET. Las matrices estan elaboradas de una mezcla base de alginato de sodio (2% p/v)
(Sigma-Aldrich, USA) y suero de leche (40% p/v) (Prinal S.A, Chile) (matriz control). Para
elaborar las matrices, se solubilizé el alginato de sodio en agua destilada, luego se agrego el
suero de leche, cuando ambos compuestos estaban homogenizados, la solucion de mezcla
fue vertida en un molde de silicona redondo de 3 cm de diametro aprox, se refrigerd por 24
h, luego se desmoldaron las matrices, que tenian consistencia de gel, se sumergieron en una
solucién de cloruro de calcio al 5% p/v por 30 min, y luego se secaron en estufa a 50°C por
48 h. Para elaborar las matrices cargadas con hierro hemo (matriz 1), a la mezcla formadora
de matriz control liquida se le agregaron eritrocitos bovinos atomizados (hierro hemo, H)
(Lican Cell Ltda, Chile) al 1% p/v. De igual manera se elaboraron las matrices de hierro no
hemo (NH) (matriz Il), agregando a la mezcla de matriz control, sulfato ferroso
heptahidratado (Merk S.A) al 1% p/v. Luego con las mezclas liquidas formadoras de matrices
H y NH se generaron otras mezclas (v/v) en las proporciones descritas en la Tabla 2 (matrices
I11-V). Obteniendo finalmente 6 tipos de matrices. Para observar la apariencia de las matrices

comestibles se les tomaron fotografias digitales.



Tabla 2. Tipos de matrices cargadas con hierro hemo (H), no hemo (NH) y sus mezclas.

Tipo H (%) NH (%)
C (control) - -
I 100 -
I - 100
i 25 75
v 50 50
Vv 75 25

A las matrices se les determind en contenido total de hierro por espectrofotometria de
absorcion atdmica (GBC, 905AA, Australia). Las medidas espectrofotométricas se realizaron
de acuerdo con una curva estandar evaluada a A= 248,3 nm, usando un estdndar de hierro
comercial, 1.000 pg/mL (J.T. Baker, USA).

3. Estudios de absorcion de hierro con la técnica de intestino evertido

Para estudiar la absorcion de hierro se utilizaron los prototipos de suplementos orales antes
descritos en la Tabla 2, ademéas se consider0 dejar un preparado de intestino evertido sin
muestras y solo con su medio de incubacion como control de la incubacion.

Las muestras de intestinos fueron obtenidos en el Frigorifico y Planta Faenadora Cordillera,
Santiago, Chile, desde cerdos adultos en edad de faena que provenian de diferentes granjas
comerciales de la Regidén Metropolitana. A partir de las visceras completas obtenidas desde
los animales inmediatamente después de su faena, se obtuvieron segmentos de duodeno de
70 a 90 cm. Los cuales se guardaron en cajas térmicas de poliestireno expandido con hielo
en escamas y se trasladaron al Laboratorio de Encapsulacion de FAVET. Se obtuvieron
trozos de 10 cm de duodeno, que fueron lavados con solucion fisioldgica (NaCl al 0,9%) a
temperatura de refrigeracion (4 £ 2°C), 3 veces. Posteriormente se evertieron los duodenos
segun la metodologia planteada por Wilson y Wiseman (1954). Luego los sacos intestinales
evertidos se depositaron en un vaso precipitado de 250 mL y fueron bafiados con 100 mL de
solucion ringer (6,5 g de NaCl, 0,42 g de KCI, 0,25 g de CaCly, y 0,2 g de bicarbonato de
sodio en un litro de agua destilada, a pH 6 ajustado con HCI 1N) a temperatura ambiente.
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Luego se afadieron las matrices molidas (3 @), en el medio de incubacion y se
homogenizaron. Estos se incubaron en una estufa de incubacion de CO, (Memmert INCO
108, Alemania) a 37°C, con oxigeno ambiental y 5% de CO (Indura S.A, Santiago, Chile)

por un periodo de 30 min.

Cuantificacién del hierro absorbido

La determinacidn del hierro absorbido por los sacos intestinales fue analizada al final de la
incubacion. Para este fin, los sacos fueron removidos del medio de incubacién, y desde el
interior de los sacos se tomaron 5 mL de contenido liquido que fue depositado en un tubo de
muestra de vidrio de 10 mL. En este liquido se determind el hierro por espectrofotometria de
absorcion atdmica (GBC, 905AA, Australia). También se determiné el contenido de hierro

de la solucion ringer.

Analisis estadistico

Para analizar los datos del contenido de hierro de las matrices y el hierro absorbido desde los
sacos intestinales evertidos se realizd una prueba de ANOVA vy luego de Tukey, previa
constatacion de la normalidad de los datos con una prueba de Shapiro-Wilk. El de nivel de

significancia usado fue de p<0,05. Las pruebas se procesaron con el programa Statistix 8.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Implementacién de la técnica del intestino evertido

Del total de la bibliografia recopilada, sélo se encontraron 5 estudios que investigaron la
absorcidn de hierro en duodeno por el método de intestino evertido, todos los estudios fueron
realizados en rata (Dowdle et al., 1960; Manis y Schachter, 1962; Moshtaghie y Taher, 1993;
Khemiss et al., 2006; Moshtaghie et al., 2006). También se consideraron 2 estudios que
describen la técnica de eversion del saco intestinal con mas detalle (Wilson y Wiseman, 1954;
Hamilton y Butt, 2013). En términos generales, los materiales, equipos y las técnicas usadas
se describen en la Tabla 1. La técnica del intestino evertido requiere de los siguientes pasos:
1) preparacion de las soluciones a utilizar (solucion para lavado de los intestinos y de
incubacion) y preparacion de los materiales para evertir el intestino, 2) obtencion de los
segmentos de intestinos para ser evertidos y depositados en su medio de incubacion, 3)
incubacion con una temperatura y tiempos determinados, y 4) medicion del hierro absorbido
por el saco intestinal.

La seleccion de la técnica del intestino evertido para ser utilizada en la presente investigacion
se basé en su bajo costo, ya que los materiales a utilizar y las muestras bioldgicas son poco
costosas. También debido a la simplicidad de llevarla a cabo en el laboratorio como ha sido
descrita por numerosos autores (Barthe et al., 1998; Qiu et al., 2009; Alam et al., 2012). Para
el presente estudio de todas las soluciones propuestas por los autores se seleccion6 como
medio de incubacion y de llenado del saco intestinal una solucion ringer, esta solucion de
facil preparacion y bajo costo fue utilizada por Khemiss et al. (2006) e igualmente por Wilson
y Wiseman (1954), quienes postularon la técnica del intestino evertido. Ademas contiene
cloruro de calcio, mineral que en la literatura ha sido estudiado por disminuir la absorcién
del hierro no hemo, sin embargo, los estudios son controversiales. Thompson et al. (2010)
observo que compiten por el mismo receptor, el transportador de metales divalentes (DMT1)
a nivel de la zona apical de los enterocitos. En contraste se ha visto en lechones que una dieta
alta en calcio no afecta la absorcién de hierro (Wauben y Atkinson, 1999). Por lo tanto, la
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condicion de tener el calcio en el medio de incubacién podria simular la posible interaccion
entre el calcio y el hierro en el animal in vivo, ya que los prototipos de matrices fueron
disefiados para su uso en la etapa de lactancia del cerdo, donde el principal alimento es la
leche, la cual es alta en calcio.

Para simular la temperatura fisiolégica y la mezcla de gases necesaria para mantener la
viabilidad del tejido intestinal se utilizé en el presente estudio la incubacion en estufa de CO»,
la cual ademas de proveer ambos factores mencionados anteriormente, reduce el tiempo de
experimentacion porque permite realizar varios experimentos a la vez.

Aunque los prototipos de matrices fueron disefiados para cerdos lactantes, se probaron en
cerdos a edad de faena ya que es muy dificil conseguir cerdos lactantes que sean faenados.
La técnica usada para medir el hierro presente al interior de los sacos intestinales fue la
espectrofotometria de absorcion atémica, debido a su alta precision y por ser la técnica mas
utilizada en estudios de cuantificacion de hierro (Khopkar, 2008).

La implementacion de la técnica se presenta en la Figura 1. Los intestinos seccionados se
evertieron introduciendo cuidadosamente una pinza anatomica dejando expuesta la mucosa
(Figura 1A y 1B), uno de los extremos del saco fue atado firmemente con nylon N° 0,3
(Figura 1C), mientras que el otro extremo se introdujo una jeringa de 50 mL, la cual fue
levemente atada (Figura 1D). Posteriormente los sacos se llenaron con 15 mL de medio de
incubacion (Figura 1E) y luego la jeringa fue retirada cuidadosamente mientras la atadura sin
terminar se cerraba dejando un saco de intestino con ambos lados atados (Figura 1F). A
continuacién se procedid a verificar que no habia filtracion levantando el saco de intestino
con las pinzas por ambos extremos por separado, una vez verificado el saco de intestino fue
depositado en el vaso precipitado de 200 mL con 100 mL de medio de incubacion y la matriz
molida (Figura 1G). Una vez listos todos los sacos de intestinos en medio de incubacion se
dejaron en la estufa de incubacion de CO (Figura 1H). Terminado el tiempo de incubacién
se extrajeron 5 mL del interior del saco de intestino (Figura 11) y se depositaron en un tubo
de ensayo para cuantificar la cantidad de hierro mediante espectrofotometria de absorcion

atomica.
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Figura 1. Implementacién de la técnica del intestino evertido planteada por Wilson y
Wiseman (1954).

Para realizar la eversion de los segmentos de intestinos era necesario realizarlo con la ayuda
de algin material que no dafiara la mucosay que permitiera efectuarlo de forma relativamente
rapida, por esta razdn primero se intentd con varillas de vidrio, sin embargo, al utilizarlas se
necesitaba atar el intestino a la varilla de vidrio y ademas cortarlo luego de evertirlo,
agregando un paso mas a la técnica, resultando en tiempos de realizacion mas prolongados.
Finalmente se decidid utilizar una pinza anatdmica de punta redonda. Una segunda dificultad
observada al realizar la implementacion se presentd al momento de extraer la solucion desde
el interior de los sacos intestinales (Figura 11), ya que el calibre de la aguja usado (21 G), era

muy pequefio y se obstruia. Por lo tanto, fue necesario utilizar agujas de calibre 18 G.
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2. Caracterizacion de las matrices comestibles

En la Figura 2 se muestra la apariencia de las matrices comestibles, donde se pueden observar
tres tipos diferentes de colores predominantes, la matriz control (Figura 2C) es de color
amarillo debido a la alta concentracion de suero de leche en su formulacion. La matriz 11 fue
de color verdoso por la adicion de sulfato ferroso heptahidratado, el cual presenta un color
azul-verdoso. Finalmente en las matrices 1 y I11 a la V el color que predomina son distintas
tonalidades marrones por la adicion de eritrocitos bovinos atomizados en su preparacion.

Antes del proceso de secado como se observa en la Figura 2 las matrices presentaron una
consistencia de gel, y la forma lograda fue por la disposicion de la mezcla en moldes de

silicona de esas caracteristicas. Después del proceso de secado las matrices fueron sélidas.

Figura 2. Apariencia de las matrices. Contenido de hierro hemo (H): no hemo (NH) de las
matrices: C (sin hierro), I: 100H, 11: 100NH, 111:25H:75NH, 1VV: 50H:50NM y V: 75H:25NH.

En la Figura 3 se presenta el contenido de hierro de las distintas matrices. El hierro no hemo
(sulfato ferroso) usado contiene 179 + 5 mg/g debido a que esta fuente de hierro es altamente
puro por ser una sal ferrosa, en cambio el hierro hemo proviene de eritrocitos bovinos que
contienen 2,49 + 0,07 mg de hierro/g, valor bastante inferior al hierro no hemo (Valenzuela
et al., 2014). Debido a esto la matriz Il tiene el mayor contenido de hierro, ya que esta
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elaborada en un 100% con hierro no hemo, ademas se puede observar que el contenido de
hierro desciende desde la matriz 11l a la matriz V, ya que el porcentaje de hierro no hemo

adherido disminuye y el hierro hemo aumenta (Tabla 2).
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Figura 3. Contenido de hierro de las matrices comestibles. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Contenido de hierro hemo (H): no hemo (NH) de las
matrices: C (sin hierro), I: 100H, I1I: L00NH, 111:25H:75NH, IV: 50H:50NM y V: 75H:25NH.

3. Absorcion del hierro en modelo de intestino evertido de cerdos post-faena

La absorcion del hierro medida mediante el método del intestino evertido desde las matrices
se presenta en la Figura 4. Los resultados se presentan como porcentaje de lo absorbido segin
una dosis fija de 3 g de matrices. La mayor absorcion de hierro se produjo desde la matriz V
(26,3%), que fue superior a la IV (7,8%), la cual no presentd diferencias con la Il (3,7%) y

I (2,0%), y éstas a su vez no mostraron diferencias con la Il (1,3%) y C (0,8%).
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Figura 4. Contenido de hierro dentro de los intestinos evertidos. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Contenido de hierro hemo (H): no hemo (NH) de las
matrices: C (sin hierro), I: 100H, 11: L00NH, I11: 25H:75NH, 1VV: 50H:50NM y V: 75H:25NH.

En primer lugar en base a estos resultados se puede validar el método del intestino evertido
en intestino de cerdos post-faena para estudios de absorcion de hierro, ya que las matrices IV
y V presentaron una mayor absorcion que la matriz control. En cuanto a los resultados de
absorcion de hierro, era esperable lo observado en la Figura 4, ya que en la medida que las
matrices contenian mas hierro hemo en su formulacion, la absorcion aumentaba, como lo han
descrito varios autores en humanos, cerdos y ratas (Seligman et al., 2000; Quintero et al.,
2008; Tang et al., 2014), debido a que el hierro hemo es mas biodisponible. Esta mayor
biodisponibilidad del hierro hemo se debe a que es soluble a pH duodenal, por tanto no
precipita, quedando la molécula completa para su absorcion. Ademas su absorcién no se ve
afectada por componentes dietarios, a diferencia del hierro no hemo (Conrad y Umbreit,
2000). Recientemente Pizarro et al. (2016) estudiaron el efecto de proteinas de origen animal
sobre la absorcion de hierro en humanos, en sus resultados observaron una mejor absorcion
del hierro hemo cuando las dietas contenian los eritrocitos completos, reportando que
probablemente algun factor del estroma del eritrocito potencia la absorcion del hierro hemo.
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Esto también podria explicar la mayor absorcion observada en las matrices con mayor
cantidad de hierro hemo, ya que en el presente estudio la fuente usada fueron eritrocitos

bovinos.

Extrafamente el hierro contenido en la matriz | (100% de hierro hemo) no mostrd
consistencia con el resto de los tratamientos de hierro hemo, se esperaba una mayor absorcién
al tratarse de una matriz con un 100% de hierro hemo el cual se sabe que se absorbe de

manera mas eficiente (Lipinski et al., 2013).

Aln se estan estudiando las posibles vias de absorcién para el hierro hemo, y hasta el
momento se describe que podria ser absorbido como molécula completa por el enterocito, y
se ha postulado que la proteina transportadora del grupo hemo 1 (HCP-1) estaria implicada
en su absorcion en el enterocito (Shayeghi et al., 2005). Una vez en el citoplasma, la molécula
de hierro hemo seria degradada por la hemo oxigenasa (HO) liberando hierro no hemo y
biliverdina (Han, 2011). A su vez, se ha postulado que el receptor del virus de la leucemia
felina subgrupo C (FLVCR) podria estar implicado en el transporte del grupo hemo intacto
a la membrana basolateral del enterocito en donde se une a la hemopexina circulante (West
y Oates, 2008).

La baja absorcion que presentd la matriz tipo Il, que estaba compuesta de 100% hierro no
hemo se puede explicar por la ampliamente descrita baja disponibilidad que presentan las
sales inorganicas de hierro. Este tipo de hierro, a pH duodenal se encuentra mayormente en
su forma férrica (Fe*®), la cual precipita como oxido férrico o forma dimeros de hidroxido de
hierro, los cuales no son aprovechables para su absorcidn por no quedar disponibles para su
unién al DMT1 (Conrad y Umbreit, 2000; West y Oates, 2008). Debido a que el hierro férrico
precipita en pH mayores a 3, este debe ser quelado para mantenerse soluble y biodisponible,
una aclorhidria prolongada puede producir deficiencia de hierro, ya que no ocurrird la
quelacion en el estomago, que facilita su absorcion en el duodeno. En cambio la forma ferrosa
(Fe*?) es soluble a pH duodenal (Conrad y Umbreit, 2002). Luego, el hierro no hemo es
transportado a través de la membrana apical del enterocito por el DMT1, y el Fe*? puede ser
almacenado en la proteina citoplasmatica ferritina o ser transportado hacia la sangre por la
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membrana basolateral por medio de la ferroportina y luego oxidado a Fe*3 por la proteina
hefestina (Han, 2011).

Hasta la fecha no existen otros estudios que permitan comparar la absorcién de hierro hemo
solo o sus mezclas con no hemo (sulfato ferroso) por el método del intestino evertido en
cerdo. Los estudios existentes en rata, mencionados en la Tabla 1, solo utilizaron soluciones
con hierro no hemo. Sin embargo, la mayor parte de estos estudios no son comparables ya
que no estudian la absorcion del hierro no hemo por si solo, utilizando otros compuestos para
observar su efecto en la absorcidn, que podian aumentarla o disminuirla. Khemiss et al.
(2006) compararon el efecto de un extracto de la fruta Grewia tenax sobre la absorcion del
sulfato ferroso; describiendo una absorcién de hierro mucho mayor que la reportada en esta
memoria. Sin embargo, en dicho estudio, ademés de utilizar un modelo animal distinto, lo
que podria llevar a resultados diferentes, las condiciones experimentales también eran
diferentes, ya que la manipulacion del intestino fue inmediatamente después del sacrificio de
los animales, a diferencia del presente estudio en donde el intestino debia ser trasladado desde
la planta faenadora hasta el laboratorio, tiempo en el cual pudo disminuir la viabilidad del
tejido. La viabilidad del tejido intestinal es uno de los pardmetros mas importantes de regular,
viéndose afectada por factores del animal, del segmento intestinal, e incluso del método de
sacrificio del animal (Alam et al., 2012), haciendo dificil replicar lo que trabajos in vivo han
demostrado. La obtencion del segmento de intestino mediante sedacidn del animal previo a
su sacrificio es el método cominmente utilizado (Wilson y Wiseman, 1954; Dowdle et al.,
1960; Manis y Schachter, 1962; Moshtaghie y Taher, 1993; Khemiss et al., 2006; Moshtaghie
et al., 2006; Alam et al., 2012). Parsons y Paterson (1960) modificaron el método original
removiendo la capa muscular de los segmentos de intestino, por ser una barrera que no se
encuentra en el transporte in vivo y su presencia es un factor que disminuye sustancialmente
el transporte de sustancias (Wolfe et al., 1973), aunque no es una practica muy utilizada
probablemente debido a que en ratas esta capa es muy delgada. No obstante, Panichkriangkrai
(1982) en su estudio sobre el efecto de la enterotoxina termoestable de E. coli en cerdos,
realizo el método del intestino evertido quitando la capa muscular y serosa de los segmentos

intestinales.
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Se debe tener en cuenta que este estudio se diferencia de los otros mostrados en la Tabla 1,
ya que las muestras de intestinos se tomaron desde animales faenados y no desde animales
sacrificados minutos antes de realizar la técnica como ha sido descrito en los estudios citados.
El obtener los intestinos desde animales faenados podria permitir aumentar el nimero de
animales para la experimentacion, y reducir los costos que significan la crianza y sacrificio

de los animales.

Consideraciones futuras

Algunas consideraciones para futuros estudios son: 1) evaluar utilizar un marcador de pasaje
de transito intestinal como un colorante como el azul de metileno, el cual se incorpore a la
solucién de incubacion de los sacos evertidos y luego se pueda identificar dentro de los sacos
intestinales. 2) Para mantener la viabilidad del intestino, se puede considerar segmentar el
intestino en la planta faenadora y transportarlo en un medio de cultivo que entregue una
fuente de energia y compuestos que mantengan la viabilidad de los enterocitos por mas
tiempo. 3) Realizar histologia a las muestras de intestino post-incubacion y tincion (como la
de Perls), que detecte e identifique el hierro en las células. 4) Finalmente, en las muestras de
intestino post-incubacion también se podria determinar el contenido de hierro por
espectrofotometria de absorcidn atomica. En estas dos Gltimas consideraciones se debe tener
algn mecanismo control, ya que ambas detectan el hierro total presente en el intestino, no
haciendo diferencia con el hierro que podria haber estado en la ferritina antes del sacrificio

del animal.
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CONCLUSIONES

Conforme a los resultados obtenidos fue posible identificar, seleccionar y validar la técnica
del intestino evertido para estudiar la absorcion de hierro desde matrices cargadas con hierro
con cerdos post-faena. Fue posible observar diferencias en la absorcién de hierro entre el
tratamiento control y matrices cargadas con hierro (IV y V), los cuales presentaron una mayor
absorcion de hierro. La absorcion de hierro aumenté con el incremento del hierro hemo en
las matrices con mezcla de hierro hemo/no hemo, pero esta situacion no se observé para el
tratamiento con 100% de hierro hemo.

Para estudios futuros se debe considerar resguardar la viabilidad de los enterocitos,
disminuyendo el tiempo entre la faena y la incubacion de los intestinos, analizando otros

medios de incubacion y de transporte.
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