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EVENTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS QUE EXPLICAN EL EFECTO
ANTIANEMICO DEL TRATAMIENTO QUE COMBINA EL HIERRO HEMINICO
QUE APORTA EL TROFIN DESHIDRATADO, Y EL IONICO DE L AS SALES
FERROSAS.
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RESUMEN

Durante los ultimos 20 afios BioCen ha desarrollado una linea de antianémicos y suplementos
nutricionales que contienen hierro (Fe) en forma heminica, los cuales han demostrado una
elevada eficacia en la prevencion y el tratamiento de la anemia, sin que se reporten las reacciones
adversas comunmente observadas en los preparados que contienen Fe en forma idnica. El
ingrediente farmacéutico activo que aporta el Fe en forma heminica, en el caso de los productos
gue se utilizan como suplementos nutricionales en tabletas, es el Trofin deshidratado, el cual
se obtiene de la hidrélisis enzimatica de la sangre bovina en presencia de un extracto de pepsina
obtenido del estdmago del bovino, y al que finalmente se le adicionan miel de abejas y propodleos.
Se conoce que la eficacia clinica de los suplementos antianémicos, donde se combinan ambas
formas quimicas del Fe, es superior a aquellos que solo contienen Fe en una u otra forma
guimica. Sin embargo, no se tiene referencia de estudios en modelos experimentales, que

1



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 7 No. 1

permitan una comprension mas completa y profunda del efecto antianémico de este tipo de
preparados. La investigacion incluyo el desarrollo de una metodologia para obtener un modelo
de anemia por deficiencia de Fe en ratas, mediante restriccion del aporte de Fe en la dieta.
Esta es la primera experiencia reportada en el pais y es una herramienta valiosa que puede ser
utilizada en el desarrollo y evaluacion de suplementos nutricionales y medicamentos que permitan
prevenir y tratar la anemia por deficiencia de Fe, la cual constituye un problema de salud publica
en Cuba. En este trabajo se obtuvieron evidencias experimentales, acerca del efecto favorable
de este tipo de abordaje farmacolégico, cuando se produce anemia de origen nutricional por
deficiencia de Fe. Estos resultados obtenidos en el modelo de ratas anémicas son congruentes
con los resultados clinicos de los productos antianémicos y reconstituyentes de origen natural
desarrollados por BioCen y contribuyen a sustentar cientificamente la superioridad del efecto
antianémico asociado a la combinacion de ambos tipos de Fe. Los resultados que reune la
presente investigacion estan incluidos en seis articulos publicados en revistas nacionales (4) e
internacionales (2). Ademas, han sido reconocidos como trabajos destacados del Forum de
Ciencia y Técnica a nivel de base en 2007, 2010 y 2013. También fueron reconocidos como
resultados destacados en el Forum de Ciencia y Técnica a nivel Provincial en 2015 y se han
presentado en mas de 10 eventos cientificos con caracter internacional. Los resultados
obtenidos en este trabajo forman parte de una tesis de maestria defendida en 2010 y de una
tesis de doctorado defendida en 2014. Los resultados de la aplicacion clinica de los productos
de la linea Trofin han sido reconocidos con anterioridad como premio CITMA provincial, en el

2001 vinculado a la presentacion como solucion oral (Trofin®) y en el 2013 en relacion al
impacto de las tabletas de NeoTrofin®, NeoTrofinC® y NeoTrofinCF®.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO.
Introduccion.

La anemia de origen nutricional por deficiencia del consumo de Fe en la dieta, es el problema
de salud publica méas extendido en el mundo y afecta mayoritariamente a las embarazadas y a los
nifios pequefos. La elevada frecuencia de anemia en Cuba la ha convertido en un importante
problema de salud publica. Desde hace varios afos, ha sido una preocupacion constante de la
direccion del pais el desarrollo de preparaciones farmacéuticas mas eficientes para
combatir y minimizar en la poblacion cubana los efectos de este padecimiento nutricional.

Las intervenciones nutricionales para prevenir y tratar la anemia ferropénica tradicionalmente se
han enfocado en la administracion de suplementos de Fe ionico en forma de sales ferrosas
como el sulfato y el fumarato ferroso, indistintamente, ya que presentan la misma
biodisponibilidad. Sin embargo, se ha descrito que estos preparados tienen una efectividad
limitada, lo cual estd vinculado en gran medida a la ocurrencia de reacciones adversas
gastrointestinales que se producen entre un 30 y un 50 % de los pacientes. A partir de los
inconvenientes que presenta la administracion de preparados de Fe i6nico, se han desarrollado
también suplementos que contienen Fe heminico aportado por la hemoglobina (Hb) de la sangre
de diferentes especies animales. En este sentido se pueden mencionar diversos productos
desarrollados por BioCen y aplicados clinicamente en Cuba en los ultimos 20 afios, entre los

gque se incluyen Trofin®, NeoTrofin®, NeoTrofin-C® y NeoTrofin- CF®, los cuales han
demostrado alta eficacia en la prevencién de la anemia en embarazadas, sin las reacciones
adversas comunmente observadas en los preparados de Fe iénico.



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 7 No. 1

Por otra parte, en el aflo 2013 se desarrolld6 un nuevo suplemento nutricional, ComBiFer®
gue combina ambas fuentes de Fe en su formulacion, es decir, el Fe heminico aportado por el
Trofin deshidratado y fumarato ferroso como fuente de Fe ionico. Este producto ha
demostrado una eficacia clinica superior a aquellos que solo contienen hierro en forma
heminica o ibnica, aplicado como suplemento nutricional en la prevencion de la anemia en
embarazadas. Ademas, internacionalmente, también se han reportado estudios de intervencion
nutricional donde combinan la suplementacion con hidrolizados de sangre animal como
fuentes de Fe heminico, y diferentes sales de Fe para aportar el mineral en forma ionica. Sin
embargo, no se tiene referencia de reportes de estudios en modelos experimentales, que
permitan una mejor comprensidn del efecto antianémico de este tipo de preparados. El
objetivo de este trabajo fue dilucidar los eventos bioquimicos y fisiolégicos, asociados al
tratamiento combinado con Trofin deshidratado como fuente de Fe heminico y sales ferrosas
como fuente de Fe idnico, durante la recuperacion de la situacion fisiolégica de la anemia por
deficiencia de Fe, que se generd en ratas recién destetadas.

Resultados
Obtencion de un modelo de anemia por deficiencia de Fe en ratas

El modelo de ratas anémicas, que se obtiene por restriccion del aporte del Fe en la dieta
administrada a ratas recién destetadas, es uno de los mas utilizados internacionalmente para
evaluar el efecto antianémico de diferentes preparados de Fe, asi como de otros aspectos
relacionados con la seguridad y el efecto fisioldgico en general de estas preparaciones. En este
trabajo se evaluaron tres metodologias diferentes para obtener el modelo de anemia en ratas. En
todos los casos se utilizaron animales recién destetados y en el primer disefio experimental
se evaluaron ratas de ambos sexos de la linea Sprague Dawley. La dieta utilizada tuvo un
contenido de proteinas de 12 %, valor inferior a lo requerido para la especie durante el periodo
de crecimiento, que es de 20 % de proteinas. El periodo experimental se extendié hasta 56 dias
y al finalizar se obtuvo una eficiencia de animales anémicos entre 60 y 70 %. Los animales

del sexo femenino respondieron mejor al tratamiento.!

En un segundo disefio experimental se utilizé una dieta de caseina que contenia 20 % de
proteinas, el tratamiento se extendid hasta 42 dias, se utilizaron animales hembras recién
destetados de la linea Sprague Dawley y se obtuvo que el 100 % de los animales desarrollaron la
anemia. Un disefio similar al anterior se aplicoO en ratas Wistar machos recién destetadas y al
término de los 45 dias de tratamiento también se obtuvo que todos los animales resultaron

anémicos.® En todos los disefios experimentales utilizados para obtener el modelo de ratas
anémicas, esta condicion patoldgica se verificé a partir del comportamiento de la concentracion de
Hb en sangre.

Sin embargo, en el trabajo desarrollado en ratas Wistar también se pudo profundizar en otros
indicadores que demostraron el establecimiento de la condicion fisiolégica de anemia, como
fue el contenido de Fe en el higado como 6rgano principal de reserva en los animales, asi como
el efecto oxidativo que presentaban las proteinas y los lipidos a nivel de la mucosa intestinal
y el higado (Tabla 1). Los resultados obtenidos demostraron que en los animales anémicos, con
respecto a los controles sin anemia se produjo un incremento del dafio oxidativo a las proteinas
y a los lipidos del higado, evidenciandose otro de los efectos adversos asociados a la condicion

de anemia ferropénica severa.?
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Tabla 1. Parametros que caracterizan el modek de anemia en
ratas Wistar machos recién destetadas.

Parametros Anamico Control sin anemia
[n=T} (=T}

H b {g.L "} inicio

91,11 £ 2,.26"

91,28 + 2.56°

Hb {g.L™") final { 45d)

14271 + 2 43°

30.08 +2.12°

Peso corporal (g)
imicio

43,09 + 2.60°

4443+ 234"

Peso comporal (g)
imicio { 45d)

178,17 + 2.48°

240 67 + 2.668"

Fe en higado {pug'g
S0 Seon ]

120,80 + 80, 71°

278,80 + 82 53°

Dano a lipidos en

68,70 + 8,79°

105,83 + 10,44

mucosa ducdeno (nkd
MDA/mg proteinas)

Daro a proteinas en 3,38 £ 0,35° 3,850,36"
mucosa ducsdeno

inM/mg proteina)

Dano a lipidos en 35,35+ 4.16° 26.07 + 3.68"

higado (m& MDAMmMg
proteinas)

Dano a proteinas en
higado (nM/mg

42 32+4 10° 28,3343, 71"

La importancia cientifica de este resultado en el campo de la bioquimica de la nutricién para el
pais, asi como su impacto social esta relacionada con el hecho de que es la primera experiencia
reportada donde se obtiene un modelo de anemia en ratas por deficiencia de Fe de origen
nutricional, donde se logran reproducir varios de los eventos fisioldgicos y bioquimicos que
caracterizan a esta condicion patoldgica, de alta prevalencia en la poblacion cubana. En
conclusién, el modelo animal de anemia desarrollado en este trabajo, tiene la posibilidad
de ser reproducidoen la institucion, asi como en otros laboratorios del pais, para
aplicarlo en el desarrollo y la evaluacion de diferentes preparados de Fe, los cuales tienen alta
demanda en la poblacién cubana. Aplicacion del modelo de anemia en ratas para dilucidar los
eventos bioquimicos vy fisioldgicos que explican el efecto antianémico del tratamiento

En el modelo de ratas anémicas desarrollado se verificd el efecto antianémico del
tratamiento aportado por el Trofin deshidratado y una sal ferrosa como fuente de Fe i6nico.
Ademas, se logré determinar la fraccion del mineral utilizado, a partir de la cantidad ingerida, lo
gue se conoce como biodisponibilidad. Los estudios de biodisponibilidad mineral para el Fe se
abordaron por dos metodologias diferentes, las cuales son muy utilizadas internacionalmente en
estudios con objetivos similares al de este trabajo. Una de estas metodologias fue la de la
Eficiencia de Regeneracion de la Hb (ERH), ya que esta proteina contiene la mayor cantidad del
Fe circulante en el organismo, y que en situacion de anemia, el principal destino del Fe ingerido
en la dieta, es la sintesis de Hb.

Este experimento evidencié una mayor eficiencia en la utilizacion del Fe en la generacion de Hb
de la combinacion de ambas fuentes de Fe (heminico e iGnico) con respecto a la administracion
solamente de Fe idnico. Aunque en el experimento la concentracion de Hb al finalizar el
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tratamiento fue similar entre los grupos tratados con ambas fuentes de Fe (128,7 y 133,14 g. L

1) y el grupo que recibid tratamiento solo con la sal ferrosa (125,63 g. L'l), la ERH en los grupos
gue recibieron el tratamiento combinado fue de 150,84 y 90,27 %, mientras que en el grupo
anémico tratado con la sal ferrosa solamente fue de 42,27 %. Estos resultados se explican ya que
en los grupos tratados con ambas fuentes de Fe, la cantidad de Fe ingerido fue menor, asi como
también fue menor la cantidad de Fe total que recibieron los animales para recuperarse de la
situacion fisiolégica que establecio la situacion anémica. La misma correspondid en los dos
grupos que recibieron Trofin deshidratado y sulfato ferroso, Unicamente al 31 y 60 % de la
dosis efectiva media determinada en este tipo de modelo animal para recuperarse de la
anemia, que es de 35 mg de Fe por kilogramo de dieta.

Para esclarecer las interrogantes planteadas en el experimento anterior, se utilizd6 el método
de balance nutricional, el cual permiti6 medir la cantidad de Fe absorbida a nivel intestinal. Este
aspecto no se conocia como se comportaba en este tipo de tratamiento combinado. Se demostré
gue en el grupo anémico tratado con la combinacién de Trofin deshidratado y sal ferrosa, la
cantidad de Fe absorbido fue menor que en el grupo anémico que recibié el tratamiento de sal

ferrosa solamente.? Apartir de estos resultados se pudo conocer, por primera vez, que durante el
tratamiento con la combinacién de Trofin deshidratado y sal ferrosa, el incremento en el efecto
antianémico no se producia debido al aumento del Fe absorbido (Tabla 2).

Tabla 2. Bicdisponibiidad del Fe por el metodo de balance nutricional en ratas
anemicas y normales ftratadas durante 14 dias con diferentes fuentes del

mineral.
Grupo i : e :
n=10 ing erlﬁh:- Fe-:.z_nil .'5'.I:r5_1 CDA
{pg-d |} (pg-d ) (pg-d— ) [%a)
M A- i ol 284 44 + 20374 £ 5117+
FeS50. AN EARTT J2" 20.78" 2.33"
- 12780 + 453 57+ TT.BG +
— Fnd o I Ny =] ' '
CA- FE"-\.'rl:'_l 572892 + 2088 E'.? Ht EE,EEI“ :,?EE
&-Trofin + B B4 D4 + 264 57 + TE 45 +
q |. - 3 1 [
FeS50s-20 s i P 5,87 27.14" 3.13"

d: dia ChaA- Febll, Grupo control sin anemia. LA- Fell,” Grpoe anemico fatado con Ha50,
A-Trofine FeS0,-20: Grupo anemico tratado con 1 mg e Fe Trofin v 20 mg de Fe de FeS0,
Valores de Media = DE por grupos. r- rata. Para analizar las diferencias entre todos los grupos se
reafizo un ANCOVA de una sola via y para las diferencias por pares de grupos se utifizo una
pruchba de Tukey (p <005 " Diferencias significativas entre grupos para cada columna (p
<01,05].

A partir de los elementos basicos conocidos del metabolismo del Fe heminico que se han estado
dilucidando recientemente, donde se ha demostrado en la linea celular CaCo-2 en mamiferos,
gue el Fe en forma heminica se podia absorber integramente a nivel de la membrana
vasolateral del enterocito y trasladarse hasta los tejidos eritroides donde tambi€ngyistian

transportadores €specificos para su internalizacion, se pudo proponer en este trabajo que el

incremento en efecto antianémico de esta intervencion nutricional se debe a que la molécula que
contiene el Fe en forma heminica, puede ser utilizada integramente en la sintesis de Hb.
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Por otra parte, en el modelo animal de ratas anémicas, se pudieron estudiar otros elementos
de la seguridad y la eficacia de este tipo de tratamiento que combina Trofin deshidratado y Fe en
forma de sal ferrosa, de los cuales no se tenia referencia con anterioridad. Entre los resultados
se encuentra que se demostré por primera vez que el tratamiento combinado con ambas
fuentes de Fe, no ocasiond efectos adversos gastrointestinales, vinculados con la generacion
de dafio oxidativo a las proteinas y los lipidos de la region intestinal donde se produce la
absorcién del mineral, el duodeno. También se verificO la ausencia de eventos adversos en

preparaciones histologicas de la mucosa géstrica.5

Otro grupo de experimentos abordd con mayor profundidad efecto oxidativo de este tipo
de tratamiento en varios tejidos y 6rganos, como el cerebro, el higado, la mucosa intestinal y la
sangre, donde se analiz6 el comportamiento de tres sistemas antioxidantes enddgenos:

catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y superdoxido dismutasa (SOD),4aS|’ como el

dafo a los lipidos, las proteinas y el ADN.® En resumen, ambos estudios demostraron la
mayor seguridad de este tipo de tratamiento, con respecto a los suplementos nutricionales mas
utilizados que solo contienen Fe en forma idnica.

Se estudioé por primera vez el comportamiento de la biodisponibilidad del Cu y el Zn durante el
tratamiento con formulaciones de Trofin deshidratado y sales ferrosas durante la recuperacion de
los animales anémicos. Se demostré que las formulaciones combinadas de Fe no afectaron la

utilizacion de estos dos minerales,4

3

gue comparten el mismo transportador intestinal que el
Fe de origen ionico.

A su vez, el comportamiento de estos indicadores de dafio oxidativo a nivel intestinal,
aportd elementos a la hipétesis planteada anteriormente para explicar como se utiliza mas
eficientemente la molécula de Fe en forma heminica aportada por el Trofin deshidratado, durante
el tratamiento de los animales anémicos. El hecho de que se produjo un menor dafio oxidativo
a nivel intestinal en los animales que recibieron tratamiento combinado con Trofin
deshidratado y Fe ionico, es una condicion que favorece la conservacion de la molécula de
Fe heminico a través de su paso por el enterocito, para posteriormente ser absorbida
integramente a nivel de la membrana basolateral. Cuando la estructura quimica completa de la
molécula de Fe en forma heminica logra atravesar la membrana basolateral del enterocito, bajo
las condiciones fisiolégicas de anemia por deficiencia del aporte de Fe en la dieta, se
incrementa la posibilidad de que la misma no sea degradada en el higado, sino que se
transporte directamente hasta la médula O6sea, para que se incorpore integramente a la
sintesis de Hb durante la produccién de los eritrocitos.

En este trabajo se concatenan de manera integral una serie de metodologias novedosas que
permitieron reunir nuevas evidencias experimentales, acerca del efecto favorable de este tipo de
abordaje farmacoldgico, cuando se produce anemia de origen nutricional por deficiencia de Fe.
Estos resultados que se obtuvieron en el modelo de ratas anémicas pueden contribuir a sustentar
cientificamente los resultados positivos evidenciados en la practica clinica, de los
productos antianémicos de origen natural desarrollados por BioCen, especificamente el

producto ComBiFer® que combina ambas fuentes de Fe en su formulacion, es decir, el Fe
heminico aportado por el Trofin deshidratado y el fumarato ferroso como fuente de Fe ionico.
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