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RESUMEN

La anemia es uno los principales problemas de salud publica a nivel nacional; por ello se
desea evaluar nuevas formulas alimenticias que ayuden a disminuir su incidencia.
Objetivo: Evaluar la toxicidad aguda de tres formulas alimenticias (FA1, FA2, FA3) y el
efecto de estas sobre los niveles de hemoglobina en ratas con anemia ferropénica
inducida. Metodologia: Se utilizaron en total 78 ratas cepa Holtzman, 24 para toxicidad
aguda y 54 para la actividad antianémica. Se utilizé como referencia la guia n°423 de la
OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos) para el ensayo
de toxicidad aguda oral en ratas. En el ensayo 1, se formaron 4 grupos (3 animales/grupo):
1) Grupo control (agua destilada), 2) Grupo FAL, 3) Grupo FA2 y 4) Grupo FA3, con
dosis inicial de 2000 mg/kg en cada grupo. El ensayo 2 se dio bajo las mismas condiciones
que el ensayo 1, pero con diferentes animales. Al evaluar la actividad antianémica, se
realizd la induccion de anemia ferropénica mediante la administracion de una dieta libre
de hierro durante 30 dias. Se formaron 9 grupos (6 animales/grupo) y se aplicaron los
tratamientos durante 28 dias: 1) Grupo control sin anemia, 2) Grupo control anémico, 3)
Grupo SF = 1 mg/dia de sulfato ferroso (SF), 4) Grupo HM (hierro heminico) = 125 mg
de HM/kg de peso corporal de rata, 5) Grupo FA1-500 = 500 mg de FA1/kg, 6) Grupo
FA1-1000 = 1000 mg de FA1/kg, 7) Grupo FA1-2000 = 2000 mg de FA1/kg, 8) Grupo
FA2-2000 = 2000 mg de FA2/kg y 9) Grupo FA3-2000 = 2000 mg de FA3/kg.
Resultados: Durante el ensayo 1y 2, no se evidencié mortalidad ni sintomas de toxicidad
en ninguno de los animales en la dosis de 2000 mg/kg. Asi mismo, las 3 formulas
alimenticias lograron revertir la anemia en la Gltima semana, sustentado por la
recuperacion de los niveles de Hb a valores fisiolégicamente normales; sin embargo, el
grupo FA1-2000 obtuvo la mejor respuesta antianémica. Conclusion: Las tres formulas
alimenticias (FA1, FA2, FA3) son inocuas en la dosis de 2000 mg/kg, y tras 28 dias de

tratamiento, presentaron un efecto antianémico en los animales de experimentacion.

Palabras claves: Hemoglobina, anemia ferropénica, ratas anémicas, quinua, sulfato

ferroso, hierro heminico.



ABSTRACT

Anemia is one of the main public health problems at the national level; For this reason, it
is desired to evaluate new food formulas that help to reduce its incidence. Objective: To
evaluate the acute toxicity of three food formulas (FAL, FA2, FA3) and their effect on
hemoglobin levels in rats with induced iron deficiency anemia. Methodology: A total of
78 Holtzman strain rats were used, 24 for acute toxicity and 54 for antianemic activity.
The guide n°423 of the OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) was used as a reference for the acute oral toxicity test in rats. In trial 1, 4
groups were formed (3 animals/group): 1) Control group (distilled water), 2) Group FA1,
3) Group FA2 and Group FA3, with an initial dose of 2000 mg/kg in each group. In the
second part of the study, the induction of anemia was carried out using an iron-free diet.
9 groups (6 animals/group) were formed: 1) Control without anemia, 2) Anemic control,
3) SF group = 1 mg/day of SF (ferrous sulfate), 4) HM (heme iron) group = 125 mg of
HM/kg rat body weight, 5) FA1-500 group = 500 mg of FA1/kg, 6) FA1-1000 group =
1000 mg of FAl/kg, 7) FA1-2000 group = 2000 mg of FAl/kg, 8) FA2-2000 group =
2000 mg of FA2/kg and 9) FA3-2000 group = 2000 mg of FA3/kg. Results: During trials
1 and 2, there was no evidence of mortality or toxicity symptoms in any of the animals at
the 2000 mg/kg dose. Likewise, the 3 food formulas managed to reverse the anemia in
the last week, supported by the recovery of Hb levels to physiologically normal values;
however, the FA1-2000 group obtained the best anti-anemic response. Conclusion: the
three food formulae are not toxic with the dose tested and in 4 weeks of treatment, all

groups showed anti-anemic activity in rats.

Keywords: Hemoglobin, iron deficiency anemia, quinoa, ferrous sulfate, and anemic

rats.



INTRODUCCION

Las conexiones cerebrales durante el desarrollo infantil temprano, se dan a una
determinada velocidad que solo ocurre en esa etapa de vida, jugando un rol importante
para el desarrollo cognitivo y social, asi como para la capacidad de aprendizaje, solucion
de problemas y el como relacionarse con los demés. Por lo tanto, al ser una etapa critica,
debe desarrollarse bajo una adecuada nutricidén y no presentar carencias nutricionales, ya

que se podrian presentar efectos irreversibles (1).

Una de las principales carencias nutricionales alrededor del mundo, es la falta de hierro
en la ingesta, la cual, junto con el desarrollo de enfermedades infecciosas, son las
principales causas de anemias (2). Segun la OMS, la desnutricion crénica ha disminuido
con los afios, sin embargo, se considera un desafio y uno de los problemas de salud

pablica a nivel nacional, la presencia de anemia en nifios/as menores de 36 meses_(3).

A raiz de ello, el estado peruano ha implementado diversas intervenciones y programas
con la finalidad de contribuir a la mejora de este problema. Por ejemplo, el Plan
Multisectorial de Lucha Contra la Anemia, elaborado por el MIDIS y otros ministerios,
cuyo objetivo es disminuir de 43% a 19% la anemia en nifios de 6 a 35 meses en el
bicentenario. Para ello, se vienen desarrollando actividades estratégicas tales como:
fortificacion de alimentos con hierro, sesiones demostrativas-educativas en la preparacién
de alimentos (para nifios y gestantes), entrega de suplementos de hierro y &cido folico a

mujeres adolescentes, visitas domiciliarias, entre otros (2).

Asi mismo, desde hace algunos afios, el MINSA (Ministerio de Salud) propone como
tratamiento contra la anemia ferropénica, el empleo de sales ferrosas (sulfato y fumarato
ferroso). Esto debido a que permite llegar a valores normales de concentracién de hierro
en sangre, saturacion de transferrina y ferritina con una recuperacion mas rapida, asi
mismo, su costo es razonablemente bajo (4); sin embargo, se han presentado casos de baja
adherencia a su consumo (5) (6) (7) (8), es por ello, que el presente estudio tiene como
objetivo evaluar 3 nuevas formulas alimenticias que contienen quinua extruida, harina de

arroz, suero de leche y hierro heminico, en la bdsqueda de encontrar alternativas de



tratamiento frente a la anemia ferropénica. Primero se realizd una evaluacion de la
toxicidad aguda oral de las 3 formulaciones alimenticias; y posterior a ello, su efecto

antianémico en ratas con anemia inducida.

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes internacionales

Meneguetti et al. (2011) evaluaron las propiedades fisicas, quimicas, contenido de
aminoacidos y los efectos toxicoldgicos de la suplementacion con extracto de quinua
hidrolizada (HQ) en ratas sedentarias y ejercitadas. Utilizaron ratas Wistar macho para la
evaluacion toxicoldgica. Fueron asignadas aleatoriamente en cuatro grupos: (1) grupo
sedentario (recibié HQ de 2000 mg=Kkg); (2) grupo sedentario, sin suplementos; (3) grupo
suplementado con ejercicio (ratas sometidas a ejercicio fisico aerébico que recibieron
2000 mg/kg de HQ); y (4) grupo control ejercitado (ratas sometidas a ejercicio fisico
aerobico, sin suplementos). Luego de 30 dias, se analizaron a nivel sanguineo, diversos
indicadores para evaluar dafio a nivel hepatico y renal. Asimismo, se analiz6 los cambios
en el peso corporal, la ingesta de alimentos y los depdsitos de lipidos. Finalmente, los
resultados indicaron no presencia de toxicidad renal ni hepéatica de HQ. También, en los
grupos suplementados (grupos sedentarios y con ejercicio) se observo una disminucién
de la ingesta dietética, peso corporal, porcentaje de grasa y niveles de triglicéridos en

sangre. Estos resultados sugieren a la HQ como uso potencial en nutricion humana (9).

Tello-Palma et al. (2022) evaluaron los efectos de la suplementacion de hierro
microencapsulado (hierro mineral) y hierro heminico (hierro animal) en los niveles de Hb
y el peso corporal en ratas anémicas. Se formaron cuatro grupos de estudio. Grupo control
(GC), grupo experimental (GE1) (suplementacién de hierro micro encapsulado MC),
grupo experimental 2 (GE2) (suplementacién de hierro heminico) y grupo experimental
3 (GE3) (suplementacion de hierro MC + hierro heminico). Se administro al GC una dieta
seca en polvo que contenia todos los nutrientes normales excepto el hierro. La

suplementacion se realizé durante 15 dias (tres veces al dia). Se evaluaron el peso, la



longitud y la hemoglobina (Hb) en el pretest y postest en similares condiciones. Los
resultados indicaron que el GE1

aumentd significativamente la hemoglobina (14,3 %, Hb 2,1 g/dl) y el peso corporal (21,6
%, 25,8 g) (p < 0,05) en el postest. De la misma forma, el GE2 incremento
significativamente la hemoglobina (14,5 %) y el peso corporal (44,5 %, 52,3 g) (p <0,05).
Sin embargo, el GE3, a pesar de mezclar el hierro MC y heminico, no logro superar la
actuacion individual en cada uno de los GE1 y GE2. Finalmente concluyeron que estos
resultados sugieren que el hierro heminico junto a la harina de quinua y cafiihua podrian
utilizarse como un nuevo suplemento de hierro seguro y eficiente en comparacion con el
hierro microencapsulado, dada su mayor biodisponibilidad de hierro y su capacidad de

incrementar el peso corporal (10).

Abdel-Reheim, et al. (2017) evaluaron el posible efecto protector de la diosmina contra
la lesién hepatica inducida por sulfato ferroso en ratas albinas macho adultas. Los
animales se distribuyeron en 6 grupos; grupo 1 = control normal (tween 80, p.o., 10 dias),
grupo 2 = control de N-acetilcisteina (300 mg/kg/dia, p.o., 10 dias), grupo 3 = control
diosmina (20 mg/kg/dia, p.o., 10 dias) , grupo 4 = sulfato ferroso (dos dosis de sulfato
ferroso, 30 mg/kg/dia, i.p., a los dias 9 y 10), grupo 5 = N-acetilcisteina (300 mg/kg/dia,
p.o., 10 dias) mas sulfato ferroso (dos dosis de sulfato ferroso, 30 mg/kg/dia, i.p., a los 9
y 10 dias) y grupo 6 = diosmina (20 mg/kg/dia, p.o., 10 dias) mas sulfato ferroso (dos
dosis de sulfato ferroso, 30 mg/kg/dia, i.p., en el dia 9 y 10). El dia 11 se recogieron
muestras de sangre y tejido. Los resultados indicaron que la lesion hepatica inducida por
hierro, se evidencié por un aumento significativo en los marcadores de dafio de la
membrana de los hepatocitos (ALT, AST, ALP, GGT, LDH vy bilirrubina en suero),
marcadores oxidativos e inflamatorios (contenido de MDA hepatico y produccion de
NOX) y marcadores dislipidémicos (TC en suero) y TG) (p<0,05). Ademas, se observaron
disminuciones significativas en el contenido hepéatico de GSH y en la albUmina sérica
(p<0,05). El tratamiento con diosmina mejoro significativamente los marcadores de dafio
de la membrana de los hepatocitos (mostrando reducciones que oscilan entre el 24 y el 48
%), los marcadores oxidativos e inflamatorios (mostrando reducciones del 34 % vy el 32
% con respecto a MDA y NOx, respectivamente), los marcadores dislipidémicos

(mostrando reducciones del 35 %y 39 % con respecto al suero TC y TG, respectivamente)



(p<0,05). Finamente, concluyeron que la diosmina puede tener un buen efecto
hepatoprotector, principalmente a través de potenciales antioxidantes y antiinflamatorios
(112).

Guija et al. (2019) evaluaron el efecto en higado y cerebro de ratas, al administrar hierro
heminico y sulfato ferroso (junto con vitamina C). Para ello, se trabajo con ratas cepa
Holtzman, a los cuales se les administré 4 mg de hierro elemental por kilogramo de peso
corporal, bajo la forma de hierro heminico o sulfato ferroso (SF) + 10 mg de vitamina C.
El tratamiento durd 7 dias. Al finalizar el tratamiento, se sacrificaron a los animales para
poder e Xxtraer cerebro, higado, sangre, para realizar cortes histologicos y medir en suero
la capacidad antioxidante. Pudieron observar que el cerebro de los animales tratados con
hierro heminico y SF + vitamina C no padecieron de ningun tipo de alteracion
significativa. Sin embargo, se vio mayor dafio hepéatico en los animales tratados con SF

+ vitamina C que los tratados con hierro heminico (12).

Robles et al. (2020) determinaron el efecto de dietas formuladas con leche fermentada
de cabra y vaca, sobre la recuperacion de anemia en 60 ratas machos cepa Wistar. Los
animales fueron distribuidos en un control (dieta con un aporte de hierro normal de 45
mg/kg) y un grupo experimental (dieta con bajo hierro de 5 mg/kg). Luego, durante 30
dias, ambos grupos fueron alimentados con dietas elaboradas con leche fermentada de
cabra y vaca. Los animales que fueron alimentados con leche de cabra, presentaron una
recuperacion de hemoglobina méas eficaz al presentar un hematocrito (23,7 %) y
hemoglobina (6,2 g/dL) superior al grupo control. Finalmente, se concluy6 que, en el
grupo tratado con leche de cabra, se redujo con mayor eficacia los niveles de anemia, asi
también, disminuyd la adiposidad y el peso corporal (53).

Estrada y estrella (2020) evaluaron el efecto de la harina de cafiihua y quinua, sobre
ratas anémicas cepa Holtzman. Asi mismo, la composicion proximal, toxicidad aguda de
ambas harinas. Los resultados evidencian se evidencid un alto porcentaje de proteinas de
quinua (22%) y de cafiihua (16%). Asi mismo, la prueba de toxicidad indicé que,
utilizando una dosis méaxima de 15 000 mg/kg, ambas harinas fueron seguras e inocuas.

También se evidencio un incremento de los niveles de hematocrito de 24,5 £ 0,5 % (harina



de quinua) y 22,1 + 0,3 % (harina de cafiihua) con un p<0.05, mostrando una actividad

antianemica (13).

Anaya, et al. (2020) formularon galletas antianemicas a base de quinua y hierro heminico
en diferentes concentraciones; y evaluaron su efecto antianémico en ratas Holtzman”. La
induccion de anemia se llevo a cabo durante cinco semanas a través de una dieta deficiente
de hierro (a base de maiz). Se formularon dos tipos dieta, formulacién 1 y formulacion 2,
ambas con una concentracion diferente de quinua y sangre bovina. Se utilizé 30 ratas
machos de seis meses. Se formaron 3 grupos de 10 ratas en cada uno, 1 grupo control y 2
grupos experimentales. EI primer grupo experimental recibi6 galletas de la formulacion
1, y el segundo grupo, galletas de la formulacion 2, durante cinco semanas. Finalmente,
el promedio del nivel de hemoglobina de los 3 grupos experimentales fue
significativamente diferente, siendo mayor el grupo que recibi6 la formulacién 2 (15,66
g/dL), esto debido a que la formulacién 2 tuvo un mayor porcentaje de harina de quinua
y sangre (por ende, mayor contenido de hierro y proteina).Concluyeron que las galletas
antianémicas estan disponibles para consumo humano, ya que cumplieron con los
requerimientos nutricionales, y que se reduce la anemia con niveles adecuados de quinua

y hierro heminico bovino (14).

2.2 Antecedentes nacionales

Amaro, et al. (2019) determinaron la actividad antianémica del extracto de quinua sobre
ratones con anemia inducida. Para ello, usaron treinta ratones machos cepa Balb/c con un
peso corporal de 23 - 32 gramos. Los grupos fueron divididos en: a) grupo control
negativo (recibieron alimento balanceado); b) grupo control positivo (40g/d de dieta
ferropénica); y, c¢) grupo experimental (40g/d de dieta ferropénica). El tratamiento tuvo
una duracién de 7 semanas. Al grupo experimental, a partir de la quinta semana, se le
afiadié 20g/d del extracto de quinua. Los resultados indicaron que el grupo que recibio el
extracto de quinua, tuvo un incremento significativo (de 2,1 g/dL mas) en sus niveles de
hemoglobina a diferencia del grupo control positivo. Finalmente concluyeron que la
quinua tiene un efecto antianémico, reforzado por los resultados en los niveles de

hemoglobina (15).



Lozano, (2019) determind el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas en ratas
anémicas y la capacidad antioxidante. Para ello, se utilizd treinta ratas machos cepa
Holtzman, los cuales tenian dos meses de edad. Utiliz6 el método deplecion - replecion
de la hemoglobina para inducir la anemia (sangrado periodico més dieta libre de hierro).
El tratamiento dur6 21 dias y se formaron 5 grupos: a) Control negativo, b) Control
positivo, ¢) Mezcla MV (fumarato ferroso: 3 mg de hierro/Kg + Zn, vitamina A, vitamina
C, d) Sulfato ferroso (3 mg de hierro/kg) y e) Hierro heminico (3 mg de hierro/kg). Los
grupos ¢, d y e tuvieron una recuperacion la hemoglobina similar a los valores basales.
Finalmente concluyeron que los grupos (c), (d) y (e) presentaron un efecto antianémico.
Asimismo, se afectd la capacidad antioxidante de los grupos tratados con hierro iénico a
diferencia del grupo tratado con hierro heminico. Por otro lado, se observé una mayor
alteracion a nivel celular, especialmente en higado, del grupo que recibi6 sulfato ferroso
(16).

2.3 Bases tedricas

* Anemia y hemoglobina

La anemia es un trastorno que se distingue por presentar una cantidad de glébulos rojos,
y nivel de hemoglobina, por debajo de la concentracion necesaria para los procesos
fisiol6gicos normales de cuerpo humano, segun sexo, edad y altura sobre el nivel del mar
(17).

La hemoglobina es considerada una hemoproteina que contiene hierro y se produce en
los eritrocitos. Su funcidn principal es transportar oxigeno y CO- (diéxido de carbono)
por medio de la sangre (18). Existen diversos tipos de anemia, entre ellas, anemia
aplasica, anemia de células falciformes, por deficiencia de vitaminas (B12), talasemia,
anemia ferropénica, etc. Cada una con sus propias etiologias, aunque usualmente la
anemia es multicausal. Cabe mencionar que no es considerada una enfermedad, sino un
sintoma de varios trastornos como: pérdida profusa de sangre, destruccion excesiva de
gldbulos rojos o formacion insuficiente de estos, etc. A menudo es sintoma de un proceso

patologico, por ello siempre se debe investigar su origen (17).



* Anemia ferropénica

Es la anemia que se caracteriza por presentarse con mayor frecuencia. Se origina en el
organismo cuando por un largo tiempo, no se ha presentado la suficiente cantidad de
hierro. De hecho, la principal causa de anemia a nivel mundial se estima que es la
deficiencia de hierro es (19). Debido al rapido crecimiento que presentan los lactantes
mayores (6 y 24 meses de edad), es frecuente que presenten este tipo de anemia, ya que
se incrementa las necesidades de hierro, mucho mas que en otro periodo de vida. Presentar
bajo peso al nacer, el bajo consumo de alimentos complementarios ricos en hierro, el
elevado consumo de leche de vaca, la clase socioeconémica baja y la condicion de
inmigrante, entre otros, son algunos de los factores de riesgo que estan relacionadas con

una mayor prevalencia de anemia ferropénica (17).

* Manifestaciones clinicas

Debido a que la deficiencia de hierro perjudica a diversos 6rganos y tejidos, las
manifestaciones clinicas que se presentan, pueden ser variadas, y muchas veces guardan
relacion con el tiempo de duracion de la enfermedad. Se ha observado que, cuando la
anemia lleva mucho tiempo en el organismo, la mayoria de las manifestaciones no estan
presentes o lo estan en forma muy atenuada. Algunas se presentan de manera pasajera y
reversibles, mientras que otras pueden ser permanentes e irreversibles, si se producen en
los primeros afios de vida. Entre los sintomas generales se puede presentar: palidez de
piel y mucosas, decaimiento, cansancio precoz, dolor de cabeza, disminucién de la

capacidad de concentracién, hipersensibilidad al frio, nauseas, etc. (20).

* Diagndstico

A menudo el diagnostico de anemia se realiza tras comprobar si el nivel de hemoglobina
y/o hematocrito esta por debajo de -2 desviaciones estandar.

Segun los criterios de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), se debe presentar
tasas de hemoglobina por debajo a 13 g/dL en hombres, 12 g/dL en mujeres en edad
fértil y 11 g/dL en gestantes, para presentar anemia (21).

Para un diagndstico presuntivo de anemia ferropénica, se puede llevar a cabo una serie de

examenes como: evaluar nivel de ferritina y transferrina en sangre. Asimismo, se pueden



realizar otros test analiticos como la Protoporfirina Eritrocitaria Libre (PEL), la cual es
de mucha ayuda para los ensayos de screening de la deficiencia de hierro y en la medicién
de la concentracion sérica del Receptor Tisular de la Transferrina (STfR). Finalmente, el
gold estandar para determinar la deficiencia de hierro en sangre, es la tincion de Perls que
se realiza en la médula Osea. Cabe resaltar que estos test diagnosticos pueden variar de

manera particular y ser diferente en cada estadio de la anemia ferropénica (22).

* Tratamiento

El objetivo del tratamiento debe ser: revertir la anemia, corregir su principal causa y
asegurar los depdsitos de hierro en el cuerpo humano (20). En busqueda de corregir la
causa primaria, se puede llevar a cabo las siguientes alternativas: llevar una dieta
equilibrada, tratamiento contra parasitos, controlar el reflujo gastroesofagico, manejar del
sindrome de malabsorcién, evaluar si hay pérdidas de sangre ocultas, etc. Para llevar a
cabo el tratamiento con hierro, este puede ser administrado por via oral o parenteral,
ambas vias con similar eficacia y ritmo de ascenso de la hemoglobina. Si la eleccion es
por via oral, la dosis recomendada es de 3-6 mg de hierro elemental/kg de peso
corporal/dia, fraccionada en 1 a 3 tomas diarias. De preferencia se usa el sulfato ferroso
como preparado de eleccidn, el cual no se debe de administrar junto con las comidas, si
no 30 minutos antes o dos horas después. En caso de presentar intolerancia (nduseas,
constipacion, diarrea, vémitos, dolor abdominal, etc.), se puede utilizar otro preparado
como el hierro polimaltosa, por presentar una mejor tolerancia. Con respecto al tiempo
de administracion, cuando se alcanzan valores normales de hemoglobina y hematocrito,
debe de continuarse la administracion (con misma dosis), el mismo tiempo que tomo
llegar a la normalizacion. Esto con la finalidad de reponer los depoésitos de hierro. Por
otro lado, se utiliza la via parenteral en casos donde no haya tolerancia digestiva al hierro
por via oral, se presente alguna patologia digestiva donde esté contraindicado la ingesta

oral o ante la sospecha de que el tratamiento oral es insuficiente o inadecuado (20).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Fundamento tedrico

La Anemia es un problema de salud publica a nivel mundial, que afecta particularmente
a la poblacion infantil menor de 18 meses, nifios menores de 5 afios y embarazadas,
incluso a adultos de la tercera edad (23). En los Gltimos afios, los organismos nacionales
como el: Ministerio de Salud (24), Instituto Nacional de Salud (25), Ministerio de
Agricultura (26), Ministerio de Economia y Finanzas y Gobiernos Locales (27), entre
otros; han planteado intervenciones articulados a nivel nacional con el fin de disminuir
su prevalencia y costo social, afectando desde un 2.2% a un 21.94% del PBI segun el
departamento peruano (28) (29).

Muchos autores han referido que la prevalencia de anemia, durante la pandemia, no se ha
incrementado (30). Sin embargo, segln el Informe de Peru: Indicadores de Resultados de
los Programas Presupuestales, 2022; se menciona que la prevalencia de anemia si se ha
incrementado, llegando a afectar al 42.4% en nifias y nifios de 6 a 35 meses, cifra superior

a lo reportado en el afio 2021 (31) (anexo 7).

En el caso de gestantes, el panorama es similar. La prevalencia de anemia, en el afio 2019,
era del 18,5%, siendo en la actualidad, en el 2022, el 20,3% (32). Sin embargo, ante tal
prevalencia, una adecuada intervencién no es sencilla, ya que algunos autores la
consideran un sindrome, debido a su multicausalidad y factores asociados que la
predisponen, e incluso nueva evidencia menciona el papel que cumplen los procesos
inflamatorios, de altura y de hemodilucién; en su misma definicién y criterio de
diagndstico (33-36).

Las anemias nutricionales, son causadas mayormente por un bajo consumo de hierro en
la dieta y nutrientes hematopoyeéticos (vitamina B9, vitamina B12, etc.), necesarios para
sintetizar la hemoglobina (37). El hierro es considerado un mineral necesario y primordial
para el funcionamiento del metabolismo energético y oxidativo de los seres vivos (38).

Cumple con diversas funciones como: la produccion de energia celular, el intercambio de
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oxigeno y COz en los tejidos, desarrollo y funcion del sistema nervioso, metabolismo de
los neurotransmisores, mielinizacion (formacion de vaina de mielina), desarrollo fetal y
placentario, etc. Por tanto, la anemia ferropénica, especialmente la moderada o severa, se
asocia a una menor capacidad fisica, menor productividad y menor desarrollo motor,
cognitivo y conductual (19). Asi mismo, se han descrito otras manifestaciones que estan
relacionadas con la alteracion de enzimas hierro dependiente, tales como, disminucién de
la termogénesis, alteraciones de la inmunidad celular, falla en la movilizacion de la
vitamina A hepética, alteraciones en el tubo digestivo a nivel funcional e histoldgica, y
demas (39).

La principal solucion propuesta por el plan nacional para la reduccion y control de la
anemia materno infantil y la desnutricion cronica infantil en el Peru, que articula al
MINSA, MEF, MINAGRI y Gobiernos Locales, resulta en la administracion de sales
ferrosas como principal arma de tratamiento y prevencion (24-27). Estrategias que
implican cerca de un presupuesto menor a 0,01% del PBI nacional (28). Sin embargo,

menos del 50 % de los nifos entre 6 a 35 meses de edad lo consumen.

3.2 Formulacion del problema

¢Cudl es el efecto toxico agudo y el efecto sobre los niveles de hemoglobina de tres
férmulas alimenticias que contienen quinua extruida, harina de arroz, suero de leche y

hierro heminico en ratas inducidas a anemia ferropénica?

JUSTIFICACION

Segun ENDES 2022, solo el 34.2% de nifias y nifios de 6 a 35 meses consumen
suplemento de hierro en los Gltimos 7 dias que reparte el MINSA a todos los infantes de
manera obligatoria (31). Esto podria deberse, en parte, por la falta de adherencia en su
consumo. Nieva-Villegas y Soriano-Camargo (2019), demuestran que existe una
negacion por parte de las madres a la suplementacion con micronutrientes por la presencia

de efectos secundarios (5). De igual manera ocurre con la suplementacion de sulfato
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ferroso, debido a las reacciones adversas que puede generar (nauseas, estrefiimiento,
pirosis, etc.) (6). En un estudio descriptivo, se evaluaron factores asociados a la
suplementacion en madres gestantes en un hospital de Lima, y se lleg6 a determinar que
hubo una asociacion entre la administracion sulfato ferroso en mujeres con la mayor
frecuencia de sintomas gastrointestinales con una baja adherencia al tratamiento (7).
Asimismo, Valdivia et al. (2015) realizaron encuestas a 314 puérperas del servicio de
obstetricia del hospital Hipdlito Unanue (Tacna), con el objetivo de determinar los
factores que influyen en la adherencia a la suplementacion con sulfato Ferroso durante el
embarazo, llegando a la conclusién de un alto porcentaje de las embarazadas participantes
(76,8%) no completaron el esquema de suplementacion de hierro; siendo el estrefiimiento,
las nduseas y la cefalea uno de los factores que influyeron en la baja adherencia (8). Asi
mismo, son muchos los estudios que revelan los efectos adversos de la suplementacion
de sales ferrosas sobre hepatoxicidad (13,16), alteracion de la microbiota intestinal (40—
44) y efectos adversos gastro intestinales, tales como mayores episodios de diarrea en

nifilos menores de 36 meses (45).

A raiz de esta problematica que aln se observa a nivel nacional, se vienen desarrollando
suplementos/productos ricos en hierro heminico, tales como: galletas elaboradas con
harina de trigo, camu-camu y sangrecita (46), gomitas a base de aguaymanto y sangre de
cuy (47), galletas ricas en hierro (a base de quinua, puré de sangre bovina, kiwicha, chia
y cacao) (48), etc. Sin embargo, a pesar de ser aparentemente beneficiosos para revertir
la anemia, muchos de ellos no han realizado algun ensayo experimental que lo demuestre.
Asi mismo, no hay alternativas a la suplementacion con sales ferrosas de consumo masico
a nivel nacional. Por lo tanto, hay una demanda de nuevas investigaciones por la falta de
investigacion en el campo de nuevas formulas alimenticias. Es alli, donde la intervencion
nutricional con hierro heminico se plantea como una opcion dietoterapeltica para

combatir la anemia.

Esto nos lleva a cuestionarnos, ¢qué sucede con cerca del 65.8% de nifias y nifios cuyos
padres y/o cuidadores deciden no darles a consumir las sales ferrosas por falta de
aceptabilidad u efectos adversos que presentan? Es por ello que se busca evaluar 3

férmulas alimenticias fortificadas con hierro heminico, acido félico, vitamina B12, camu
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VI.

camu, inulina, espirulina, prebioticos y probioticos, en tres matrices alimenticias a base
de quinua extruida, harina de arroz y suero de leche; todo ello para contribuir en disminuir
la prevalencia de anemia y de esta manera contribuir a mejorar el desarrollo integral
infantil y ofrecer una mejor calidad de vida. Todo ello justifica el desarrollo de la presente
investigacion. Asi mismo, con los resultados de la presente investigacion en modelos
animales, se proporcionara informacion preclinica necesaria para, en un futuro, disefiar

pruebas en humanos.

OBJETIVOS

5.1 General
Evaluar la toxicidad aguda y el efecto sobre la anemia ferropénica inducida en ratas, de
tres formulas alimenticias que contienen quinua extruida, harina de arroz, suero de leche

y hierro heminico.

5.2 Especificos
1. Determinar el efecto toxico agudo de las tres formulas alimenticias.
2. Determinar el efecto de las tres formulas alimenticias sobre los niveles de
hemoglobina en ratas con anemia inducida.
3. Determinar el efecto de las tres formulas alimenticias sobre el peso corporal en
ratas con anemia inducida.
4. Determinar cual de las 3 férmulas alimenticias presenta un mejor efecto

antianémico en ratas con anemia inducida.

METODOLOGIA

6.1 Disefio metodoldgico

- El estudio fue de tipo experimental, cuantitativo y prospectivo.
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6.2 Variables

% Variable dependiente:
¢ Nivel de hemoglobina.
e Toxicidad aguda

e Peso corporal

6.3 Operacionalizacion de variables
Consiste en un conjunto de técnicas y métodos que permiten medir las variables
en una investigacion (62). En la tabla 1 se presenta la operacionalizacion de cada
variable dependiente: la definicion conceptual, definicion operacional, escala de

medicion e instrumento.
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6.3 Animales de experimentacion
Se utilizaron 78 ratas albinas cepa Holtzman, sanas con un peso promedio de 200 a 250
g, de 2 meses de edad, provenientes de las instalaciones del bioterio del LID (Laboratorios
de Investigacion y Desarrollo) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El uso de
los animales en la presente investigacion fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
mediante la constancia 039-12-20 del 14 de octubre de 2020.

6.3.1 Condiciones de habitat y alimentacién
La sala de experimentacion de los animales estuvo bajo las siguientes condiciones: 20-
25°C de temperatura, humedad relativa <70% y la iluminacion fue artificial, con un
fotoperiodo de luz y oscuridad de 12 horas (46). La alimentacién estuvo constituida por
un alimento balanceado, especial para ratas, obtenido de la Universidad Nacional Agraria
La Molina y fue brindad de acuerdo al tratamiento de cada grupo experimental.

Finalmente, el agua fue administrada ad libitum.

6.3.2 Preparacion de los animales
Los animales fueron seleccionados, presentando pesos similares, marcados para permitir
su identificacion individual, y ocupando sus respectivas jaulas, 7 dias anteriores al inicio

del tratamiento para permitir la aclimatacion a las condiciones del medio.

6.3.3 Criterios
Criterio de inclusion: Criterio de exclusion:
e Ratas cepa Holtzman e Ratas que presenten algun defecto de

nacimiento

e Ratas que no lleguen a terminar el
tratamiento

e Ratas que fueron sometidas a algun
tratamiento experimental

e Ratas de 2 meses de nacidos

e Ratas sanas
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6.4 Disefio experimental

[ MUESTRA (78 ratas) ]

[ 7 dias de adaptacion/acoplamiento

)

Toxicidad aguda oral (24 ratas)

J

Induccién de anemia (54 ratas)

[

Dosaje de niveles basales de hemoglobina

)

[ Induccién de anemia (30 dias): dieta libre en hierro (LH) ]

[ Medicion niveles de hemoglobina: 14 y 28 dias de iniciada la induccion ]

[ Aplicacion de tratamientos: 28 dias ]
[ |
Grupo control Grupo control
sin anemia anémico
habitual LH
- e e
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
SF HM FA1-500 FA1-1000 FA1-2000 FA2-2000 FA3-2000
S \ \
I [ [ | |
Dieta LH + Dieta LH Dieta LH Dieta LH Dieta LH Dieta LH Dieta LH
SF(1 +125 + 500 + 1000 + 2000 + 2000 + 2000
mg/dia) mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia
de HM de FA1 de FAl de FA1 de FA2 de FA3
\ o \_

[ Dosaje de hemoglobina 1 vez por semana durante 4 semanas ]

[ Andlisis de resultados ]
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6.5 Etapa experimental
Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en el LID (Laboratorios de
Investigacion y Desarrollo) en la Unidad de Servicio de Control y Calidad, en el ambiente
de experimentacion para ratas del area de modelos bioldgicos y toxicoldgicos de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

6.5.1 Toxicidad aguda

La evaluacién tuvo una duracion de 28 dias en total y se utilizaron 24 ratas hebras. Se
utiliz6 como referencia la guia n°423 regulada bajo la normativa de la OECD
(Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos) para el ensayo de
toxicidad aguda oral en ratas, especificamente el flujograma de procedimiento de prueba

con una dosis inicial de 2000 mg/kg de peso corporal (figura 1) (50).

Los animales estuvieron en ayunas (se les corto la comida, durante toda la noche anterior,
pero no el agua). Posterior a ello, fueron pesados para hacer la dosificacion y la posterior
administracion de cada formulado (FAL, FA2 y FA3). Se agruparon de manera aleatoria
en cuatro grupos (cada uno con tres ratas): un grupo control (agua destilada) y tres con
las férmulas alimenticias a evaluar (grupo FAL, grupo FA2 y grupo FA3). La dosis inicial
de cada formula fue de 2000 mg FA/Kg, la cual fue administrada por via oral, usando una
sonda de acero inoxidable de terminacion redonda, para evitar dafio en la boca y/o eséfago

al momento de la administracion.

Para el primer ensayo (ensayo 1), se aplicé la dosis inicial y cada grupo fue observado
por un tiempo de 72 horas hasta el dia 14. Luego, se repitid el ensayo (ensayo 2) bajo las
mismas condiciones, pero en diferentes animales y se hizo nuevamente un seguimiento

por 14 dias.
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Figura 1. Flujograma de procedimiento de prueba con una dosis inicial de 2000 mg/kg de
peso corporal, segun la guia n°423 de la OECD

GHS

LD50 cut -off
ma/kg bow.

h

5mglkg
3 animals

50mg/kg
3 animals

300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

Ensayo 1

N° de animales

muertos
5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals Ensayo 2
1
Gi-a —cé —G'_-:D —cé
Y
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Catagory s or
> 0.5 >5-50 >.50.300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

r

A

Y

v

3(at 50)
at 1% ste

3(at 300)

v

(at 2000)
at 1% step

- per step three animals of a single sex [ normally females ) are used
-0,1,2,3: Numberof moribund or dead animals at each step
- GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

- = : unclassified

- Testing at 5000 ma/kg b.w.: see Annex 3

Fuente: OECD Guidelines for the Testing of Chemicals. Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class Method n°423 (50)

El seguimiento de los animales, de cada ensayo, se llevo a cabo al menos una vez al dia

y se observd mortalidad, conductas anormales (alteracion en la actividad motriz,

postracion, depresion, irritabilidad) y presencia de signos clinicos de toxicidad

(salivacion, convulsién, piloereccion, disnea, diarrea, entre otros). Las observaciones

fueron anotadas en fichas de datos (tabla 7, Anexo 6).

Se registraron los pesos corporales de las ratas de todos los grupos, en el basal y en el dia

7'y 14 posteriores a la administracion de la dosis inicial. Al finalizar con los ensayos, los

animales fueron sometidos a eutanasia por dislocacion cervical por un personal

capacitado.
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https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd_gl423.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd_gl423.pdf

6.5.2 Actividad antianémica

Se utilizaron 54 ratas machos en total. Posterior a la etapa de aclimatacién (7 dias), se
utilizé el método de deplecidn-replecion de la hemoglobina (51).

La fase de “deplecion” consiste en disminuir los niveles de hemoglobina por debajo de
los valores fisiologicos considerados normales propias de la especie mediante una dieta
libre de hierro (tabla 2). Mientras que, la fase de “replecién”, consiste en elevar
nuevamente los niveles de hemoglobina hasta valores fisioldgicamente normales (tabla
3), mediante el suministro de diferentes fuentes de hierro, ya sea en forma de formulados,

productos naturales o productos farmacéuticos (51).

* Fase de deplecion:

Se elaboré una dieta libre de hierro manualmente, de acuerdo a los requerimientos de las
ratas (tabla 4), segun lo descrito por Acosta A.E y Campano S.C (59). Esta dieta estuvo
constituida de claras de huevo (16 g), maicena (11,6 g) y aceite vegetal (1,45 ml) (tabla
2). La dieta libre de hierro fue administrada por 30 dias diariamente mediante una sonda

nasogastrica.

Tabla 2. Dieta experimental libre de hierro

Alimento | Cantidad | Calorias | Proteinas | Grasas CHO Hierro
(9) (Kcal) (9) (9) (9) (mg)

Clara de| 16.00 7.78 1.73 0.03 0.14 0

huevo

Maicena 11.60 40.72 0.07 0.02 10.06 0

Aceite 1.45 ml 13.05 0.00 1.45 0.00 0

vegetal

Total 29.05 61.55 1.8 1.50 10.20 0

Fuente: Acosta A.E, Campano S.C 2004 (59)
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* Fase de replecion:

Después de verificar que los animales presentaban anemia ferropénica (Hb < 12,3 g/dL),

se formaron 9 grupos de manera aleatoria (con 6 animales en cada uno) y se dio inicio a
los tratamientos con dosis de 2000 mg FA/kg (FA1-2000, FA2-2000 y FA3-2000). El
formulado que contenia quinua (FA1), fue evaluado su efecto dosis-respuesta con dosis

adicionales de 500 mg FAl/kg y 1000 mg FALl/kg. Se contd6 ademas con 2 grupos

controles (ratas sanas y anémicas) y 2 grupos tratados con: sulfato ferroso (SF) e hierro

heminico (HM), como se indica a continuacion:

A wnp e

Grupo control sin anemia: control negativo, ratas sanas con dieta habitual.

Grupo control anémico: ratas anémicas con dieta libre de hierro.

Grupo SF: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 1 mg de SF al dia (0.3 mg Fe).
Grupo HM: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 125 mg/kg de HM (0.25 mg
Fe/kg).

Grupo FA1-500: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 500 mg de FA1/kg de peso
corporal (0.35 mg Fe/kg).

Grupo FA1-1000: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 1000 mg de FA1/kg de
peso corporal (0.7 mg Fe/kg).

Grupo FA1-2000: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 2000 mg de FA1/kg de
peso corporal (1.4 mg Fe/kg).

Grupo FA2-2000: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 2000 mg de FA2/kg de
peso corporal (1.4 mg Fe/kg).

Grupo FA3-2000: ratas anémicas con dieta libre de hierro y 2000 mg de FA3/kg de
peso corporal (1.4 mg Fe/kg).

22



* Productos utilizados:

e FAIL (férmulaalimenticia 1): férmula alimenticia en polvo, a base de quinua extruida,
hierro heminico bovino en polvo, cacao en polvo, inulina vegetal de achicoria, harina
micropulverizada de camu camu y espirulina en polvo. Obtenido/fabricado por ADN
BIOLOGICAL NUTRITION E.LR.L.
(100 g de FA1 aporta 70 mg de Fe)

e FA2 (formula alimenticia 2): formula alimenticia en polvo a base de harina de arroz,
hierro heminico bovino en polvo, cacao en polvo, inulina vegetal de achicoria, harina
micropulverizada de camu camu y espirulina en polvo. Obtenido/fabricado por ADN
BIOLOGICAL NUTRITION E.LR.L.
(100 g de FA2 aporta 70 mg de Fe)

e FA3 (férmula alimenticia 3): formula alimenticia en polvo a base de proteina de
suero de leche, hierro heminico bovino en polvo, cacao en polvo, inulina vegetal de
achicoria, harina micropulverizada de camu camu y espirulina en polvo.
Obtenido/fabricado  por ADN  BIOLOGICAL NUTRITION E.LR.L.
(100 g de FA3 aporta 70 mg de Fe)

e SF (sulfato ferroso): sulfato ferroso monohidratado USP, fabricado por
FERROSALT S.A., insumo quimico 100% soluble de formula FeSO4. Se encuentra
casi siempre en forma de sal hepta-hidratada (100g de sulfato ferroso monohidratado

equivale a 31.62 g de Fe).

e HM (hierro heminico): heminico bovino en polvo, obtenido por ADN BIOLOGICAL
NUTRITION E.I.LR.L (1 g de HM aporta 2 mg de Fe)
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Una vez concluido con los tratamientos, los animales fueron sacrificados mediante
sobredosis con pentobarbital sodico, duplicando la dosis farmacoldgica del efecto sedante

(1 ml por 2,5 kg de peso del animal).

* Extraccidon y medicion de sangre

Se realizaron las extracciones de sangre a través del método por puncion del seno retro-
orbital. La primera extraccion fue previa a la induccion de anemia, donde se tuvieron los
valores normales de los animales de experimentacion. La segunda y tercera extraccion (a
los 14 y 28 dias posteriores al inicio de la induccion), para verificar si la induccion de
anemia fue efectiva. Finalmente, se realiz6 una vez por semana, durante 4 semanas,
después de haber iniciado la administracion de las muestras en sus respectivas

concentraciones, para determinar la efectividad de los tratamientos.

Para la extracciéon de sangre segun el método usado, los animales fueron anestesiados
usando Pentobarbital sodico (5 mg/kg). Luego, fueron sujetadas para insertar el capilar
en el angulo externo del ojo (2 mm aproximadamente) y se giré suavemente hasta que la
sangre fluya por el mismo. Se recogio la muestra de sangre en tubos con EDTA
(anticoagulante) y se retird el capilar. Finalmente, para la medicion de los niveles de
hemoglobina, se utilizd una técnica colorimétrica mediante el uso de Kkits de

determinacion de hemoglobina (hemogloWiener).

6.6 Analisis estadistico

Los resultados estan presentados en medias con error estandar. Para la comparacion de
los grupos experimentales se aplicd la prueba de ANOVA vy una prueba post-test
Bonferroni. En caso de no cumplir con la normalidad y homogeneidad de las varianzas,
se aplico la prueba de Kruskal Wallis por rangos y una prueba post-test dunnett. Se
considero un valor p<0.05 para que sea estadisticamente significativo. Para la evaluacion

de los resultados se empled el paquete estadistico STATA version 16.
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VIlI. RESULTADOS

7.1. Toxicidad aguda:

Las tres formulas alimenticias (FAL, FA2 y FA3) administradas por via oral no mostraron
mortalidad (en ambos ensayos) luego de ser administrados a una dosis de 2000 mg FA/Kkg,

como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Toxicidad aguda: Registro de mortalidad en las ratas.

Grupos . Mortalidad
Dosis (mg/Kg) (Muertos/Total)
Control Agua destilada 0/3

Férmulas alimenticias (ensayo 1)

Grupo FA1 2000 de FA1 0/3
Grupo FA?2 2000 de FA2 0/3
Grupo FA3 2000 de FA3 0/3

Formulas alimenticias (ensayo 2)

Grupo FA1 2000 de FA1 0/3
Grupo FA2 2000 de FA2 0/3
Grupo FA3 2000 de FA3 0/3

No se evidencio diferencia significativa entre los pesos de todos los grupos tratados, tanto
al inicio del estudio (basal) como en las semanas posteriores. Asimismo, no se reporté un
cambio estadisticamente significativo con respecto a la ganancia de peso despues de 14

dias de tratamiento como se observa en latabla6y 6.1.
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Tabla 6. Toxicidad aguda: Peso corporal de ratas (g) segun tratamiento
(primer ensayo)

Formulas alimenticias

Control Grupo FALl | Grupo FA2 | Grupo FA3 | p o
negativo 2 # # #
Basal 225.311.4 220.6£0.8 220.6x1 223.52+1.2 | 0.32
7 dias 227.3+0.85 226.2+1.4 226.3+1.3 229.6+0.8 | 0.35
14 dias 234+1.5 231.4+0.76 231+1.5 236.4+1 0.07
Ganancia 8.7+1 10.9+0.25 10.3+0.78 12.9+0.24 | 0.10
de peso

Q Prueba ANOVA. # Recibié una dosis de 2000 mg FA/Kg de peso. 2 Recibio agua destilada

Tabla 6.1 Toxicidad aguda: Peso corporal de ratas (g) segun tratamiento
(segundo ensayo)

Formulas alimenticias

Control | Grupo FA1 | Grupo FA2 | Grupo FA3 | po
negativo 2 # # #
Basal 220.3+1.1 | 221.8+0.82 | 220.7+1.4 222.7+0.8 | 0.38
7 dias 225.3+0.83 | 227.6+1.2 224.3+1.2 226.6£1.4 | 0.33
14 dias 232+1.2 232.5+1.6 | 233.4+1.27 | 235.2+1.31 | 0.09
Ganancia | 11.7+1 10.6+0.82 12.741.17 12.5£0.60 | 0.15
de peso

© Prueba ANOVA, # Recibid una dosis de 2000 mg FA/Kg de peso. 2 Recibi6 agua destilada

Ningun animal (en ambos ensayos) evidencié signos clinicos de toxicidad ni conductas
anormales en la dosis ensayada de 2000 mg/kg durante los 14 dias de seguimiento (anexo
6). Por lo tanto, la DL50 (dosis letal media) por via oral para los tres formulados es mayor
a 2000 mg de FA/Kg de peso corporal.
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7.2 Actividad antianémica

En la segunda parte del presente estudio, se evalud el efecto de las tres formulas
alimenticias (FAL, FA2 y FA3) sobre el nivel de hemoglobina y el peso corporal en ratas

con anemia inducida.

En la tabla 8 se puede observar que desde el basal (inicio) hasta la semana 3, el peso
promedio del grupo control sin anemia fue mayor y significativamente diferente con
respecto a todos los grupos de tratamiento (p<0.05). Para la semana 4, el resultado fue
similar, con excepcion del grupo SFy FA1-2000 (P<0.05). En relacion al grupo control
anémico; durante el basal, semana 1 y semana 3 presento diferencia significativa del peso
con respecto a todos los grupos de tratamiento. En la semana 2 y semana 4, el resultado
fue similar, con excepcion del grupo SF (p>0.05).

Al comparar el grupo SF versus los grupos de formulas alimenticias, desde el basal hasta
la semana 3, evidenci6 diferencia significativa con todos los grupos de férmulas
alimenticias. Para la cuarta semana, el resultado fue similar con excepcion del grupo FA1-
2000. Por otro lado, al comparar el grupo HM versus los grupos de férmulas alimenticias,
desde el basal hasta la semana 2, presentd diferencia significativa con todos los grupos de
férmulas alimenticias. En la semana 3, el resultado fue similar con excepcion del grupo
FA1-1000 y finalmente para la semana 4, solo evidencio diferencia significativa con

respecto al grupo FA1-2000.

Se puede en la figura 3 que al final del tratamiento, todos los grupos ganaron peso; sin
embargo, al analizar la ganancia de peso final (tabla 8), se evidencia que el grupo SF
obtuvo la mayor ganancia del peso al presentar un peso mayor y significativamente
diferente en comparacion a todos los grupos de formulas alimenticias (p>0.05) y los
grupos controles. Por otro lado, al comparar solo los grupos de formulas alimenticias, el
grupo FA1-2000, presento una mayor ganancia de peso, siendo este valor similar al grupo

control sin anemia (p > 0.05).
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Figura 2. Actividad antianémica: Nivel de hemoglobina (g/dL) de ratas

segun tratamiento durante las 4 semanas de experimentacion.
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Figura 3. Actividad antianémica: Peso corporal (g) de ratas segun tratamiento

durante las 4 semanas de tratamiento.
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Con respecto al efecto de las tres formulas alimenticias sobre el nivel de hemoglobina
(tabla 9); durante el basal, semana 1 y semana 2, el grupo control sin anemia presentd
diferencia significativa del nivel de Hb con respecto al grupo control anémico y todos los
grupos de tratamiento. Para la semana 3, se mantuvo esta diferencia significativa, con
excepcion del grupo SF, HM y FA1-2000; finalmente en la semana 4, presento diferencia

significativa con todos los grupos de tratamiento.

En la figura 2 se observa que, en la tercera semana, el grupo FA1-2000 fue el Gnico de
todos los grupos de formulas alimenticias en salir del cuadro de anemia
(Hb >12,3 g/dL). En la semana 4, present6 un nivel de Hb superior al grupo control sin
anemia (p<0,05) y a todos los grupos de férmulas alimenticias. Asimismo, no evidencio
diferencia significativa con respecto al grupo SF, quien es considerado el gold estandar.

Al comparar al grupo SF versus los grupos de férmulas alimenticias, a partir de la semana
2, se evidencid diferencia significativa con todos los grupos de férmulas alimenticias, con
excepcion del grupo FA1-2000. Por otro lado, al comparar el grupo HM versus los grupos
de formulas alimenticias, a partir de la semana 3, se evidenci6 diferencia significativa con

todos los grupos de formulas alimenticias con excepcion del grupo FA1-2000.

En cuanto a la recuperacion de los niveles de hemoglobina (semana 4 - basal), se observa
una diferencia significativa del grupo control anémico con respecto a todos los grupos de
tratamiento. Ademas, una diferencia significativa del grupo SF versus todos los grupos

de tratamiento, con excepcion del grupo HM y FA1-2000.
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VIIl. DISCUSION

El presente estudio estuvo dividido en dos partes. Primero se evaluo la toxicidad aguda
de 3 formulas alimenticias (FAL, FA2 y FA3), que contienen quinua extruida, harina de
arroz, suero de leche y hierro heminico. Después de ello, se analizo el efecto de la
administracion de las mismas formulas, sobre la concentracién de hemoglobina y peso

corporal en ratas con anemia ferropénica inducida.

Con respecto a la evaluacion de toxicidad aguda, durante los 14 dias de seguimiento
después de la administracion de las 3 formulas alimenticias en la dosis de 2000 mg/kg,
no se evidencio pérdida de peso significativo, conductas anormales ni signos clinicos de
toxicidad en ambos ensayos. Asi también, no hubo mortalidad en ninguno de los animales
de experimentacion. Por lo tanto, se puede sefialar que, al administrar las 3 formulas
alimenticias por via oral, no presentaron efecto toxico agudo en la dosis de 2000 mg/kg.
Resultados similares se observaron en Meneguetti et al. (2011), donde evaluaron el
potencial toxicolégico de quinua hidrolizada (HQ) en ratas Wistar macho, y los resultados
no mostraron toxicidad a nivel hepético ni renal, siendo la dosis administrada de 2000
mg/kg de HQ por 30 dias (9). De igual manera, Estrada y Estrella (2020), reportaron
ausencia de toxicidad aguda cuando evaluaron en ratas anémicas (cepa Holtzman) la
harina de quinua, después de 7 dias de observacion con una dosis de 9000 mg/kg a 15000
mg/kg; sin embargo, en este caso si se presentaron signos clinicos, tales como:
piloereccion, orina amarilla, heces de color negras, picazon cutanea e hiperventilacion,
pero no hubo mortalidad en ninguno de los grupos de experimentacion en las dosis

evaluadas (13).

Con respecto a la segunda parte del estudio, la induccion de anemia se llevd a cabo
mediante la administracion de una dieta libre de hierro por 30 dias para luego evaluar el
efecto de las 3 formulas alimenticias sobre el nivel de hemoglobinay peso corporal de las
ratas anémicas durante 28 dias. La dosis méxima utilizada fue de 2000 mg/kg,

considerando que dicha dosis no presentd ningun efecto téxico agudo.
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Al inicio de la etapa experimental (basal), el peso promedio de todos los grupos de
tratamiento, que eran ratas anémicas, fue menor y significativamente diferente
(p < 0,05) con respecto al grupo control sin anemia, que eran ratas sanas. Similar fue el
resultado obtenido por Robles et al. (2020), donde evaluaron el efecto de dietas
formuladas con dos tipos de leche (de cabray de vaca) sobre la recuperacién de anemia,
en ella, se vio que al final del periodo pre-experimental (basal), el peso promedio del
grupo anémico fue menor con respecto al grupo control sin anemia (p < 0,001) (53). Esto
podria deberse a que la anemia ferropénica tiene un impacto significativo a nivel 6seo. El
hierro participa en los procesos enzimaticos implicados en la sintesis de colageno, el cual
es un componente importante del tejido 6seo, esto podria generar una disminucion del
desarrollo esquelético, y por ende, una disminucion del peso corporal (54). Asi mismo,
una menor concentracion de hemoglobina y, por consiguiente, de glébulos rojos, origina
que el suministro de oxigeno a las células sea menor, lo que limita la sintesis de ATP y el

aumento del peso corporal (55).

En la Gltima semana de tratamiento (semana 4), el grupo FA1-2000 obtuvo un peso
similar al grupo control sin anemia (que eran ratas sanas) y al grupo SF (considerado gold
estandar). Diferente fue el resultado obtenido por Anaya et al. (2020), donde evaluaron
galletas con diferentes porcentajes de quinua y hierro heminico bovino en ratas anémicas
cepa Holtzman, y vieron que, al culminar el periodo del tratamiento, el peso promedio de
las ratas alimentadas con la formulacion 2 (mayor proporcion de quinua y sangre bovina)
fue mayor y significativamente diferente con respecto al grupo control negativo (ratas
sanas) y grupo experimental que recibié la formulacién 1 (menor proporcion de quinua 'y
sangre bovina) (12). Este resultado podria deberse a la presencia de la quinua del
formulado 1. La quinua es un pseudocereal de alto valor bioldgico por presentar un buen
aporte de proteinas tales como: albumina (31 %) y globulina (37 %), ademas de presentar

todos los aminoacidos considerados esenciales (13).

Al analizar la ganancia de peso final (semana 4 - basal), de todos los grupos control y de
tratamiento, el grupo SF fue el que obtuvo una mayor ganancia. Diferente fue el resultado
obtenido por Tello-Palma et al. (2022) donde evaluaron efectos de la suplementacion de

hierro micro encapsulado (hierro mineral) y hierro heminico (hierro animal) en la
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concentracion de Hb y el peso corporal en ratas anémicas, sus resultados manifestaron
una mejor recuperacion del peso del grupo que recibio hierro heminico (44,5 %) en

comparacion al grupo que recibid hierro microencapsulado (21,6 %) (10).

Al evaluar la actividad antianémica de las tres formulas alimenticias. La diferencia
significativa del nivel de Hb entre el grupo control sin anemia versus el grupo control
anémico y todos los grupos de tratamiento durante el basal (p<0,00), confirma que la
anemia se instaurd de manera experimental en el grupo control anémico y grupos de

tratamiento utilizando la dieta libre de hierro.

Todos los grupos de férmulas alimenticias lograron revertir el cuadro de anemia en la
ultima semana; sin embargo, la formula alimenticia 1 (FA1) con dosis de 2000 mg/kg
obtuvo una mejor respuesta antianémica, bajo el sustento de que fue el primer grupo en
salir del cuadro de anemia (Hb > 12,3 g/dL) en la tercera semana. Asi mismo, al final del
tratamiento no evidencio diferencia significativa con respecto al grupo SF (quien es
considerado el gold estandar), y finalmente, supero al grupo control sin anemia, con una
diferencia significativa, y presentd valores de Hb mayores que el grupo FA2 y FA3. Todo
lo anteriormente mencionado, podria deberse a la presencia de la quinua (del formulado
FA1L) y sus propiedades antianemicas, los cuales han sido reportados anteriormente en

diversos estudios.

Anaya et al. (2020), concluyeron gue con niveles apropiados de quinuay hierro heminico,
se pudo revertir la anemia de una Hb promedio inicial de 11,4 g/dL a una final de 15,66
g/dL (12). Amaro-Terrazos et al. (2019), evaluaron el efecto antianémico del extracto
acuoso de quinua en ratones anémicos, los resultados indicaron un incremento del nivel
de Hb del grupo experimental de 9,3+0,7 g/dL a 11,4+0,5 g/dL, concluyendo finalmente
que el extracto presentd un efecto antianémico, (15). Estrada y Estrella (2020), evaluaron
el efecto de la harina de quinua y cafiihua sobre el nivel de Hb en ratas anémicas, y
observaron que en los animales tratados con la harina de quinua, incrementaron su nivel
deHbde9.7+0,4a17.9+0,3 g/dL, y en caso de la harina de cafiihua, de un 9.8 £ 0,2 a
17.2 + 0,2 g/dL, mostrando una actividad antianémica (13). Esta mayor ganancia de Hb

al final del tratamiento, a diferencia del presente estudio (16,28 g/dL), podria deberse a
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que el tiempo de tratamiento fue mayor (12 semanas). Otra posible razon del porqué la
FA1 obtuvo una mejor actividad antianémica, a pesar de que las tres formulas aportaron
la misma cantidad de hierro (1.4 mg Fe/kg), podria deberse a que la histidina, lisina y
metionina (amino&cidos presentes en la quinua del FA1) pueden formar complejos con el
hierro en el tracto gastrointestinal, los cuales pueden mejorar la solubilidad y

disponibilidad del hierro para la absorcion en el intestino (61).

Por otro lado, desde la semana 3, el grupo HM present6 un nivel de Hb mayor y
significativamente diferente con respecto a todos los grupos de formulas alimenticias con
excepcion del grupo FA1-2000, y teniendo presente que los tres formulados presentan los
mismos ingredientes a excepcion de la quinua, la harina de arroz y el suero de leche, se
podria sospechar que algin componente del formulado FA2 y FA3, podria estar
interfiriendo en la absorcion del hierro hem. Este componente podria ser el calcio, que
esta presente en el suero de leche del formulado FA3y en la harina de arroz del formulado
FAZ2, en menor proporcion. Hallberg et al. (1991), demostraron que la absorcién del hierro
heminico disminuy6 significativamente, cuando afiadieron 165 mg de calcio (en forma
de CaClz) a una comida experimental, la cual contenia hierro hem (57). La quinua
extruida del formulado FA1 también es una fuente de calcio (13); sin embargo, estudios

evidencian su efecto antianémico mencionado anteriormente.

Los grupos: SF, HM y FA1-2000 obtuvieron la mejor recuperacion de la anemia, medido
por una mayor ganancia del nivel de Hb (semana 4 - basal). Sin embargo, a pesar de que
el SF es un referente, gold estandar, contra el cual se mide la eficacia antianémica de otros
compuestos, y es el més utilizado en el mundo frente a la anemia ferropénica por su
eficacia y costo relativamente bajo (56), se debe de tener presente las contraindicaciones
de su consumo. Se ha registrado que su suplementacion puede producir malestares
digestivos (nauseas, vomitos, constipacion, diarrea, dolor abdominal) y esto puede limitar
su eficacia (58), asimismo, posibles consecuencias a nivel renal y hepético. Lozano
(2019), evaluo el efecto de una mezcla de minerales y vitaminas sobre la anemia inducida
en ratas y la capacidad antioxidante, siendo una de las conclusiones que el SF produjo
una mayor alteracién en la morfologia celular, especialmente a nivel hepatico (16). Guija

etal. (2019), después de hacer un experimento en ratas, llegaron a la conclusion que hubo
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un mayor dafio hepatico en las ratas tratadas con SF + vitamina C, que las ratas tratadas
con hierro hemo (12). Por dltimo, Abdel-Reheim, et al. (2017) desarrollaron un
experimento en ratas donde llegaron a la conclusion que el uso de SF (6 mg Fe/Kg/dia)
Ilevo a la presencia de signos de hepatotoxicidad, evidenciado por dafios en la membrana

de las células hepaticas (11).

Finalmente, un punto importante a mencionar es que, para futuros estudios donde se
evalle la actividad antianémica de nuevas formulas o productos alimenticios, se podria
incluir en el disefio experimental, un grupo de ratas con anemia inducida que solo reciban
alimento convencional propia de la especie. De esta manera se podria evaluar el proceso
de recuperacion de las ratas anémicas sin ningun tratamiento. Esto podria ayudar a
comprender hasta qué punto la suplementacion con hierro (de diferentes fuentes) es
necesaria, ya que en la actualidad se brinda suplementacion de manera preventiva a nifios

menores de 5 afios 0 embarazas, sin una previa evaluacion de la necesidad de hierro.

IX. CONCLUSIONES

1. No se evidencio toxicidad aguda en las 3 formulas alimenticias (FAL, FA2 y FA3),

bajo las condiciones de experimentacion sefialadas a una dosis de 2000 mg/kg.
2. Las 3 formulas alimenticias presentaron un efecto antianémico sobre las ratas con

anemia inducida, sustentado por la recuperacion de los niveles de Hb hasta valores

fisiolégicamente normales.

3. De las 3 formulas alimenticias, la formula alimenticia 1 (FA1) en la dosis de 2000

mg/kg, obtuvo la mayor ganancia de peso en las ratas con anemia inducida.

4. De las 3 formulas alimenticias, la formula alimenticia 1 (FAL), obtuvo la mejor

respuesta antianémica en la dosis de 2000 mg/kg.

36



X.  LIMITACIONES

1. El estudio no determina la toxicidad a nivel macroscopico o histologico de

drganos internos.

2. La guia n°423 regulada bajo la normativa de la OECD, utilizada para la
evaluacion de toxicidad aguda, solamente estima la dosis letal media (LD50) de

manera aproximada, mas no la calcula de manera exacta.

3. El método “deplecion- replecion de la hemoglobina” solamente se llevo a cabo

en ratas macho.

Xl.  FORTALEZAS

1. Elestudio revel6 la inocuidad (un rango de dosis determinada) y la capacidad de
revertir la anemia, de 3 formulas alimenticias de alto valor bioldgico y
nutricional. Lo cual las hace una posible alternativa a la suplementacion con

sales ferrosas.

2. El estudio permite revalorar el consumo de quinua (alimento ancestral).

3. Elestudio permite que se desarrollen futuras investigaciones, donde se continten
evaluando los beneficios y las contraindicaciones de la suplementacién con

hierro.

4. El estudio ofrecié una referencia de que el método “deplecién- replecion de la
hemoglobina” se puede llevar a cabo s6lo con la administracion de una dieta
libre de hierro, sin la necesidad de realizar ningun tipo de desangrado en las

ratas. Se evita de esta manera dafios o molestias al animal.
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XIl.

XIl.

RECOMENDACIONES

Evaluar la posibilidad de efectos colaterales, determinando la toxicidad cronica de
las 3 formulas alimenticias que incluya un analisis macroscopico e histopatoldgico

de 6rganos internos (higado, pulmon, corazon, rifidén, estmago, etc.).

Realizar un andlisis bromatoldgico y prueba de digestibilidad de las 3 formulas

alimenticias.

Medir el nivel de agrado (heddnico) de las 3 formulas alimenticias, mediante una

prueba de aceptabilidad.

Incluir en el disefio experimental, de futuras investigaciones donde se evalue la
actividad antianémica de formulas o productos alimenticios, un grupo de ratas con
anemia ferropénica inducida que solo reciban alimento convencional. Asi mismo,
un grupo de ratas sanas que reciban suplementacion con hierro (heminico y no

heminico).

La suplementacion con hierro solo se deberia de realizar, si se comprueba que hay
una deficiencia de hierro en el organismo y teniendo un diagndéstico exacto de su

origen.
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XI.  ANEXOS

ANEXO 1

Figura 4. Dosaje de hemoglobina: Extraccion de sangre del seno
retro - orbital en ratas.
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ANEXO 2: Evidencias fotogréaficas

Figura 5. Pesado de los animales de experimentacion (ratas cepa
holtzman) en balanza analitica
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ANEXO 3: Constancia de aprobacion del comité de ética
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Cayetano Heredia hace constar que el proyecio de investigacion sefialado a continuacion fue
APROBADO por el Comité de Etica.

Titulo del Proyecto ¢ “Evaluacidn toxica aguda y efecto sobre los niveles de
hemoglobina en ratas inducidas a anemia ferropénica de tres
formulas alimenticias conteniendo harina de arroz, quinua
germinada, suero de leche y hierro heminico”.

Cadigo de inscripcion 1 201960

Investigadares : Caceres Palma, Georgina Lourdes
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Cientificos vy éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador v la
Confidencialidad de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventuzlidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportara cada seis meses el progreso del estudio y alcanzara un informe al
término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el 13
octubre del 2021.

5i aplica, los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su
vendmiento.

Lima, 14 de octubre del 2020.
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=i
D1 Mannel Gaseo Tantachueo - -

Presidente
Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales
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ANEXO 4

Tabla 4. Requerimiento nutricional diario en ratas

Nutriente Requerimiento Cantidad
diario

Proteina cruda 1.8 g

Grasa 0.5 g

Energia 40 Kcal
Calcio 60 mg
Hierro 0.25 mg
Fosforo 50 mg
Sodio 50 mg
Potasio 18.0 mg

Fuente: Quispe A, 2021 (60)

ANEXO 5

Tabla 3. Valores de referencia del nivel de hemoglobina en ratas segiin rango de edad

(g/dL)

hemoglobina

Género
Parametros
Hembras Machos
Rangos de edades (semanas)
5-8 9-14 15-22 5-8 9-14 15-22
Nivel de 11.8-15.4 11.2-14.8 11.9-15.1 | 12.3-15.1 | 12.0-15.1 | 12.6 - 155

Fuente: Belizario y Monteagudo, 2015 (49)
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ANEXO 6

Tabla 7. Toxicidad aguda: Ficha de registro de signos clinicos de toxicidad

Dias
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Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 7

Figura 7. Nifas y nifos de 6 a 35 meses de edad con anemia, 2009- 2022

Periodo: 2022 /2021

504 503 o :
me M5 B4 B8 p5 55 86 85 400 400 sy 424

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Diferencia significativa (p < 0.10); ** Diferencia altamente significativa (p < 0.0 5);
*** Diferencia muy altamente significativa (p < 0.01).
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica e Informética — Encuesta Demoarafica v de Salud Familiar
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