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Introduccién

La anemia por deficiencia de hierro es un problema
difundido alrededor del mundo, fundamentalmente
en los paises en vias de desarrollo, en los que
afecta a un alto porcentaje de la poblacion.

Los estudios de absorcion de hierro son
fundamentales a la hora de evaluar la eficacia de
una formulacion y los modelos propuestos para
evaluarla son numerosos: estudios de solubilidad,
modelos aritméticos, estudios en animales, en
humanos y estudios de absorcion con cultivos
celulares 1,

Los cultivos de células Caco-2 se han empleado
para estudios de absorcion de hierro desde
principios de los 90. Esta linea celular, proveniente
de carcinoma de colon humano, se diferencia
espontaneamente exhibiendo muchas de las
caracteristicas de las células del epitelio intestinal
humano. De esta forma, los resultados obtenidos
tienen una buena correlacion con las medidas de
absorcion en humanos para diversas
combinaciones de alimentos [/,

El objetivo de este trabajo consistid en la
evaluacién de la absorcidn de hierro mediante
cultivos de Caco-2, después de incubaciones con
sulfato ferroso incorporado a liposomas de distinta
composicidn, antes o después de procesos de
digestidon simulada. La idea fue evaluar su
potencial como sistemas de liberacion controlada
para administracion por via oral.

Metodologia

Preparacion de liposomas:

Se emplearon materias primas grado alimenticio y
procesos transferibles a escala industrial.

Se prepararon tres modelos de liposomas con
distinta composicion lipidica:

—Fosfatidilcolina de soja (SPC)

—Fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC)
—HSPC - colesterol (3:2) molar (HSPC-chol).

En todos los casos se incorpord hierro a una
concentracion de 0,24M como sulfato ferroso

heptahidrato, estabilizado con acido ascdrbico en
relaciéon 1:2 molar.

Los liposomas fueron preparados mediante
homogeneizacion de alta presion, empleando un
equipo Microfluidizer 110S escala laboratorio,
operando por ciclos 1,

Digestion simulada de liposomas

Los liposomas conteniendo hierro - acido ascérbico
(FeAA) se separaron del hierro no encapsulado por
cromatografia de exclusiéon molecular. Luego, se
sometieron a un proceso de digestion simulada
adaptado de la bibliografia I:

Liposomas con FeAA encapsulado

a

Incubacion con pepsina a pH 2,0 1h a 37°C

Incubacién con pancreatina y sales biliares
apH6,51ha37°C

a

Dilucién en buffer de incubacion pH 7,4
(Concentracion hierro = 100uM)

Cultivos celulares

Se emplearon células Caco-2 provenientes de la
European Collection of Cell Cultures (ECCC) que
fueron cultivadas segun bibliografia °!. El ensayo
con liposomas se realizé entre los 12 y 15 dias
después de la siembra, habiéndose verificado la
confluencia entre ellas.

Incubacién de células con liposomas
Las células se incubaron 1h a 37°C con las

distintas formulaciones, sometidas o no a la
digestion simulada. Como blanco se emplearon
células incubadas con buffer de incubacién pH 7,4
y como referencia, células incubadas con una
solucién de FeAA.

Las especies insolubles de hierro adsorbidas sobre
las células, fueron lavadas con un reactivo
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especifico (batofenantrolina) que forma un
complejo con el hierro 1,

Andlisis de hierro por absorcién atémica

Las células lavadas fueron suspendidas en triton X-100
al 2% y luego sometidas a ultrasonido hasta obtener
extractos homogéneos que fueron analizados por
absorcién atémica en horno de grafito.

Determinacién de proteinas

El contenido de proteinas en los extractos celulares se
determind por el método BCA (BioRad), calibrando con
albumina de suero bovino.

Microscopia confocal

Se prepararon liposomas de HSPC-chol incorporando
una sonda fluorescente (HPTS) y se incubaron con
células Caco-2 1h a 37°C. Una vez lavadas, se evalud
mediante microscopia confocal la presencia de la sonda
en el interior celular.

Resultados

En la Figura 1 se muestran los niveles de hierro
incorporados a células incubadas con liposomas de
distinta composicion antes o después de ser sometidos
al proceso de digestion simulada.
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Fig. 1: Determinacion del contenido de hierro en extractos celulares
incubados con liposomas o hierro soluble pre y postdigestion. Los
resultados se expresan como pg Fe / mg de proteina y son el promedio

de al menos dos replicados independientes (n=3 para cada ensayo
independiente). PC1: producto comercial N°1.

Con respecto a los resultados predigestion, Unicamente
la formulacién HSPC-Chol resulta tan efectiva como la
solucién de FeAA.

Por el contrario, los liposomas digeridos muestran
aumentos significativos en la captacion celular de
hierro respecto a la solucion de FeAA y al producto
comercial (PC1) digeridos.

La Figura 2 muestra fotografias obtenidas mediante
microscopia confocal, de células incubadas
previamente con liposomas de HSPC-chol sin digerir. Se
observa una clara distribucion de la fluorescencia
asociada a las células.

Fig. 2: Fotografias de células Caco-2 incubadas 1h a 37°C con liposomas
HSPC-Chol conteniendo HPTS. En la fotografia izquierda se muestra la
fluorescencia debida a la sonda HPTS y en la derecha la superposicién de
ésta con una microfotografia de las células Caco-2.

Conclusiones

El trabajo realizado permite inferir que el hierro
incorporado a estos tres modelos de liposomas es
absorbido por células Caco-2, ya que en todos los
casos los valores obtenidos superan el nivel
basal.

Para liposomas sin digerir, sélo las células
incubadas con HSPC-chol muestran niveles
comparables al control de FeAA sin liposomar.

Por el contrario, en el caso de las formulaciones
digeridas, las células incubadas con liposomas
tienen contenidos de hierro significativamente
superiores a la referencia (FeAA) y al producto
comercial evaluado (comprimidos de sulfato
ferroso con cubierta entérica).

Se observa ademas, que en el caso de todas las
formulaciones de liposomas digeridas, la
absorcidn de hierro por las células es superior a
la obtenida cuando las formulaciones no se
digieren. Estos resultados sugieren que el
proceso digestivo favorece la biodisponibilidad del
hierro encapsulado en liposomas, hecho que no
tiene lugar en el caso del hierro soluble (FeAA).
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