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RESUMEN.

Introduccion. EI hierro es utilizado por la
mayoria de las células del organismo ya que juega
un papel importante en sus funciones metabolicas.
Se sabe que variaciones en la homeostasis del
hierro pueden llevar a alteraciones importantes
en la salud. El Trofin® y la Ferranina® son dos
preparados farmacéuticos a base de hierro que se
utilizan para restituir los niveles de hierro en el
hombre.

Material y métodos. Se evaluaron y compararon
los efectos del Trofin® y la Ferranina® en modelos
basados en células y en embriones de pollo.
Resultados. Ferranina® y Trofin® incrementan
la viabilidad e inhiben la proliferacién de células
293Q, a diferentes concentraciones. Mientras
que en las células BMK-16/myc, la Ferranina®
incremento la proliferacion celular, en tanto que
el Trofin® inhibid la proliferacion celular. La
Ferranina® modifico el ciclo celular de células
BMK-16/myc, disminuyé la poblacién de células
en fase G1 y aumento las células en fase S. El

Trofin® produjo diversas alteraciones en el
embrion de pollo. No se observaron alteraciones
en los embriones tratados con Ferranina®.
Discusion. En esta investigacion se muestra que
la Ferranina® y el Trofin® producen efectos
bioldgicos diferentes en las células 293Q y
BMK-16/myc, asi como también en el desarrollo
embrionario. Los efectos producidos en los
modelos empleados pueden ser debidos a las
propiedades farmacéuticas que caracterizan a cada
producto. (Rev Biomed 2006; 17:183-194)

Palabras clave: Viabilidad, proliferacion y ciclo
celular.

SUMMARY.

Comparative toxicological evaluation of two
pharmaceutical products containing iron.
Introduction. Iron is used by most cells in the
human body. It plays an important role in all
cellular metabolic functions. It is well known
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that variations in the homeostasis of iron could
produce important alterations on health. Trofin®
and Ferranina® are two pharmaceutical products
containing iron, which are used to restore normal
iron levels in the human being.

Material and methods. In this study we
evaluated and compared the effects of Trofin®
and Ferranina® in in vitro cells and in a chicken
embryo model.

Results. Ferranina® and Trofin® increased the
viability and inhibited the proliferation of 293Q
cells at different concentrations. Ferranina®
increased the cell proliferation of BMK-16/myc
cells, whereas Trofin® inhibited cell proliferation.
Ferranina® modified the cell cycle of BMK-16/
myc cells. It reduced the cell population in phase
G1 and increased the cells in phase S. Trofin®
produced several alterations in chicken embryos.
No alterations induced by Ferranina® were
observed.

Discussion. It was shown that Ferranina® and
Trofin® produced different biological effects
in 293Q and BMK-16/myc cells, as well as in
chick embryo development. The effects produced
by both products could be due to the different
pharmaceutical properties of each of them.

(Rev Biomed 2006; 17:183-194)

Key words: Viability, proliferation, cell cycle.

INTRODUCCION.

La anemia por deficiencia de hierro es un
problema de salud que afecta a la poblacidn
mundial (1). Uno de los problemas que conlleva
la anemia cronica es la alteracion progresiva de
algunas funciones celulares metabolicas donde
participa este metal, por lo que el impacto sobre
la salud llega a ser mucho mas grave (2).

El hierro es vital en la formacion de la
hemoglobina (3). Sin embargo, éste también
juega un papel primordial en la funcion celular,
ya que forma parte de los nucleos Fe-S de la
cadena respiratoria; asimismo, participa en otras
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funciones metabdlicas celulares. EIl hierro actua
como cofactor enzimatico de la citocromo-oxidasa,
el citocromo P450, las peroxidasas, las catalasas,
las aldehido oxidasas, etc. (4-8); participa en la
sintesis de colagena y elastina (9, 10). De ahi
que la carencia cronica de hierro pueda afectar el
metabolismo del musculo, e inducir alteraciones
importantes en los sistemas nervioso central e
inmune, el tejido epitelial, y la funcidn tiroidea.

La respuesta al tratamiento de la anemia
ferropénica depende de varios factores, entre ellos
la causa y gravedad de la deficiencia, la presencia
de patologias asociadas, la intolerancia del paciente
al hierro y el tipo de forma farmacéutica que se
use. Existen numerosas formas farmacéuticas a
base de hierro en combinacion con otros metales,
vitaminas, cofactores, minerales y otros. Sin
embargo, la biodisponibilidad y, por tanto, la
eficacia y seguridad de estos productos puede
variar de un producto a otro (11). Entre los
farmacos que se utilizan en la actualidad para el
tratamiento de la deficiencia por hierro estan: el
Trofin® y la Ferranina®.

El Trofin®, es un producto de origen natural
que contiene aminoacidos esenciales, proteinas y
minerales, entre ellos, el hierro en forma ferrosa.
Este producto farmacéutico, en presentacion oral,
es utilizado para el tratamiento de la anemia
ferropénica ya que aporta hierro de facil absorcion.
El Trofin® ha sido utilizado con buenos resultados
clinicos en mujeres embarazadas con anemia
ferropénica, en nifios con problemas de anemia e
intolerantes a las sales ferrosas y en pacientes con
cancer en dosis de 0.75 mL/kg/dia, equivalentes
a 180 mg de hierro elemental (12-16). Estudios
preclinicos en ratas gestantes han mostrado que
el Trofin® a dosis de 20 mL/kg, una dosis 20
veces mayor que dosis terapéutica, no ejerce
efectos teratogenicos (17). La Ferranina®, es un
complejo sintético, formado por ndcleos de hierro
férrico cubierto por moléculas de maltosa. Es un
producto inyectable y se utiliza como auxiliar
en el tratamiento de la anemia ferropénica.
Este medicamento es empleado en el dltimo
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trimestre del embarazo y en pacientes adultos con
intolerancia al hierro oral, en dosis de 200 mg
equivalentes de hierro elemental (18-20).

El hierro es utilizado por la mayoria de las
células del organismo ya que es un elemento
esencial, pero en concentraciones elevadas
es toxico. El Trofin® y la Ferranina® son
medicamentos que a pesar de tener diferencias
en cuanto a la forma de ionizacion del hierro, la
forma farmacéutica, la via de administracion, y los
efectos secundarios que producen, son utilizados
para restituir los niveles de hierro en el hombre. Por
lo tanto, es importante conocer qué otros efectos
pueden producir a nivel celular y, en particular,
en el desarrollo embrionario, puesto que esta
reportado su uso en pacientes que cursan no solo
con deficiencia de hierro, sino también en aquellos
pacientes que requieren regimenes especiales
como es la desnutricion, embarazo, o cancer, por
mencionar algunos. Por ello el objetivo de esta
investigacion fue evaluar comparativamente el
efecto de esos productos farmacéuticos a base
de hierro sobre la viabilidad, proliferacion, ciclo
celular y embriogénesis, en modelos in vitro e in
Vivo.

MATERIAL Y METODOS.
Modelo in vitro.

Se utilizaron células 293Q y BMK-16/myc.
Las células 293Q son células epiteliales normales
provenientes de rifion fetal humano (CRL-1573
ATCC). Las celulas BMK-16/myc son células
epiteliales de rifion murino que estan modificadas
genéeticamente. Estas celulas fueron establecidas
por una co-transformacion en ratones de la cepa
BALB/c; contienen la oncoproteina myc y el
genoma integro del virus del papiloma humano
16 (HPV-16) son tumorigénicas.

Condiciones experimentales.

Para el tratamiento 1 x 10* células fueron
sembradas en placas de 24 pozos, a una
confluencia del 50%. Despues de 24 horas, el

medio fue desechado y las células fueron lavadas
dos veces con PBS (Gibco BRL), e incubadas con
los diferentes tratamientos en medio DMEM-F12
(Gibco BRL) complementado con 10% de suero
fetal bovino (Gibco BRL), 4 mM de glutamina
(Gibco BRL) y antibidticos (Gibco BRL), a 37°C,
bajo una atmdsfera de 5% CO, y humedad durante
24 horas.

Las celulas fueron tratadas con Ferranina®
(laboratorio Altana Pharma S.A. de C.V., México;
solucion inyectable de 100 mg de hierro en 2 mL)
0 Trofin® (Centro Nacional de Biopreparados
de la Habana, Cuba; solucion oral de 235 mL,
equivalente a 630 mg de proteinas y aminoacidos,
y 60 mg de hierro ferroso). Las células fueron
tratadas con Ferranina® o Trofin® en una dosis
equivalente a una concentracionde 1, 3,5y 7 ug/
mL de hierro durante 24 horas. Ambos productos
fueron tomados directamente de su presentacion
farmacéutica, sin ningun procesamiento. Se
dejaron células sin tratamiento para utilizarlas
como control.

Evaluacion del efecto sobre las células.
Ensayos de citotoxicidad, viabilidad y
proliferacion.

Para los ensayos de citotoxicidad y
proliferacion celular se utilizé el método de
MTT, en el cual se utiliza la sal tetrazolica de
bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (Sigma Chemical Co.). El ensayo se
usa como indicador de la funcion mitocondrial
en células vivas, por lo tanto, se puede usar para
medir la citotoxicidad, viabilidad y proliferacion
celular (21). Veinticuatro horas después de la
exposicion de las células 293Q y BMK-16/myc
con Ferranina® o Trofin®, se aspiro el medio, se
remplazé con 150 pL de medio fresco y se adiciond
50 uL de una solucion de MTT en amortiguador
de fosfatos (5 mg/mL) para tener un volumen
final de 200 uL, y se incubo por 4 horas a 37°C.
Se removio el medio con MTT y posteriormente
se agregaron 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma Chemical Co.) y 25 uL de amortiguador
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de Soren (glicina 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH 10.5) a
cada pozo. La placa se agito suavemente y se leyo
la absorbancia a 550 nm en un lector de placas
(Ultramark, Bio-Rad Co.).

Para los ensayos de proliferaciéon se
utilizaron solamente células 293Q. Se siguio el
mismo procedimiento utilizado para el ensayo de
citotoxicidad, sin embargo, 20 minutos después
de exponer las células a los medicamentos se
les agregd 2 ng/mL de factor de crecimiento
epidermoide (FCE, Sigma Chemical Co.), para
inducir la proliferacion celular. Se incluyeron
células sin FCE (control) y un grupo de células con
FCE solamente. Las células fueron incubadas por
48 horas para permitir la proliferacion, siguiendo
la metodologia ya descrita.

Analisis del ciclo celular.

El analisis de ciclo celular se realiz6 mediante
citometria de flujo por la técnica de yoduro de
propidio (22). Se sembraron 5 x 10* células,
tanto 293Q como BMK-16/myc, en placas de
24 pozos en medio DMEM-F12 (Gibco BRL)
complementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco BRL), 4 mM glutamina (Gibco BRL) y
antibioticos. Células tratadas con Ferranina®
o Trofin® y sin ningdn tratamiento (control)
fueron incubadas por 24 horas. Posteriormente,
se obtuvieron las células y fueron fijadas con
etanol al 80% a 4°C. Las células se centrifugaron
a 1500 rpm, se rehidrataron con PBS durante 10
minutos, se centrifugaron nuevamente a 1500 rpm,
y al paquete celular se le agrego tripsina (30 pg/
mL) y se incubd a temperatura ambiente durante
10 minutos. Después se le adiciond inhibidor de
la tripsina (277 pg/mL) (Sigma Chemical Co.)
y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente; por ultimo, se le adiciond inhibidor de
la RNAasa (55 ug/mL) (Sigma Chemical Co.) y
yoduro de propidio (150 pg/mL) (Sigma Chemical
Co.). Seincubd a 4°C en oscuridad por 15 minutos
y, posteriormente, se leyd la fluorescencia en un
citometro de flujo (Becton Dickinson, Mod. Facs
Calibur) a 480 nm. El analisis se realizo con el
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software Cell fit, graficandose el area bajo la
curva de la fluorescencia a 585 nm. Se utilizaron
células de timo y eritrocitos de pollo como testigo
externo.

Modelo de embrién de pollo.
Estudio de embriotoxicidad.

Para los estudios de embriotoxicidad se
siguio el procedimiento descrito por Jelinek y
col., 1994 (23), en el cual se utilizaron 55 huevos
fértiles de pollo (Gallus gallus) sin incubacién
previa. Estos fueron divididos en cuatro grupos
en forma aleatoria: (1) embriones testigo, tratados
con solucion Ringer; (2) embriones tratados con
cafeina (10 mg/mL); (3) embriones tratados con
Ferranina®y (4) Trofin® en una dosis equivalente
a una concentracion de 1, 3, 5y 7 ug/L de hierro.

Los huevos se pesaron, desinfectaron y
etiquetaron. Posteriormente se incubaron a
una temperatura de 38°C con una humedad de
86% durante 24 horas, para que los embriones
alcanzaran el estadio 6 de desarrollo. Transcurrido
el tiempo, se procedio a tratar a los huevos bajo
condiciones estériles en una campana de flujo
laminar. Para ello se extrajo 1 mL de albumina a
través de un orificio. Una vez tratados los huevos
se sellaron e incubaron nuevamente por un periodo
de 48 horas, bajo las mismas condiciones de
temperaturay humedad, con la finalidad de que los
embriones alcanzaran el estadio 18 de desarrollo.
Posteriormente, los embriones se extrajeron,
fueron fijados (con solucion Bouin), tefiidos con
acetocarmin, se transparentaron con aceite de
clavo y se montaron en porta-objetos con resina.
Se observaron en un microscopio estereoscopico,
se hizo un andlisis morfolégico comparativo de
estructuras del sistema nervioso central, somitas,
sistema cardiovascular, ectodermo y endodermo,
haciendo énfasis en las estructuras embrionarias
que caracterizan al estadio 18, tanto de los
embriones testigo como de aquellos embriones
que recibieron los diferentes tratamientos.
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Andlisis estadistico.

Todos los valores fueron expresados como el
promedio + el error estandar de la media (EEM) de
los valores obtenidos en 3 experimentos conducidos
por cuadruplicado. El analisis estadistico se hizo
utilizando la prueba de Fisher, en donde valores
de p < 0.05 fueron considerados significativos.

RESULTADOS.
Efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre la
viabilidad celular.

Para analizar la viabilidad celular se considerd
el total de células testigo viables (sin tratamientos,
consideradas como control) como el 100%. El
efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre el nimero
de células 293Q viables se puede observar en la
figura 1. La Ferranina® incrementé de forma
significativa el nimero de células 293Q viables
con las concentracion de 1y 3 pg/mL (18 y 38%,
respectivamente), p< 0.05. Mientras que el Trofin®
incrementd el nimero de células 293Q viables a las
concentraciones de 1, 3y 5 ug/mL, enun 25,31y
30%, respectivamente (p<0.05). Sin embargo, el
efecto de ambos medicamentos sobre el nimero de
células BMK-16/myc viables no fue significativo
a ninguna de las concentraciones empleadas como
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Figura 1.- La Ferranina® y el Trofin® sobre la
viabilidad de las células 293Q. Los resultados son
expresados como el promedio de tres experimentos
realizados por cuadriplicado + EEM.

* p<0.05 comparado con el control.

lo muestra la figura 2. Es importante sefialar que
aungue el Trofin® no es estéril (es decir, que
tiene un limite microbiano), no se observaron
problemas de contaminacion.

Efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre la
proliferacion celular.

La figura 3 muestra que el tratamiento de
las células con 5 ng/mL de FCE produjo un
incremento de la proliferacion celular en un
58-65%, a las 48 horas del tratamiento. Al
hacer el analisis de la proliferacion se encontrd
que la Ferranina® produjo una inhibicion de la
proliferacion celular del 100% inducida por el
FCE, con las concentraciones de 5y 7 ug/mL en
las células 293Q (p<0.05); ver figura 3. El Trofin®
inhibid la proliferacion inducida por el FCE en
estas células en 100% con las concentraciones de 1
y 3 ug/mL, y en un 60% con las concentraciones de
5y 7 ng/mL (p<0.05). En la figura 4 se observa el
efecto de los medicamentos sobre la proliferacion
inducida por el FCE en las células BMK-16/myc.
Se observd que la Ferranina® incrementé la
proliferacion celular con todas las concentraciones
utilizadas (2.5 a 2.9 veces, p<0.05); en tanto que

. Ferranina
180 ﬂ Trofin

% de celulas viables.

CONTROL 1 3 5 7
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Figura 2.- Efecto de la Ferranina® y el Trofin®
sobre la viabilidad de las células BMK-16/myc.
No se observaron incrementos significativos sobre
la viabilidad con los dos medicamentos a las dosis
evaluadas, aunque siempre fueron ligeramente
superiores al control.
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Figura 3.- Efecto de la Ferranina® y el Trofin® sobre
la proliferacion de las células 293Q. Los resultados
son expresados como el promedio de tres experimentos
realizados por cuadriplicado + EEM.

* p<0.05 comparado con el control.

# p<0.05 comparado con el grupo de FCE.

el Trofin® inhibid la proliferacién celular en un
100% con todas las concentraciones (p<0.05).

Efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre el ciclo
celular.

En la figura 5 se puede observar el efecto que
produjo la Ferranina® sobre el ciclo celular de
las células BMK-16/myc. Este producto redujo la
poblacion de células en la fase G1 del ciclo celular
con todas las concentraciones empleadas (25-
37%), p<0.05 Asimismo, incrementd la poblacion
de células en la fase S del ciclo celular (100 a
120%) con todas las concentraciones, (p<0.05).
En la figura 6 se observa que el Trofin® también
redujo la poblacién de células BMK-16/myc en
fase G1 con las concentraciones 1, 3 y 5ug/mL
(31-37%), p<0.05; mientras que la poblacion de
células en fase S aumento en un 100-120% con
las concentraciones 1, 3y 5 ug/mL, p<0.05.

Efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre la
embriogénesis.

Como testigo positivo se utilizé cafeina
(10 mg/mL), la cual se sabe que es teratogénica
y que produce una gran variedad de defectos
en el desarrollo embrionario. En el cuadro
1 se observa que la Ferranina® no produjo
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Figura 4.- Efecto de la Ferranina®y el Trofin® sobre la
proliferacion de las células BMK-16/myc. Los resultados
son expresados como el promedio de tres experimentos
realizados por cuadriplicado + EEM.

* p<0.05 comparado con el control.

# p<0.05 comparado con el grupo de FCE.
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alteraciones en el desarrollo embrionario, ni en
los aparatos y sistemas estudiados, a ninguna de
las concentraciones estudiadas. Por el contrario,
se observa que el Trofin® produjo alteraciones
a todas las concentraciones estudiadas. En el
sistema nervioso central produjo alteraciones con
5y 7 pug/mL, en el 20 y 30% de los embriones,
respectivamente. En el aparato cardiovascular
y en somitas produjo alteraciones a todas las
concentraciones estudiadas en una forma dosis
dependiente. En placodas dpticas, placodas
Oticas y en endodermo produjo alteraciones sélo
a altas concentraciones, 5y 7 ug/mL, 20 y 40%
respectivamente. En la figura 7 se pueden observar
algunas de las alteraciones que produjo el Trofin®
durante el desarrollo embrionario de pollo.

DISCUSION.

La célula capta el hierro via un proceso
de endocitosis dependiente de un receptor
transferrina-transferrina. El hierro que entra a
la célula es utilizado para funciones bioldgicas
esenciales incluyendo el transporte de oxigeno,
transferencia de electrones, y sintesis de acido
desoxirribonucléico, sin embargo, se sabe que
el exceso de hierro estd asociado con algunos
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Figura 5.- Efecto de la Ferranina® sobre el ciclo celular
de las células BMK-16/myc. Los resultados son expresados
como el promedio de tres experimentos realizados por
cuadriplicado + EEM.

* p<0.05 comparado con el control.

procesos patologicos (24-25).

En esta investigacién se muestra que la
Ferranina® y Trofin® producen efectos bioldgicos
diferentes en las células 293Q y BMK-16/myc, asi
como también en el desarrollo embrionario. Los
efectos producidos en los modelos empleados
pueden ser debidos a las propiedades farmacéuticas
que caracterizan a cada producto. La Ferranina®
tiene como principio activo el hierro férrico
(Fe*®), forma quimica que le permite unirse a la
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Figura 6.- Efecto del Trofin® sobre el ciclo celular de
las células BMK-16/myc. Los resultados son expresados
como el promedio de tres experimentos realizados por
cuadriplicado + EEM.

transferrina para transportarse y, por lo tanto, es
utilizable por las células (26,27). En el Trofin®, el
hierro no solo es ferroso (Fe*?), sino que contiene
aminodcidos, proteinas, azicares provenientes de
la miel de abeja y propdleos. Este medicamento
es absorbido por células especializadas como los
enterocitos, de ahi que su via de administracion sea
oral (28). Todos estos son elementos que sugieren
que los mecanismos de accion en los modelos
escogidos de embrién de pollo e in vitro son
diferentes para ambos medicamentos y también

Cuadro 1

Tipo de alteraciones producidas por la Ferranina® (F) y Trofin® (T) sobre el desarrollo

embrionario del pollo.

1 pg/ml. 3 pg/ml 5 pg/mlL. T pg'ml.
Tipo de Cafeina
alteracion 10 mg/ml F T F T v T - T
Desarrollo 100%8 -—-- 10026 | --- 10094 --- 1002 - 1002
embrionario
Sistema 30 . e mam dam an 200 amn 4080
NErvioso
Sistema TP — 20%% - 409 — 400 — T
cardiovascular
Somilas 62%5 ——- 2025 - 2090 ——- 4% —e= T%s
Placodas 68 _— - - — p— 200 | --- 400
aplicas
Placodas 3159 ——- --- -- ——- - 200s | --- 4i2g
dticas
Ectodermo 25% s e - vt - 20%0 | --- 40%%
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Figura 7.- Efecto de la Ferranina® y Trofin® sobre el desarrollo embrionario del pollo. En el embrion
control y el tratado con la Ferranina® no son apreciables cambios morfol6gicos, mientras que en los tratados con
cafeina y Trofin® se observan modificaciones embrionarias en sistema nervioso (SNC), sistema cardiovascular
(SCV), placodas opticas (Pop), placodas 6ticas (Pot) y somitas (S). Las alteraciones son indicadas con flechas.

contribuyen a explicar los resultados obtenidos.

La citotoxicidad por hierro ha sido
previamente documentada. Rauen y cols., 2004,
han mostrado que el hierro per se puede inducir
dafio celular y apoptosis en hepatocitos en
cultivo, via una transicién en la permeabilidad
mitocondrial (29). Por otro lado, se sabe que el
hierro es esencial para la funcion neuronal, pero
gue en exceso genera neurodegeneracion (30,31).
Se sabe que concentraciones elevadas de hierro
reactivo pueden incrementar la vulnerabilidad
neuronal al estrés oxidativo y, que la acumulacion
de hierro puede incrementar los efectos de toxinas
enddgenas y ambientales (32,33). Los resultados
muestran que tanto la Ferranina® como el Trofin®
no produjeron toxicidad en las células estudiadas.
Por el contrario, en las células 293Q ambos
medicamentos incrementaron el nimero de células
viables. Mientras que en las células BMK-16/myc
no indujeron cambios en el nimero de células.
Esto indica que el hierro no fue toxico en las
células epiteliales renales a las concentraciones
utilizadas, y que los constituyentes presentes en
la formulacion del Trofin®, no son tdxicos para
éstas.

El hierro es indispensable para la sintesis
de acido desoxirribonucléico (ADN). Se sabe
que la carencia de hierro detiene la proliferacion,
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presuntamente porque el metal se requiere para la
actividad de la ribonucleétido reductasa y otras
enzimas involucradas en la division celular (34).
El papel central del hierro en la proliferacion
celular ha sido demostrado por agentes quelantes
que pueden atravesar la membrana plasmatica,
unirse al metal dentro de la célula y limitar
su biodisponibilidad. Los agentes como la
desferrioxamina inhiben el crecimiento de
una variedad de células tumorales en cultivo y
reducen en forma importante la proliferacion de
linfocitos T, como consecuencia de la deplecién
de hierro (35). Los resultados mostraron que el
Trofin® inhibio la proliferacién de ambas lineas
celulares. Por el contrario, la Ferranina® inhibio
la proliferacion de las células 293Q e incremento
la proliferacién de las células BMK-16/myc.
Hay evidencias que sefialan que el hierro esta
involucrado en la induccion y/o progresion de
varios tumores humanos y de tumores inducidos
experimentalmente en animales (36). Por ejemplo,
ha sido previamente mostrado que el hierro de la
dieta incrementa la velocidad y el nimero de
tumores en la carcinogénesis cutanea y de colon
inducidos en ratones. Se ha propuesto que el hierro
puede inducir actividad co-carcinogénica por
estimular la proliferacion celular; por otra parte,
se sabe que el hierro participa en la generacién de
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radicales hidroxilo, por lo que la sobrecarga de
hierro puede generar un estrés oxidativo, el cual
puede jugar un papel importante en la progresion
de la carcinogénesis en células previamente
dafadas o transformadas (37-39). Por tal razon,
no es raro que la Ferranina® haya incrementado
la proliferacion de las células BMK-16/myc, ya
que estas células estan modificadas genéticamente,
contienen el genoma integro del virus del papiloma
humano y expresan la oncoproteina myc, ademas
de ser tumorigénicas.

La proliferacion celular es altamente
controlada en tejidos normales y es aberrante
durante la progresion de la enfermedad, como la
tumorigénesis. Entre los moduladores del ciclo
celular hay nutrientes especificos, los cuales
funcionan como fuentes de energia o regulan la
produccion y/o funcion de proteinas necesarias
para que las células avancen a través de un
ciclo replicativo (40). La enzima ribonucleétido
reductasa participa en la conversion de
ribonucleotidos en desoxirribonucleotidos, y
juega un papel esencial en la sintesis de ADN,
contiene un centro con dos atomos de Fe*". Esta
enzima ha sido asociada con la transformacion
y progresion maligna (41).

Al hacer el anélisis del ciclo celular de
las células BMK-16/myc, se observd que la
Ferranina® redujo la fase G1 y aumentd la fase
S del ciclo celular. Estos resultados, muestran
un efecto marcado del hierro férrico contenido
en la Ferranina® sobre estas céelulas. La mayor
disponibilidad del Fe*® para la enzima puede
incrementar su actividad y ser un factor para
que un mayor numero de células inicien el ciclo
celular. Se debe recordar que algunos quelantes de
Fe*® se han utilizado como antineoplasicos (42).
Estos resultados pueden constituir un elemento
desfavorable para la Ferranina® en cuanto a
su limitado uso en pacientes con enfermedades
malignas. Por el contrario, el tratamiento de las
celulas con Trofin® no modificé el ciclo celular.
Esto podria explicarse por el hecho de que el Fe*2
no es utilizable por la ribonucledtido reductasa y,

por tanto, no modifica la proliferacion celular, esto
permite que el Trofin® sea un medicamento seguro
en pacientes oncologicos.

En este trabajo se realizd un estudio de
embriotoxicidad utilizando para ello el modelo
de embrion de pollo para evaluar el potencial
teratogenico de la Ferranina® y el Trofin®. Se
sabe que en la etapa embrionaria, las células
estan en constante duplicacion para la formacion
de tejidos, 6rganos y estructuras importantes para
el desarrollo, como el eje neural que guiara al
sistema nervioso central y cardiovascular, entre
otros. Los requerimientos de hierro en el desarrollo
embrionario han sido sefialados previamente y esta
bien documentado el papel que el hierro juega en
el desarrollo embrionario (43, 44); asimismo, ha
sido sefialado que puede ser toxico si el embrién
se expone a concentraciones elevadas (45).
Los resultados muestran que la Ferranina® no
produjo alteraciones en el desarrollo del embrion
de pollo. Sin embargo, el Trofin® produjo un
retardo en el desarrollo embrionario con todas las
concentraciones estudiadas. El efecto observado
podria ser atribuido no sélo a la presencia de
hierro en el Trofin®, sino también a la presencia
de ingredientes inactivos, cuya biodisponibilidad
en humanos es desconocida.

La teratogenicidad del Trofin® ya fue
previamente evaluada en un modelo murino (13),
el cual demostré que no produjo efectos toxicos
en las ratas gestantes, en los embriones ni en los
fetos, es decir, no produjo efectos teratogénicos.
Los hallazgos que se encontraron en este modelo
pueden estar relacionados con la presencia de
hierro férrico que entra en contacto directo con el
embridn, a diferencia de la Ferranina® que, como
ya se dijo, estd en estado ferroso, o la presencia
de sustancias en la formulacion del Trofin® que
resultan toxicas para el embridn. Se debe considerar
que el embrion de pollo estd programado para
nutrirse de los componentes de la ovoalbiminay la
yema, incluso despues de la eclosion. Sin embargo,
es un sistema bioldgico sensible, el cual puede ser
afectado por los pirdgenos u otros componentes del
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medicamento. La ausencia de efectos teratogénicos
en ratas gestantes, reportada previamente para
este medicamento, podria indicar que la barrera
digestiva no permite su completa absorcién, o
su paso a través de la barrera placentaria, ello
podria explicar que los embriones provenientes
de madres gestantes que lo consumen por via oral
no presenten alteracion alguna.

El presente trabajo pone en evidencia la
diferencia de efectos que pueden observarse tras
la administracion de la formulacién de Ferranina®
y Trofin®. Ademas, sugiere la posibilidad de que
el hierro férrico, forma quimica que le permite
unirse a la transferrina para su transportacion,
pueda llegar a ser contraproducente en pacientes
oncoldgicos, por lo que debe ser utilizado con
precaucion. Estos razonamientos sugieren el
posible efecto beneficioso que se pudiera obtener
de un preparado no inyectable a base de hierro
hemo. Es importante realizar méas estudios de
teratogenicidad en otros modelos para descartar
posibles efectos toxicos.
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