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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto que ejerce la administración de hierro hemo y la de sulfato ferroso con vitamina C en 
hígado y cerebro de rata. 
Materiales y métodos: Se  utilizaron  ratas  albinas  Holtzman  mantenidas  en  un  bioterio  con  temperatura  de  22 ± 
2° C, humedad entre 50 y 70 % y 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, que recibieron 4,0 mg de hierro elemental/
kg p.c. bajo la forma de hierro hemo o como sulfato ferroso + 10 mg de vitamina C durante siete días, a cuyo término 
se sacrificaron  y  se  les  extrajo  sangre,  hígado y  cerebro. Se  hicieron  los  cortes  histológicos  que se trataron  con 
hematoxilina-eosina para la observación microscópica y en el suero se midió la capacidad antioxidante. 
Resultados: Los cerebros de las ratas que recibieron tratamiento con hierro hemo y sulfato ferroso + vitamina C 
no sufrieron alteraciones significativas, mientras que los cortes histológicos de hígado de ratas tratadas con hierro 
hemo mostraron un parénquima sin distribución polar, algunos núcleos carentes de citoplasma y numerosas células de 
Küpffer a nivel del sinusoide. En cambio, las ratas que fueron tratadas con sulfato ferroso + vitamina C presentaron un 
parénquima hepático deteriorado notablemente, algunas áreas con núcleos sueltos sin citoplasma y otras con citoplasma 
cuya membrana había desaparecido. Además, en algunas zonas, el parénquima hepático se encontraba homogenizado.
Conclusiones: Los cerebros de las ratas tratadas con hierro hemo y las que recibieron sulfato ferroso + vitamina C 
prácticamente no sufrieron modificación alguna, en cambio, el hígado de las ratas tratadas con sulfato ferroso + vitamina 
C presentaron mayor daño hepático que las tratadas con hierro hemo.

Palabras clave: Hierro; Hemo; Ácido ascórbico; Toxicidad (Fuente: DeCS BIREME).

Histopathological study of the effects of administering heme iron and ferrous 
sulfate with vitamin C in rat liver and brain 

ABSTRACT 

Objective: To determine the effect exerted by the administration of heme iron and ferrous sulfate with vitamin C in rat 
liver and brain. 
Materials and methods: The study used Holtzman albino rats housed in a bioterium with a temperature of 22 ± 2 °C, 
humidity between 50 and 70 %, and 12 hours of light and 12 hours of darkness. They received elemental iron 4.0 mg/kg 
b.w. as heme iron or ferrous sulfate + vitamin C 10 mg for seven days, at which time they were sacrificed, and blood, 
liver and brain were extracted. Histological sections were made and treated with hematoxylin-eosin for microscopic 
observation, and serum antioxidant capacity was measured.  
Results: The brains of the rats treated with heme iron and ferrous sulfate + vitamin C did not undergo significant 
changes, while the histological sections of the livers of the rats treated with heme iron showed a parenchyma without 
polar distribution, some nuclei lacking cytoplasm and numerous Küpffer cells at the sinusoidal level. In contrast, the 
rats treated with ferrous sulfate + vitamin C had a significantly deteriorated hepatic parenchyma, some areas with loose 
nuclei without cytoplasm and others with disappeared cytoplasmic membranes. In addition, in some areas, the liver 
parenchyma was homogenized. 
Conclusions: The brains of the rats treated with heme iron and those with ferrous sulfate + vitamin C did not practically 
undergo any change. In contrast, the liver of the rats treated with ferrous sulfate + vitamin C had greater liver damage 
than those treated with heme iron.

Keywords:  Iron; Heme; Ascorbic acid; Toxicity (Source: MeSH NLM). 
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INTRODUCCIÓN

En el Perú, la  prevalencia de la anemia ferropénica en es 
muy elevada, ENDES 2016 señala que se encuentra en 33,3 % 
en menores de cinco años (1). El tratamiento incluye la 
administración de una sal ferrosa con la recomendación de 
que se ingiera una bebida preparada con limón o naranja, 
por el elevado contenido de vitamina C de estas frutas. 
Diversas publicaciones ponen de manifiesto la importancia 
de la vitamina C en los procesos de absorción del fierro a 
nivel intestinal (2,3), transporte que es afectado por ciertos 
componentes de los alimentos como los fitatos, taninos, 
etc., o por la presencia de calcio que compite con el 
fierro por la interacción con el transportador de metales 
divalentes (4,5).

El hierro de la dieta se encuentra fundamentalmente como 
hierro hemo y hierro no hemo. La biodisponibilidad del 
hierro hemo es considerablemente mayor que el hierro 
no hemo; este último se absorbe con la participación 
del transportador de metal divalente 1 (DMT1) que se 
encuentra en las microvellosidades de la membrana del 
enterocito, proceso que puede incrementar su eficiencia 
con la participación de la vitamina C (3-6).

El hierro hemínico es un compuesto que se obtiene a 
partir de los glóbulos rojos de cerdo o ganado bovino, 
químicamente está constituido por un anillo tetrapirrólico 
ligado al hierro. Se absorbe a nivel intestinal mediante 
dos mecanismos. Uno de ellos requiere de una proteína 
portadora de hemo acoplada a la transferencia de 
folato/proteína portadora de hierro-1 que se encarga de 
transportar hemo hacia el citoplasma del enterocito donde 
se libera el hierro por acción de la hemoxigenasa-1. El 
segundo mecanismo implica la participación del receptor 
de hemo que lo internaliza y, posteriormente, por acción 
de la hemoxiganasa-2, el hierro se libera (7-9).

La vitamina C es un compuesto antioxidante por excelencia, 
pero bajo ciertas condiciones reacciona con metales de 
transición como el fierro o cobre y genera radicales libres, 
especialmente, el radical hidroxilo que es muy dañino 
para el ser humano (10). Los radicales libres son moléculas 
caracterizadas por tener un electrón desapareado, 
condición que los torna en una molécula muy reactiva y 
tienen la propiedad de reaccionar con proteínas, lípidos y 
ADN, por lo que producen daño celular. En el ser humano, 
se generan principalmente en la cadena transportadora 
mitocondrial donde el oxígeno es reducido de manera 
univalente por un electrón cedido por los componentes I o 
III, y genera el anión superóxido; así mismo, este radical se 
puede formar cuando el oxígeno es reducido por la NADPH 
oxidasa. El anión superóxido es un radical poco reactivo 
y es transformado en peróxido de hidrógeno por acción 
de la superóxido dismutasa. El peróxido de hidrógeno 
no es propiamente un radical libre, pero se encuentra 

estrechamente ligado a la formación de radicales libres 
como ocurre cuando reacciona con el ion ferroso y da 
origen al radical hidroxilo, que es el radical libre más 
reactivo y, por lo tanto, el más nocivo para el ser humano 
(11-13). Los radicales libres están estrechamente vinculados a 
una diversidad de patologías como aterosclerosis, diabetes 
mellitus, cáncer, psoriasis, etc (14, 15).

El tratamiento de la anemia ferropénica con hierro 
hemínico constituye una alternativa viable que no tiene 
los inconvenientes que presenta la administración de 
hierro no hemo, caracterizado por el sabor metálico 
desagradable en la cavidad oral, constipación, diarrea, 
dolor abdominal, etc., que refieren los pacientes que lo 
ingieren, así mismo, la ingesta de hierro hemo no requiere 
la ingesta de vitamina C para incrementar su absorción. El 
presente estudio tiene como objetivo mostrar los efectos 
que ejercen la administración de hierro hemo y sulfato 
ferroso con vitamina C en hígado y cerebro de rata.

MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño y población de estudio
Se utilizaron 18 ratas Holtzman que se adquirieron en 
el Instituto Nacional de Salud, cuyos pesos estuvieron 
comprendidos entre 250 y 300 g y se distribuyeron de 
manera aleatoria en tres grupos de seis ratas cada uno. Las 
ratas de cada grupo se colocaron en jaulas individuales de 
acero inoxidable, en un ambiente cuya temperatura fue de 
22 ± 2 °C, humedad comprendida entre 50 y 70 % con ciclos 
alternados de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las 
ratas previamente tuvieron 10 días de acondicionamiento 
al ambiente en que recibieron el tratamiento. El alimento 
que se les proporcionó a las ratas se adquirió en el Instituto 
Nacional de Salud y lo ingirieron a voluntad, de la misma 
manera que el agua.

El grupo control solamente recibió por vía oral 1 mL de 
suero fisiológico; al segundo grupo se le administró por 
vía intragástrica hierro hemínico, el equivalente a 4,0 mg 
de hierro elemental/kg p.c.; mientras que el tercer grupo 
se le administró, en forma simultánea, sulfato ferroso 
equivalente a 4,0 mg de hierro elemental/kg p.c. y 10 mg 
de vitamina C. Este tratamiento se realizó durante siete 
días a cuyo término las ratas fueron anestesiadas con 
éter etílico y por punción cardiaca se procedió a extraer 
sangre, luego, se sacrificaron por fractura cervical; 
inmediatamente después, se extrajeron el hígado y el 
cerebro, en seguida, se separaron pequeñas porciones de 
ambos órganos.

La sangre se extrajo utilizando tubos Vacutainer sin 
anticoagulante que fueron sometidos a 3000 r. p. m. 
durante 15 minutos en una centrífuga clínica. Luego, las 
muestras claras de suero se aspiraron cuidadosamente y se 
colocaron en tubos de ensayo. 
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Variables y mediciones
Administración de hierro hemo y sulfato ferroso con 
vitamina C. Efectos en suero sanguíneo (FRAP) y estudio 
histopatológico, en cerebro e hígado.

• Determinación de la capacidad antioxidante en suero
 La capacidad antioxidante se realizó en las muestras de 

suero, para cuyo propósito se utilizó la técnica Ferric 
Reducing Ability of Plasma (FRAP). Esta técnica tiene 
como fundamento la reducción del complejo 2,4,6-tri-
piridil-s-triazina-Fe-III por las sustancias antioxidantes, 
que lo transforman en 2,4,6-tri-piridil-s-triazina-Fe-II, 
compuesto de color azul intenso. Para este propósito se 
midió en un tubo de ensayo 50 µL de suero, se añadió 
950 µL de agua destilada y luego 1,0 mL del reactivo 
FRAP; se incubó en el baño maría a 37 °C durante 15 
minutos y se leyó la absorbancia a 593 nm frente a 
un blanco que no tenía muestra. Se preparó una curva 
estándar con diversas concentraciones de ion ferroso 
(16).

• Evaluación histológica
 Un fragmento de hígado y de cerebro se colocaron en 

formol al 10 % en tampón fosfato pH 7,4; después de 72 
horas se realizó un proceso secuencial de deshidratación 
con alcohol etílico, luego, xileno y, posteriormente, se 
incluyeron en bloques de parafina y  finalmente, con 
un micrótomo, se hicieron cortes de 4-5 µ de grosor. Se 
realizó el montaje en láminas portaobjeto y se sometió 
al desparafinado y rehidratación. Se realizó la tinción 
con hematoxilina y eosina, y posteriormente, se colocó 
la laminilla cubreobjeto, con lo que queda óptima para 
el estudio histopatológico.

Análisis estadístico
Se utilizaron estadísticas descriptivas (promedio, desviación 
estándar), prueba de distribución normal (Shapiro – Wilk) y 
prueba paramétrica (análisis de varianza). Se trabajó con 
un α: 0,05.

Consideraciones éticas
Se respetó el principio ético de las 3R (Reemplazo, 
Reducción y Refinamiento) para el trabajo de investigación 
en animales de experimentación.

RESULTADOS

La determinación de la capacidad antioxidante en el suero 
de los dos grupos experimentales mostró valores similares 
al grupo control. El grupo que recibió el tratamiento con 
hierro hemo tuvo una capacidad antioxidante de 93,0 ± 
0,036 µmoles de Fe2+/100 mL de suero, mientras que 
el grupo que fue tratado con sulfato ferroso y vitamina 
C mostró una capacidad antioxidante de 90,3 ± 0,044 
µmoles de Fe2+/100 mL de suero, valores que no muestran 

diferencias estadísticamente significativas con el grupo 
control   que  tuvo  un  valor  de  90,4 ± 0,026  µmoles  de 
Fe2+/100 mL de suero.

En el cerebro de las ratas del grupo control se puede 
apreciar neuronas normales sin mayores cambios, aunque 
algunas de las células muestran un ligero halo perinuclear, 
el resto presenta una organización tisular normal (Figura 
1). Mientras que en las ratas que recibieron tratamiento 
con hierro hemo el parénquima cerebral muestra gran 
número de células con halo periférico y otras sin mayores 
cambios (Figura 2). 

Figura 1. Tejido cerebral del grupo control que muestra 
parénquima sin cambios. Coloración hematoxilina-eosina (HE) (40 
X)

Figura 2. Efecto del hierro hemo sobre el tejido cerebral que 
muestra células con halos periféricos (a) y otras sin cambios (b). 
Coloración HE (40 X)

a b
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Así mismo, en las ratas tratadas con sulfato ferroso y 
vitamina C, el parénquima neurológico presenta células 
con escasos halos periféricos, pero en su mayoría de 
características normales (Figura 3).

En la figura 4 se observa la arquitectura normal del 
hígado de rata que no ha recibido tratamiento alguno. Los 
hepatocitos muestran distribución polar y presencia de 
células de Küpffer. El examen histológico de los cortes de 
hígado, muestra que las ratas que recibieron el tratamiento 
con hierro hemo tienen parénquima hepático con una 
población celular que no mantiene su distribución polar, 
así mismo, se aprecian algunos núcleos con citoplasma 
y otros carentes de él. También se observan numerosas 
células de Küpffer a nivel de sinusoides, como un intento 
regenerativo o de mejora del parénquima posterior al 
daño sufrido (Figura 5).

En los cortes histológicos hepáticos de las ratas que 
recibieron tratamiento con sulfato ferroso y vitamina C, 
se muestra que el parénquima hepático se encuentra más 
deteriorado que el grupo anterior, en algunas áreas se 
aprecian núcleos sueltos sin citoplasma, mientras que, en 
otras se observan núcleos con citoplasma cuya membrana 
ha desaparecido, y, además, algunos hepatocitos presentan 
un halo perinuclear. El parénquima del hígado en algunas 
zonas se encuentra homogenizado, mientras que en otras 
mantiene su estructura y se pueden observar algunas 
células de Küpffer (Figura 6).

Figura 3. Efecto del sulfato ferroso + vitamina C que muestra escasos 
halos periféricos en células neuronales (a). Coloración HE (40 X)

Figura 4. Sección del hígado normal que muestra células sin 
alteraciones. Distribución polar de los hepatocitos (a) y presencia 
de células de Küpffer (b). Coloración HE (40X)                

Figura 5. Sección transversal de hígado de rata tratada con hierro 
hemo donde se observa células que no mantienen su distribución 
polar. Se aprecian algunos núcleos con citoplasma (a) y otros 
sueltos (b), y numerosas células de Küpffer (c) a nivel de los 
sinusoides. Coloración HE (40 X)

Figura 6. Sección transversal de hígado de rata tratada con 
sulfato ferroso + vitamina C. Núcleos sueltos (a), hepatocitos sin 
membrana (b), o con un halo perinuclear (c). Áreas de parénquima 
hepático homogenizado (d). Algunas células de Küpffer (e). 
Coloración HE (40 X)

a 

a b 

a b c 

c a b e d 
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DISCUSIÓN

La prevalencia de la anemia ferropénica, especialmente 
en niños, es elevada en nuestro país, a pesar de los 
esfuerzos del Estado para reducirla. Últimamente, se 
ha iniciado una campaña con el objetivo de disminuir 
considerablemente este cuadro. El tratamiento de esta 
patología consiste básicamente en la ingesta de una sal 
ferrosa, que tiene el inconveniente de producir algunos 
efectos algo desagradables para los pacientes. Nosotros 
proponemos la administración de hierro hemo que ofrece 
la ventaja de absorberse de una manera más eficiente 
y no requerir la ingesta de vitamina C. Se ha observado 
en muchas publicaciones que la interacción de hierro 
con vitamina C genera radical hidroxilo, radical libre que 
ejerce efectos adversos al ser viviente, por cuyo motivo, 
es necesario adoptar ciertas precauciones para evitar el 
potencial daño (17).

En un experimento diseñado para observar el efecto 
protector que ejercía la berberina (alcaloide isoquinolínico 
que proviene de la especie Berberis vulgaris) contra 
la acción nociva ejercida por la administración por vía 
intraperitoneal de una dosis de hierro elemental como 
sulfato ferroso de 6,0 y 9,0 mg/día durante 14 días, permitió 
observar en el estudio histológico manifestaciones de 
apoptosis, balonamiento, vacuolización, e infiltración de 
células inflamatorias (18). En contraste, en nuestro estudio, 
el grupo de ratas que recibió una dosis ligeramente menor 
de hierro elemental de 4,0 mg/kg/día  (bajo la forma de 
sulfato ferroso) y 10 mg de vitamina C durante siete días, 
mostró un parénquima hepático deteriorado con núcleos 
sueltos sin citoplasma, estas diferencias entre los efectos 
que ejerce la administración de sulfato ferroso en ratas 
probablemente se debe a que en ambos experimentos 
se han utilizado dosis ligeramente diferentes de sulfato 
ferroso, así como, las vías de administración fueron 
distintas ya que una de ellas fue intraperitoneal.

Se pudo observar en nuestro estudio que las ratas que 
recibieron la dosis de 4,0 mg/kg/día de sulfato ferroso y 
10 mg de vitamina C, mostraban un cerebro con estructura 
histológica normal, un resultado similar se observó en las 
que recibieron el tratamiento de hierro hemo.

En otro estudio donde se utilizó una dosis de 6 mg de 
hierro elemental como sulfato ferroso/kg/día durante 10 
días (19) y mostró en el corte histológico que se producía  
daño  en la membrana del hepatocito y se liberaban a 
la circulación general, enzimas  como  transaminasas, 
fosfatasa alcalina, gamma-glutamil-transferasa y lactato 
deshidrogenasa; también observaron un significativo 
incremento de malondialdehído, lo que indica claramente 
que el daño en el hígado se habría producido por el efecto 
de los radicales libres.

La administración de vitamina C en ratones ejerce 
protección contra la acción dañina ocasionada por la 
administración de hierro en la dieta,  0,2 % (p/p) durante 
los primeros 90 días y 0,4 % (p/p) los últimos 30 días que 
duró el experimento (20), los ratones también recibieron en 
su dieta 2 g de vitamina C/kg de alimento. Los resultados 
permiten observar que la vitamina C previene la dilatación 
o hinchamiento mitocondrial, disipación del potencial de 
membrana mitocondrial e inhiben la apoptosis al impedir 
la generación de especies reactivas de oxígeno. Estos 
resultados difieren de aquellos que hemos obtenido en 
nuestros estudios en el que mostramos daño hepático.

Luego de ingerir diferentes dosis de hierro durante 
12 semanas, las ratas presentaron hemosiderosis 
hepática microscópica cuya intensidad se incrementó 
apreciablemente (21), y que fue más intensa en la región 
portal que en la zona central. La intensidad al azul de 
Prusia   fue  dependiente  de  la  concentración  de  hierro 
en  los  alimentos  que  estuvo  comprendido  entre  350 
y 20 000 µg/g de alimento. Este efecto que ejerce la 
ingesta de hierro por animales de experimentación, como 
la rata, sugiere la probable participación de este metal de 
transición en reacciones vinculadas con la generación de 
radicales libres, que por su naturaleza son perjudiciales 
para el hígado.

La suplementación con hierro y vitamina C a jóvenes 
del sexo femenino (22) se realizó en 60 voluntarias 
seleccionadas de un universo de 289. Este ensayo clínico 
se diseñó formando dos grupos, en el primero están los 
participantes que solamente recibieron 50 mg de hierro 
elemental; en el segundo los que ingirieron 50 mg de hierro 
elemental y 500 mg de vitamina C durante 12 semanas. Al 
finalizar el ensayo clínico los autores observaron que la 
administración de hierro durante 12 semanas no afectó la 
concentración sérica de vitamina C, en cambio, mejoró 
la absorción de fierro y normalizó el almacenamiento de 
hierro en el organismo de las jóvenes que participaron en 
el experimento.

Diversas observaciones muestran que el hierro se acumula 
de manera preferente en algunos órganos, dos de ellos 
son el hígado y el corazón (23), por lo que estos tejidos se 
hacen susceptibles a desarrollar procesos oxidativos, como 
ocurre en nuestro estudio, donde la administración de 
hierro y vitamina C altera la arquitectura hepática, efecto 
que no se observa con el hierro hemo.

Un incremento notorio de marcadores de estrés oxidativo, 
como las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
y grupos carbonilo en proteínas se han encontrado en 
ratas WKY con bajos niveles de hierro y que luego fueron 
tratadas con 8 mg de sulfato ferroso, efecto que aumentó 
cuando a las ratas se les administró adicionalmente 24 mg 
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de vitamina C (24). Estos resultados difieren de aquellos 
que hemos observado en nuestro estudio en el que la 
capacidad antioxidante de los grupos experimentales no 
mostró diferencia estadísticamente significativa con el 
grupo control.

En otra observación realizada en cultivos de células Caco-
2 se produjo un considerable incremento de los niveles 
de malondialdehído (indicador de estrés oxidativo) cuando 
estas células se trataron con hierro y vitamina C (ambos a 
una concentración 0,2 mM) (25) .

Estos resultados se relacionan con la probable causa del 
daño oxidativo que observamos en los experimentos que 
hemos realizado en ratas, donde se muestra que el grupo 
que recibió el tratamiento con sulfato ferroso y vitamina C 
presenta mayor daño hepático que aquellas ratas tratadas 
con hierro hemo. 

El tratamiento de un homogenizado de corteza de cerebro 
de rata con hierro-ascorbato, ha mostrado encontrarse 
estrechamente vinculado con un incremento de la 
actividad de lactato deshidrogenasa, lo que constituye una 
evidencia de que ha ocurrido una pérdida de la integridad 
de la membrana de los sinaptosomas como consecuencia 
de un proceso de peroxidación. Estos resultados difieren 
de aquellos que hemos observado en el cerebro de las 
ratas tratadas con hierro hemo y ascorbato con sulfato 
ferroso, en los que no se aprecian modificaciones en la 
arquitectura de las células nerviosas (26) .

En conclusión, se observó que los resultados 
experimentales son un poco controversiales, debido a que 
en ocasiones la vía de administración de elementos como 
el hierro o compuestos como la vitamina C es diferente, y 
naturalmente, en ciertas situaciones no es posible realizar 
comparaciones debido a que las dosis utilizadas difieren y 
las respuestas esperadas no ocurren. 

Es necesario realizar otros estudios que utilicen 
concentraciones definidas de hierro no hemo y hierro 
hemo, así como adicionar la vitamina C al hierro no hemo, 
ya que constituye la recomendación que reciben los 
pacientes anémicos; pero, adicionalmente, es necesario 
también utilizar nuevos indicadores de daño hepático y 
cerebral para precisar mejor la naturaleza de los efectos 
observados.
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