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RESUMEN

Introduccion: el proceso fisioldgico que conlleva a la anemia nutricional por
deficiencia de hierro, incluye el agotamiento de los depdsitos del mineral, la
disminucién del aporte de hierro a la sintesis de eritrocitos y al final ocurre una
disminucidn de la concentracién de hemoglobina en sangre. Algunos estudios han
demostrado que durante la condicidon de anemia por deficiencia de Fe se incrementa
la susceptibilidad de los tejidos al dafio oxidativo, mientras que otros refieren no
haber encontrado diferencias entre personas sanas y anémicas.

Objetivo: determinar el efecto oxidativo que ocasiona la anemia ferropénica severa
inducida en un modelo experimental de ratas.

Métodos: se utilizaron ratas Wistar machos recién destetadas que fueron
alimentadas durante 45 dias, con una dieta purificada que contenia caseina como
fuente de proteinas. Los animales se distribuyeron en dos grupos de siete, uno de
ellos recibié una dieta deficiente en hierro

(18 mg/kg) y el otro recibié una dieta de contenido normal en hierro (42 mg/kg).
Resultados: en la mucosa del duodeno, que es donde se produce la absorcion
intestinal de hierro, el dano oxidativo a los lipidos y a las proteinas, fue mayor en el
grupo control que recibid la dieta de contenido normal en hierro, mientras que en el
higado el dafio oxidativo fue mayor en los animales anémicos (p < 0,05). El aumento
del dafio oxidativo a nivel del higado de los animales anémicos se explica por el
movimiento del mineral, desde éste drgano hasta los tejidos eritroides para suplir la
disminucidn de la absorcidn intestinal del mineral que ocasiona la deficiencia de Fe en
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la dieta. Este trabajo muestra otro de los efectos adversos que ocasiona la condicion
de anemia severa por deficiencia de Fe.

Conclusiones: la condicién de anemia ferropénica severa en ratas, genera como
efecto adverso colateral el dafio oxidativo a nivel del higado.

Palabras claves: anemia, efecto oxidativo, rata.

ABSTRACT

Introduction: the physiological process leading to nutritional iron deficiency anemia
involves the depletion of mineral deposits, a decrease in the supply of iron for
erythrocyte synthesis, and finally a reduction in the concentration of blood
hemoglobin. Some studies have shown increased tissue susceptibility to oxidative
damage in iron deficiency anemia, while others do not report any difference between
healthy and anemic persons.

Objective: Determine the oxidative effect of severe iron deficiency anemia in a rat
experimental model.

Methods: male just-weaned Wistar rats were fed for 45 days a purified diet based on
casein as a source of proteins. Two groups were formed, each with seven animals.
One group received an iron deficient diet (18 mg/kg) and the other a diet with normal
iron content (42 mg/kg).

Results: in the control group receiving a diet with normal iron content, oxidative
damage to lipids and proteins was greater at the duodenal mucosa, the area where
the intestinal absorption of iron takes place. In anemic animals, oxidative damage
was greater in the liver (p < 0.05). Increased oxidative damage to the liver in anemic
animals is explained by the movement of mineral from this organ to erythroid tissue
to make up for the reduction in intestinal absorption of the mineral caused by the iron
deficient diet. The study shows one more of the adverse effects of severe iron
deficiency anemia.

Conclusions: oxidative damage in the liver is an adverse side effect of severe iron
deficiency anemia in rats.

Key words: anemia, oxidative effect, rat.

INTRODUCCION

La anemia de origen nutricional es el problema de salud publica mas extendido en el
mundo y segun Sant-Ryan, afecta a mas de 1 600 millones de personas; la mayoria
embarazadas y los nifios pequefios.! La deficiencia de hierro (Fe) es considerada el
factor de mayor influencia en la extension de la prevalencia de la anemia.? La
prevalencia de anemia de los nifios entre 0 y 5 afos de edad en las provincias
orientales de Cuba es del 26 %, aunque predominan los casos de anemia leve o
moderada.3
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El proceso fisioldgico que conlleva a la anemia de origen nutricional por deficiencia de
Fe se inicia a nivel del intestino proximal o duodeno, cuando se produce un
desbalance entre la cantidad de Fe requerido para suplir las necesidades fisioldgicas
del mineral y el absorbido. Esta situacion conlleva a que disminuya el aporte de Fe
proveniente de la dieta, a la sintesis de los precursores eritroides en la médula 6sea.
En una segunda etapa se produce un agotamiento de las reservas del mineral, las
cuales se localizan en lo fundamental en el higado; ocurre una disminucién de los
niveles de hemoglobina (Hb) en sangre por debajo de lo considerado fisiolégicamente
normal.4

Se conoce que durante la suplementacion con preparados de Fe para prevenir y tratar
la anemia, se estimula el movimiento de Fe en varios tejidos y 6rganos del
organismo. Este proceso incrementa el riesgo de generar dafio oxidativo por la
elevada reactividad del mineral.> Sin embargo, los organismos vivos se protegen del
dafo oxidativo intervenido por Fe mediante varios mecanismos, como es; la
participacidon de proteinas secuestradoras de Fe, aumentando la absorcidn intestinal o
por la accion combinada de los mecanismos enzimaticos enddgenos. Cuando se
produce un desbalance entre la formacion y la neutralizacidn de prooxidantes, como
resultado de un incremento en la generacién de especies reactivas del 02 (EROs), una
disminucién de los sistemas de proteccion antioxidante o un fallo en la reparacion del
dafio oxidativo, se presenta el estrés oxidativo.®

Por otra parte, se conoce que la propia condicién anémica puede generar dafo
oxidativo, aunque los resultados obtenidos han sido controversiales. Algunos autores
han reportado que durante la condicién de anemia por deficiencia de Fe se incrementa
la susceptibilidad de las células al dafio oxidativo,”® mientras que otros refieren no
haber encontrado diferencias entre los individuos sanos y los anémicos.® En el modelo
de ratas anémicas se ha obtenido que la anemia no afecté la actividad de los sistemas
antioxidantes endogenos en la fraccidon citoplasmatica de células de eritrocitos y del
higado.? Sin embargo, la medicion de la actividad de los sistemas antioxidantes
enddgenos no es suficiente para corroborar el efecto oxidativo de la anemia. El
objetivo de este trabajo es evaluar el efecto oxidativo que ocasiona la condicion de
anemia ferropénica severa en las proteinas y los lipidos de 6rganos que juegan un
papel importante durante el proceso fisioldgico, que origina la anemia, como es el
intestino proximal y el higado.

METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos recién destetadas (n=14) de 40 a 45 g que fueron
suministradas por CENPALAB, Habana, Cuba. El protocolo del experimento fue
aprobado por el Comité Institucional de Etica para el Cuidado y uso de los Animales
de Laboratorio (CIECUAL) del BIOCEN.

Disefio experimental

Se prepard una dieta purificada de caseina como Unica fuente de proteinas, se tomo
de referencia la dieta AIN-93G.!! De esta dieta se prepard una variante que fue
suplementada con 35 mg/kg de Fe en forma de fumarato ferroso (dieta control) y otra
gue no recibidé suplementacidn con Fe (dieta deficiente).
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En ambas dietas se determiné el contenido de Fe por espectroscopia de absorcidn
atémica a partir de muestras de 1 g por triplicado previamente secas que fueron
mineralizadas por el método himedo. Para ello se realizd la digestion con HNOs al 65
% a una temperatura de 50 a 60 °C hasta la aparicion de vapores de NO>. En
conclusion, se elevd la temperatura entre 70 y 80 °C y se le adiciond una mezcla de
HCLO4/HNOs en una relacién de volumen de 1:4 hasta que se obtuvo una solucién
blanquecina y trasltcida que se dejo enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente de
25 + 2 °C, la cual en lo posterior se filtrd. Al filtrado resultante se le adicioné agua
destilada hasta completar un volumen de 25 mL. (tabla 1).

Tabla 1. Composicién de las dietas experimentales

Componentes (g/kg) Dieta control Dieta deficiente
en Fe

Caseina 200 200
Almiddén de Maiz 530 530
Sacarosa 123 123
Suplemento vitaminico” 10 10
Suplemento mineral* 35 35
Aceite de soya 50 50
Cistina 2 2

Celulosa 50 50
Fumarato ferroso (mg/kg) 35 -

“* Ambos suplementos se prepararon segin la dieta AIN-93G."

En el caso del suplemento mineral para la dieta control, se suplementé con fumarato
ferroso de manera que la concentracién de Fe fue de 1000 mg/kg. Mientras que el
suplemento mineral de la dieta deficiente no recibié suplementacion con Fe.

Los animales se alojaron en cajas de polipropileno con piso de rejillas de acero
inoxidable en condiciones ambientales controladas de temperatura de 22 £ 2 °Cy
humedad de 55 + 5 %, asi como ciclos alternantes de luz/oscuridad de 12 h. Se midid
el peso corporal inicial y se tomaron muestras de sangre del plexo retrorbital, en los
animales previos anestesiados con pentobarbital soédico via intraperitoneal (i.p) a

0,5 mg/g de peso. Se determind la concentracion de hemoglobina (Hb) en sangre por
el método de Drabkin.'?

Se conformaron dos grupos de siete animales cada uno, que fueron distribuidos
aleatoriamente de manera que no existieron diferencias significativas (p > 0,05) entre
la concentracién de Hb promedio entre ambos. Uno de los grupos fue tratado con la
dieta control (control sin anemia) y el otro con la dieta deficiente en Fe para inducir la
anemia ferropénica severa (anémico), acorde al método previo desarrollado por
Garcia.!3 El periodo experimental (PE) se extendio por 45 dias y los animales
recibieron agua destilada acidulada con HCI al 37 % a pH 2 y alimento ad libitum. Se
utilizé como punto de corte de la anemia, que la concentracién de Hb disminuyera
como minimo en un 30 % de la concentracion de Hb, promedio inicial del grupo que
recibié la dieta deficiente en Fe.

47
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2015; 34(1):44-53

Recoleccion y procesamiento de las muestras biolégicas

Al finalizar el PE los animales fueron anestesiados con pentobarbital sdédico y se les
extrajo sangre por el plexo retrorbital para cuantificar la concentracion de Hb'?y al
final fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se extrajo el higado, se lavd con
solucion salina (NaCl 0,9 g por 100 mL), a una temperatura de 2 a 8 °C para eliminar
los restos de sangre y se conservé en un bafio de hielo. También, se extrajeron unos
10 cm de intestino proximal, el cual se enjuagd con solucién salina para eliminar los
restos de alimentos. A continuacién, se procedid a raspar con cuidado la mucosa del
fragmento de intestino proximal disecado, la cual se conservé en un barfio de hielo.

Se tomo el I6bulo mayor del higado y se corté en fragmentos mas pequefios con una
tijera de acero inoxidable. Se le adicioné en una proporcién 1:10 (m/v) un tampdn a
pH 7,6 que contenia: sacarosa 0,32 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM y albumina de suero
bovino (BSA) al 0,4 %. A la postre, se obtuvieron los homogenados con un disrruptor
de tejidos con pistdn de acero inoxidable. En el caso de raspar la mucosa intestinal se
le adicioné al tejido el mismo tampon pero sin BSA, y en una proporcién 1:5. Durante
todo el proceso las muestras fueron conservadas en un bafio de hielo. Los
homogenados de tejidos fueron centrifugados a 3 000 g a 4 °C y el sobrenadante de
la centrifugacidon se conservéd en alicuotas de 1 mL a-80 °C.!*

En el resto del higado se determiné el peso seco por el método gravimétrico. La
fraccion de tejido seca fue digerida con una solucién de HCl a 2M e incubacién a 80 °C
por 90 min. Después, se precipitaron las proteinas con acido tricloacético al 4 % y en
el sobrenadante resultante, se midié el contenido de Fe a partir de la reaccién
colorimétrica entre la 1,10 fenantrolina y el Fe*? que fue reducido por la accion del
cloruro de hidroxilamonio. En ultimo lugar se leyd la absorbancia (ABS) a 510 nm en
un espectrofotometro uv/visible, y se calculé el contenido de Fe por g de peso seco de
higado.!>

En las fracciones de ambos tejidos procesados se midid la concentracion total de
proteinas por el método de Lowry modificado para tejidos bioldgicos.*® El efecto
oxidativo sobre los lipidos se analizo a partir de las Especies Reactivas al Acido
Tiobarbiturico (ERATB).” La concentracion de ERATB se calculd a partir del coeficiente
de extincién molar (§) del malondialdehido (1,56 M-t.cmt.mL1) y el resultado se
expresd como nanomoles por miligramos de proteinas. También se midié el dafio
oxidativo a las proteinas por el método de Resnick y Parker!® a partir de la deteccion
espectrofotométrica de la reaccion de la 2,4 dinitrofenilhidracina con los grupos
carbonilos que forman la hidracina, cuya ABS maxima se ley6 a 360 nm. La
concentracion de carbonilos se determind a partir del € de la hidracina (22 000 nM
cmimL ).

Analisis estadistico

Se utilizé el software SPSS versién 19.0, 2010. Se analizd el comportamiento de las
variables entre dos grupos por una prueba de t de Student”s. En todos los casos se
utilizé un nivel de significacion de p < 0,05.
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RESULTADOS

La dieta control tuvo un contenido de Fe de 42 mg/kg, mientras que en la dieta
deficiente fue de 18 mg/kg. Al término del PE de 45 d todos los animales cumplieron
con el criterio de aceptacioén de la anemia ya que la concentracion de Hb final
promedio del grupo tratado con la dieta deficiente en Fe fue < 63,78 g.L! que
correspondia al 70 % de la concentracion de Hb inicial promedio del grupo (tabla 2).
El efecto de la anemia se evidencié también en el peso corporal y en la concentracién
de Fe en higado ya al finalizar el PE ambos indicadores disminuyeron en el grupo
anémico (p < 0,001).

Tabla 2. Concentracién de Hb y el peso corporal en ratas Wistar machos recién destetadas

que fueron tratadas durante 45 dias con una dieta control o deficiente en Fe

Parametros Control sin Anémico
anemia (n=7) (n=7)
Conc. Hb {g.L!) inicio 91,26 £ 2,59° 91,11 £ 2,26
Conc. Hb (g.L'!) 45 d 142,71 2,43 30,08 £ 2,12°
Peso corporal (g) inicio 44,43 £ 2,34° 43,99 + 2,60°
Peso corporal (g) 45 d 249,67 £ 2,66% 176,17 + 2,48"
Fe en higado 278,89 + 62,53 190,80 + 60,71

(Hg/g peso seco)
%* Diferencias significativas entre grupos para cada

parametro segin la prueba de t de student s (p < 0,05).

Para evaluar el efecto oxidativo que podia producir la condicion anémica se evalud el
raspado de mucosa intestinal, donde se obtuvo que el dafio a las proteinas y a los
lipidos fue menor en el grupo anémico que en el grupo control sin anemia (p <0,001
para los lipidos y p < 0,05 para las proteinas) (figura). En el higado ocurrié lo
contrario, el dafio oxidativo a las proteinas y los lipidos fue mayor en el grupo
anémico que en el grupo control sin anemia (p < 0,001).
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Fig. Efecto oxidativo de la anemia en las proteinas vy los lipidos de la mucosa
intestinal v el higado. ERATE (nM MDA.mg™?! proteinas).

DISCUSION

Para la prevencion y el tratamiento de la anemia por deficiencia de Fe se utilizan
abundante preparados de Fe idnico, los cuales se presentan en lo fundamental como
sulfato ferroso o como fumarato ferroso y ocasionan reacciones adversas
gastrointestinales en mas del 30 % de las personas que los utilizan.!® Por otra parte,
para que el Fe en forma idnica pueda ser absorbido a nivel intestinal, debe estar
presente Unico como ion Fe*?, lo cual es mediado por el transportador intestinal de
metales divalentes (DMT1).# Sin embargo, la presencia del ion Fe *2 a nivel intestinal
puede conducir a que participe como catalizador en la reaccién de Fenton, la cual
origina el radical libre hidroxilo (OH™) que es muy reactivo y puede dafar tanto a los
lipidos, las proteinas o el ADN.2°

El resultado obtenido de que en el grupo anémico fue menor el efecto oxidativo sobre
las proteinas y los lipidos, con respecto al grupo control que recibié la dieta con
contenido normal en Fe (ver figura), se puede explicar por la presencia de Fe en
forma de fumarato ferroso con lo que se suplementé esta dieta, del cual puede
haberse destinado una parte a generar el radical OHy a dafar las proteinas y los
lipidos a nivel de ese tejido. Ese resultado lo avala el hecho de que en el modelo
experimental de anemia, se ha obtenido que con dietas purificadas de caseina, que
son suplementadas con la misma cantidad de Fe, al que se utilizé en este trabajo

(35 mg/kg) pero en forma de sulfato ferroso, a partir de los 14 dias de tratamiento se
ha logrado una recuperacion adecuada de la condicién anémica.!3 Estos resultados
permiten suponer que al utilizar la misma dosis del mineral en el caso del animal
sano, queda disponible una parte que no es utilizada en cubrir los requerimientos
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nutricionales, para participar en reacciones oxidativas. Este elemento constituye una
limitacion del modelo animal de ratas con anemia, que difiere de lo que tiene lugar en
el humano donde esta establecido una diferencia entre los requerimientos fisioldgicos
del mineral y la dosis terapéutica necesaria para la recuperacion de la condicion
anémica, es en esta Ultima una dosis de Fe mayor.!3

Es conocido que el higado es el principal drgano de reserva de Fe en los organismos,?!
por lo tanto, durante el desarrollo de la condicién anémica, mientras se suplementdé a
los animales con la dieta deficiente en Fe en este tejido, se produce una movilizacién
importante de mineral para contrarrestar el aporte insuficiente en la dieta, que
conllevé a una disminucion de la absorcidn intestinal. En este 6rgano el Fe es
almacenado en su forma oxidada (Fe*3) como ferritina o hemosiderina, pero cuando
es necesario su movilizacién para ser transportado por la transferrina plasmatica
hasta los tejidos eritroides para participar en la sintesis de eritrocitos el mineral se
presenta como Fe*? a nivel del citoplasma celular. De este modo se supone que una
parte del Fe*? pueda participar en la reaccion oxidativa que genera el radical OH™ y
eso explique que en el grupo anémico el dafio oxidativo a las proteinas y a los lipidos
fue mayor a nivel de ese 6rgano (ver figura). Por otra parte, esta hipotesis de la
movilizacion mayor de las reservas de Fe a nivel del higado durante el desarrollo de la
anemia esta avalada porque en este grupo fue menor el contenido de Fe hepatico
(tabla 2).

Este trabajo demostré que durante el proceso fisioldgico que conlleva a la anemia
ferropénica severa, debido a la movilizacién de las reservas de Fe que se produce en
el higado se genera un dafio oxidativo a las biomoléculas como las proteinas y los
lipidos que conforman el tejido hepatico, mediado por la estimulacion de la produccion
del radical OH- a partir de presentarse mayor disponibilidad del ion Fe*2. La utilidad
de estos resultados, obtenidos en el modelo experimental de anemia ferropénica
severa en ratas, con respecto a la salud humana es que muestra otro de los efectos
adversos que puede generar la anemia, y este hallazgo refuerza la necesidad de
combatir y prevenir la prevalencia del trastorno nutricional que en la actualidad se
extiende de manera creciente tanto en paises desarrollados como subdesarrollados.!2
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