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RESUMEN

Alteraciones importantes en el metabolismo del hierro, han sido provo-
cadas por la falta de proteinas durante la desnutriciédn proteica precoz en
la rata.

Desnutricion experimental en la rata, desde el nacimiento hasta el des-
tete y la entrega posterior de una dieta aproteica, provoca la aparicién de
ciertos signos similares a los observados en nifios que sufren de Kwashior-
kor: anemia hipocroma microcitica, bajos niveles de hierro circulante (no
hemoglobinico), bajos niveles de betaglobulina y hierro en médula &sea
y alta concentracién de hierro en higado. '

Durante la recuperacion de la rata depletada de proteinas desde muy
temprana edad, con dietas de adecuado valor proteico, estimula la salida
de hierro desde los depdsitos hacia el plasma y médula 6sea, normalizando-
se el hematocrito, sin embargo los niveles de hemoglobina permanecen sig-
nificativamente mas bajos que lo exhibido por animales controles.

Se destaca que la hemodilucion no es causa directa de la anemia.

Nuestros resultados muestran la remocién del hierro no heminico al-
macenado en el higado hacia la circulacion y médula ésea, durante el lap-
80 experimental de recuperacion. Ademas la sintesis de hemoglobina apa-
rece como importante en el grupo realimentado, cuando se expresa por
peso total aunque no se detecta cuando se expresa por 100 ml de sangre.

Pareciera que la disponibilidad de hierro en la rata en el periodo de re-
cuperacion, fuera insuficiente para alcanzar los niveles de hemoglobina de
las ratas controles, debido al rapido crecimiento del animal y a la simul-
tinea expansién de su volumen sanguineo.

1. Esta investigacién fue financiada con 1os fondos generales del Departamento de
Nutricién, Facultad de Medicina, Sede Santiago Norte de la Universidad de Chile.
Recibido: 19-9-1974.



262 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

INTRODUCCION

El metabolismo del hierro ha sido ampliamente estudiado
en el adulto normal, observandose variaciones importantes en
algunas condiciones fisiologicas y patolédgicas.

De los muchos criterios para diagnosticar anemia por de-
ficiencia de hierro, una de las mas frecuentemente usadas en
estudios de prevalencia, es la medida de la concentracién de
hemoglobina en la sangre (g/100 ml). Sin embargo, debemos
hacer notar que un nivel dado de hemoglobina no informa
acerca del contenido de hierro en todo el organismo, referido
especialmente a individuos con desnutricién proteico-calorica
precoz.

Recientemente hemos comunicado (1) sobre el contenido
de hierro hepatico y circulante (no hemoglobinico) en ratas
desnutridas precozmente y durante la recuperacién de la des-
nutriciéon con dietas experimentales del mismo valor proteico,
10NpCal %.

Las proteinas usadas en las dietas empleadas para el perio-
do de recuperacién fueron: harina de pescado, harina de se-
milla de girasol suplementada con lisina y treonina (2), ca-
seina y una mezcla de estas proteinas. Durante el periodo de re-
cuperacion (30 dias), todas las dietas estimularon la salida
del hierro acumulado en el higado durante la desnutricion,
pero los niveles de hemoglobina permanecieron significativa-
mente més bajos que las ratas controles de edad similar.

Nos parecio interesante seguir nuestros estudios para co-
nocer el destino seguido por el hierro hepatico durante la rea-
limentacion.

Pretendemos conocer: a) si el hierro acumulado en el hi-
gado es transportado hasta la médula, principal lugar de sin-
tesis de hemoglobina; b) si la cantidad de hierro que eventual-
mente llega a la médula durante la realimentacion es suficien-
te para satisfacer la velocidad de sintesis de hemoglobina; c)
si la anemia mantenida durante la realimentacioén es causa de
una hemodilucién.

MATERIAL Y METODOS

Provocamos desnutricion proteica precoz en ratas de nues-
tro stock, de acuerdo al método de Araya J. y cols. (3). A la
edad de 35 dias un grupo de ratas desnutridas se sacrificaron
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por decapitacion, y en ellas medimos hierro no hemoglobini-
¢o en plasma, higado y médula (4, 5), hemoglobina (6), hema-
tocrito (7), electroforesis de proteinas del suero (8) y volu-
men plasmatico total (9).

El resto de las ratas desnutridas se realiment6é durante 30
dias con dieta con caseina con IONDpCal% (*), la que conte-
nia 85 microgramos de hierro por gramo. Al final del periodo
experimental, las ratas fueron sacrificadas y en ellas se de-
terminaron los mismos indices bioquimicos que en las ratas
desnutridas. Los resultados obtenidos en ambos grupos, se
comparan con los observados en ratas normales de edad si-
milar.

Para medir volumen plasmaético en nuestras ratas tuvimos
que adaptar la técnica de Reeve a nuestro modelo experimen-
tal.

Existen muchos métodos para medir volumen sanguineo y
plasmatico. Todos ellos incluyen la introduccién lenta de sus-
tancias difusibles y no toxicas al torrente circulatorio.

Usamos para nuestras determinaciones Azul de Evans T
1824, porque este colorante se une firmemente a la seroalbu-
mina impidiendo el paso del colorante fuera de la circulacion.
Tomamos amplias precauciones para evitar hemolisis y medi-
mos el tiempo 6ptimo para asegurar una distribucién homogé-
nea del Azul de Evans en la circulacion, éste fue de 3 minutos.

Los animales fueron anestesiados con pentotal sbédico in-
traperitoneal, 35 miligramos por 100 gramos rata, con esta do-
sis logramos tranquilizar a los animales para facilitar la téc-
nica operacional.

(*) Caseina con IONDpCal%. Caseina purificada (1) se usé como fuente de
proteinas. La dieta fue preparada de acuerdo a la siguiente formula (en
gramos), caseina 325; maicena 175; grasa vegetal 100; aceite girasol 50;
vitaminas liposolubles (2) 20; vitaminas hidrosolubles (3) 30; mezcla
mineral (4) 50; almidéon papa 75; glucosa 125 y alfacel 50.

(1) Obtenida de Nutritional Corp. Cleveland Ohio.

(2) Vitaminas liposolubles: retinol 45.000 microgramos; Vit. D2 750 microgramos; de
alfa tocoferol 5000 miligramos y vitamina XK (II) 5 miligramos; homogenizado
con 100 g de maicena.

(3) Vitaminas hidrosolubles (en gramos): cloruro de colina 10; 4cido p aminoben-
zoico 5,0; inositol 1,0; acido nicotinico 0,5 pantotenato de Ca 0,25; riboflavina
0.25; tiamina HC1 0,2; piridoxina HCl 0,05; 4cido félico 0,05; biotina 0,01; vita-
mina BI2 0.0005 y maicena 300 g.

(4) Mezcla mineral (en gramos): CaCO3, 600; K2HPO4, 645; CaHPO4 2H20, 150; NacCl,
335; MgS04.7HZ0, 204; MnSO04, 10; Fe citrato, 20; ZnCl12, 1,5; CuS04.56H20, 1,0; KI,
0,2 CoC12, 0,05; KAXL(SO4)2, 0,1; Na2Se03, 0,01 y NaF, 0,2.



TABLA 3

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DEL SUERO EN RATAS DESNUTRIDAS DURANTE LA RE-
CUPERACION DE LA DESNUTRICION Y EN RATAS CONTROLES

LLIN

Grupo Seroalbumina GLOBULINAS (g/100ml)
(9/100 ml) <1 <2 g8 y
Desnutridas 2,14+0,16 0,56+0,10 *0,24+0,06 *0,51+0,06 0,42+ 0,04
4P
Caseina 4,20+0,13 0,66+0,04 *0,72+0,07 +%1 309,07 0,40+0,06
10NDp Cal%
an
Control 4,58£0,09 0,61+0,07 0,31+0,06 *#0,84 30,00 0,42+0,04
*p 47 0,01 *p < 0,001
**p < 0,001

{ ) = Nuamero.

NOIDIMXLAN Jd SONVOIMERIWVONIIYI SOAIHOHV



ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION 265

TABLA 4
HIERRC NO HEMOGLOBINICO EN PLASMA, HIGADO Y MEDULA OSEA, EN
RATAS DESNUTRIDAS, DURANTE LA REALIMENTACION CON CASEINA CON
10NDpCais% Y EN RATAS CONTROLES DE LA MISMA EDAD

HIERRC NO HEMOGLOBINICO
Grupo Hemoglobina Plasma Higado Médula osea
ug/100 mi ug/g tejido fresco liofilizada ug/g

Desnutridas 11.43+0,16 64+ 49 *325,1+23,9 *0,125+0,02

Casefna 11,61+0,17 88+12,9 105,1+19,8 0,137+0,04
7 (5) ) (18)

Controles 14,17+0,25 204+ 15,8 %120,6 + 24,6 %0,250 0,05
a7 - 14) 12) (6)

() Ndmero *p < 0,05 *p < 9,001

Se les inyect6 por puncién cardiaca 0,2 ml de una solucién
de Azul de Evans T 1824 (100 microgramos = N) disuelto en
suero fisioldgico el que contenia 50 mg del colorante por 100
ml. Después de 3 minutos de la inyeccion del colorante (tiem-
po adecuado para lograr distribucién homogénea en la circula-
cidn), las ratas fueron sacrificadas por decapitacion y la san-
gre se recibié en tubos heparinizados. Se determiné la canti-
dad de colorante en 1 ml de plasma (n) libre de hemolisis y
usando como blanco plasma de ratas no inyectadas, calculamos
el volumen de plasma total dividiendo N por n. Volumen plas-
matico total N/n.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 informa acerca del volumen plasmatico total,
hemoglobina y hematocrito en ratas controles. El volumen
plasmatico total estd expresado por Kg ®™ y por el Log natu-
ral del peso de la rata en gramos (e = 2.718281...). Al relacio-
nar los valores de plasma total encontrados experimentalmen-
te en ratas controles con el Log de su peso en gramos, encon-
tramos una correlacion en que r = 0.93.

En la Tabla 2 informamos de los mismos parametros de las
ratas controles, pero encontrados en ratas en recuperaciéon de
la desnutricién proteica precoz. Aqui observamos que la he-
moglobina y el volumen plasmatico total estin disminuidos,
no asi el hematocrito que alcanzé los niveles de las ratas con-
troles.

En la Figura 1 se han graficado los valores experimenta-
les del volumen de plasma total versus el Log del peso en gra-
mos, en ratas controles y durante la recuperacién de la des-
nutricién, se puede observar que el volumen plasmatico total
de las ratas en recuperacion es inferior al volumen plasmatico
total de ratas controles de peso similar, por lo tanto debemos
descartar la anemia por hemodilucién en el grupo realimen-
tado.

Ya que la hemodilucion no es causa inmediata de la anemia
en nuestro grupo, fijamos nuestra atencion en el transporte
y destino del hierro acumulado en el higado de las ratas des-
nutridas.

Se sabe que el hierro es transportado totalmente en el plas-
ma, unido especificamente a la transferrina (siderofilina),
que es una globulina y tiene una movilidad electroforética en
la beta 1 globulina (10). La ceruloplasmina, proteina respon-
sable del transporte del Cu, y que tiene una movilidad electro-
forética en la alfa 2 globulina es directamente responsable de
la oxidacién a Fe+++ en la transferrina (11).

La Tabla 3 da cuenta de la electroforesis del suero de ratas
desnutridas, durante la recuperacion con caseina con 10 NDp
Cal% y de ratas controles de edad similar. Se observa una
disminucién estadisticamente significativa de la fraccion be-
ta globulina durante la desnutricién (0,61 = 0,06 vs 0,84 =
0.06) p<0,02 si se compara con animales controles y una ele-
vacion importante durante la recuperaciéon (1.30 == 0,07 vs
0,64 == 0,06) p<0.01.



TABLA 1
VOLUMEN PLASMA TOTAL, HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA EN RATAS CONTROLES

VOLUMEN PLASMA
mi/Log peso

Peso * Log Peso
(9) ml/rata
48 3,87 3,63
50 3,91 2,83
63 4,14 2,86
71 4,26 4,95
72 4,27 4,44
85 4,44 3,86
99 4,59 3,17
100 4,60 476
152 5,02 4,76
158 5,06 4,98
160 5,07 5,26
215 5,37 5,71
241 5,48 6,34
250 5,52 6,10
333 5,70 5,77
375 5,92 7,01
394 5,97 7,27

mi/Kg 0,73

0,94
0,72
0,70
1,16
1,03
0,87
0,70
1,03
0,95
0,98
1,03
1,07
1,15
1,10
1,01
1,18
1,21

0,99 + 0,03

3330
2530
2150
3410
30490
2330
1690
2560
1890
1920
2010
1780
1800
1680
1290
1440
1440

2134 = 161

Hemoglobna
g/100 ml

15,30
12,31
12,41
14,75
15,30
14,86
13,98
14,31
12,32
14,75
15,30
13,98
14,72
14,42
13,98
14,07
15,02

14,17+0,25

Hematocrito

%

42
41
45
43
41
41
43
40
44
44
44
48
50
50
48
47
50

44,6 + 0,84

* Log = loge (base 2,71828...)



TABLA 2
VOLUMEN PLASMA TOTAL Y HEMATOCRITO Vv HEMOGLOBINA DURANTE LA RECUPERACION DE LA RATA
DESNUTRIDA CON CASEINA 10NDp CALY%

Peso * Log Peso VOLUMEN PLASMA Hemoglobina Aematocrito
(g) m!/rata mi/Log peso ml/Kg.),73
80 4,38 3,76 0,86 2540 11,38 40
82 4,40 5,54 v,33 29260 10,00 40
84 4,43 4,81 1,08 2930 10,69 40
85 2,44 4,38 0,98 2650 11,38 40
91 4,51 2,94 0,65 1650 12,07 44
91 4,51 3,66 0,51 2100 11,04 44
92 452 2,50 0,55 1430 12,50 44
a4 4,54 3,73 0,82 2100 11,73 50
85 4,55 , 3,66 1,20 1800 11,73 44
95 4,58 3,23 0,71 2040 11,38 44
98 4,58 3,81 0,83 1070 11,723 48
99 4,59 3,47 0,5 1890 11,73 42
120 4,78 4,67 0,98 2160 11,38 47
132 4,88 3.25 0,6¢ 1430 11,38 43
151 5,02 4,53 0,90 1810 11,73 47
131 5,08 4,78 0,94 1824 12,50 47
173 5,15 3,07 0,60 1100 13,11 43
0,81 + 0,03 1950 + 124 11,61+0,17 43,9+0,73
p<<0,001
vs control

* T.og == loge {base 2,71828..))
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Fig. 1
Volumen Plasmatico versus Log del peso (g) durante 1a recuperacién de la des-

hutricion y en ratas controles r == 0.93. Ratas controles (®), durante 'a
recuperacion (°).
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Estos resultados corroborarian la informacién sobre movi-
lizacién del hierro hepatico desde el lugar de depoésito hacia
la circulacién general durante la realimentacién con caseina
en nuestras ratas.

El hierro plasmético bajo condiciones normales refleja los
niveles de hierro para sintesis de hem. Una mirada de nues-
tros resultados en Tabla 4, nos muestran que para una sinte-
sis adecuada de hemoglobina en ratas controles entre 31 a 60
dias es necesario un nivel de 120 microgramos de hierro por
100 ml de plasma. En el grupo desnutrido este nivel sélo al-
canza a 64 microgramos de hierro por 100 m! de plasma (aun
cuando el animal dispone de gran cantidad de este nutriente
en su higado), indicando que el hierro que llega a la médula
O0sea durante la desnutricion seria insuficiente para sintesis
de hem. No descartamos la posibilidad de una disminucion de
la actividad de las enzimas reguladoras de la sintesis de hem
(delta amino levulinico sintatasa y citocromo oxidasa) ya que
estos animales estan recibiendo una dieta sin proteina, duran-
te la desnutricion experimental.

Al entregar al grupo desnutrido una dieta de alto valor pro-
teico, los niveles de hierro plasmatico se incrementaron, lo
mismo la cantidad de hierro no heminico en médula, Tabla 4.
Los niveles de beta globulina y alfa 2 globulina aumentaron por
sobre los niveles de ratas controles, Tabla 3, sin lugar a dudas
estamos ante el hecho de un estimulo en la salida del hierro y
posiblemente cobre para ser puestos a disposiciéon de los 6rga-
nos hematopoyéticos, pero esto no se ve reflejado en un au-
mento de los niveles de hemoglobina cuando se expresan por
100 ml de sangre. '

La rata en recuperacién se enfrenta a un répido crecimien-
to (43,92 g/dia) su velocidad metabdlica celular se ve aumen-
tada, reflejada en un alto consumo de O2, como ha sido obser-
vado por Asworth en ninos (12). De esta manera podria ex-
plicarse que estos animales agoten sus reservas de hierro, sien-
do aun insuficiente el hierro entregado en la dieta durante
la realimentacién. El hierro que ha llegado a la médula una
vez que aumenta el transporte en el periodo de la realimenta-
cion se hace insuficiente para los requerimientos, de alli que
no haya una respuesta significativa de los niveles de hemo-
globina.
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Los valores de hematocrito normalizados al término .de la
realimentacién, Tabla 2, estarian hablando de una eritropoye-
sis adecuada, no sucede lo mismo con la sintesis de hemoglo-
bina.

SUMMARY
iron Metabolism During Recovery From Malnutrition in the Rat

Relevant alterations in iron metabolism are caused by lack of protein
during early malnutrition in the rat.

Experimental malnutrition in rats from birth to weaning and afterwards
fed on a protein-free diet showed some signs similar to those of children
with Kwashiorkor, hipochromic and microcitic anaemia, low levels of cir-
culating (non heme) iron, low. levels of betaglobulins and bone marrow
iron, an'd'high concentration of iron in the liver. ]

During the recovery of the protein depleted rats with a casein diet with
10 NDpCa19%, liver iron stores decreased plasma non heme iron, bone
marrow iron and betaglobulin were increased, and the haematocrit (%)
reached normal values erythropoiesis was particularly stimulated. Never-
theless, haemoglobin level was still significatly lower than is control ani-
mals.

The possibility that increased plasma volume could have been the par-
tly to the effect of anaemia was discarded, when total plasma volume in
the experimental groups were determined.

Our results presents the removal of iron stored in the liver during mal-
nutrition towards general circulation and bone marrow during the recove-
ry period (30 days). The haemoglobin synthesis appears to be important
in the refed group, when expressed per total body weight althought it
was not detected when the values were expressed per 100 ml of blood.

Iron availability in the rat appears to be insufficient to reach haemo-
globin levels showed by control rat, because of fast increase of body weight
and simultaneous expansion of blood volume during the experimental
feeding up period.
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