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RESUMEN. Seestudi6 larelacién entre laProtoporfirina Eritrocitaria
(PE) y la concentracién de Hierro de la dieta de recuperacidn (Fe), en
un modelo experimental: ratas Wistar, recibieron al destete (To)
dieta libre de proteinas hasta perder 20% de su peso inicial; luego
fueron recuperadas, hasta los 45 (T45) dias de edad, con dietas
conteniendo: proteinas (caseina) 20%; Fe (citrato de Fe y amonio): 0,
75 6 100 ppm (grupos A 1, A2 y A3). Un grupo control (C) recibié
desde To dieta con proteinas (casefna) 20% y Fe 50 ppm. En sangre
entera se determiné: Hematocrito (Hto) (microhematocrito),
Hemoglobina (Hb) (cianometahemoglobina) y Protoporfirina
Eritrocitaria (PE) (Piomelli); en higado, Fe total (Feh)
(Espectrofotometria de Absorcién Atémica). La PE (ug/dL GR): a)
disminuy6 en C desde To (99+24) hasta T45 (36+£9) (p<0,01);b) en
A3 no hubo diferencia significativa respecto de C (45+7 vs. 36+9);
enA] y Ajaumentésignificativamente: 123+21y 93+29 (p<0,01);
c)correlacionéinversamente con Feh. La variacién de PE enrelacién
al Fe ingerido disminuyé al aumentar [Fe] (r=- 0,99), en funcién de
la cual se puede calcular que para PE = 0 la [Fe] deberd tener un
valor de 92 ppm Fe. Estos resultados evidencian la relacién de la PE
con los dep6sitos de Fe y su utilidad para predecir la concentracién
de Fe de la dieta durante la recuperacién nutricional .

Palabras clave: Hierro, protoporfirina eritrocitaria, recuperacion
nutricional, ratas.

INTRODUCCION

La deficiencia nutricional de Hierro (Fe) conduce a la
utilizacién progresiva de sus depésitos en el organismo,
afectando en distinto grado las funciones Fe-dependientes.
Cuando las reservas se agotan se manifiesta la anemia
microcitica hipocrémica (1), que se diagnostica habitualmen-
te mediante las determinaciones de Hematocrito (Hto) y de
Hemoglobina (Hb) en sangre entera (2). Sin embargo, estos
indicadores no informan acerca del estado de los depésitos de
Fe y s6lo evidencian su deficiencia cuando aquellos se han
agotado y ya se ha instalado la anemia ferropénica. Porello se
han propuesto como indicadores bioquimicos precoces la
Protoporfirina Eritrocitaria (PE) (3), la Ferritina Sérica (4) y
los Receptores Séricos para Transferrina (5). Entre ellos, laPE
es unindicador de ficil realizaci6n y bajo costo, que utiliza un
pequeiio volumen de sangre entera (3).
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SUMMARY. Erythrocyte Protoporphyrin during recovery from
undernutrition in rats. Interrelationships be,(ween Erythrocyte
Protoporphyrin (EP), dietary Iron/Proteinratio ({’e/Prot) and Fe liver
content (Feh) were studied during nutritional recovery in an experi-
mental model: weanling female Wistar rats (To) were depleted with
a protein-free diet (LP), losing 20% of their initial body weight. Then
they were recovered until 45 days of age (T45) with diets containing;
casein: 20 g/100g; Fe (ammonium Fe citrate) (ppm.): 0, 75 or 100
(groups A1, A2 and A3, respectively). Hematocrit, Hemoglobin
(Hb) (g/dL), Erythrocyte Protoporphyrin (EP) (ug/ dL. Red Blood
Cells) and Feh (ug) were determined at To, LP and T45. Results were
compared with control rats (C) fed with 20% of casein and Fe, 50
ppm. EP: a) decreased in C from To to T45(99+24 ;36+9; p <0.01);
b) increased in Ay and Ap at T4S (12321, 93+29, respectively,
p<0.01)while A 3did not show significantdifference (45+7) regarding
to C; ¢) correlated inversely with Feh. According to the inverse
correlation between EP and Fe/Prot (r = - 0,99), we found that 92
ppm was an adequate Fe amount to prevent EP increase. These results
confirm that during recovery from undernutrition EP depends on iron
liver content, being an adequate indicator of iron nutritional status;
therefore, EP would be useful as a predictor of the optimum Fe/Prot
ratio for nutritional recovery.

Key words: Iron, erythrocyte protoporphyrin, nutritional recovery.
rats .

La OMS reconoce que la desnutricién calérico-proteica
y la anemia por deficiencia de Hierro (Fe) son las dos
patologias de mayor prevalencia en la poblacién infantil
mundial, pudiendo estar asociadas en un mismo individuo (6).
Durante la recuperacién de la malnutricién infantil existe
elevada velocidad de gananciade peso (VGP), lo cual provoca
el incremento de las necesidades de Fe (7). Si éstas no son
cubiertas, el deterioro en el estado nutricional con respecto a
dicho nutriente se manifiesta mediante anemia ferropénica o
se agrava la preexistente.

Por otra parte, el comportamiento de la PE durante Ia
recuperacion nutricional infantil, no ha sido suficientemente
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aclarado. Estudios previos de nuestra Cétedra evidenciaron,
en la primera etapa de la recuperacion de nifios desnutridos
menores de 3 afios, aumento delaPE quedependi6 dela VGP
desarrollada. Si bien, al inicio del periodo de recuperacién, la
concentracién de PE se relacioné inversamente con los dep6-
sitos de Fe, medidos a través de la Ferritina Sérica, esta
relacién se perdié durante la evolucidn clinica de los casos (8).

Se ha demostrado que, mediante un modelo experimental
enratas, se ha podido predecir la respuesta en nifios desnutri-
dos, bajo condiciones de terapia de recuperacién nutricional,
en respuesta a diferentes dietas, variables en la relacién
Proteinas /Energfa (9).

Por dichos motivos, en el presente trabajo se estudi, en
unmodelo experimental en ratas en crecimiento, el comporta-
miento de la PE durante la recuperacién de la desnutricién y
su relaci6én con las necesidades de Fe.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron ratas blancas de la cepa Wistar
(hembras) (n=57) provenientes del bioterio Central de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA); al destete fueron
trasladadas al bioterio de la Cétedra de Nutricién donde se
realizaron las experiencias; se alojaron individualmente, en
jaulas galvanizadas con piso de malla, siendo las condiciones
ambientales las siguientes: temperatura (21£1°C), 70% de
humedad relativa y ciclos de luz-oscuridad de 12 hs., regula-
dos automdticamente. El peso corporal oscilé entre 38,0y 42,0
g;los animales se asignaron al azar a grupos experimentales de
6 animales por grupo, cuyo peso promedio difiriéen * 1g. El
agua destilada y las dietas experimentales fueron administra-
das “ad - libitum”.

Grupos experimentales: Se constituyeron tres grupos
experimentales: animales controles (C) (n=34) ; animales
deplecionados (LP) (n=23) y animales recuperados (n=17)
(Cuadro 1).

Animales controles: Un grupo de 6 animales fue sacrifi-
¢ado al destete (To); el resto (n=28) se aliment6 desde To con
unadietacon 20% de proteinas y 50 ppm de Fe sacrificindose
lotes de 5 - 6 animales a los 26, 33, 50, 65y 95 dias de edad
(10).

Animales deplecionados y animales recuperados: 23
animales recibieron, a partir del destete (To), una dietalibre de
proteinas hasta perder aproximadamente 207 del peso inicial
(10 dfas), al cabo de 10 cual se sacrific6 un lote de 6 animales
(LP); los 17 restantes fueron realimentados, en lotes de 5-6
animales, con la dieta experimental asignada, conteniendo
20% de protefnas y cantidades variables de Fe: 0, 75 6 100 ppm
(Grupos A1, A) y A3, respectivamente) sacrificdndolos alos
45 dfas de edad .

CUADRO 1
Constitucién de los grupos experimentales

RATAS WISTAR n =57
{hembras, destete) (To)

DLP
ANIMALES
CONTROLES
(n=34)
ANIMALES
DEPLECIONADOS
GRUPOC (n= 23)
GRUPO LP —
(n=6)
ANIMALES
RECUPERADOS
(n=17)
/ | N
A1 A2 A3

DLP: Dieta libre de protefnas

Dietas experimentales: La composicién de las dietas
experimentales figura en la Tabla 1. Se utiliz6 caseina, como
fuente proteica, conteniendo 85% de proteinas (N x 6,25), y
citrato de hierro y amonio como fuente de Fe. Los demas
nutrientes fueron agregados en cantidades adecuadas para
cubrir las necesidades de la rata en crecimiento (11). Las
materias primas empleadas parala elaboracién de las dietas no
eran totalmente libres de Fe; por este motivo, atin en la dieta
sin agregado de Fe su contenido fue 34 ppm.

TABLA 1
Composicidn de las dietas experimentales

DIETA

Componentes g/100g
P Ay Ay A3

Proteinas (Caseina) (N x 6.25) —_ 20 >
Lipidos (Aceite de maiz) 4,50 >
Vitaminas Liposolubles * 0,50
Vitaminas Hidrosolubles* 025
Colina «— 015 ___

Minerales* (excepto hierro) 5,00

Hierro (citrato de Fe y amonio)

(ppm) 50 0(34) 75(77) 100(95)
Dextrina** csp « 100,00 ____
Fe/Prot (ug/g Prot) — 158 3719 438

<

* Segtin Harper (11)

**Dextrina British gum 900 10/201/4 (Refinerfas de Maiz S.A.1.C
- Argentina)

( ) contenido final de Fe en la dieta
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Esquema experimental: Se registraron el peso corporal
y el consumo de dieta cada 3 dfas. La VGP se expresé en g AP/
dia/100g peso corporal promedio, calculdndolo como el au-
mento de peso registrado, durante el periodo de recuperacion,
en funcién del peso promedio de dicho perfodo experimental
dividido por el nimero de dias (n):

(Peso Final - Peso Inicial) 1
VGP (g/100 grata/dfa) = X
1/2 (Peso Inicial + Peso Final) n

x 100

Al finalizar las experiencias los animales se dejaron en
ayunas durante 3-4 hs. al cabode las cuales fueron sacrificados
por puncién cardiaca, previa anestesia, de acuerdo a las
normas éticas en vigencia. La sangre se recogi6 en tubos con
heparina; posteriormente se extrajeron los higados, que se
lavaron con agua desionizada, se pesaron y secaron en estufa
de 100°C por 48 hs., siendo guardados en desecador hasta su
andlisis.

En sangre entera se determing: Hematocrito (Hto) (%)
(técnica de microhematocrito); Hemoglobina (Hb) (g/dL)
(12) utilizando standard de Wiener lab; Protoporfirina
Eritrocitaria (PE), método fluorométrico de Piomelli (3).

Conociendoel valor del Hto, se calcul6 larelacién PE/Hto
expresandola como:

pg PE/AL GR*= [( plg PE/dL sangre)/Hto ] x 100

* GR = glébulo rojo

Determinacién del contenido de Fe: Se midi6 ¢
mineralizados realizados por duplicado, mediang
Espectrofotometria de Absorcién Atémica (EAA) (13). g
utiliz6 un espectrofotémetro Varian SPECTRAA - 20 .-
doble haz con correccién de fondo y ldmpara de catodo huecg,
Las muestras se leyeron a 248,3 nM con slit 0,2 e intensidag
de ldmpara 5 mA. Las dietas experimentales y los higados
fueron mineralizados por via- himeda con mezcla nitro:
perclérica (1:1) en un digestor Tecator (Tecator'Digestor_
Systems). -

Todo el material de vidrio empleado en las determinacio-
nes de Fe fue previamente lavado durante una noche en una
solucién de NO3H 20% y enjuagado cuatro veces con algua
destilada y.dos con agua desionizada.

En todos los casos se trabaj6 c)(a(
reactivos de pureza pro-andlisis.

agua desionizada y

Andlisis estadistico: Todos lo§ datos experimentales se
analizaron mediante andlisis de varianza de un criterio
(ANOVA 1) calculando la minima diferencia significativa
para un nivel p< 0.01 (14).

RESULTADOS
El peso corporal (g), la VGP (g /100 g rata/dia) y los

consumos diarios (X + SD) de dieta (g), proteinas (g) y Fe (mg)
de los grupos experimentales figuran en la Tabla 2.

TABLA 2
Peso corporal y consumo de dieta, proteinas y hierro de los grupos experimentales (X+SD)

Grupo Edad Peso VGP CONSUMO/DIA / RATA

Exp (dfas) Corporal (g) (g/100/d) Dieta (g) Proteinas (g) Fe (mg) ‘
A1 45 62,316,930 88430  6,740,98P  14440208¢  0,225+0,033C

A2 45 81,7+7,2b 8.0+1,8  8,8+0,42 1,7740,082Y  0,667+0,032:b

A3 45 79,511,548 98406  8,9+1.4b 1,94+0,310:¢  0,855+0,1360:C

Superindices iguales en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,01)

La evolucién de la concentracién de Hb (g/dL) se
representé en la Figura 1 y lade PE (ug/dL GR) en la Figura
2; en ambos casos se graficaron los resultados experimentales
comparativamente con los controles (grupo C) (10). Como
puede observarse, en Cla concentracién de Hb (g/dL) (X£SD)
seincrementd paulatinamente desde el destete (To)(10,6%1,3)
hasta los 95 dias de edad (17,340,8) (p< 0,01); durante el
mismo periodo, la PE disminuy6 significativamente desde
99+24 hasta 16+2 (p < 0,01), con un cambio de pendiente
a los 30 dfas de edad.

Los animales LP nomostraron diferenciaestadisticamente

significativa en los valores de Hb (g/dL) y PE (ug/dL GR)
con respecto a los controles de igual edad: LP vs. C: Hb (¢/
dL): 13,4%1,2 vs. 14,1+1,6; pg PE/dL GR: 39 +11 vs. 4410
(Figuras 1y 2).*

LaHb (g/dL) disminuy6en Al (11,410,5) a los 45 dias
de edad con respecto a los animales controles (14,6 £1,2) ¥
al grupo LP(13,4£1,2) (p<0,01).En A3, a los 45 dias de edad,
la concentracién de Hb fue menor respecto de los controles de
igua\l edad: 12,6£1,4 vs. 14,6%1,2 (p< 0,05); en cambio, la
concentracién de Hb de A3 alos 45 dias de edad no fue
estadisticamente diferente de los controles correspondientes
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(14,5£0,6 vs. 14,6x1,2) (Figura 1) .

Cuando se compararon los 3 grupos entre si a los 45 dfas
de edad, 1a concentracién de Hb del grupo A3 resulté mayor
(p<0,01) que lade A1 y A2 (Figura 1).

FIGURA 1
Evolucién de la Hb
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LaPE aumenté a los 45 dias de edad en A y A7 respecto
alos controles de la misma edad: pg/dL GR: 123+21 y 93+29
vs. 36+9 (p< 0,01). Asimismo, existieron diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos experimentales. A 1os 45 dias de
edad la concentracién de PE dcl grupo A3 no fue
estadisticamente diferente del control de igual edad: pg PE/
dL GR: 4547 vs. 36£9 (ns) (Figura 2).

En la Figura 3 se representaron los valores dé PE (ug/dL
GR) de los grupos experimentales en funcién del contenido
total de Fe en higado (Feh) (pg). Puede observarse que la PE
disminuy6 desde un valor promedio de 120 hasta 50 pg PE/
dL GR, amedida que Feh aument6 desde 83 hasta cerca de 400
Hg (p<0.01) (r = - 0,998).

FIGURA 2
Evolucion de 1a PE
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FIGURA 3
Correlacién entre PE y Fe en higado
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DISCUSION

Evolucién de la PE durante el periodo de recuperacién
nutricional en ratas: La protoporfirina es el precursor del
hemo y en el eritrocito maduro, en condiciones normales, se
encuentra en baja concentracion; su incremento puede deber-
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se a alteraciones enzimiticas o a deficiencia de Fe durante la
eritropoyesis. En el primer caso los valores elevados han sido
utilizados como una de las pruebas diagndsticas de la
intoxicacién por Pb (15). En la deficiencia de Fe este aumento
es de menor magnitud y, cuando los depésitos de Fe comien-
zan a deplecionarse, la PE aumenta. Por consiguiente, su
determinacién constituye un indicador sensible del aporte
insuficiente de Fe para la eritropoyesis, propuesto como uno
de los indicadores de la bateria bioquimica a utilizar en la
evaluacién de la deficiencia de Fe (3,16).

El comportamiento de la PE en funcién de la edad no ha
sido suficientemente estudiado en el hombre debido a la
escasez de datos poblacionales. En las encuestas nutricionales
realizadas en poblacién sana de EEUU (NAHNES IT) (17), se
observ6 una disminucién en funcién de la edad. De igual
modo, en ratas normales en crecimiento, la concentracién de
PE disminuy6 rdpidamente desde el destete, permaneciendo
luego relativamente estable desde los 35 hasta los 95 dfas de
edad (10) (Fig. 2). Esta disminucién de la PE en funcién de la
edad ha sido atribuida, en ambos casos, a los cambios en la
velocidad de eritropoyesis durante el crecimiento normal (10).
Ademds, es de destacar que los valores de PE (ug/dL GR)
obtenidos &n la rata son semejantes a los descritos en el
hombre; estos hallazgos evidencian que la rata constituye un
modelo experimental adecuado para intensificar el estudio de
la PE como indicador de estado nutricional con respecto al Fe.

En estudios previos se evidencié durante la recuperacién
de la malnutricién infantil un aumento de la concentracién de
PE dependiente de la VGP desarrollada (8). Por ello, se
postulé que cuando la relacién Proteinas/Energia de la dieta
de recuperacién es adecuada, se produciria una
desincronizacién entre la velocidad de crecimiento y la de
eritropoyesis (18), condicionada por un aporte insuficiente de
Fe en relaci6n a la concentracidn proteica de la dieta, siendo
lacausadel desarrollo de anemiaferropénicao del agravamiento
de la preexistente.

En nuestro modelo experimental, el deterioro en el estado
nutricional conrespecto al Fe enlos grupos A1y A2, alolargo
del periodo de recuperacion, estd de acuerdo con lo descrito
por Viart (19) durante el tratamiento de la desnutricién calé-
rico-proteica en nifios africanos. Este deterioro justifica el
aumento de la concentracién de PE, observado alos 45 dias de
edad, en nuestro modelo experimental en los grupos A y Ao
que coincidié con VGP cercanas a9 g/100 g rata/dia (Tabla2),
cifras muy superiores a las observadas durante el crecimiento
normal (4,0 - 6,5 g/100 g rata/dia) (9).

No obstante, en el grupo A3, no se observ el aumento
anémalo de 1a PE; por lo tanto, este hecho sugiere que en los
grupos A y A2 existi6 un aporte relativo de Fe insuficiente
para cubrir las demandas del aumento de la eritropoyesis,
como consecuencia de las elevadas VGP alcanzadas durante
el perfodo de recuperacién nutricional, mientras que en A3 el
aporte de Fe seria adecuado. Estos resultados serfan conse-
cuencia de la desincronizacién entre las tasas de crecimiento

y de eritropoyesis, debido a un aporte insuficiente de Fe ¢p
relacién a la concentracién proteica de la dieta.

Al expresar el contenido de Fe de las dietas en relacién 3]
de las proteinas, como relacién Fe/Proteinas (Fe/Prot) (ug/g
Prot ) (Tabla 1), se observé una relacién inversa con ¢
incremento de la PE. Por Io tanto, es evidetite que la dietacop
mayor relacién Fe/Prot (A3), permitié completar los dltimos
pasos de la eritropoyesis, haciendo posible durante el perfodg
de recuperacién nutricional una evolucién hematolégica nor-
mal. De tal manera, la evolucién de la PE al inicio del perfodo
derecuperacionenel grupo A3, se asemejaaladelos animales
normales evitando la aparicién de anemia durante la recupe-
racién nutricional (Figura 2).

Interrelacion entre Protoporfirina Efitrocitaria y de-
positos de Fe en higado: En la rata no es factible utilizar Ia
determinacién de Ferritina sériga como indicador de depésitos
de Fe, debido alacarencia de eqc\.lipos comerciales. Porello se
estudiaron las variaciones en la concentracién de PE en
funcién de los depdsitos de Fe en higado, lo cual mostré una
relacidn inversa, de modo similar a lo observado en larecupe-
racién de nifios desnutridos, entre la PE y 1la magnitud de los
depésitos de Fe, medidos a través de la Ferritina Sérica (8).En
este modelo experimental, la PE se elevé al inicio del periodo
de recuperacién nutricional en los grupos que recibieron
dietas con una relacién Fe/Prot inadecuada para satisfacer las
elevadas necesidades de Fe de la eritropoyesis, grupos A1y
A2 (pigura 2). La disminucién de la PE en funcién del
contenido de Fe en higado (Figura 3) justifica su utilizacién
como indicador de los dep6sitos de Fe.

Utilidad delaProtoporfirina Eritrocitaria para prede-
cir la 6ptima concentracién de Fe en la dieta de recupera-
cién: La variacion de la concentracién de PE enrelacién al Fe
ingerido (APE/mg Fe ing), entre el inicio de la administracién
de ladieta de recuperacidn y los 45 dias de edad de los grupos
experimentales A1, A2 y A3 mostr6 una correlaci6n inversa
con la concentracién de Fe de la dieta: APE/mg Fe ing = -
0,63[Fe] + 58 (r=-0,99). Esta ecuacién permite calcular que la
concentracién de Fe en la dieta para la cual el APE/mg Fe
ingerido es minimo corresponde a 92 ppm; esta concentracion
serfa la adecuada para evitar el aumento de la PE durante la
recuperacién nutricional cuando la dieta aporta 20% de
proteinas.

En funcién de los resultados expuestos, el comportamien-
to de la PE permitirfa predecir la 6ptima concentracién de Fe
en la dieta de recuperacién que evita el deterioro del estado
nutricional de este microelemento.

CONCLUSIONES

El modelo experimental utilizado corroboré que, durante
larecuperacién nutricional, tanto en el nifio como.en larataen
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crecimiento, la concentracién de PE aumenta debido a un
aporte insuficiente de Fe para cubrir las elevadas necesidades
de la eritropoyesis. Este incremento refleja las variaciones de
los dep6sitos de Fe en higado. El comportamiento de la PE
permitirfa predecir la 6ptima relacién Fe/Proteinas de la dieta,
que evite el desarrollo de anemia ferropénica durante el
perfodo de recuperacion. Los resultados obtenidos apoyan la
utilidad de 1a PE como indicador del estado nutricional con
respecto al Fe durante la recuperacién nutricional.
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