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RESUMEN

El higado es el principal 6rgano de almacén de hierro en el organismo y juega un papel crucial en la
homeostasis de dicho mineral. Los niveles de hierro en se consideran un fiel reflejo del estatus de
hierro en el organismo, hecho que nos indujo a determinar la relacion hepatosomatica y el contenido
de hierro en higado durante la instauracion de la anemia ferropénica nutricional inducida
experimentalmente en ratas en crecimiento. Los depositos de hierro estaban profundamente
deplecionados, el peso corporal y el peso hepatico fue menor en animales anémicos. Como
consecuencia, la relacion hepatosomatica se incrementd en animales ferrodeficientes. Durante la
ferrodeficiencia, varios factores reguladores de la hepcidina se alteran, aumenta la demanda
eritropoyética por disminucion de los parametros hematologicos, hay un menor aporte de oxigeno a
los tejidos y se deplecionan los depositos corporales, alterandose el metabolismo de hierro, hechos que
conducen a una disminucion de dicha hormona, lo cual se traducira en una menor interaccion con la
ferroportina 1, evitando su internalizacion y degradacion, de manera que aumenta el flujo de salida de
hierro ferroso desde los hepatocitos y consecuentemente se reduce su deposito. Por otra parte, la
ferrodeficiencia afectd el peso corporal, hecho que se puede atribuir a los menores niveles de
hormonas tiroideas encontrados en esta patologia. Puesto que hay una clara reduccion de la
hemoglobina y recuento de hematies, el suministro de oxigeno a las células se limita
considerablemente e incide negativamente en la sintesis de ATP e incremento de peso.

PALABRAS CLAVE: Relacion hepatosomatica. Hierro hepatico. Anemia ferropénica nutricional.

ABSTRACT

Liver is main storage organ of iron in the organism and plays a crucial role in the homeostasis of this
mineral. The levels of iron are considered a routine index of the iron status in the body, fact that
encouraged us to asses the hepatosomatic index and the iron content in liver, during iron-deficiency
anaemia in growing rats. In rats with iron-deficiency anaemia, iron deposits were deeply depleted,
body weight and hepatic weight were lower, moreover the hepatic iron deposits were lower in anaemic
rats. During the iron-deficiency, several regulatory factors of the hepcidin are impaired (the
erythropoietic demand increase due to the decrease of the haematological parameters, there is a minor
supply of oxygen to the tissues and the body stores are depleted, being the iron metabolism altered),
facts that leads to a decrease of the above mentioned hormone, which will be translated in a minor
interaction with the ferroportinl, avoiding its internalization and degradation, therefore increases the
outflow of ferrous iron from the hepatocytes and consistently its storage diminishes in the above
mentioned organ. On the other hand, the iron-deficiency impaired the body weight, fact that can be
related with the lower levels of thyroid hormones found in this pathology. Moreover, since in iron-
deficiency situation the haemoglobin and red blood cells count diminish drastically, the supply of
oxygen to the cells limits itself considerably, which affects in a negative way to the ATP synthesis and
increase of weight.

KEYWORDS: Hepatosomatic index. Liver iron. Nutritional ferropenic anaemia.

Fecha de recepcion (Date received): 15-04-2010
Fecha de aceptacion (Date accepted): 10-06-2010
Ars Pharm 2010; 51 .Suplemento 3: 501-508.



Diaz-Castro J. et al. Relacion hepatosomatica y depdsito de hierro en higado durante... 502

INTRODUCCION

La anemia por deficiencia de hierro ha sido reconocida como uno de los mayores
problemas sanitarios que afecta a una elevada proporcion de la poblacion mundial a todas las
edades. Los grupos de poblacion mas afectados son las mujeres en edad fértil, especialmente
las embarazadas y los nifios, durante la etapa de crecimiento'. La anemia se produce cuando
las pérdidas de hierro o los requerimientos del mismo superan el aporte que proporciona la
dieta, con lo cual se agotan las reservas del organismo. Se trata de un proceso patolégico en
el cual, la concentraciéon de hemoglobina (Hb) en las células rojas es anormalmente baja. No
hay duda de que la deficiencia de Fe es la causa de la gran mayoria de anemias. La anemia
por deficiencia de Fe o anemia ferropénica nutricional se caracteriza por la reduccion o
ausencia de depdsitos de Fe, bajos niveles de Fe sérico y Hb, reduccion del hematocrito y
niveles de plaquetas incrementados’, bajo porcentaje de saturacion de transferrina,
disminucion de ferritina sérica y un dréastico incremento en la capacidad total de fijacion al Fe.

El higado es el principal 6rgano de almacén de Fe en el organismo, y no es
sorprendente la hepatotoxicidad como una consecuencia principal de la sobrecarga de Fe,
dado el papel crucial que juega este tejido en la homeostasis de dicho mineral. Los niveles de
Fe en higado pueden ser considerados por tanto un fiel reflejo del estatus de Fe en el
organismo™*, con lo cual resulta de gran interés conocer como se afecta el deposito de dicho
mineral en este 6rgano durante la instauracion de la ferrodeficiencia. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, el objetivo del presente estudio fue determinar la relacion hepatosomatica y
el contenido de Fe en higado en la instauracion de la anemia ferropénica nutricional en ratas
en crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se han empleado 20 ratas macho (Ratus novergicus, raza Wistar
albina), recién destetadas, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la
Universidad de Granada. Los protocolos de manejo, cuidado y sacrifico de animales
empleados fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Granada.

Tras el destete, las ratas fueron divididas en dos grupos experimentales. La
ferrodeficiencia fue inducida en uno de los grupos por la técnica desarrollada previamente por
nuestro grupo de investigacion®, las ratas son sometidas a un periodo de 40 dias, en los cuales
se les suministra dieta estandar AIN-93G®, pero con bajo contenido en Fe (5 mg Fe/kg dieta).
La dieta baja en Fe utilizada para inducir la anemia se obtuvo omitiendo el Fe del suplemento
mineral de la dieta. El grupo control recibi6 la misma dieta, pero con un contenido normal en
Fe (45 mg Fe/kg dieta)®.

Desde el comienzo del estudio, las ratas fueron alojadas en células individuales de
metabolismo. Estas c€lulas se encuentran situadas en una habitacion aireada y termorregulada
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(21 £ 2 °C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-oscuridad) y un 55 + 10% de
humedad. La dieta y el agua bidestilada estaba disponible ad libitum para todas las ratas. En
el dia 40, se sacrifican los animales siguiendo el Protocolo del Comité de Etica de la
Universidad de Granada. Se anestesia al animal con pentobarbital sédico (Sigma Diagnostics,
St Louis, MI, USA) a una dosis de 5 mg/100 g de peso por via intraperitoneal y tras
laparatomia media se extrae el higado, se lava con solucion salina (NaCl al 0,9%) y se
conserva congelado a -40 °C para evaluar posteriormente el contenido de Fe hepatico y
relacion hepatosomatica.

Dietas ensayadas

Las dietas estandar AIN 93-G (con contenido normal o bajo contenido en Fe) y los
suplementos minerales y vitaminicos son preparados de acuerdo a las recomendaciones del
Instituto Americano de Nutricion® pero con ligeras modificaciones en la fuente y nivel de
grasa: la grasa proviene de aceite de oliva en lugar de soja (debido a sus conocidos efectos
beneficiosos sobre la salud y por ser la mas comunmente consumida en nuestro pais) y la
proporcion de grasa es 10% en lugar del 7%. La fuente de Fe empleada fue citrato férrico. El
contenido en Fe por andlisis en las dietas ensayadas usadas fue: 44,71 mg/kg en la dieta para
los animales controles y 6,31 mg/kg en la dieta que recibieron las ratas anémicas.

Materia seca

Es determinada como la parte de sustancia que no desaparece al someter la muestra a
una temperatura de 105 + 2 °C, hasta alcanzar un peso constante. La materia seca se determina
en las distintas dietas ensayadas, y en el 6rgano objeto de estudio, el higado.

Materia grasa

El contenido graso de las dietas fue determinado tras hidrélisis hidroclorica por
extraccion con éter de petroleo’.

Contenido proteico

El contenido en nitrogeno de las dietas se determina por el método Kjeldahl usando un
factor de conversion de 6,258.

Mineralizacion por via himeda

Un gramo de muestra (higado y dietas) en sustancia seca se coloca en un vaso de
precipitado, se afladen 10-12 ml de 4cido nitrico concentrado (69%, v/v) y se tapa con un
vidrio de reloj. Se coloca en un bafio de arena SELECTA (Selecta, Barcelona, Espafia) a una
temperatura de 70-80 °C y se espera la aparicion de vapores rojizos/anaranjados de 6xido
nitrico. Se afiaden alicuotas de 2 ml de acido nitrico (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) a
la muestra, tantas veces como sea necesario hasta la aparicion de vapores blanquecinos. En
este momento se comienza a anadir 10 ml de mezcla nitrico/perclorico (4:1, v/v) (Merck
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KGaA, Darmstadt, Germany) en alicuotas de 2 ml cada vez, hasta completar la
mineralizacion. Una vez finalizado el proceso, se deja enfriar, se filtra en papel Whatman del
n°® 41, libre de cenizas (Whatman International Ltd., Maidstone, UK) y se enrasa hasta un
volumen final de 25 ml en un matraz aforado. Como resultado final, se obtiene una solucion
transparente que se emplea en la posterior determinacion de minerales.

Determinacion de hierro

Las concentraciones de Fe en el higado y en las dietas se determinan por
espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) (PERKIN ELMER 1100B, Norwalk, USA) a
partir de una muestra adecuada, previamente mineralizada por via hiumeda y diluida
convenientemente, comparandose frente a una serie de patrones de concentracién conocida.
Dada la importancia de una exacta determinacion de los distintos parametros estudiados se ha
llevado a cabo un control de calidad de estas determinaciones. Este control incluye el analisis
de un conjunto de patrones primarios y muestras problemas. Los estandar primarios son de
dos tipos: propios de cada determinacion y sueros controles liofilizados (BCR certified
reference material CRM 063R; Community Bureau of Reference, Brussels, Belgium). Los
valores derivados del analisis de este material de referencia son: Fe: 210 + 6 mg/kg (valor
certificado: 214 + 6 mg/kg).

Analisis estadistico

El test de la t de Student para muestras independientes se emple6 para determinar las
diferencias entre ambos grupos experimentales (controles y anémicas Las diferencias son
consideradas significativas a un nivel de P < 0,05. Todos los anélisis se han efectuado con el
paquete estadistico “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS, version 15.0, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferencias en el contenido de Fe hepatico (796,47+ 39,42 pg/g SS en controles
vs. 555,02 + 43,11 pug/g SS en anémicas; P< 0,001) (Figura 1) revelan que los depositos de
Fe se encuentran profundamente deplecionados y que se ha alcanzado una severa
ferrodeficiencia inducida por el consumo prolongado de una dieta restrictiva en Fe durante 40
dias.
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El peso corporal es menor en anémicas (298,4 + 7,8 g en controles vs. 270,2 £ 7,5 g en
anémicas; P< 0,001) (Figura 2), y el peso hepatico también descendid ligeramente (7.926 +
0,25 g en controles vs.7,598 + 0,33 g en anémicas). Como consecuencia, la relacion
hepatosomatica (relacion peso higado/peso corporal) es mayor en los animales
ferrodeficientes (2,60 + 0,06 % en controles vs.2,79 + 0,09 % en anémicas; P<0,01) (Figura3).

Peso corporal (g ) ‘
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|

Controles Anémicas
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‘Relacién hepatosomatica (%)

Controles Anémicas

El menor contenido de Fe en higado observado en situacion de anemia ferropénica se
atribuye a la disminucion de la hepcidina hepatica descrita en esta patologia’. La hepcidina es
un péptido hepatico, que resulta clave en el metabolismo del Fe. Hay varios factores que
regulan la sintesis de esta hormona peptidica. Entre los estimulos con mayor capacidad
reguladora de la hepcidina destacan la inflamacion, ciertas infecciones, demanda
eritropoyética, hipoxia y de manera especial el estatus de Fe corporal'’. Estudios de
deficiencia de Fe observada en ratones KO para el gen de la hepcidina, sugiere que este
péptido interviene regulando el almacenamiento del mineral (atenuando tanto la absorcion
intestinal de Fe como la liberacion del Fe de los macrofagos). Por otra parte, una baja
expresion de la hepcidina en situacion de sobrecarga de Fe, sugiere que la hepcidina es
también un factor en la sefial de la regulacion eritroide''. La expresiéon disminuida de la
hepcidina en respuesta a la hipoxia anémica, y su expresion aumentada en ratones y humanos
con inflamacion, sugiere que esta hormona peptidica también puede participar en la
mediacion de la hipoxia y en la cascada de reguladores inflamatorios'”. La hepcidina también
controla los niveles de Fe directamente actuando reciprocamente con la ferroportina 1
(FPNT1), conduciendo a la internalizacion y degradacion de FPN1 cuando niveles de Fe son
altos, por consiguiente bloqueando la liberacion del Fe en los sitios de almacén; hepatocitos,
enterocitos y macréfagos®.

Durante la ferrodeficiencia, varios factores reguladores de la hepcidina se ven
alterados (aumenta la demanda eritropoyética por disminucion de los parametros
hematologicos, hay un menor aporte de oxigeno a los tejidos y se deplecionan los depositos
corporales, alterdndose el metabolismo de Fe), hechos que conducen a una disminucion de
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dicha hormona, lo cual se traducird en una menor interaccion con la FPN1", evitando su
. . ., ., . . 2+
internalizacion y degradacion, de manera que aumenta el flujo de salida de Fe®" desde los
hepatocitos y consecuentemente se reduce su deposito en dicho 6rgano.

Por otra parte, el grado de ferrodeficiencia producido por la dieta restrictiva en Fe es lo
suficientemente severo como para afectar al peso corporal, lo cual coincide con los resultados
de otros autores'* y se puede atribuir a los menores niveles de hormonas tiroideas encontrados
en esta patologials. Por otra parte, puesto que en situacion de ferrodeficiencia la hemoglobina
y recuento de hematies se reducen drasticamente, el suministro de oxigeno a las células se
limita considerablemente, lo cual incide de manera negativa en la sintesis de ATP e
incremento de peso. Estos hallazgos coinciden con los descritos por Schneider y col.',
quienes aseguraban que en nifios de entre 12 y 36 meses, los bajos niveles de hemoglobina
perjudican significativamente la ganancia de peso, explicando por tanto la asociacion
encontrada en el presente estudio entre el menor peso y la ferrodeficiencia.

A la vista de los resultados, podemos afirmar que la severa ferrodeficiencia inducida
de manera experimental provoca una deplecion de los niveles hepaticos de Fe debido a la
disminucién de la hepcidina, junto con una ligera disminucion del tamaio del higado, hecho
que incide de manera negativa en la ganancia de peso de animales en crecimiento, ya que la
hipoxia inducida por la ferrodeficiencia limita la produccion de ATP.
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