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DIETA DEFICIENTE EN HIERRO COMO MODELO EXPERIMENTAL
PARA INDUCIR ANEMIA EN RATONES BALB/C
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RESUMEN

Introduccidon: Con el objetivo de desarrollar un modelo experimental de anemia en ratones Balb/c mediante
una dieta deficiente en hierro, se realizé un estudio experimental y longitudinal con 16 ratones Balb/c machos
de cuatro semanas de edad, divididos en dos grupos: uno con dieta estandar y otro con dieta deficiente en
hierro (2,83 mg/Kg). Métodos: Se midieron hemoglobina y peso al inicio y a los 30 dias mediante
hemoglobinémetro EKF Diagnostic® y balanza digital Soehnle®. Se utilizé la prueba t de Student para el
analisis estadistico, con p<0,05 como nivel de significancia. Resultados: No hubo diferencias significativas

L; iniciales, peroalos 30 dias el grupo con dieta deficiente presenté una reduccién significativa de hemoglobina
E‘j (5,30+1,67 g/dLvs 15,65+0,96 g/dL; p<0,001) y peso (28,63+6,19 g vs 38,13+2,167 g; p<0,003). Conclusion: El
/M modelo experimental permitié inducir anemia en ratones Balb/c, proporcionando una herramienta
j reproducible para estudios preclinicos.
Z
E Palabras clave: Anemia; Deficiencia de hierro; Hierro; Hemoglobinas; Modelos animales. (Fuente: DeCS-
©) BIREME)

ABSTRACT

Introduction: In order to develop an experimental model of anemia in Balb/c mice using an iron-deficient
diet, an experimental and longitudinal study was conducted with 16 male Balb/c mice, four weeks old,
divided into two groups: one with a standard diet and the other with an iron-deficient diet (2.83 mg/Kg).
Methods: Hemoglobin levels and weight were measured at baseline and after 30 days using an EKF
Diagnostic® hemoglobinometer and a Soehnle® digital scale. The Student'’s t-test for independent samples
was used for statistical analysis, with p<0.05 as the significance level. Results: No significant differences were
found initially; however, after 30 days, the iron-deficient diet group showed a significant reduction in
hemoglobin (5.30+1.67 g/dL vs. 15.65+0.96 g/dL; p<0.001) and weight (28.63+6.19 g vs. 38.13+2.167 g;
p<0.003). Conclusion: The experimental model successfully induced anemia in Balb/c mice, providing a
reproducible tool for preclinical studies.
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INTRODUCCION

La deficiencia de hierro y la consiguiente anemia
constituyen un problema de salud publica de gran
magnitud, con impacto en todas las etapas de la vida,
especialmente en poblaciones vulnerables, y con
repercusiones significativas en paises en vias de
desarrollo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la prevalencia global de anemia es del 40 % en
ninos de 6 a 59 meses y del 37 % en mujeres
embarazadas. En Per(, la prevalencia de anemia en
ninos de 6 a 35 meses alcanza el 40,1 %". Estas cifras
evidencian la magnitud del problemay la necesidad de
investigaciones dirigidas a comprender sus causas,
consecuenciasy posiblesintervenciones.

El hierro es un micronutriente esencial para el
organismo, ya que participa en diversos procesos
bioldgicos, entre ellos, el transporte de oxigeno a través
de la hemoglobina, la sintesis y reparacién del ADN, la
funcién mitocondrial y la produccion de energia celular
) Su deficiencia puede provocar multiples
complicaciones, entre las que destacan disnea, cefalea,
fatiga, sindrome de piernas inquietas y disminucion del
rendimiento fisicoy mental®. Estas manifestaciones no
solo afectan la calidad de vida del individuo, sino que
también generan repercusiones sociales y econémicas
“. Dada la necesidad de profundizar en el estudio de las
consecuencias de la deficiencia de hierro, resulta
fundamental disponer de modelos experimentales que
faciliten la investigacion de los factores asociados con
esta condicion. Aunque existen estudios que describen
la induccion experimental de deficiencia de hierro en
animales, muchos de ellos no detallan con precision la
férmula dietética utilizada o recurren a procedimientos
complejos para lograr dicho objetivo “®. Estas
limitaciones evidencian la necesidad de desarrollar
protocolos accesibles y estandarizados para la
induccion deanemia en modelos preclinicos.

El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar un
modelo experimental de anemia en ratones Balb/c

mediante una dieta deficiente en hierro, con el fin de
disponer de modelos preclinicos adecuados para el

estudiode diversas variables asociadas alaanemia.

METODOS

Se llevé a cabo un estudio experimental y longitudinal
en el bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).
El estudio incluyé 16 ratones Balb/c machos de
aproximadamente cuatro semanas de edad, adquiridos
del Instituto Nacional de Salud en éptimas condiciones
sanitarias y con tamafos y pesos adecuados para su
edad. Los animales fueron aclimatados durante tres
dias con unadieta estandar pararatones antes del inicio
de la fase experimental. Posteriormente, se dividieron
aleatoriamente en dos grupos de ocho animales cada
uno: el grupo A, que continud con la dieta estandar, y el
grupo B, querecibié una dieta deficiente en hierro.

Para evaluar el desarrollo de la anemia experimental, se
utilizaron dos indicadores principales: el nivel de
hemoglobina y el peso corporal en ambos grupos de
animales. Estos parametros fueron registrados al inicio
del experimentoy alos 30 dias, siguiendo metodologias
descritas en estudios previos®. El nivel de hemoglobina
se determiné mediante un hemoglobinémetro EKF
Diagnostic®, basado en fotometria de absorcién éptica
mediante el método azida metahemoglobina. Para la
obtencién de la muestra de sangre, se realizé una
incision en la parte distal de la cola del ratéon con una
hoja de bisturi N°10, descartando la primera gota y
utilizando la segunda para su analisis"*'".

La anemia experimental se indujo mediante una dieta
deficiente en hierro, cuya composicion se basé en
estudios previos”?. La férmula consistié en 100 g de
mezclalactea, ala que se ahadieron 4 g de maicenay2g
de salvado de trigo en polvo. Esta dieta tuvo una
concentracion de hierrode 2,83 mg/Kg (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas de férmula lactea empleada.

Parametro Resultado

Sabor

Color

Consistencia

Proteina

Grasas totales

Cenizas

Acidez titulable expresada en %

de acido lactico

Ficha técnica de la mezcla lactea de la empresa Danilac® E.L.R.L

La dieta estdndar para ratéon se adquirié en la
Universidad Nacional Agraria La Molina y estuvo
compuesta por harina de maiz, torta de soya (48 %
proteina), harina integral extruida de soya,
subproductos de trigo, aceite de soya, carbonato de
calcio, fosfato dicalcico, cloruro de colina al 60 %,
cloruro de sodio, aminoacidos sintéticos, premezcla
vitaminico-mineral, antioxidantes y antifungicos?, con
una concentraciéon de hierro de 205,59 mg/Kg. El
andlisis de ambas dietas se realiz6 en un laboratorio

A leche

Blanco cremoso
Polvo

22,00%

24,00%
Max.7,00%

0,10-0,15

certificado, con los informes de ensayo N° DT-03581-01-
2023 yN°DT-03581-03-2023, respectivamente.

La hemoglobina se midié en muestras de sangre
obtenidas de la vena caudal de los ratones mediante el
procedimiento descrito en la Figura 1. Se realiz6 una
incisiéon en la parte distal de la cola con una hoja de
bisturi N°10 y se descarto la primera gota de sangre,
utilizando la segunda colectada en una microcubeta
parasuandlisis en elhemoglobinémetro*.

Figura 1. Procedimiento para la medicion de la hemoglobina.
A) Se procede con la sujecién y la asepsia de la cola utilizando una torunda de algodén
impregnada en alcohol medicinal al 70°.
B) Se realiza una incision en la parte distal de la cola utilizando una hoja bisturi N°10 y
un mango de bisturi N°03.
Q) Se aplica presién sobre la cola para obtener la primera gota, la cual se desecha.
D) Se obtiene la segunda gota, la cual se coloca en la cubeta del hemoglobinémetro.
E) Se introduce la cubeta en el equipo y se realiza la lectura.

(2)
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La evaluacion de la anemia a los 30 dias se realizd
considerando el tiempo propuesto en estudios previos
para la induccién de anemia, en particular los trabajos
de Amaro-Terrazos et al.y Gonzales-Carazas et al., cuyos
grupos experimentales incluyeron un grupo de hierro
deficiente (HD) y un grupo de hierro deficiente con
extracto de Erythroxylum coca (HD-EC),
respectivamente’® . El peso de los animales se registrd
en los mismos puntos temporales utilizando una
balanza digital Soehnle®.

Los datos se analizaron con el programa GraphPad
Prism, version 10.4.1. Se evalud la normalidad de los
datosy, en funcion de los resultados, se aplicé la prueba
tde Student para muestrasindependientes.

Se considero un nivel de significancia de 0,05. El estudio
se realizd6 cumpliendo las normativas éticas para la
investigacién con animales de experimentacién. Se
obtuvo la aprobacién del proyecto con el cédigo N°
A23012381-RR 006081-R-23/UNMSM vy el acta de
aprobacion ética de la Facultad de Medicina de la
UNMSM con el nimeroN°0155-2023.

RESULTADOS

En la evaluacion inicial no se hallé diferencia
significativa en ninguno de los 2 indicadores; sin
embargo, si hubo diferencia estadistica a los 30 dias al
comparar la hemoglobina y el peso entre el grupo A vs
B, como se observa en laTabla 2 tras aplicar la prueba t
de Student para muestrasindependientes.

Tabla 2. Comparacién de los niveles de hemoglobina y peso entre ratones Balb/c con
dieta estandar (A) y dieta deficiente en hierro (B).

Medicion basal

Indicador Grupo (Media + DE)
Hemoglobina (g/dL) A 13,61 £ 1,06
B 14,20 £ 0,66
Peso (g) A 11,61+ 1,39
B 12,32+2,82

Medicion a los Valor
30 dias (Media + DE) dep
0,442 15,65 + 0,96 <0,001*
530+ 1,67
0,659 38,13 +£2,167 <0,003*
28,63 +6,19

* Diferencia estadisticamente significativa. Valores de t: 1,56 (comparacién basal de hemoglobina), 15,21
(comparacion a los 30 dias de hemoglobina), 0,4504 (comparacién basal de peso),

4,099 (comparacion a los 30 dias de peso). DE: desviacion estandar.

La dieta convencional fue molida con el objetivo que
tenga la misma consistencia que la dieta deficiente en
hierro, la cual se presentaba en forma de polvo, como se
observa en la Figura 2. En dicha figura también se

aprecian las diferencias visibles de peso entre un animal
de cada grupo a los 30 dias. Visualizando un color mas
palido en las cubetas de las muestras del grupo
sometido adieta deficiente en hierro.

Figura 2. Diferencias macroscépicas entre un animal sometido a dieta normal vs dieta ferropénica.
A) Dietas aplicadas, la dieta marrén es la normal y la blanca la deficiente en hierro. B) Diferencias visibles
en el peso y tamafno entre un representante de cada grupo. C-E) Clara diferencias en la coloracion de las

muestras de sangre, siendo las mas palidas la correspondiente al animal bajo dieta deficiente en hierro.
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DISCUSION

En la evaluacion inicial no se encontraron diferencias
significativas en los niveles basales de peso y
hemoglobina entre los grupos experimentales. Sin
embargo, luego de 30 dias de administracion de la dieta
estandar y la dieta deficiente en hierro, se observaron
diferencias significativas en ambos parametros.
Ademads, se evidencié un marcado contraste en la
coloracion de la sangre obtenida entre los grupos, lo
que sugiere un efecto directo de la restriccion de hierro
en la eritropoyesis. Estos resultados confirman que el
modelo preclinico utilizado es efectivo para replicar
condiciones de anemia por deficiencia de hierro, lo que
permitird estudiar sus consecuencias moleculares y
fisioldgicas.

La administracién de la dieta deficiente en hierro
impacté significativamente los niveles de
hemoglobina, como se evidencié en la medicién a los
30 dias, donde los valores fueron de 15,65 g/dL en el
grupo Ay 5,30 g/dL en el grupo B. Esto sugiere que la
férmula dietética utilizada fue efectiva en la induccién
de anemia, lo cual se atribuye a su bajo contenido de
hierro (2,83 mg/Kg). Estudios previos en roedores han
reportado una reduccion significativa de hemoglobina
tras la administracion de dietas deficientes en hierro, en
concordancia con los hallazgos del presente estudio®”.
Esta disminucion se debe a que la restriccion de hierro
en la alimentacion altera la eritropoyesis, proceso

fundamental en la produccién de eritrocitos™.

En cuanto al peso corporal, se observé una diferencia
significativa entre los grupos experimentales tras 30
diasdeintervencion (38,13 genelgrupoAvs 28,63 gen
el grupo B). Se ha reportado que la deficiencia de hierro
en etapas tempranas puede afectar el crecimiento™'?,
lo que concuerda con nuestros hallazgos. Esta
alteracién podria estar relacionada con la reduccion de
la ingesta alimentaria, un fenédmeno observado en
estudios previos donde la anemia disminuye el apetito
y laactividad fisica, afectando el peso corporal. Ademas,
la deficiencia de hierro podria desregular la
concentracién de grelina, hormona clave en la
regulacion del metabolismo energético, lo que a su vez

impacta el crecimiento’®.

Un estudio preclinico que indujo anemia por
deficiencia de hierro y posteriormente reintrodujo este
micronutriente en la dieta mostré que los animales con
deficiencia de hierro pesaban menos que el grupo
control, y que esta diferencia persistié incluso después
de la reposicién del hierro . Estos hallazgos respaldan
la importancia del hierro como nutriente esencial para
el crecimiento y desarrollo temprano. Asimismo, la
anemia genera una condicién hipoxica en los
hepatocitos, lo que inhibe la acciéon del factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1) debido al
incremento de su proteina de unién (IGFBP-1)™. Dado
que IGF-1 es una hormona que interviene en el
crecimiento 6seo a nivel de las placas epifisiarias de los
huesos largos, su inhibicion puede afectar el desarrollo
normal ®. En el presente estudio, estos eventos
bioldégicos se reflejaron en las diferencias de tamano

entrelos grupos experimentales.

En relacién con la coloracién de la sangre, la
hemoglobina estd compuesta por una globina y un
grupo prostético hemo, el cual contiene hierro y
porfirina, otorgédndole su color rojo caracteristico®. En
este estudio, la deficiencia de hierro provocé una
evidente diferencia en la pigmentaciéon de la sangre
obtenida de los ratones, donde aquellos alimentados
con dieta estandar presentaron una coloracion mas
oscuraen comparacion con los alimentados con ladieta

deficiente en hierro.

Lasimplicancias de este estudio estan relacionadas con
laalta prevalencia de laanemia por deficiencia de hierro
a nivel mundial y sus repercusiones en el desarrollo
cognitivo, fisicoy metabdlico. Estos hallazgos resaltan la
importancia de continuar con investigaciones
preclinicas que permitan ampliar y profundizar el
conocimiento en esta area, con el objetivo de
desarrollar estrategias efectivas para la prevenciony el
tratamiento de esta condicion ?". Ademas, seria
relevante replicar este estudio en animales hembras
para evaluar posibles diferencias en la respuesta a la
deficiencia de hierro. Entre las fortalezas del estudio
destaca la implementacién de un método sencillo y
accesible para inducir anemia mediante una dieta

deficiente en hierro, elaborada coninsumos comerciales

(2)
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comerciales de facil adquisicién, lo que facilita su
replicaciéon. Asimismo, se utilizaron instrumentos y
equipos accesibles y de facil estandarizacion, lo que
garantiza la viabilidad del procedimiento. Sin embargo,
dentro de las limitaciones del estudio, se debe
considerar que la mezcla lactea empleada como base
de la dieta deficiente en hierro es producida por una
empresa peruana, lo que podria dificultar sureplicacion

enotros paises.

Ademas, lainclusion de un mayor nimero de animalesy
la realizacion de evaluaciones en diferentes puntos
temporales (15, 45 y 60 dias) habrian permitido una
vision mas completa del proceso de induccién de

anemia.
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financiacion. RDR: Curacion de datos, analisis formal,
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