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RESUMEN

La deficiencia de hierro (Fe) constituye un problema mundial de salud publica. EI método
de deplecion de la hemoglobina es ampliamente utilizado en la obtencién de biomodelos
animales para la evaluacion de la biodisponibilidad del Fe, con vistas al desarrollo de
nuevos antianémicos. En este trabajo se presentan los resultados del desarrollo de un
biomodelo de ratas anémicas mediante la administracion de caseina en 2 tipos diferentes
de formulaciones de dieta a 40 ratas machos Wistar recién destetadas. La mitad de los
animales se trat6 con una dieta que contenia 8% de proteinas durante 4 semanas (Grupo
1), mientras que la otra mitad recibié una formulacion con un 5% de contenido proteico
durante 2 semanas (Grupo 2). A cada animal se le midié la concentracién de
Hemoglobina (Hb) y el peso corporal a intervalos regulares: Grupo I: Cada 2 semanas;
Grupo 2: A partir de la segunda semana, en dias alternos. Se observo un incremento del
peso corporal del animal tratado mediante cualquiera de las 2 formulaciones, junto con
una reduccién de la Hb. ElI nimero de animales que desarrollaron anemia fue bajo en
ambos grupos. Las formulaciones de dieta de caseina evaluadas en este ensayo pueden ser
utilizadas en la obtencion de un biomodelo de ratas anémicas, pero se recomienda
continuar el desarrollo del modelo para mejorar la factibilidad econdémica. Garcia
Hernandez Y, Gonzalez Hernandez R, Céardenas Véazquez R, Carmona Castro A.
Desarrollo de un biomodelo de ratas anémicas mediante dos tipos de dieta de caseina.
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INTRODUCCION

La anemia por deficiencia de Fe afecta
aproximadamente a la tercera parte de la
poblacién mundial.! Aunque la intensidad de
la anemia en Cuba puede considerarse entre
ligera y moderada, la elevada frecuencia de
presentacion en el pais la ha convertido en
un importante problema de salud publica,
que puede influir negativamente en la
calidad de vida de los que la padecen, en
particular los grupos de riesgo como los
nifios pequefios y la mujer en edad fértil.2

Para responder a los trastornos causados
por la carencia del mineral de hierro en
Cuba, desde hace mas de 15 afios el
BIOCEN Centro Nacional de Biopreparados
(La Habana, Cuba) ha desarrollado una linea
de anti-anémicos empleando la sangre
bovina como fuente de Fe heminico, lo que
ha resultado en la obtencion del producto
Trofin® en la forma farmacéutica de
suspension oral, junto con NeoTrofin® y
NeoTrofinC®, éstos disponibles en tabletas.
Tales productos han sido altamente eficaces
en los diferentes grupos poblacionales
evaluados.’

Para la evaluacion de la eficacia
antianémica del producto, asi como de la
biodisponibilidad del Fe durante el
desarrollo de nuevos productos de ésta linea,
se hace necesario contar con un biomodelo
animal anémico. La rata ha sido el modelo
animal mas empleado en estudios
relacionados con el Fe, aln a pesar de las
diferencias que la separan del hombre.* Se
ha reportado previamente el desarrollo de un
modelo de anemia en ratas adultas Wistar
mediante la combinacion de una dieta
semipurificada y la flebotomia.” Sin
embargo, no se tienen referencias en Cuba
de la induccion de anemia en ratas recién
destetadas, que es el biomodelo mas
empleado en tales estudios.®™*.

El método de “deplecion-replecion de la
hemoglobina” consiste en disminuir los
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niveles de Hemoglobina (Hb) por debajo de
las cantidades fisiologicas propias de la
especie, mediante una alimentacion basada
en una dieta deficiente en Fe y proteinas.
Para que el biomodelo sea efectivo se acepta
que la disminucion sea del 30-50% de los
valores iniciales de Hb.? Esta primera etapa
se le denomina “fase de deplecion”. La
segunda parte del método, la “fase de
replecion”, consiste en elevar nuevamente
los niveles de Hb hasta valores fisiolégicos
mediante el suministro de diferentes fuentes
de Fe, ya sea en forma de preparados
farmacéuticos o como suplemento de la
dieta de caseina. El método de “deplecion-
replecion de la hemoglobina” ha sido
validado para la realizacion de estudios de
biodisponibilidad del Fe en un modelo
animal que emplea la rata recién destetada.™
Por consiguiente, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la influencia de diferentes
formulaciones de dietas purificadas, a partir
de caseina como Unica fuente de proteina,
junto con diferentes metodologias de
mantenimiento de los animales, en el
desarrollo de un biomodelo de ratas
anémicas, para seleccionar la mas efectiva
de ellas.

MATERIAL Y METODO

Reactivos y soluciones: Acetato de
amonio, Citrato de sodio, Oxido de selenio,
Molibdato de amonio, Sulfato de manganeso
(Merck®, Alemania); Cloruro de sodio,
Acido clorhidrico 37%, Hidroxido de sodio,
Fosfato de calcio dihidratado, Sulfato de
magnesio heptahidratado, Fosfato de potasio
monobasico, Yoduro de potasio, Glucosa
anhidra, Cloruro de zinc (Applichem®,
Alemania); Solucion patron de
Cianometahemoglobina: 57.2 mg/100 mL
(BDH®, Inglaterra); Solucion HEMOTEST
(HELFA Diagnostics®, Cuba); mezcla de
vitaminas, Caseina de alto contenido de
nitrégeno, Almidon de maiz y Alphacel (MP
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Biomedicals®, EEUUV), FORANE®
(Laboratorios PISA, México).

Elaboracion y caracterizacion de las
dietas: Se prepararon manualmente dos
formulaciones diferentes de dietas de
caseina, observando adecuadas condiciones
higiénico-sanitarias: Formulacion #1: 8.0%
de caseina; y Formulacion #2: 5.0%;
respectivamente. La Tabla 1 muestra la
composicion nutrimental de las
formulaciones desarrolladas. Las
formulaciones preparadas se almacenaron en
contenedores plasticos con tapa a una
temperatura de 8.0£2.0°C. A cada
formulacion se le determind el contenido
total de Fe mediante espectroscopia de
absorcion atémica (Analytik Jena®, Modelo
AAS Vario 6, Alemania).
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Universidad Autonoma de México (México
DF). El protocolo experimental ejecutado
fue aprobado por el Comité de Etica del
Bioterio de la Facultad de Ciencias de la
UNAM.

Se realizo el marcaje individual de las
ratas mediante la perforacion de las orejas.
Se midio el peso corporal de cada animal, y
se les extrajo sangre del plexo retro-orbital
para la determinacién de la concentracion de
Hb por el método de la Cianometa-
hemoglobina.® Los animales se alojaron en
las condiciones propias del bioterio, con
ciclos alternantes de luz-oscuridad de 12
horas. Durante el desarrollo  del
procedimiento  experimental se  les
suministro a los animales agua desionizada
y alimentos ad libitum.

Tabla 1 Composicidn de las formulaciones de dietas de caseina.

Ingredientes

Formulacion #1 Formulacion #2

g.Kg* g.Kg"

Caseina de alto contenido de nitrégeno (95% 84 53
de proteina)

Almidén de maiz 700 400
Glucosa anhidra - 300
Aceite de soya 84 82
Mezcla de minerales® 48 48
Mezcla de vitaminas® 20 20
Alphacel 22 22
Agua desionizada 42 75

! Carbonato de calcio: 292.9; Fosfato de calcio dihidratado: 4.3; Sulfato de cobre pentahidratado:
2.44; Sulfato de magnesio heptahidratado: 99.8; Fosfato de potasio monobasico: 343.1; Cloruro de
sodio: 250.6; Cloruro de zinc: 0.2; Oxido de selénio: 0.006; Yoduro de potasio: 0.005; Molibdato
de aménio: 0.025; Sulfato de manganeso: 1.21; Sacarosa: 5.414. Todas las cantidades en g.Kg™.

2 Acido p-aminobenzoico: 5.0; Acido ascorbico encapsulado al 97.5%: 45; Biotina 0.02;
Cianocobalamina: 1.35; Pantotenato de calcio: 3.0; Cloruro de colina: 75; Acido félico: 0.09;
Inositol: 5.0; Menadiona: 2.25; Niacina: 4.25; Hidrocloruro de piridoxina: 1.0; Riboflavina: 1.0;
Tiamina HCI: 2.0; Vitamina A acetato (500,000 p.g™): 1.8; Vitamina D (850,000 p.g™): 0.125;
Vitamina E acetato (250 p.g™): 22; Dextrosa: 821.12. Todas las cantidades en g.Kg™.

Animales y condiciones experimentales:
Se utilizaron 40 ratas machos Wistar recién
destetadas, con 21-25 dias de nacidas,
provenientes de la colonia del Bioterio de la
Facultad de Ciencias de la UNAM

Procedimiento experimental: A la mitad
de las ratas se les administré la formulacion
#1 (Grupo 1), mientras que la otra mitad
recibid la formulacion #2 (Grupo 2). Todos
los animales se alojaron en grupos de 3 en
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cajas de acero inoxidable con piso de rejilla.
Las ratas incluidas en el Grupo 1 se trataron
durante 4 semanas, mientras que en las del
Grupo 2 el protocolo experimental se
condujo durante 2 semanas solamente. En
los animales tratados con la formulacion #2
se realiz6 la flebotomia del plexo orbital
para  obtener muestras de  sangre
equivalentes al 10% del volumen sanguineo
del animal, en dias alternos, durante la
segunda semana de administracion de la
dieta de caseina. Por el contrario, en las ratas
del Grupo 1 la medicién del peso corporal y
la determinacion de Hb se realizaron cada 2
semanas de tratamiento.’® Para la extraccion
de sangre, los animales se anestesiaron en
atmosfera de FORANE®.
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utilizé el programa StatGraphics Centurion
version 15.0 (StatGraphics, Pensylvannia,
Estados Unidos) para el analisis estadistico.
Se emple6 un nivel del 5% para denotar las
diferencias observadas como significativas.

RESULTADOS

El contenido total de Fe en las
formulaciones desarrolladas fue como sigue:
Formulacién #1: 12.05+0.2 mg.Kg™; vy
Formulacién  #2: 9.54+1.00 mg.Kg™’;
respectivamente.

La Tabla 1 muestra el comportamiento
del peso del animal en respuesta a las
formulaciones dietéticas ensayadas. Se
comprobd aumento significativo del peso en

Tabla 1. Comportamiento del peso de las ratas machos Wistar recién destetadas tratadas con 2
formulaciones diferentes de una dieta de caseina durante 4 semanas (Formulacion #1), o 2 semanas
(Formulacién #2), en los tiempos experimentales, 0, 14 y 28 dias.

Dieta ensayada Peso, ¢

t=0 t = 14 dias t = 28 dias
Formulacion #1: 33.67 + 2.66 43.17 +4.92 58.33+8.33
Caseina: 8.0% A +9.50* A +24.66*
Formulacion #2: 37.56 £ 9.01 42.20+7.21 NR
Caseina: 5.0% A +4.64*

* Diferencias significativas respecto de t = 0, para p < 0.05.
Leyenda: NR: No realizado (en virtud del disefio experimental).

Se tom6 como criterio de obtencion de
un animal con anemia aquel cuya
concentracién de Hb fuera < 90 g.L™ Se
tomé como criterio de eficiencia de las
formulaciones evaluadas aquella que
permitiera inducir anemia en el 90-100% de
los animales en el menor tiempo posible.

Procesamiento de datos y analisis
estadistico-matematico de los resultados: El
significado de los cambios ocurridos en los
niveles de Hb y el peso corporal del animal
en cada muestreo realizado respecto de los
valores basales se evalu6 mediante un test
“t” de Student para muestras pareadas. Se

el animal tratado con wuna u otra
formulacion. Las diferencias observadas
entre los grupos respecto del peso basal
fueron juzgadas como propias del proceso
de asignacion del animal a uno u otro grupo
experimental, y se declararon como no
significativas (t =-1.22; p > 0.05).

La Figura 1 muestra la curva de ganancia
de peso del animal tratado con una u otra de
las  formulaciones desarrolladas. La
formulacion #1 resultd6 en una mayor
ganancia de peso del animal en t = 14. Sin
embargo, la ganancia de peso obtenida con
la formulacion #2 se juzgd como
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satisfactoria para los objetivos de la presente
investigacion.

Figura 1. Comportamiento del peso corporal de
ratas Wistar machos recién destetadas tratadas
con dos formulaciones diferentes de dietas de
caseina. (m) Formulacion #1. (¢) Formulacion #2.
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La Tabla 3 muestra el cambio en las
concentraciones de Hb observado en cada
grupo de tratamiento de acuerdo con la
formulacion de la dieta de caseina
administrada. Se observé una disminucion
significativa de la Hb en cada grupo, mas
pronunciada para tiempos mayores de
muestreo.

Finalmente, la Tabla 4 muestra la
eficiencia de las formulaciones de la dieta de
caseina empleadas en este ensayo. En el
caso de la formulacién #1, el 55.0% de los
animales desarrollaron anemia (definida
como Hb < 90 g.L™), mientras que la
frecuencia de anemia entre los tratados con
la formulacion #2 fue del 64.0%.

DISCUSION

El desarrollo farmacéutico actual exige
la utilizaciébn de modelos animales cuyo
comportamiento sea lo mas semejante
posible al del ser humano, y que, ademas,
sea de utilizacion factible, de facil manejo, y
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costo-eficiente. La utilizacion de los
modelos animales también tiene como
objetivo reducir al minimo la utilizacion de
seres humanos en ensayos terapéuticos, que
encarece el costo de los experimentos, y
presupone limitaciones desde el punto de
vista ético.'* En consecuencia, la rata es el
modelo mas utilizado en la actualidad en
estudios nutricionales.*

El contenido de proteinas y Fe en las dos
formulaciones de dietas de caseina
evaluadas en este estudio era inferior al
fijado por los requerimientos propios de la
especie, cuando el aporte de proteinas
deberia ser del 15.0%, mientras que el
suministro de Fe deberia alcanzar los 35 mg
del mineral por cada Kg de alimento.” Para
la preparacion de la formulacion #1 se
utilizaron las pautas publicadas previamente,
en las que las proteinas en forma de caseina
se incluyeron en la dieta del animal en una
proporcion de 8.0-9.0%, junto con un 70%
de almidon de maiz como fuente de
energia.*® Por su parte, la composicién
nutrimental de la formulacion #2 fue
modificada, a fin de disminuir el porcentaje
de caseina hasta un 5%, y sustituir un 30.0%
de la energia aportada como almidén de
maiz por la glucosa anhidra. La
combinacion de glucosa y almidon de maiz
como fuentes de energia fue posible después
de cambios en la composicion de la dieta
AIN 76A: una dieta purificada para ratas que
contiene 500 g de sacarosa, y 150 g de
almidéon de maiz por Kg del producto,
respectivamente. Estos nutrientes
representan el 65.0% del aporte energético
en esta formulacién.™ Las modificaciones
hechas en la composicion energética de la
formulacion #2 tuvieron como objetivo
disminuir el aporte en Fe debido al almiddn,
y contribuir a la palatabilidad de la dieta.

Las dietas de caseina reportadas en
ensayos previos tenian un contenido de Fe
de entre 14-16 mg del mineral por Kg del
alimento.>*® En comparacion, el contenido
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de Fe de las formulaciones evaluadas en este
trabajo fue menor. Sin embargo, el que la
Hb no cayera en el animal tratado por debajo
de los 90 g.L™* hasta pasadas las 4 semanas
entra en contradiccion con los resultados
obtenidos por Hernandez et al.,*° quienes
observaron anemia después de 10 dias de
tratamiento. La literatura reporta que las
dietas de caseina con menos de 8 mg de Fe
por Kg de alimento permitieron obtener
anemia en ratas Wistar en 5 semanas.® En
este trabajo se utilizaron ratas Wistar, al
igual que en el estudio de Srigiridhar y
Nair,® mientras que en los trabajos de
Hernandez et al. se utilizaron ratas Sprague-
Dawley.”™® Las diferencias en el tiempo de
deplecién de la Hb podria estar relacionada
entonces con la linea de ratas utilizada en el
estudio. Los resultados obtenidos permiten
suponer que la linea Wistar posee una mayor
capacidad de adaptacion a la deficiencia de
Fe y proteinas. Asi, se necesita un tiempo
mas prolongado para la aparicion de la
anemia en una rata Wistar. Asimismo, pocos
animales de esta linea desarrollaran anemia
en el tiempo previsto.

La extension del tiempo de deplecion de
Fe para la aparicion de la anemia no es
recomendable en la desarrollo de un modelo
experimental de anemia, puesto que la
deficiencia de Fe y proteinas ocasiona otros
dafios en el animal, ademas de los asociados
a la deficiencia de Fe, todo lo cual
introduciria otras variables en el disefio
experimental con efectos no deseados. Los
resultados obtenidos con la formulacion #1
condujeron al desarrollo de la formulacion
#2, asi como la modificacion del disefio
experimental, al reducir el tiempo de
tratamiento de 4 semanas a solo 2, e
incorporar la flebotomia. Estas
modificaciones tuvieron como objetivo
obtener la anemia en un periodo de tiempo
més corto, asi como evaluar si la variable
tiempo de tratamiento para obtener la
anemia ejercia influencia en cuanto a la
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cantidad de animales anémicos. La inclusion
de la flebotomia en el disefio experimental
se realiz6 teniendo en cuenta los reportes de
Whittaker y Vanderveen,® y Whittaker y
Ologunde,”  quienes  combinaron la
administracion de dietas deficientes en Fe y
proteinas con la flebotomia en ratas recién
destetadas, en un tiempo total de 7 dias.

Tabla 3. Comportamiento de la Hb en ratas
machos Wistar recién destetadas tratadas con 2
formulaciones diferentes de una dieta de caseina
durante 4 semanas (Formulacion #1), o 2 semanas
(Formulacién #2), en los tiempos experimentales,
0, 14 y 28 dias. Se presentan la media y (entre
parentésis) la desviacion estandar de las
determinaciones, y la diferencia respecto del valor
basal.

Formulacién Hb, g.L™
ensayada t=0 t=14 t=28
dias dias
#1: Caseina: 1115 99.5 85.9
8.0% (9.9) (9.0) (14.5)
A-12.0* A -25.7*
#2: Caseina: 99.4 82.5 NR
5.0% (8.4) (21.1)
A -16.8*

* Diferencias significativas respecto de t = 0, para
p < 0.05.

Leyenda: NR: No realizado (en virtud del disefio
experimental).

En el presente estudio, la flebotomia se
incluy6 en la segunda semana, puesto que se
considerd que durante la primera semana de
tratamiento con la dieta los animales se
adaptarian a las condiciones experimentales
(como el alojamiento y la alimentacion), y
pasado ese tiempo, la afectacidn por el estrés
que provocaria la extraccion repetida de
sangre podria ser menor. Ademas, este
proceder se realizo en animales anestesiados
con FORANE®, uno de los anestésicos mas
utilizados en la actualidad, puesto que solo
el 02% del gas administrado se
metaboliza.'®



Dietas de caseina para hiomodelo de anemia

Rev Cubana Aliment Nutr 20, No. 1 32

Tabla 4. Eficiencia de las formulaciones de caseina a partir del nimero de animales con anemia

(definida ésta como Hb < 90 g.L ™).

Dieta ensayada Hb, g.L™ % Anémicos
(Hb <90 g.L™

Formulacion #1 7.60+0.70 55.0

Formulacion #2 7.17 +£1.65 64.0

Las modificaciones incluidas en el
disefio experimental mediante el cual se
evalu6 la formulacion #2 permitieron
alcanzar el objetivo de obtener la anemia en
un menor tiempo. Sin embargo, no se logro
aumentar el numero de animales anémicos,
al menos en la cantidad pre-establecida, que
era igual/mayor del 90.0%. Estos resultados
corroboraron, no obstante, que la variable
tiempo de tratamiento, utilizada como
indicador de eficiencia del modelo, no
influyd en la cantidad de animales anémicos.
Estos resultados sugieren darle mayor
importancia a otras variables, como la linea
de ratas.

Al analizar integralmente los resultados
obtenidos con ambas formulaciones y ambos
disefios experimentales, teniendo en cuenta
el estrés implicado en el procedimiento de
flebotomia aun en condiciones de anestesia,
el comportamiento del peso corporal y el
bajo porciento de animales anémicos
consideramos desechar la formulacion #2 y
su respectivo disefio experimental, asi como
continuar trabajando en la optimizacion de
la formulacion #1.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo
permiten afirmar que las formulaciones de
dietas de caseina empleadas en este ensayo,
con sus respectivos disefios experimentales,
pueden ser utilizadas en la obtencion de un
biomodelo de animales con anemia. Sin
embargo, las formulaciones usadas se
distinguieron por una baja eficiencia, en
cuanto al ndmero de animales que
desarrollaron anemia, lo que constituye una

desventaja desde el punto de vista de la
factibilidad economica del biomodelo. Asi,
en la continuacion del desarrollo de un
modelo experimental de anemia, se sugiere
evaluar nuevas formulaciones de dietas de
caseina en relacion al porciento de proteinas
y las fuentes de carbohidratos en la linea de
ratas Sprague-Dawley.

SUMMARY

Iron deficiency is a world public health problem.
Hemoglobin depletion method is widely used to
obtain animal biomodels for the assessment of
Iron bioavailability, as part of the development
of new anti-anemics. Results of the development
of a biomodel of anemic rats by means of
administration of casein in two different types of
diet formulations to 40 weaned male Wistar rats
are presented in this work. Half of the animals
was treated with a diet containing 8% of
proteins for 4 weeks (Group 1), while the other
half received a formulation with 5% of protein
content during 2 weeks (Group 2). Body weight
and Hemoglobin (Hb) was measured in every
animal at regular intervals: Group 1: Every 2
weeks; Group 2: After the second week of
treatment, every other day. An increase in body
weight was observed in animals treated with
either of the two formulations, along with a
reduction in Hb values. Number of animals
developing anemia was low in both groups.
Casein diet formulations assessed in this trial
can be used for obtaining a biomodel of anemic
rats, but it is recommended to continue the
development of the model to improve its
economical feasibility. Garcia Hernandez Y,
Gonzalez Herndndez R, Céardenas Vazquez R,
Carmona Castro A. Assessment of two casein-
based diets in the creation of a biomodel of
anemic rats. RCAN Rev Cubana Aliment Nutr
2010;20(1):26-34. RNP: 221. ISSN: 1561-2929.
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