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RESUMEN

Introduccion: La anemia es un problema de salud publica a nivel
mundial. El hierro cumple diversos roles en el cuerpo humano, y el
sistema nervioso es uno de los mas afectados por su deficiencia.

Objetivo: Determinar la influencia de una dieta deficiente en hierro y
una dieta normal para un ratén, basada en los parametros sanguineos
asociados al hierro sobre la memoria y el aprendizaje espacial.

Métodos: Se realizé un estudio experimental con 48 ratones albinos
machos balb/c de menos de un mes de edad. Estos fueron asignados
aleatoriamente en 6 grupos con diferentes dietas y periodos de
evaluacion.
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Resultados: Los ratones con dieta deficiente en hierro mostraron una reduccion
significativa en el valor de hemoglobina y de hierro sérico, junto con un menor
rendimiento en la memoria y el aprendizaje espacial. Sin embargo, en aquellos
a los que se les hizo el cambio de una dieta deficiente en hierro a una dieta
normal, se observaron parametros sanguineos y rendimiento de la memoria y
aprendizaje espacial similares a los ratones alimentados con dieta normal.

Conclusiones: La deficiencia de hierro durante el crecimiento puede tener
efectos negativos sobre los parametros sanguineos asociados al hierro y sobre
la memoria y el aprendizaje espacial, pero una intervencion temprana con una
dieta adecuada puede revertir estos efectos. Abordar la deficiencia de hierro en
la dieta podria ser crucial para promover un desarrollo cognitivo saludable
durante el crecimiento.

ABSTRACT

Introduction: Anemia is a global public health problem. Iron plays various roles
in the human body, and the nervous system is one of the most affected by its
deficiency.

Objective: To determine the influence of an iron-deficient diet and a normal
diet for a mouse based on iron-related blood parameters on spatial memory and
learning.

Methods: An experimental study was conducted with 48 male albino BALB/c
mice less than one month old. These were randomly assigned to six groups with
different diets and evaluation periods.

Results: Mice on iron-deficient diet showed a significant reduction in hemoglobin
and serum iron levels, along with a lower performance in spatial memory and
learning. However, those mice which were switched from an iron-deficient diet
to a normal diet showed blood parameters and performance in spatial memory
and learning similar to mice fed a normal diet.

Conclusions: Iron deficiency during growth can have negative effects on iron-
related blood parameters and spatial memory and learning, but an early
intervention with an appropriate diet can reverse these effects. Addressing
dietary iron deficiency could be crucial to promote healthy cognitive development
during growth.

INTRODUCCION

El hierro desempefa un papel crucial en las funciones del organismo, incluyendo
la eritropoyesis, los procesos de oxidacion, el metabolismo y las actividades
enzimaticas, entre otras.(Y) Investigaciones recientes han demostrado la
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importancia de dicho micronutriente en las células neurogliales, y evidencian que
es indispensable para la diferenciaciéon de estas células del sistema nervioso
central (SNC). En particular, se ha observado que la deficiencia o ausencia de
hierro en los oligodendrocitos compromete su capacidad para producir mielina,
y afecta la integridad de la mielinizacion. 3

En este sentido, el transporte adecuado del hierro al SNC es crucial a fin de
mantener su homeostasis y sus funciones. Este proceso comienza cuando el
hierro cruza la barrera hematoencefélica y se une a la transferrina (proteinas
transportadoras), para luego acoplarse al TfR1 (receptor de transferrina tipo 1)
qgue se ubica en el lado luminal de las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica. De esta manera, el hierro unido a la transferrina es entregado
a las diversas células del SNC.*> La homeostasis del hierro en el SNC es
esencial, aparte de la ya indicada mielinizacion, para la sintesis de
neurotransmisores y neuropéptidos, el crecimiento dendritico, el transporte de
oxigeno y la cadena respiratoria mitocondrial a nivel neuronal.(¢-8

Durante el desarrollo cerebral, la deficiencia de hierro (DH) se asocia con
problemas de memoria y aprendizaje espacial (MAE).(®-2) Se ha encontrado que
la ausencia del micronutriente disminuye al factor neurotréfico derivado del
cerebro en el hipocampo, provocando un aumento de las proteinas chaperonas
y una reduccion, tanto de proteina 7 asociada al parkinson como de la a-
sinucleina, lo cual genera un entorno desfavorable con aumento del estrés
oxidativo.(!3-13) Ademas, en la vida temprana, la DH altera la metilacion del ADN
en diversas redes que regulan el desarrollo neuronal y la guia axonal; la
metilacién del ADN produciria desregulacién de los genes del hipocampo en la
DH.(15’16)

Si bien se conoce que el metabolismo adecuado del hierro es necesario para el
funcionamiento de las diversas células del SNC, aun son limitados los trabajos
gue evallan la relacién entre la deficiencia de hierro y la memoria y el
aprendizaje espacial. Debido a ello, el objetivo de este trabajo es investigar la
deficiencia de hierro sobre la MAE.

METODOS

Estudio experimental realizado en el bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), de la ciudad de Lima, Peru.
Se utilizaron 48 ratones de la cepa BALB/c, de 4 semanas de edad, provenientes
del Instituto Nacional de Salud. Se adquirieron animales en buenas condiciones
de salud, cuyos pesos estaban acordes con su edad: 11 a 14 gramos. Luego de
una semana de aclimatacion, se dividieron de forma aleatoria y equitativa en 6
grupos de estudio:

Grupo control: ratones con dieta normal (DN), sacrificados al inicio del estudio
para obtener valores basales de los pardmetros sanguineos asociados al hierro.
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Grupo A: ratones con DN sacrificados a los 35 dias de iniciado el experimento.
Grupo B: ratones con DN sacrificados a los 65 dias de iniciado el experimento.

Grupo C: ratones con dieta deficiente en hierro (DDH) sacrificados a los 35 dias
de iniciado el experimento.

Grupo D: ratones con DDH sacrificados a los 65 dias de iniciado el experimento.

Grupo E: ratones con DDH durante 30 dias y DN a partir del dia 31 al 65,
sacrificados a los 65 dias de iniciado el experimento.

Con el proposito de inducir la deficiencia de hierro en los animales, se empled
una dieta deficiente en hierro (DDH), y en el grupo control, sin deficiencia, donde
se mantuvo la dieta normal (DN) para ratén. La DDH se prepard en base a
formulas descritas en estudios ya previamente publicados,(*”*® y estuvo
compuesta de 100 g de leche en polvo, 4 g de maicena y 2 g de celulosa. Antes
de iniciar el experimento, se verificd la concentracién de hierro en ambas dietas
en un laboratorio de analisis quimicos, donde se encontré que en la DN la
concentracién de hierro fue de 205,59 mg/kg y en la DDH de 2,83 mg/kg.

Evaluacién de la memoria y aprendizaje espacial

En este estudio se empled el laberinto acuatico de Morris, el cual fue disenado y
evaluado segun lo descrito por Aguirre.(*) Los cuatro primeros dias se evaluaron
la adquisicion de la MAE (aprendizaje), donde un menor tiempo indicé una mejor
MAE, y en el quinto dia se evalud la recuperacion de la MAE (memoria), prueba
donde un mayor tiempo indicé una mejor recuperacién de la MAE.

A fin de confirmar el efecto de la DDH, se pesaron los animales en una balanza
de precision marca Highland ADAM®, Ademas, se evaluod el nivel de hemoglobina
mediante un corte en sesgo en la parte distal de la cola de cada animal. Dicho
corte se realizd con una hoja de bisturi nUmero 10 para obtener una gota de
sangre. La primera gota fue descartada, se empled la segunda, que fue colectada
en una microcubeta. Luego, se analizé en el hemoglobindmetro marca AKF®.
Para evaluar el hierro sérico, se sedé a los animales con anestesia por via
inhalatoria, empledndose éter dietilico unos 20 segundos, hasta que se observé
que estaban inconscientes.

Con una aguja y una jeringa intradérmica de 1 ml se realizd6 la puncién
intracardiaca al lado izquierdo de la apdfisis xifoides, en la zona del mediastino
inferior medio, y se procedid a extraer la sangre por aspiracion lenta, que se
recolecté en un tubo de 0,5 mL con gel activador marca Golden Vac TM®. Se
dejé reposar por 30 minutos para permitir su acciéon y la precipitacion de los
elementos formes. A continuacién, la muestra fue centrifugada a 3000
revoluciones durante 15 minutos en una centrifugadora marca DIAB®, donde se
obtuvo el plasma con hierro, el cual se extrajo con una micropipeta marca
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BOECO®. Este se depositdé en un tubo Eppendorf de 0,5 mL para su
procesamiento, analisis y determinacién de hierro sérico mediante el analizador
bioquimico marca Rayto®, modelo Chemary 240.

En cuanto a la eutanasia de los animales, estos fueron sacrificados al final del
procedimiento con una sobredosis de 150 mg/kg por via intraperitoneal de
pentobarbital sédico a una concentracién de 65 mg/ml (Penta-Hypnol®), de
acuerdo con el protocolo de Cubas-Mogollén et al.(?9

Durante la semana de ambientacidn, todos los ratones recibieron DN.
Posteriormente, se pesé a los ratones de los grupos de estudio y se recolectaron
las muestras sanguineas del grupo control para determinar los niveles basales
de hierro. Tras la fase de ambientacion, los grupos A y B continuaron con la DN
durante 35 y 65 dias, respectivamente. Por su parte, los grupos C y D fueron
alimentados con DDH durante 35 y 65 dias, respectivamente. El grupo E
consumid la DDH durante 30 dias, seguido de la DN hasta el dia 65.

Fueron evaluados durante cuatro dias los animales (empezando el dia 31 en Ay
Cyeldia61lenB, DyE) en la fase de adquisicién de la MAE. Cada raton realizd
cuatro ensayos en el laberinto acuatico de Morris, con descansos de 30 s; el
orden de salida fue aleatorio en los cuatro cuadrantes. El ensayo consistio en
dejar al ratén nadar libremente hacia la plataforma y se considerd que arribo si
permanecia sobre ella durante mas de 15 segundos. El tiempo maximo de nado
fue 60 s; si el ratdon no encontraba la plataforma, el experimentador lo guiaba
hacia ella, asignandole en dicho caso el tiempo de 90 s. El quinto dia (dia 35 en
Ay Cydia 65 en B, Dy E) se evalud la fase de recuperacién de MAE, en un
Unico ensayo sin plataforma. Todos los ensayos fueron filmados para luego ser
analizados acorde con lo propuesto por Oyuela et al.(?V)

Finalmente, se pesaron a los animales de los grupos Ay C el dia 35, y a los
animales de los grupos B, D y E el dia 65. Ademas, en dichos dias se procedié a
obtener muestras sanguineas para evaluar la hemoglobina y el hierro sérico.

Se empled en el analisis de la informacion el software estadistico SPSS version
26. Debido a la normalidad de los datos, se realizd el andlisis mediante Anova y
t de Student para muestras independientes. Los resultados se expresaron en
medias y desviacién estandar con un valor de significancia de 0,05.

Esta investigacién fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la UNMSM, con acta de aprobacion 0155-2023. Se cumplié con todos los
protocolos para el adecuado manejo y el respeto de los animales de
experimentacion.
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RESULTADOS

Para todos los grupos, el aprendizaje espacial se evalud durante los primeros
cuatro dias, cuando los ratones adquirieron el comportamiento de escape del
laberinto acuatico. La memoria espacial se evalud el quinto dia, mediante la
prueba especial descrita en el procedimiento.

La tabla 1 y el grafico 1 muestran los resultados para los grupos A y C. Se
observd que hubo menores tiempos en encontrar la plataforma oculta los tres
primeros dias entre el grupo A y C. También, una mayor recuperaciéon de
memoria espacial en el grupo A.

Tabla 1. Evaluacion de la memoria y aprendizaje espacial en ratones del grupo

AyC
Grupos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
(segundos) (segundos) (segundos) (segundos) (segundos)
A 27,65+9,19 14,84+9,17 8,58+3,26 11,03+4,71 23,95+7,34
C 61,2+17,22 40,7+8,01 19,07+9,73 15,5+9,81 13,51+3,01
p 0,0001" 0,00001" 0,0059" 0,1324 0,000889"

Prueba t student para muestras independientes. *: diferencia significativa; +:
desviacion estandar.

604

Z
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Graf. 1. Comparacion de la memoria y aprendizaje espacial entre los ratones
de los grupos A y C durante los cinco dias de evaluacion.
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En la tabla 2 y grafico 2 se evalud la MAE en ratones de los grupos B, D y E. Se
observo que hubo menores tiempo en encontrar la plataforma oculta durante los
cuatro dias de las pruebas de aprendizaje especial en los grupos B y E respecto
al grupo D. Por otro lado, no se observaron diferencias en la prueba de

recuperacion del dia 5.

Tabla 2. Evaluacion de la memoria y aprendizaje espacial en ratones de los
grupos B, Dy E

Gupos | D@l | D2z | D3 | D4 | Das
(segundos) (segundos) (segundos) (segundos) (segundos)
B | 30,35°+14,23 | 8,62°%2,98 | 7,29%%1,99 | 7,77°+3,9 | 19,75%1,64
D | 62,965%16,43 | 44,899+16,53 | 16,54%+6,54 | 27,235%10,46 | 19,43%2,71
E | 28,29%+19,17 | 23,07°%12 | 10,09%+4,92 | 14,788,57 | 19,29%4,28
P 0,000591° | 0,000021° 0,00329° | 0,00369" 0,812

Anova para muestras independientes. *: diferencia significativa; ~8: letras
diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo con la prueba post hoc
de Tukey; +: desviacion estandar.

60

Grupo
o B
< D
< E

40 1

Segundos

201

Dias

Graf. 2. Comparacion de la memoria y aprendizaje espacial entre los ratones
de los grupos B, D y E durante los 5 dias de evaluacion.
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La tabla 3 muestra la evaluacién del nivel de hemoglobina e hierro sérico de
acuerdo con la dieta administrada a los ratones de los grupos A y C,
encontrandose niveles altos de ambos indicadores en el grupo A, en comparacién

con el grupo C.

Tabla 3. Hemoglobina e hierro sérico segun la dieta administrada a los ratones
de los grupos Ay C

Grupos Hemoglobina (g/dL) | Hierro sérico(pg/dL)

A ‘ 16,25+1,31 ‘ 179,4+25,61
C 5,61+2,25 46,21+31,32
p 0,00001* 0,00001*

Prueba t student para muestras independientes. *: diferencia significativa; *:
desviacion estandar.

En la tabla 4 se evalud el nivel de hemoglobina e hierro sérico de acuerdo con la
dieta administrada a los ratones de los grupos B, D y E. Se encontraron niveles
altos en ambos indicadores en los grupos B y E respecto al grupo D.

Tabla 4. Hemoglobina e hierro sérico segun dieta administrada a los ratones
de los grupos B, DY E

Grupos ' Hemoglobina (g/dL) Hierro sérico(ug/dL)

B | 17,06+1,03 197,76+30,12
D ' 7,63%£3,71 9,98+6,69
£ | 14,514£0,77 181,35+33,07
p ' 0,00001° 0,00001"

Anova para muestras independientes. *: diferencia significativa. ~B: letras
diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo con prueba post hoc de
Tukey; +: desviacion estandar.

Se observa en la tabla 5 la evolucion del peso de los ratones segun los grupos
estudiados. No se encontraron diferencias significativas en los pesos de los
grupos al inicio del trabajo, pero si se encontré diferencia significativa a los 35

y 65 dias de evaluacion.
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Tabla 5. Evolucién del peso de los ratones segun grupos estudiados

Peso al | Peso a los Peso a los
Grupos inicio p 35 dias p 65 dias p
(gramos) (gramos) (gramos)
A | 11,75%1,39 | 38,5+3,78 E
B | 12+1,85 | 37,38%+2,92 42,13*+1,64
C 12+1,85 | 25,38%+7,5 +
-1 0,393 | -1 0,00002" 0,00025°

D 13,38+0,92 29,58+4 41 33,135+8,63

E 11,88+2,23 | 28,638+6,19 45,75+1,83
Control | 11,75+0,23 ' = ' | z

Anova para muestras independientes. *: diferencia significativa; ~8: letras
diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo con prueba post hoc de
Tukey; -: no se colocan datos dado que el grupo control y los grupos Ay C
fueron sacrificados al inicio y a los 35 dias, respectivamente; +: desviacion
estandar.

DISCUSION

En el presente estudio se encontré que la deficiencia de hierro afectd
negativamente la memoria y el aprendizaje espacial del grupo C, como se
observo en la evaluacién realizada entre los dias 31 y 35, al compararlo con el
grupo A. Durante los primeros tres dias, los animales del grupo C mostraron una
mayor dificultad para encontrar la plataforma; sin embargo, en el cuarto dia de
evaluacion, las diferencias ya no fueron significativas. Esto sugiere que en el
grupo C hubo un retraso inicial en la adquisicién del aprendizaje espacial, pero
gue ya no fue significativo en el cuarto dia.

Por otro lado, en el quinto dia de evaluacidn se observd una mejor recuperacion
de la MAE en el grupo A que en el grupo C. Esta investigacion presenta
similitudes con lo encontrado por Baumgartner et al.,® que estudiaron el efecto
de la deficiencia de hierro en roedores empleando el laberinto acuatico de Morris,
mediante la evaluacién de las tareas: de sefias (durante un dia), de memoria de
trabajo (durante cuatro dias) y de prueba de sondeo (durante un dia). En la
tarea de sefias, todos los grupos redujeron la distancia recorrida para alcanzar
la plataforma, a medida que avanzaban en los cuatro ensayos (p < 0,001).

Durante los cuatro dias de la tarea de memoria de trabajo, se observd que la
deficiencia de hierro redujo la velocidad de natacion en los animales afectados.
Finalmente, en la prueba de sondeo (similar a la recuperacion de la memoria),
todos los grupos mostraron preferencia por el cuadrante objetivo,
probablemente debido al refuerzo de la recuperacidon de la memoria tras 10 dias
de estudio.
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En la evaluacién que empezd a los 61 dias, tanto en el grupo B como el E, no
hubo diferencias en la MAE durante los cinco dias de evaluacion; sin embargo,
en el grupo D se encontré una menor MAE durante los primeros cuatro dias. No
se encontraron diferencias entre los tres grupos al evaluarlos el quinto dia en la
prueba de recuperacion de MAE, lo cual indica que, en los animales evaluados,
los efectos no incidieron sobre la memoria espacial.

Estos hallazgos podrian sugerir que los animales del grupo E, al revertirse su
dieta hacia la DN el dia 35, no vieron disminuida su capacidad de MAE al
encontrarse valores similares al grupo B, lo cual indicaria que una intervencion
temprana en la deficiencia de hierro podria revertir sus efectos en la MAE.

En una investigacion comparable en ratones, Hsieh et al.®*? indicaron que los
descendientes machos de madres con deficiencia de hierro durante el embarazo,
pero que durante la lactancia dicha deficiencia se revirtié hacia una DN, en
comparacién con descendientes machos de madres con deficiencia de hierro
durante el embarazo y durante la lactancia, necesitaron menos tiempo de
latencia para encontrar la plataforma al ser evaluados a las 16 semanas de
nacidos en el laberinto acuatico de Morris. Sin embargo, en la prueba de
recuperacion de MAE no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos.

Los efectos cognitivos podrian relacionarse con la gravedad y la duracién de la
restriccion de hierro, como se observd en el estudio indicado y en el presente
estudio, donde el grupo D mostrd las mayores alteraciones. Adicionalmente,
Isasi et al.(?® investigaron la mielinizacidén y la unidad neurovascular en ratas
lactantes nacidas de madres con DDH, e indicaron que la deficiencia de hierro
durante la gestacion y la lactancia conlleva a hipomielinizacidon y afecta a los
pericitos y astrocitos del hipocampo. Dichos hallazgos podrian dar una
explicaciéon a nivel bioldgico de las deficiencias cognitivas encontradas en la
prueba comportamental realizada.

Zhang et al.®® estudiaron efectos de tres suplementos de hierro (SH) en ratas
hembras anémicas y sus crias. Se indujo anemia en ratas mediante DDH vy
sangrado semanal durante ocho semanas y luego estas fueron apareadas.
Durante la gestacién, se les alimenté con varios niveles de SH. Las crias de los
animales tratados con SH mostraron aumentos significativos de hierro sérico,
transferrina y ferritina, y mejoras en el crecimiento y desarrollo
neuroconductual, al compararlas con las crias de animales sin SH. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado en el grupo E del presente estudio,
donde, tras privaciéon de hierro y luego la reversion hacia la DN, los animales
recuperaron el peso en la evaluacion de los 65 dias, y las pruebas de MAE fueron
similares al grupo B.

Los resultados de las pruebas en el laberinto acuatico de Morris y los
tratamientos administrados a los grupos experimentales coinciden con los
hallazgos de los analisis bioquimicos. Se observa que los grupos ferropénicos (C
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y D) presentan valores mas bajos de hemoglobina, hierro y peso, comparados
con A y B. El grupo E, inicialmente bajo DDH, perdié peso significativamente en
comparacién con los grupos A y B en la evaluacién del peso del dia 35; pero, en
la segunda mitad del estudio, se revirtid la dieta de este grupo hacia una DN.

Asi en el dia 65, los niveles de hierro, hemoglobina y peso del grupo E no
muestran diferencias significativas con respecto al grupo B. Sin embargo, el
grupo C y D siempre mostraron valores de los parametros bioquimicos asociados
al hierro, del peso y en general de la MAE mas bajos que los grupos A, B y E.
Estos resultados son consistentes con lo planteado por Rytych et al.,*3 quienes,
en un estudio en lechones, mostraron que la deficiencia de hierro afecta el
hematocrito, la hemoglobina y el estado de hierro en el suero, higado y el
hipocampo; ademas, conduce a un deterioro cognitivo.

Las fortalezas de este estudio incluyen el empleo de un método sencillo y
accesible con el propédsito de inducir anemia con una féormula dietética. Los
estudios preclinicos permiten explorar las variables propuestas con gran
precision y control. Entre las limitaciones, se puede resaltar que la prueba para
evaluar la MAE fue solo comportamental, lo que podria complementarse con
analisis genéticos o marcadores moleculares para una visidn mas completa del
efecto sobre la variable dependiente.

En conclusién, la deficiencia de hierro en la dieta de ratones afecta
negativamente la MAE, asi como los parametros sanguineos asociados con el
hierro. Se resalta que una intervencién temprana podria revertir estos efectos
adversos, por lo que es necesario abordar la deficiencia de hierro lo mas
temprano posible para evitar sus efectos deletéreos sobre la memoria y el
aprendizaje espacial.
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