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El metabolismo del hierro en el hombre se caracte-
riza por un intercambio limitado externo y por una reutili-
zacidn eficiente de los manantiales internos. La mayor par-
te del turnover diario del hierro plasmitico es empleado en
la eritropoyesis, y los eritrocitos son reprocesados al fi-
nal de su vida por las células reticuloendoteliales ( RE) en
el bazo, higado y médula bsea ( 146 ). El ciclo eritrocito -
célula ( RE) - hierro plasmitico, es unidireccional, puesto
que &stas son capaces de abandonar el hierro en el plasma pe
ro no pueden tomarlo directamente de la transferrina. Un se-
gundo y menos activo ciclo de intercambio interno de hierro
se realiza entre el plasma y las cé&lulas parenquimales; este
intercambio es bidireccional, y depende ampliamente del nivel

de saturacidn de la transferrina ( 60 ).

El hierro en exceso es almacenado como ferritina (
molécula altamente especializada en almacenar hierro), y su
derivado hemosiderina, en dos tipos de células: RE y paren-
quimales. La capacidad del cuerpo para almacenar hierro sir-

ve a un doble propdsito:

- proveer de una reserva interna que puede ser mo-
vilizada cuando las demandas exceden al suplemento dietario,
en situaciones tales como hemorragia, embarazo o baja canti-

dad de hierro en el alimento,

- proteger al organismo contra sus efectos nocivos
cuando la suplencia excede a la demanda, para conservarlo

como micelios de hierro férrico dentro de la ferritina.

La regulaciéh del almacenaje de hierro es un cam-
po de comlin interés para los investigadores de fisiologia
molecular y medicina clinica y en los (Gltimos afios ha gene-
rado una rapida expansidn de los conocimientos particularmen
te en relacidn con la estructura, funcidn y regulacidn de la
sintesis de la mdlecula ferritinica ( 61, 140 ). Potentes

sistemas enzimdticos para la reduccidn y oxidacibén del hie-



rro han sido identificados, y esto puede tener importantes
implicaciones en la regulacidn a través de la membrana de
su almacenamiento, aunque su comprensidn todavia es limitada.

1.~ CONTENIDO TOTAL EN HIERRO Y SU DISTRIBUCION

El contenido total en hierro en el organismo vari
a con la edad, sexo, nutricidn, estado de salud y especie.
En un hombre adulto normal de 70 Kg se estima un contenido
de 4 a 5 g de hierro ( 284, 287, 306 ) que representa unos
60 a 70 ppm. La rata adulta contiene aproximadamente 50 ppm
( 265 ) mientras que los niveles de 40 ppm o menos son norma
les en ratas lactantes ( 181 ). La mayor parte de este metal
se encuentra en formas complejas unidas directamente a pro-
teinas (ferritina, transferrina, hemosiderina, ovotransfe-
rrina y lactoferrina) o bien a las profirinas (hemoglobinay
mioblogina). Los enzimas hemoproteina y flavoproteina conjun
tas constituyen menos del 1 % del hierro total del cuerpo.

Entre los drganos, el higado y bazo mantienen ha-
bitualmente las mds altas concentraciones seguidas por el
rifidn, corazdn, misculo esquelético y cerebro que contiene
solamente de la mitad a un décimo de los niveles del higado
y bazo ( 284 ). La variacidn individual de este metal en el
hombre, en rifidn y bazo puede ser muy alta. Incrementos su-
periores a 10 gramos en el contenido total en hierro en el
higado en humanos ocurren en casos de enfermedad e infeccio-
nes crdnicas ( 159 ). En situaciones finales de hemocromato-
sis pueden acumularse en el cuerpo humano hasta 50 gramos
de hierro ( 80 ). La sobrecarga en Organos de almacenamiento
tales como higado y bazo es también caracteristica de la de
ficiencia en cobre (179 ). El contenido en hierro en estos
Odrganos y en la médula dsea se reduce por debajo de lo nor-
mal en las dietas deficientes en el citado metal y en las

anemias hemorrigicas.



1.1.- HIERRO EN SANGRE

El hierro en sangre se encuentra en los eritroci-
tos (hemoglobina y algo de ferritina), en los leucocitos (
algo de ferritina) y en el plasma (transferrina y ferritina).

1.1.1.- HEMOGLOBINA

Es un complejo de globina y de ferroprotoporfinas
(grupo hemo). Esta unidn estabiliza el hierro en su estado
ferroso y permite que se una reversiblemente al oxigeno, fun
cionando la hemoglobina como transportadora de éste. La mo-
lécula tiene una talla similar (Pm = 65.000) en todas las es
pecies animales y un contenido en hierro cercano al 0.35 %
(284 ).

La sintesis del hemo y su unidn a la globina se
.produce en los Gltimos estadios del desarrollo del gldbulo
rojo en la médula dsea.

El hierro de la hemoglobina ocupa una posicidn do-
minante en todos los animales normales afin cuando en espe-
cies ricas en mioglobina (caballo, perro) la.proporcién es
mids baja que en el hombre. Hahn (130 ) estima que el hie-
rro de la hemoglobina en perros adultos es el 57 % y el de
la mioglobina el 7 % del hierro total,. comparado con el 60
al 70 % y 3.5 % respectivamente en el hombre adulto. Apro-
ximadamente el 50 % del hierro total del cuerpo en ratas
lactantes se encuentra en forma hemo (181 ).

Los niveles normales de hemoglobina en sangre en
adultos de diferentes especies oscilan entre 10 y 17 g /
100 ml. Estos niveles varian con la edad, sexo, nutricidn,
embarazo, lactancia, altitud y estado de salud y concreta-
mente declinan al final del embarazo.en ratas y en mujeres
(284 ), asi como en las aves en puesta (245, 268 ),

La hemoglobina de las aves cristaliza ficilmente
y muestra variaciones caracteristicas de las especies; ha
sido estudiada en pollos, pavos, patos, pichones y gansos
(40, 268, 269),



Muchos investigadores estin de acuerdo en que to-
das las especies de aves adultas ‘estudiadas tienen por lo
menos dos tipos principales de hemoglobina mostrando dife -
rentes movilidades electroforéticas: rdpida (tipo I) y len-
ta (tipo II). Las proporciones en porcentaje son de un 70 a
80 % para el tipo I y de 20 a 30 % para el tipo II. También
se diferencian en la composicidn en aminodcidos. Ghosh (117),
que estudid la hemoglobina en 47 especies de 13 8rdenes di-
ferentes de aves mostrd que 10 de éstas mostraban también un
tercer tipo basado en caracteristicas migratorias. Més de
tres tipos de hemoglobina se encuentran en embriones (77,108,
128). La mayor parte de estos desaparecen en los adultos
aunque algunos pueden persistir en ciertas especies de patos

y gorriones ( 37 ).

Los pesos moleculares de las hemoglobinas I y II
oscilan entre 65000 y 73000 dependiendo del método de valo
racidn.

La concentracidn de hemoglobina en la sangre de las
aves es altamente variable. Trabajos recientes (268) han mos
trado que muchas de estas variaciones pueden ser atribuidas

a los métodos de determinacidn.

Parece que en la madurez sexual hay un aumento en
el nivel de la hemoglobina tanto en machos como en hembras.
Esto es correlativo con un mayor niimero de eritrocitos en
los machos en la mayoria de especies y de hecho los andrdge
nos tienden a aumentar el nilmero de gldbulos rojos mientras
que los estrdgenos tienden a disminuirlo, principalmente
por la inicial disminucidn eritropoyé&tica (221). Sin embar -
k g0, con la ddministracidn continuada de estrdgenos, la eri-
tropoyesis no desciende en los pollos (118). Algunos autores
han mostrado niveles de hemoglobina mds bajos en la puesta
que en la época anterior a ésta pero otros no han encontra-

do dichas diferencias (268).



1.1.2.- TRANSFERRINA

E1l hierro en el suero estd ligado a una proteina
especifica, la transferrina, que existe en todos los verte-
brados. La tranferrina es una glicoproteina con dos lugares
de fijacidn, cada uno capaz de ligar un &tomo de Fe*** (
88). El peso molecular es aproximadamente de 76000 y su con-
tenido total en carbohidratos es del 5.3 %. La tranferrina
sirve como transportador principal del hierro en la sangre
y juega un papel central en el metabolismo de este metal (
262). Ademds, in vitro, tiene una funcidn secundaria impor-
tante, como es participar en los mecanismos de defensa del
cuerpo contra la infeccidn (36). En los individuos normales
solo del 30 al 40 % de la transferrina estd saturada de hie
rro; este porcentaje de saturacidn varia segln las especies
pero en condiciones normales en general no es superior al

50 %.

En pollos la concentracidn de hierro sérico y la
capacidad total de fijacidn (TIBC) es similar al hombre (
284, en gallinas y patos durante la época de puesta, aumen
ta casi 5 veces (235) debido a la aparicidn de una fosfopro
teina especifica , la fosvitina, que une alrededor de las dos
terceras partes del hierro presente en el plasma, y lo trans
porta a los ovocitos y a la yema del huevo (6, 225 ). Los
niveles del TIBC también se incrementan aunque no en la mis-
ma proporcidn, y la capacidad de fijacidn estd totalmente sa
turada ( 227, 236). Por esta razdn, el transporte de hierro
en las aves presenta caracteristicas especiales que comporta
la existencia de mecanismos auxiliares a la transferrina (
227, 236). |

Las variaciones de hierro sérico en humanos pueden
ser comprendidas si el suero es concebido como lugar de paso
al cual llega el hierro y lo abandona para dirigirse a dife-
rentes lugares para la sintesis y resintesis de hemoglobina,
ferritina y otros compuestos de hierro. Asi en la deficien-

cia en hierro los niveles bajos en suero resultan de una



pequefia ingestidn, abandono de los depdsitos y reduccidn de
hemoglobina por destruccidn acompafiada de anemia. De hecho
es evidente que la sideremia comienza a decaer antes de que
los depdsitos de hierro estén movilizados completamente (20u4),
Los valores de la cantidad de hierro en suero y el porcenta
je de saturacidn de la transferrina caracteristicos de la
anemia perniciosa y anemia apléstica ( 45 ) pueden ser aso-
ciados con el aumento de absorcidén de hierro y un bloqueo

de la médula para la sintesis de hemoglobina en presencia

de un adecuado almacén de hierro.

El alto nivel de la sideremia y el porcentaje de
saturacidn de la transferrina en la hemocromatosis pueden
ser relacionados con la excesiva absorcidn de hierro y de-
pdsito en el cuerpo ( 284 )., El1 bajo contenido en hierro del
suero y los niveles de TIBC en el sindrome nefrdtico (44 )
pueden ser explicados por las pérdidas de este metal por

la orina en presencia considerable de proteinuria (42).

1.1.3.- FERRITINA

La concentracidn media en el hombre es de 2 a 3 ve
ces la de la mujer, asi la del adulto normal son de 39 ng/ml
en hembras y de 140 ng/ml en los machos. En unas investiga-
ciones realizadas por Lipschitz et al. (186 ) en pacientes
con anemia por deficiencia de hierro obtuvieron una concen-
tracidn baja, de 9 ng/ml. Si la anemia era por otras causas,
el nivel de este pardmetro permanecia en 180 ng/ml y en suje
tos con sobrecarga de hierro era de 2930 ng/ml. Se ha demos-
trado un alto grado de correlacidn entre la concentracidn de
ferritina sérica y los niveles de reserva de hierro en suje-
tos normales ( 59, 163, 169, 186, 222, 294 ) asi como en
ciertas enfermedades ( 2 ), mientras que no ha sido confir-

mado en ratas (158 ).

De los resultados obtenidos por Calvo ( 38 ) en po-

llos, se deduce que los niveles de ferritina plsmatica acu-



san los depdsitos de hierro del higado y bazo, aunque no
siempre sean estadisticamente significativas, asi los ani-
males con deficiencia en hierro tienen niveles de ferriti-
na mids bajo que los normales careciendo de significacidn (
1129 y 1364 ng/ml respectivamente ) y los alimentados con so
brecarga de hierro los niveles son significatiwvamente mids al
tos ( 4423.6 ng/ml). Este mismo autor (38, 39) ha observado
en gallinas en puesta una variacidn de la ferritina plasma-
tica opuesta a la de los niveles de hierro en este mismo me-
dio, es decir, desciende a medida que aumenta el hierro en
plasma y el porcentaje de la puesta. Asi los niveles de fe-
rritina plasmitica antes de la puesta son de 721 y en plena
produccidn (83 % puesta) son de 424 ng/ml .

Por lo que podemos deducir que la especie Gallus
domesticus presenta unos niveles de ferritina sérica bastan

te superiores a los de la especie humana.

1.2.- COMPUESTOS_DE_RESERVA_DEL_HIERRO_EN_ORGANOS

El hierro de reserva del organismo se presenta pre
dominantemente como dos compuestos no hemo: ferritina y hemo
siderina. Ambos estin presentes en los tejidos en una amplia
variedad de especies con las mayores concentraciones en higa
do, bazo y médula. Los dos compuestos son quimicamente dife-
rentes aunque sus funciones estdn Iintimamente relacionadas.
En las plantas también se ha encontrado la fitoferrina y la
fitosiderina ( 140 ) muy parecidas a las correspondientes en

los animales.

La ferritina pura es una proteina soluble en agua,
conteniendo alrededor del 20 % de hierro de su peso seco,fue
aislada del bazo de caballo por Laufberger en 1937 ( 177)
quien habia reconocido su probable papel de reserva. La he-

mosiderina descrita por Cook en 1929 ( 55) como grénulos ma



rrones insolubles conteniendo "hierro hidroxilo" coloidal
(35 % de su peso seco) y fosfato junto con proteina, también
fue aislada del bazo de caballo. A mediados de este siglo
Granick( 123 ) y Michaelis ( 208 ) realizaron varios estudios
sobre estas moléculas y demostraron que la ferritina de bazo
de caballo consistia en una proteina de peso molecular alto
con variadas cantidades de Fe*** en forma de micelas. La he-
mosiderina no tenia una asociacidn definitiva con proteinay
Granick( 123 ) la considerd como producto de la destruccidn
de la ferritina. Este mismo autor demostrd que la ferritina
era una proteina de reserva y que su hierro podia ser movi-
lizado para la produccidn de hemoglobina. Propuso un control
de la absorcidn de este metal por la ferritina en equilibrio
con pequefias cantidades de Fe** que a su vez estariaen equi

librio con el hierro plasmdtico.

Debido a la naturaleza micelar de su hierro y a
la variacidn del contenido en este metal en sus moléculas,
la ferritina proporciona un espectro molecular con distintas
afinidades para con el hierro y puede actuar como una reser-
va a corto y medio plazo; en cambio la hemosiderina parece
ser menos activa metabdlicamente y actuaria como una reser-
va a largo plazo ( 284). Existe un paso bidireccional de hie

rro entre los dos tipos de depdsitos.

La ferritina y su proteina sin hierro, apoferriti-
na, tienen las mismas movilidades electroforé&ticas y punto
isoeléctrico, indicando que el hierro es probablemente se-
cuestrado dentro de la célula ( 201). Harrison ( 141) demos
tré que la apoferritina consistia en subunidades colocadas
de una manera regular para formar un casquete alrededor de
la micela de hierro. Los espacios entre las subunidades pro
veian canales a través de los cuales los &tomos de hierro

podrian entrar o salir de la molécula.

La ferritina ha sido aislada de diferentes Organos
de mamiferos: higado, bazo, rifidn, corazdn, misculo, médula
b6sea, placenta y mucosa intestinal. Ha sido encontrada  en

tejidos neoplasicos y en el suero ( 140).
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Ya en 1948 se observd yariacidn en la distribucidn
de la ferritina seglin el sexo por Widdowson y McCance ( 300 )
y recientemente ha sido confirmado por Bjérklid y Helgeland
(26) y por Linder et al.(183,184). Estos filtimos detectaron
concentraciones de 4 a 5 veces superiores de hierro ferriti-
nico en higado y 3 veces superiores en rifiones de rata hem-
bra frente a los machos y no encontraron diferencias en el
corazdn; ademds la tasa de sintesis de ferritina es un 50 %
mayor en el higado de hembras que en el de machos. Diferen-
cias sexuales no se dan en todas las especies (140).

La reserva de hierro se deposita rdpidamente en el
higado y bazo aproximadamente de la siguiente manera:

Morgan y Walters ( 214 ) observan en humanos que
cuando la cantidad total de hierro de reserva en higado vy
bazo estd por debajo de los 500 yug/g de tejido, méds hierro
se deposita en forma de ferritina que de hemosiderina y es-
te hierro es posteriormente utilizado para las demandas de
eritropoyesis y para ser transferido al feto; con niveles
por encima de 1000 pyg/g, el hierro se acumula mds en la he-
mosiderina (211,260,28u4). Esta situacidn no es comparable a
la de las aves, asi en el higado de pollitas existen mayores
cantidades de hemosiderina que de ferritina ( 284).

Calvo et al. (39) mediante la técnica de Radioin-
munoensayo (RIA) valoraron ferritina plsmitica, hepitica y
esplénica en la especie Gallus domesticus, encontrando co-
rrelacidn entre la primera y la obtenida en higado y bazo.
Los resultados obtenidos en tres lotes de animales: tratados
con sobrecarga de hierro, controles y deficientes en este
mismo metal fueron los siguientes: mientras la concentracidn
de ferritina plasmdtica era de 4424, 1364 y 1129 ng/ml,la fe
rritina hepitica y esplénica eran de 436, 123, 28 yg/g vy
452, 224 y 191 ug/g respectivamente.

En enfermedades humanas tales como hemocromatosis
y hemosiderosis transfusional, que se caracterizan por nive-
les de hierro extremadamente altos en los tejidos, la mayor
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parte de éste esti presente como hemosiderina ( 256 ).

La médula bsea y el mésculo contienen considerables
cantidades de hierro no hemo. La concentracidn de la primera,
en un hombre normal es de 100 ug/g (133) y por.total conten
dria unos 300 mg que corresponderia alrededor de un tercio o
una quinta parte del hierro de reserva estimado. La concen-
tracidn de hierro no hemo en miisculo es baja ( 133, 280 )
pero debido a la gran cantidad del mismo es importante. To-
rrance et al. ( 280 ) muestran que seria igual al contenido en

hierro de reserva en el higado.

El contenido medio en hierro en el huevo se sitla
entre 1 mg ( 245, 284) y 1.5 mg ( 39, 119 ). En su mayor parte
estd en la yema. La conalbGmina ( 5 ) difiere de la transfe-
rrina solo en el contenido en carbohidratos ( 302) y tiene
relaciones semejantes con el hierro ( 94 ) actuando como a-

gente bacteriostitico.

También se encuentra hierro en la leche ( 95)
asi como en el cabello ( 267 ), lana ( 284 ) y plumas ( 70),
incluso en estas Gltimas, en épocas de ayuno prolongado 1la
deficiencia en hierro puede producir decoloracidn de las mis
mas (24, 70).

Las distintas etapas del metabolismo del hierro (

233 ) descritos se muestran en la Figura 1.
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Daspdésito higsdo Fe funcione! no hemogloblnico
Ferritina Heminas celulares
Hemosiderina - Enzimas no heminicas
1.000 mg Fe Mioglobina
: . 500 mg Fe
(25-30 % (1 - 4 % del Fe total}
5 mg Fe/dia del Fe total) .
PLASMA
. 20 Transferrina-Fe®* 05 -1 Fe/dia Excrecién:
Absorcién Fe . 4 mg Fe ‘ mg Fe »|  Orina, heces,
intestinal 0.6 - 1,5 mg Fe/dia sudor
i ‘o diari
35 - 30 o Feldie (0.1 % del Fe total)
Pérdidas:
feto (mamiferos)
huevos (restos ver-
mg Fe/dil tebrados) .
E"tropoyes's Catabolismo Hb
Imédula bseal o] S.R.E inigado, bar,
médula)
2.500 mg Fe Hepatocito
(60 - 70 % dei Fe total)
Figura 1 .- Etapas principales del metabolismo del hierro

en los vertebrados con indicacidén de las cifras
correspondientes al hombre (233).

2.- METABOLISMO DEL HIERRO

2.1.- LUGARES_DE ABSORCION

Desde los trabajos de Granick (123 ) y posteriormen
te otros investigadores (52, 64 ), ha quedado demostrado que
si bien el hierro puede ser absorbido a lo largo de todo el
tracto gastrointestinal (estdmago, duodeno, yeyuno, iIleon e
intestino grueso), en humanos, ratas, cobayas, conejos y ga-
llinas, el lugar principal de absorcibn es el duodeno ( u6,
58, 78, 82, 100, 111, 172, 195) y principio de yeyuno ( 82,
103, 105, 172 ). Esto es ratificado por el hecho de que en
estos segmentos es donde ée muestra una mayor respuesta cuan
do se presenta un estado de deficiencia ( 64, 102, 103). Mien
tras el transporte de hierro desde el intestino al resto del

organismo estid centrado principalmente en el duodeno ( 278,
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283, 287 ), la retencidn por la mucosa intestinal se daria
preferencialmente en el yeyuno y en el fleon ( 274 ).

2.2.- MECANISMO DE ABSORCION

La absorcidén del hierro se da una vez que el ali-
mento ha sido elaborado en el lumen intestinal. E1l modelo
més simple del paso del hierro al interior del organismo se
gln diversos autores ( 52, 219, 283, 284 ) se realiza en tres’
etapas:

19 - Fase intraluminal donde el alimento es digeri
do por los enzimas glstricos y pancredticos y el hierro es

liberado en forma soluble.

29 - Fase mucosal en la que el hierro es captado
por las células mucosales y transportado a través del cito-
plasma en un proceso que no estid plenamente dilucidado; se
ha observado la existencia de transportadores intracelula-
res especificos para este metal ( 153, 307 ). Huebers et al.
( 156 ) aislaron de la mucosa intestinal de rata dos protei-
nas identificandolas como ferritina y transferrina y supo-
nen que la segunda es el transportador a través del entero-
cito y responsable del ripido paso de hierro en animales de
ficientes, mientras que la ferritina actuaria como depdsito
de hierro en aquellos que no requieren una cesidn rdpida al

plasma (normales y con sobrecarga en hierro).

32 - Fase corporal en la que el hierro es tomado
por la transferrina del plasma sobre el lado serosal de la
célula mucosa y llevado al higado y tejidos hematopoyéticos.
Esta fase es afectada por los niveles de hierro en el cuer-
po, estando muy facilitada la absorcidn en la deficiencia
(183).

Si el hierro estd@ en forma quelada el mecanismo de
absorcidn presenta diferencias notables ( 183 ).
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Gran nimero de factores afectan la absorcidn del
hierro, unos positivamente y otros de forma negativa. Caben
destacar los factores intraluminales (forma quimica del hie
rro, jugos gldtricos, los constituyentes del alimento... (62,
162, 283, 308 ) y los factores mucosales (deficiencia o s©
brecarga de hierro ...) (54, 62, 82, 175, 223, 298, 310).

La solubilidad de un metal en el medio intralumi-
nal, es condicidn esencial para que sea absorbido. Las sa-
les ferrosas son absorbidas por el intestino mejor que las
férricas (69, 78, 82, 100, 102, 112, 144, 287) y se considera
que el Fe** puede existir en solucidn hasta una concentracidn
de 1M a pH 7, mientras que el Fe** al mismo pH es insoluble
a concentraciones de 10”1'M (46, 69, 144, 283 ), formando-
se hidrdxidos ya a pH 3 (105 ). La diferencia en las propie-
dades fisicoquimicas entre los iones Fe't y Fe**t seria de-
bida a su polimerizacidn hidrolitica. Para que tanto el Fe'**
como el Fe**' sean absorbidos por el intestino de pollo (pH
6 a 7) bastarian que se mantuvieran en forma soluble adminis
trando quelantes que formarian complejos de bajo peso molecu
lar ( 46, 69, 1u4 ),

El hierro en las dietas de origen vegetal estid pre
sente en forma dificilmente soluble, por el contrario, si di
cho metal se encuentra en dietas de origen animal, es mucho

mejor absorbido (283, 287).

El &cido ascdrbico ha sido también ampliamente es-
tudiado. Es un constituyente habitual del alimento en el lu-
men intestinal, el cual actfia como reductor del Fe*™* (105)
y como quelante del FeCl3 (134, 172 ) cuando se administran
en una misma solucidn (22, 35, 69, 100, 106, 1uu, 285, 287,
288 ) tanto en animales normales como en deficientes. Incluso
es posible que el &cido ascdrbico penetrara en las cé&lulas in

testinales y modificara su metabolismo (64 ).

La histidina parece ser que facilita la absorcidn

del hierro (105), por formacidn de quelados de bajo peso mo
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lecular con3 4tomos de Fe*'**, manteniendo su solubilidad en el
medio y aumentando su absorcidn en el intestino (105, 175, 285,
286, 287, 288).

Las grasas forman con el hierro complejos poco so-
lubles que reducen la disponibilidad del hierro para su ab-

sorcidn.

Finalmente, la absorcidn también puede ser modifi-
cada por factores que directa o indirectamente produzcan cam
bios en las células de la mucosa del intestino, como son: can
tidad de hierro almacenado en el cuerpo, tasa de eritropoye-
sis, hipoxia, o el nivel de saturacidn de la transferrina en

tre otros (283).

2.4.~ REGULACION DE LA ABSORCION DE HIERRO

B R R e R e et

Los mecanismos por los cuales el organismo regula
la absorcidn de acuerdo con sus necesidades, no estédn del to
do dilucidados. Huebers et al. (154, 155 ) explican dicha re
gulacidn mediante un factor intraluminal (factor eluible) que
ha sido detectado en la superficie de la mucosa del Yeyunc»de

las ratas.

De acuerdo con la teoria del "bloqueo mucosal" de
Hahnet al.de 1943 (131) y elaborada por Granick (123 ), 1la
mucosa intestinal absorbe hierro durante periodos de necesi-
dad y lo expulsa cuando las reservas son adecuadas. El hie-
rro captado por los enterocitos es convertido en ferritina
y éstos quedan fisioldgicamente saturados en esta proteina,
una ulterior absoréién_es impedida hasta que el hierro es 1i
berado de la ferritina y transferido al plasma. Crosby et
al. (65 ) y Conrad et al. (54 ) muestran la evidencia de que
en las ratas el regulador Gltimo de la absorcidn es su concen
tracidén en las cé&lulas epiteliales del intestino proximal. En
ratas normales con concentraciones de hierro intestinales mo
deradas, solo una pequefia parte de éste es transferido a la
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enterocitos y es perdido en el lumen del intestino cuando

las células de las vellosidades se descaman. En ratas defi-
cientes con menor concentracidén de hierro en el intestino,
gran parte del hierro ingerido pasa directamente a la sangre.
Este mecanismo aparentemente no se aplica al hombre (7).
Trabajos recientes aportan un sistema de transporte que envol
veria receptores situados en la membrana plasmitica de las
células epiteliales intestinales y la interaccidn de la trans
ferrina plasmética en estos lugares con la liberacidn del hie
rro (92).

Otros procesos, implicando secreciones digestivas
han sido evocados para la regulacidn de la absorcidn del hie

rro:

. Secrecidn gdstrica (gastréferrina) (162).En Jjugos
gdstricos normales Davis et al. ( 69 ) observaron su ausen
cia en hemocromatosis. En anemia por deficiencia de hierro
provocada por pérdidas de sangre, la concentracidn de gastro-
ferrina en los jugos glstricos se reduce y vuelve a los nive-
les normales una vez restaurada la hemoglobina ( 188). Mais
tarde se propuso que el fallo en producir gastroferrina por
un error congénito de metabolismo es un factor causal de la

hemocromatosis.

. Secrecidn pancredtica asi, el exceso de absorcidn
y de deposicidn de hierro, caracteristico de la hemocromatosis
ha sido relacionado con un defecto pancreltico primario ( 68).
Davis y Biggs ( 67, 68 ) muestran que se puede reducir la ab
sorcidn de hierro en la hemocromatosis por adicidn de un ex-
tracto pancreitico a las dosis orales de hierro (lo mismo pa-

saria a las ratas).

_ . Otras secreciones intestinales. Murray y Stein (
218 ) y Turnberg ( 282), propusieron que el aumento de la ab-
sorcidn del hierro en organismos deficientes no es debida a
una menor accidn gastroferrinica, sino a un factor del jugo
gastrico que aumenta la absorcidn.
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2.5.- EXCRECION

- - — - - -

Desde los estudios de McCance y Widdowson de 1937
(202 ) se conoce la limitada capacidad de eliminacidn de hie
rro que posee el organismo. La excrecidn se realiza princi-
palmente a través de tracto gastrointestinal, superficie cu
tidnea, orina, a través de la placenta en mamiferos, puesta
en las aves y menstruacibn. Estos mismos autores (202 ) de=~
mostraron que la capacidad de excrecidn de hierro por el in
testino era mucho mads limitada de lo que se habia previsto,
y que el control de su balance se encuentra mids en la absor
cidn que en la excrecidn. La cantidad total de hierro en las
heces de un humano normal se sitla entre 6 y 16 mg/dia de~
pendiendo de las cantidades ingeridas (284 ), y representa
principalmente el hierro no absorbido a nivel intestinal y
solo podemos considerar una minima parte como verdaderamen-
te excretada, segln se ha detectado en estudios de balance.
En el hombre este valor aproximadamente es de 0.2 a 0.5 mg/
dia dependiendo de la técnica utilizada (85, 160 ).- AGn en
anemias hemoliticas o en el tratamiento de la policitemia
con fenilhidrazina, que conllevan liberacidn de grandes can
tidades de hierro en el cuerpo por destruccidn de los gldbu
los rojos, solo el 0.5% de éste aparece en la orina y heces
(202 ). Este hierro propiamente eliminado, deriva de las cé
lulas descamadas y de la bilis (284 ). En este Gltimo caso
proviene en gran parte de la destruccidn de la hemoglobina
en una cantidad aproximada de 1 mg/dia, aunque la mayoria
es reabsorbido y solo una porcidn muy pequefia pasa a las he

ces.

Ademds del hierro excretado por la orina y heces,
hay una cantidad perdida por la superficie corporal que en
un adulto representa 0.5 mg/dia (52, 284 ) a través de su-
dor, cabello y ufias (sudor normal 0.3 ug Fe/ml, sudor fuer-
te, es decir, concentrado 7.1 ug/ml ( 1 ). Ademds, como ya
se ha citado anteriormente, en la mujer se dan otras pérdi-
das debido a la sangre menstruante (51, 132, 248 ), partos
y a la leche de la lactancia (284 ). Las aves pierden hie-
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rro a través de huevos durante la puesta.

La importancia de una excrecidn tan reducida radi
ca en que de los 16 mg de hierro / dia presentes en la die
ta, un individuo normal absorbe entre 0.6 y 1.5 mg y duran
te este periodo el catabolismo de la hemoglobina libera de
20 a 25 mg de hierro. Si este hierro catabolizado no fuera
conservado, la pérdida de hierro no seria restaurada por

una dieta razonable ( 210 ).

En casos concretos podemos considerar las pérdidas
adicionales de hierro,respectc a la puesta, ésta comporta un
cambio en el metabolismo del hierro ( 245 ). Un huevo de ga-
llina contiene aproximadamente 1.5 mg de hierro. Asi una
buena ponedora pierde aproximadamente 7 'mg de dicho metal en

una semana, 1o que equivale a mds de 300 mg en un afio.

2.5.1.- MORFOLOGIA DEL INTESTINO

El intestino delgado de las aves es mds corto que
el de los mamiferos y al igual que éstos comprende tres par-
tes: duodeno, yeyuno e ileon, segln la terminologia de algu-
nos autores, a pesar de que la delimitacidn entre yeyuno e

Ileon es imperceptible ( 24 ) ( Figura 2 ).

No obstante, su longitud puede variar por la influ
encia de la alimentacidn; asi el de una ave granivora o her-
bivora posee mayor longitud que el de una carnivora ( 269 ).
Parece ser que segln la edad, el didmetro del intestino au-
menta, pero no queda muy claro si corresponde {(nicamente a
las capas de tejido muscular y submucosa, o bien si va acom
pafiado de un mayor nlmero de células epiteliales, ya que exis
ten pequefias contradiciones al respecto ( 152, 241 ), aunque
en un mismo animal el diémetro se mantiene constante a lo lar
go de todo el intestino. Por el contrario en rata (99) 1la

superficie de la mucosa del yeyuno proximal, es el doble que

la del ileon distal.
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Figura 2.~ Estructura general del tracto digestivo de las aves (24 ) .

El intestino gfueso es relativamente corto en la ma
yor parte de las aves; se extiende desde el recto a la cloaca
y en &l desembocan los ciegos. En algunos tipos de aves, los
ciegos no estén suficientemente desarrollados para ser consi
derados como partes funcionales del tracto digestivo, quedan
reducidos a brganos linfaticos. En la zona de unidn con 1los
ciegos, el ileon presenta un repliegue denominado anillo mus
cular ( 50 ) por encima del cual se encuentran las desemboca

duras de estos (96 ).

Histolbdgicamente, el intestino delgado es similar
al grueso, excepto en la medida de las vellosidades (269 )
las cuales son mis pequefias en el primero, variando ademds su
forma segiin el tipo de alimentacidn; asi, en las aves carni-
voras las vellosidades estdn mis desarrolladas que en las her
bivoras, las cuales, son achatadas y de aspecto foliado (269).
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La cantidad de vellosidades presentes en el yeyuno es de 46/
» mm2 de‘tejido ¥y su largura es de 525.3 um, unas tienen for-
ma cilindrica y otras elipsoide. Las vellosidades del ileon
son semejantes a las del yeyuno pero su disposicidn es mis

apretada 59.5 vellosidades / mm’ de tejido. En su superficie,
las invaginaciones transversales son mds numerosas que en el
yeyuno siendo también mds abundantes en la zona apical (96).

En el recto, las vellosidades también son todas de
la misma longitud (265.6 um). En cuanto a la forma, predomi-
nan las elipsoides, en las cuales el didmetro menor a veces
es bastante m&s largo que en el yeyuno. Su densidad es menor
que en las otras zonas (39 vellosidades / mm® de tejido). Las
~invaginaciones transversales de la superficie son mds numero-
sas y marcadas que en el yeyuno e i1leon. En la zona apical

hay numerosos filamentos bacterianos insertos en el tejido.

La mucosa del intestino de pollos se caracteriza
por:

. El epitelio, constituido por simples columnas de
células en forma de copa, entre las que se encuentran las c@
lulas caliciformes de actividad secretora ( 268, 269 ).
Estas células caliciformes presentan microvellosidades en la
zona apical y no se observan diferencias notables entre las

distintas partes del intestino delgado y del ciego ( 96 ).

. Las criptas de Lieberkiihn donde estan localiza-
das las células de Paneth; se desconoce la actividad que es-
tas Gltimas desarrollan, parece ser secretora aunque no que-
dan de acuerdo algunos autores sobre su existencia en los
pollos. Aitken ( 3) cree que dichas cé&lulas estin ausentes
tanto en el intestino delgado como en el grueso, en contra-
posicidn con Bradley y Grahane (33) quienes opinan, que las
células de Paneth estin presentes a todos los niveles, aun-

que esto no ha sido donfirmado.

. En ciertas razas de pollos existen algunas glég

dulas tubulares que son similares a las de Brunner en los

mamiferos ( 64, 134 ).
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. Las c&lulas argentdfilas, descritas por Limard
y Van Camptenhout en.1392, estdn presentes en las crip-
tas .de - Lieberkiihn y en el epitelio (299 ). Los primeros
autores han sugerido que en un momento determinado del desa
rrollo dichas células emigrarian del epitelio a la lamina
propia. Esta emigracidn no parece haber sido notada en otras
especies. A primeros de los afios cincuenta se encontrd que
en cobayas, ratones y hombre, las células argentdfilas del
intestino delgado y grueso eran morfoldgicamente diferentes
y avanzd la hipdtesis de que estas diferencias estarfan aso-
ciadas a variaciones funcionales. Aitken (3 ) considera que
las cé&lulas argentdfilas son menos numerosas en el duodeno,
particularmente en las aves jdvenes, y estd seguida de otra
zona en la cual el tejido linfitico es abundante y las glén
dulas tubulares en consecuencia estdn ampliamente sefialadas.

2.6.- METABOLISMO

Una alta proporcidn del hierro absorbido es conti-
nuamente redistribuido a través del cuerpo en varios circui-
tos metabdlicos de los cuales el ciclo: plasma - médula
6sea - gldbulos rojos -— gibbulos rojos seniles —e plas
ma, es cuantitativamente el mds importante. Existen otros
circuitos subsidiarios: plasma — ferritina y hemosiderina

—s plasma y plasma — mioglobina y enzimas que con-

tienen hierro -- plasma.

‘ El hierro del plasma (transferrina) provee la unidn
entre los ciclos y regula su distribucidn en el organismo.

El ciclo de la hemoglobina domina el metabolismo
intermediario del hierro. Normalmente alrededor del 70 % del
turnover plasmitico va a la médula 6sea ( 30). En animales
en avanzado estado de gestacidn, una proporcién relativamen
te grande de hierro plasmdtico circulante puede ir ademis a
la placenta ( 32) y en las aves en estado de puesta al ova-
rio (212 ). Unos 20 a 25 mg de hierro enddgeno son liberados
diariamente en la destruccidn de la hemoglobina de los eri=-
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trocitos no viables, la metabolizacidn de la parte heminica
"y el retorno del hierro al plasma es responsabilidad de las
células reticuloendoteliales (RE) del higado, bazo y médula.

En machos adultos, entre 35 y 40 mg de hierro total
son transportados por el plasma cada 24 horas, aunque solo
de 3 a 4 mg estén presentes en este compartimento en cual-
quier momento. El turnover es ripido con un tiempo medio de
90 a 100 minutos ( 238). E1l hierro es incorporadc a la hemo-
globina en los reticulocitos y no en los eritrocitos maduros,
el primer paso es la unidn de la transferrina a las células
( 166, 213).

El proceso rdpido de incorporacidn del hierro plas
matico a la ferritina en el higado, bazo y médula depende de
reacciones energéticas que junto con el &cido ascdrbico redu
cen el Fe** de la transferrina a Fe** , liberéndolo de 1la
proteina, el cual es captado por la ferritina (200 ). Se ha
dicho que el proceso inverso estaria mediado por la xantina-
- oxidasa actuando como deshidrogenasa (208, 224 ), aunque re-
cientemente se ha demostrado que solo la riboflavina y sus
derivados pueden reducir el Fe*** ferritinico a un limite y

* » , . . . . (.4 . - -,
a una extensidn que es semejante a su significacidn fisio0ld-

gica ( 264 ).
+
NAD* FMNH, 2 Fel ?
’ +
NADH + u " FMN 2 Fe? 0,

La movilizacidn del hierro de las reservas también
requiere la presencia de un enzima transportador de cobre ce

ruloplasmina (Ferroxidasa I).

El hierro plasmitico es depositado en el higado y
bazo como ferritina y hemosiderina y es liberado de los dos
compuestos para la utilizacidn por los tejidos. Esto ocurre
sobre una ordenacidn de limites de deposicidn y vaciamiento
de hierro ( 284). Segiin otros autores ( 261) el hierro de la

transferrina seria incorporado a la ferritina y luego de és
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ta a la hemosiderina, por lo que la ferritina serfa quizis

un precursor de la hemosiderina.

2.6.1.- METABOLISMO DEL HIERRO EN AVES

El contenido en hierro en aves, no es conocido con
igual extensidn que en los mamiferos. Los primeros trabajos
en aves datan de 1927 y corresponden a Warburg y Krebs (296)
quienes comparan sideremias de aves con las de otros grupos

animales.

En las aves domésticas se observa que el higado de
las hembras contiene, 'ya antes de la puesta, méds hierro -
que el ‘de los ‘machos (301); pero con - la ‘aparicidn
de la puesta, éste disminuye, aumentando el hierro plasmiti-
co y paraddgicamente se incrementa la absorcidn intestinal
( 250 ) siendo equivalente a la situacidn creada en las ane
mias sideroblésticas en el hombre, en que siendo los niveles
del organismo altos, se incrementa la absorcidn intestinal
( 104 ). Por otra parte tenemos que la absorcidn es mayor en
la hembra que en el macho, lo que permite un incremento de
los depdsitos de hierro en animales inmaduros. En todo caso
después de un periodo de puesta intensiva, los depdsitos
serian agotados si la absorcidn intestinal no fuera repo-

niéndolo al mismo tiempo ( 250 ).

Estudiando la relacidn entre hemoglobina, produc=-
cidn de huevos y sideremia, se encuentra que la hemoglobina
en la sangre de las hembras'en puesta es menor y se atribu-
ye este descenso a alguna posible intervencién endocrina de-
pendiendo de la demanda de hierro para la formacidn de los
huevos ( 245 ). La sideremia sufre también grandes variacio-
nes oscilando entre 100 - 200 ug Fe/100 ml para las gallinas
en no puesta o inmaduras y 400 - 900 ug Fe /100 ml para las

gallinas en puesta ( 230)).
Varios autores han propuesto la existencia de un

segundo transportador durante 1la época de puesta(126;2275271)
habiéndose identificado una fosfoproteina igual que la que
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acompleja hierro en la yema del huevo, la fosvitina, aisla-
" da del plasma de gallinas en puesta por Heald y McLachlan (
143 ), comprobadndose que el hierro no unido a la transferri-
na se encuentra unido a la fosvitina ( 6 ). Esta protefna‘se
sintetiza en el higado y es secretada a la sangre y deposi-
tada en los foliculos del ovario (127, 142 ). Actualmente se
ha descubierto que la fosvitina circula por el plasma no co-
mo tal, sino como una estructura de peso molecular mayor: la

vitelogenina ( 74 ).

La presencia de estos transportadores debe afectar
la ferrocinética. La velocidad de intercambio de hierro en
plasma en los tejidos (PIT), fue determinada en gallinas (
234 ), encontrando diferencias en la velocidad de renovacidn
del hierro en plasma y tejidos entre aves y mamiferos ( 18 );
ademds enlas primeras aumenta mucho durante la puesta y es

proporcional a la produccidn de huevos (246 ) .

2.6.1.1.- Hierro y Cobre

Ya en 1929 se observd que la anemia en los pollos
podia ser corregida por ‘adicidn de hierro en la dieta basal
(90, 279 ). La necesidad de hierro y cobre ha sido claramen
te establecida a partir de las vinculaciones de este segun-
do metal con el metabolismo del hierro. El cobre estimula
la eritropoyesis (150, 178, 192, 266 ) y mds especificamen-
te la formacidn del grupo hemo ( 11 ), mientras que el hie-
rro funciona directamente en la formacidn de la hemoglobina.

Planas y Frieden ( 237) observaron en pollos Legh
orn las consecuencias producidas por una alimentacidn defi-
ciente en cobre y hierro, y obtuvieron una disminucidn sig-
nificativa en el peso corporal, hematocrito, hemoglobina,
sideremia y en la actividad ferroxidasa despué€s de 17 dias
de tratamiento. Hill y Matrone ( 150) detectaron en pollos
y en idénticas condiciones alimenticias un descenso en el

nlimero de eritrocitos y contenido hemoglobinico.

Asi pues, el requerimiento en hierro y cobre en
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pollos Broiler ha sido investigado por numerosos autores.
‘Para que alcancen un miximo peso corporal, y niveles &pti-
mos de hemoglobina y hematocrito es necesario un contenido
en hierro en las dietas de 75 a 80 ppm cuando el pienso
tuviera 8 ppm de cobre (71). Waddell y Sell (292) propu-
sieron independientemente del cobre, que la hemoglobina era
6ptima cuando la dieta contenia 56 ppm de hierro en pollos
Broiler. Al - Ubaidi y Sullivan ( 8) determinaron que para
pollitos Turkey serian necesarios de 48 a 58 ppm de hierro
y de 2.8 a 5.8 ppm de cobre para lograr el miximo peso cor
poral y concentracidn hemoglobinica y dedujeron que altos
niveles de estos metales podrian ser requeridos para la ob-
tencidn de un hematocrito elevado. Harland et al.(139) tam-
bién observaron que las demandas de hierro y cobre en las co
dornices japonesas eran de 90 a 120 y 5 ppm respectivamente.
En contraste con estos hallazgos, Hill y Matrone (150) pro-
pusieron que el minimo necesario para un pollo podria ser de
40 ppm de hierro y 4 ppm de cobre. El National Research Co-
uncil ( 220 ) aconsejd niveles para pollos en crecimiento de

- 40 ppm y 4 ppm de hierro y cobre respectivamente.

Aunque las necesidades aconsejables de ambos meta-
les varian seglin los investigadores, las relaciones Fe : Cu
no son tan dispares. Una propofcién de 10 : 1 se requiere
para lograr un maximo en las respuestas hematoldgicas y de

4 : 1 para maximizar el peso corporal.

3.- UTILIZACION DEL PIENSO POR LOS ANIMALES

También se han hecho estudios sobre los alimentos
en gallinas, sugiriendo que los piensos consumidos por las
aves se pueden dividir en dos categorias ( 138). En primer
lugar, los utilizados para mantener la vida del animal vy
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evitar que pierda peso o "necesidades de mantenimiento", y
en segundo lugar los utilizados para cubrir las "necesidades
de produccidn", es decir, la cantidad de alimento ingerido

que serd utilizada para la produccidn de carne, huevos, etc.

Las necesidades de mantenimiento aumentan con el
peso del animal (138 ), habiéndose demostrado que las aves
utilizan para este fin un 65 % de los alimentos ingeridos du
rante el primer mes de vida, un 75 % en el segundo mes, un
80 % en el tercero, un 85 % en el cuarto y un 90 % en el quin
to. Estos datos hacen resaltar el requerimiento de una abun-
dante alimentacidn en las aves destinadas a la produccidn de
carne. Por el contrario, cuando se alcanza la madurez sexual
el tamafio corporal varia mds lentamente, de modo que puede
restringirse algo la alimentacidn, a fin de que crezcan a una
velocidad ligeramente subdptima, lo que comporta un cierto

ahorro de pienso.

Los machos, por cuestidn genética, utilizan mds e-
ficientemente el pienso, convirtiéndolo en carne, que las hem
bras factor muy considerado, a consecuencia del rapido desa-
rrollo de la industria de produccidn de Broilers, en la que
se utilizan dietas ricas en energia (Hidratos de Carbono),
suplementadas con antibidticos en la mayoria de los casos.lLa
adicidn de éstos no solo aumenta el ritmo del crecimiento en
peso vivo, sino también la eficiencia en la conversidn del

pienso (esto solo sucede en polluelos).

Las aves deben recibir una alimentacidn que cubra
las necesidades de mantenimiento, esté o no en puesta. Cada
huevo supone el consumo de cierta cantidad de alimento, cal
culada en 40 g por 66 g de huevos, aproximadamente. Es por
tanto evidente que cuanto mayor sea la produccidn de huevos,
més eficiente debe ser el animal como elemento transformador

de piensos. Se sabe que las razas mas pesadas necesitan una
cantidad superior de alimento para cubrir sus necesidades de

mantenimiento que las razas ligeras ( 138, 279).

En los animales reproductores la eficiencia de 1la
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utilizacidn de los alimentos se ve forzada a grandes extre-
‘mos, ya que en estos animales es de la mayor importancia la
rapidez e intensidad con que transfieren al huevo los dife-
rentes factores indispensables.

3.1.- NECESIDADES Y METABOLISMO_ PROTEICO

La ingestidén de proteina proporciona a los organis
mos, y en concreto a las aves, una fuente de nitrdgeno, cons
tituyente esencial de la carne, huesos, piel, plumas y todo
el resto de los tejidos corporales. Cuando se administra un
exceso de proteina, con respecto a las demandas metabdlicas,
el resto es-desaminado y utilizado para la produccidn de e-
nergia o para la sintesis de grasas, y por tanto, dado el su
perior valor econdmico de las proteinas frente a los hidratos
de carbono, la determinacidn de las necesidades minimas tie-
nen econdmicamente una importancia considerable.

Las proteinas son hidrolizadas a aminodcidos, algu
nos de los cuales pueden ser sintetizados por el ave (amino§
cidds no “é3enciales), en tanto que los aminodcidos esenciales
como la arginina, cisteiha, histidina, lisina, deben incorpo

rarlos con la alimentacidn.

Las necesidades proteicas son superiores en las pri
meras edades, cuando el crecimiento es mads activo y general-
mente disminuyen a medida que el animal se acerca a la madu-
rez; la demanda de proteina es en realidad la expresidn de la
necesidad de aminodcidos en proporciones adecuadas, y-si cada
unoo mis de estos aminodcidos se encuentra en cantidades sub
dptimas, la velocidad de crecimiento se limita.

El problema es mds dificil en el caso de las galli
nas ponedoras. Todos los intentos realizados para mantener u
na puesta normal con dietas en las que la proteina era susti
tuida por aminodcidos o hidrolizados de proteina, han resul
tado infructuosos, provocando la detencidén de la puesta en

cuatro dias. El procedimiento empleado ha consistido en afia
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dir a la dieta, en dosis determinadas, un suplemento protei
‘co a base de alguna proteina pobre en los aminodcidos en es
tudio ( 138).

4.- DEFICIENCIA DE HIERRO

La deficiencia de hierro puede presentarse en tres
grados seglin la severidad de la reduccidn de las reservas en

el organismo (Figura 3).

.. Inicio del descenso del hierro de reserva del or-
ganismo, que se refiere a un simple descenso en los depbsitos
sin ningln efecto sobre el hierro esencial del cuerpo (caren

cia de reservas).

. Eritropoyesis ineficaz, por bajo suministro de
hierro, lo cual ocurre cuando la suplencia de hierro para el
eritrocito de la médula es inadecuada y se produce una anemia

muy. suave que no se detecta a través de la hemoglobina.

. Anemia por deficiencia de hierro, resultante es-
pecificamente de un descenso en la presencia de este metal en
el cuerpo: bien por pérdida de sangre, pérdida de hierro enpo
rina con hemolisis intravascular, embarazo, dieta inadecuada
o mala absorcidén del mismo. Este tipo de deficiencia es més
comin en nifios, durante el embarazo o en paises subdesarrolla
dos (28).

4.1.- PATOGENESIS

La deficiencia de hierro puede desarrollarse de for
ma répentina o gradual. Una hemorragia aguda conduce a una r§
pida caida en el contenido total en hierro en el cuerpo y es
seguida por una redistribucidén del hierro remanente. Un des-
denso gradual puede ocurrir también como resultado de un ba-
lance persistentemente negativo o cuando el balance positivo

es insuficiente para cubrir las demandas propias del creci-

miento o embarazo.
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Normal Descenso Fe Eritropoy. Anemia por
en reserva def.en Fe def. en Fe

Reservas d~ hierro wmm—mee—.,

Eritropoyesis — ,&\\\s

Fe médula (0-6) — 2-3+ O-l+ 0
Transferrina (ug/dl)————m—Hm08 330:30 360 410
. Ferrit. plasmidtica (ug/l) — 00260 20 <I0
Absorcién de hierro ————+  pormal * t

Fe plasmitico (ug/dl) — e  ||5t50 15 <40
Saturacidn transferrinica (%) 3525 30 <|0
Sideroblastos (%) —————s 40-60 40-60 <0 <0
Troto orfirinas (ug/dl) —= 30 . o 200
fritrocitos . normal normal Norma {microcitica e

'Lhipocrémica

Figura 3.- Cambios producidos en el contenido en hierro del organismo, en la
adquisicidén gradual de la anemia ( 28 }.

Frente a un aumento de la demanda de hierro de cual-
q?ier'origen, el limite de absorcidn sube, pero la mayor parte

proviene de las reservas de este metal.

Seglin podemos observar en la Figura 3, la reduccidn
de los depdsitos va acompafiada de un descenso paralelo de la
concentracidén de ferritina sérica (28, 39 ) y una subida
de la concentracidn de transferrina plasmdtica y por tanto
de la capacidad total de fijacidn del hierrc. La saturacidn
transferrinica permanece normal mientras los depbsitos estdn
quedindose vacios como resultado de un aumento proporcionado
de la concentracidn de hierro del plasma pero con el ago-
tamiento de &stos la saturacién transferrinica disminuye
notablemente. A su vez conduce a un menor aporte de hierro
hacia el eritroide de la médula y como consecuencia, apa-
recen los signos de una eritropoyesis deficiente en hierro.

La concentracién de hemoglobina puede disminuir ligeramen-
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mente, pero todavia se consideran valores normales, aunque
‘'hay un aumento de células microciticas ( 91 ). Afn despuds
de haberse desarrollado la anemia por deficiencia de hierro,
la mayor parte de las células circulantes son normocrdmicas
y normociticas pero son gradualmente reemplazadas por una po
blacidn hipocrdmica y microcitica ( 53 ). El tamafio de 1las
células depende no solo del tiempo requerido para que la pér
dida de la poblacidn normal sea reemplazada, sino también de
la discrepancia entre la suplencia de hierro y las necesida-
des de la médula. Por ejemplo, los Indices de gldbulos rojos
pueden permanecer en el limite normal si la médula es relati
vamente hipopl&stica como en las enfermedades crdnicas rena-
les, mientras que un individuo con policitemia aln sin anemia
puede tener una marcada microcitosis e hipocromia. Siempre
que transcurre un adecuado espacio de tiempo y con tal que
sea normal la funcidn de la médula y el estimulo eritropoyé
tico puede esperarse una correlacidn entre la severidad de la

anemia y el cambio en el indice de gldbulos rojos.

La fase anémica de la deficiencia se caracteriza
por la disminucidn de un nimero de compuestos conteniendo hie
rro en los tejidos extraeritroides. Esto incluye: mioglobina,
citocromos y una variedad de otros enzimas que contienen hie

rro.

5.~ SOBRECARGA DE HIERRO

En contraste con lo dicho sobre la deficiencia de
hierro (Apartado 4), la sobrecarga es una condicidn poco co-

min y aparece solo en situaciones especiales.

Algunas confusiones han resultado de la terminolo-
gia a este respecto. Hemosiderosis o siderosis indican un in
cremento de hierro en los tejidos y también se utiliza como
"sobrecarga de hierro" generalizada. La denominacidn de hemo
cromatosis es usada para describir la sobrecarga masiva con

cirrosis y/u otros tejidos dafiados a causa también del exce



31

sivo hierro. De nuevo, la confusidn fue resultado de la de-
signacidn de cirrosis del higado con ligera y moderada can-
tidad de hemosiderina considerada como hemocromatosis (28).

5.1.- PATOGENESIS

La sobrecarga de hierro puede ser inducida por ab
sorcidn excesiva a nivel del tracto gastrointestinal o por
su administracidn parenteral, bien en las transfusiones de

sangre o inyecciones de preparaciones de hierro terapéutico.
El exceso de hierro en el organismo puede darse en:

- Las células del sistema reticulo endotelial (RE).
Los ejemplos mds chocantes se han visto en pacientes con a-
nemia apléastica, en que la actividad eritropoyética no es
tenida en cuenta, pero acumulan grandes cantidades de hierro
por repetidas transfusiones de sangre. Los eritrocitos trans
feridos son fagocitados por las células RE al final de suvi
dé, y el hierro hemoglobinico es reprocesado en estas célu-

las.

La absorcidn gastrointestinal de hierro es reduci
da en pacientes con anemia aplastica. En contraste con las
muestras de pacientes con tomas de sobrecarga oral, los pa-
cientes con anemia aplistica y sobrecarga de hierro RE mues
tran poca o ninguna evidencia de disfuncidn o lesidn hep&ti

ca alin en presencia de depbsitos masivos de hierro (30).

La retencidn de hierro en el sistema RE puede ser
acentuada por diversas complicaciones coexistentes. La defi
ciencia de 4cido ascdrbico inhibe el abandono de hierro de
los depdsitos RE ( 185, 295) , y a su vez el catabolismo del
&cido ascdrbico es acelerado por el hierro férrico.

La inflamacidn causada por infeccidn bacterial o
alguna forma de lesidn en los tejidos estd-asociada con el

abandono de hierro de las células RE (43).

- Las células parenquimdticas, por depdsito de
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hierro transferrinico; la cantidad captada por unidad de
tiempo es directamente proporcional a la concentracibén de
hierro transferrinico (57, 60) siempre que el hierro absor
bido supere a las demandas eritropoyéticas. Entre los facto-
res mds importantes asociados con la regulacidn de la absor-
cidn del hierro estén: la cantidad de hierro alimenticio, la
funcidn de la célula del epitelio intestinal, y el limite de
eritropoyesis (164 ), que pueden tener un papel en el desa-
rrollo de la sobrecarga de hierro parenquimal.

El exceso de hierro a través de la dieta se da en
un 70 % de la poblacidn Bantli adulta de sexo masculino, 1la
incidencia y severidad es maxima en las edades de 40 a 60 a
fios. La mayor parte de este exceso de hierro ingerido deriva
de bebidas alcohdlicas preparadas en envases de hierro. El
balance diario de hierro en esta poblacidn es de 1 a 3 mg

(161).

. Histolbgicamente, 1os.depésitos hemosiderinicos se
observan en hepatocitos asi como en las células de Kupffer,
y en las células RE del bazo y médula. Mientras la acumula-
cidén hepatocelular es probablemente, una consecuencia direc
ta del aumento de la absorcidn y alta concentracidn de hie-
rro en el suero, la siderosis RE es debida al hierro hemo-
globinico. Una razdn para reducir el abandono de hierro RE
puede ser la deficiencia de &cido ascdrbico que es muy comfn
en esta poblacidn (191, 253 ), 'y también el incremento de
hierro coexistente en otros drganos, reduciendo por consi-
guiente, la probabilidad de liberar el hierro de las célu-
las RE a ios receptores libres de la transferrina circulan-

te.

En la mayor parte de estos individuos severamente
siderdticos, la cirrosis micronodular es observada solamen-
te en pequefia proporcidn ( 31), por lo que Charlton et al.
(48 ) han sugerido que otros factores tdxicos incluido el
alcohol, malnutricidn, o contaminantes no identificados en
las bebidas caseras pueden ser también elementos del desa-

rrollo de cirrosis.
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| Un interesante cambio en la distribucidn del hie-
rro corporal ha sido observado por Bothwell et al. (29 ) si-
guiendo el desarrollo de la cirrosis inicial en pacientes

con sobrecarga de hierro en la dieta.

La cirrosis a menudo es asociada a un excesivo
depdsito de hierro, aunque no en tanta magnitud como se en-
cuentra en la hemocromatosis idiop&tica. A causa de esta a-
sociacidn, el concepto de hemocromatosis idiopdtica como una
entidad clinica diferenciada ha sido defendida por MacDonald
(193, 194 ) , sugiriendo que es el resultado final de un con
junto de anomalias en que la absorcidn y distribucidn de hie
rro en los Organos no es normal. Esta hipdtesis es rechazada
por varios investigadores ( 21, 47, 122, 171 ) , pero represen

ta una mayor contribucidn para el estudio de dichas anomalias.

La sobrecarga de hierro en la cirrosis es multifa
cética, relacionando los factores que inician la disyuncidn
del higado tales como alcohol y deficiencia en la nutricidn.
El alcohol estimula la absorcidn de hierro en sujetos norma-
~les. Este efecto es probablemente indirecto, aunque estimu-
la la secrecidn de &cido clorhidirco que a su vez aumenta la
solubilidad de hierro férrico y su disposicidn para la ab-
sorcidn ( 49 ). El1 contenido en hierro en higado en los con-
sumidores crénicos de alcohol fue alto en algunos estudios
( 239 ) pero en otros era normal ( 189, 190). Estos resulta-
dos aparentemente conflictivos pueden ser explicados por las

diferentes bebidas alcohdlicas.

Alin cuando el papel del pancreas en la absorcidn
del hierro es controvertida, es razonable mantener que par-
te del aumento de la absorcidn de hierro en pacientes cirrd

ticos puede ser motivada por insuficiencia pancredtica (304).

La deficiencia de &cido f&lico es comln en pacien
tes alcohdlicos y con cirrosis, y parece ser responsable del
incremento de los depdsitos de hierro ( 75, 124, 125, 1u45),

La hemocromatosis idiopdtica fue definida por Shel
don en 1935 ( 258 ) como un error innato del metabolismo del
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hierro basado en estructuras clinicas 'y patoldgicas. Afn
cuando este concepto es casi universalmente aceptado, el
defecto sefialadamente bioquimico no ha sido todavia esta-
blecido (21, 47, 122 ). En general se tiende a identificar
con una lesidén especifica, responsable de una alta e ina-
propiada absorcidén de hierro relacionada con factores lumi-
nales gastrointestinales y con la funcidn de las células mu

cosales ( 293).

También fueron sugeridos, perono confirmados, la
secrecidn anormal pancredtica ( 25, 67 ), un factor gistri-
co que promueve la absorcidn del hierro (218 ) y la ausen
cia de 1inhibidores gésfricos especificos para dicha absor-

cidn ( 69).

Por estar la transferrina sérica frecuentemente
reducida en pacientes con hemocromatosis idiop&tica, Blanc
y Vannotti ( 27 ) han propuesto una concordancia congénita
de sintesis transferrinica como subrayando un defecto meta
bbélico en esta enfermedad. Sin embargo la transferrina es
‘reducida en todas las condiciones con exceso de almacenaje
de hierro, y alcanza valores normales cuando los depdsitos

de hierro se vacian (41).

6.- OBJETO DEL TRABAJO

Al observar la existencia de pocos trabajos rea-
lizados en gallinas (Gallus domesticus) sobre el contenido
y distribucidn de hierro, asi como sobre el metabolismo y
requerimientos de este metal, orientamos nuestro estudio

hacia la observacidn de posibles variaciones del;
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1o - Contenido y distribucidn del hierro

. en funcidn de la edad
. en funcidn del sexo

. ¥y en el momento de la puesta

en los principales drganos y tejidos del
animal:
. higado
. bazo
. rifiones
corazdn
. msculo esquelético
. intestino delgado: duodeno, yeyuno e ileon
. plﬁmas
. liguido de perfusidn (sangre mds ClNa 0.9%)

« carcasa

Contenido en hierro ferritinico en higado y
bazo

. en funcidn de la edad

. en funcidn del sexo

. y en el momento de la puesta

Balance metabdlico

. en funcidn de la edad

. en funcidn del sexo

. y en el momento de la puesta

Distribucidn del hierro y balance metabd8lico
en funcibén del contenido en hierro en las die
tas
a las 13 semanas: machos y hembras
. a las 24 semanas (hembras en estado de puesta)

Determinacidn del contenido en hierro ferri-
tfnico en higado y bazo en funcidn del conte-
nido en hierro en las dietas

. a las 13 semanas: machos y hembras

a las 24 semanas (hembras en estado

*
olhl ..“-PG"



Las experiencias se llevaron a cabo con gallinas
pertenec1entes a la raza Shaver, genéticamente selecciona-
da como ponedora, a las siguientes edades: 4, 8, 13 y 18 se

manas, machos y hembras, y gallinas en puesta (24 semanas).

Escogimos (en los apartados 4o y 5¢) las dos eda-
des citadas, ya que a las 13 semanas son animales aln no a-
dultos sexualmente, y en el segundo caso, sabemos que la

puesta modifica el metabolismo del hierro. -

El nlmero de animales por cada edad y sexo fue

de nueve.

36



MATERTAL

37

Y METODOS



38

PRIMERA PARTE: DISTRIBUCION DEL HIERRO EN ORGANOS.

—— - - e e o = - ————
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1.- ANIMALES E INSTALACIONES

1.1.- ANIMALES

Los experimentos para el estudio de la distribucidn
del hierro en los diferentes drganos se realizaron con galli-
nas de ambos sexos, de raza Shaver adquiridas el mismo dfa de
su nacimiento, procedentes de una granja avicola comercial ,
manteniéndolas en nuestras instalaciones hasta el momento en
que alcanzaron la edad adecuada para realizar las pruebas.

El trabajo se llevd a cabo con grupos de 9 animales:

. machos en funcidn de la edad: 4, 8, 13 y 18 se-
manas.
. hembras también en funcibén de la edad: 4, 8, 13

y 18 semanas.
. y con gallinas en periodo de puesta: 24 semanas.

La raza Shaver ha sido seleccionada genéticamente
como ponedora. Alas 18 semanas, las hembras de esta raza se
les considera gallinas en estado de pre-puesta y a la edad
de 20 semanas inician la puesta (oscilando m&s o menos una
semana dependiendo de la época del afio ). De aqui que a las
23 8 24 semanas, alcanzan el 83 $de la produccidn de huevos.

1.2.- INSTALACIONES

El estabulario estaba dotado de dos dependencias
para uso exclusivo de aves. En una de &llas se instalaron
los pollitos recién nacidos donde permanecieron hasta las
4 semanas de edad. La segunda habitacidén estaba destinada
para los ejemplares grandes. ‘

Las jaulas para aves pequefias eran de acero inoxi
dable, de unas dimensiones tales capaces de albergar a 30 a
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nimales cada una. Mis tarde se colocaron en jaulas metdlicas
individuales montadas en bateria. Todas ellas poseian comede
ros similares, con un sistema automitico para la distribucidn

del agua.

1.3.- AMBIENTACION

La temperatura, humedad, iluminacidn y ventilacidn
del estabulario, fueron cuidadosamente atendidos. Procuramos
mantener una temperatura ambiental de 33 - 35 oC durante los
primeros dias de vida, pasando a ser mis tarde de 22 - 23 oC
La humedad relativa era del 50 % durante las primeras 4 sema
nas y posteriormente del 60 %, lo que contribuye a la forma-
cidn de un buen plumaje. La iluminacidén se controld mediante
un sistema automético, el cual estaba programado para dos pe
riodos: luz-oscuridad, de 12 horas de duracidn cada uno, ve-
rificidndose el cambio a las 7 de la mafiana. La limpieza de
comederos, bebederos y suelo de las habitaciones se cuidd ri
gurosamente. De esta manera logramos un buen control de 1las

enfermedades, reduciendo al minimo el nlmero de bajas.

2.- DIETAS Y CRECIMIENTO

Los animales tenian a su disposicidn agua y pienso
"ad libitum".

El agua para la bebida estaba sometida a un trata-

miento previo para evitar el crecimiento bacteriano.

El alimento que se les administraba era un pienso
comercial en polvo para aves, marca Hens, cuya composicidn

era la siguiente:



Andlisis: Engorde
Sustancias secas 88.45 %
Cenizas 5.72 %
Nitrdgeno total 3.65 %
Proteina bruta 22.80 %
Mat. Ext. libres de N. 49.57 %
Grasa bruta 6.71 %
Fibra bruta 3.65 %
Unidades alimenticias/100 Kg 90.00 %
Proteina digestible por U.A. 207.00 ¢
Férmula:
Cereales 54.42 %
Harina de frutos vegetales 36.90 %
Harina de alfalfa 1.00 %
Grasa animal (estabilizada con

etoxiquin) L.4u0 %
Sal, Carbonato Cilcico y Fosfa-
to bicélcico 2.80 %
Corrector vitaminico mineral 0.48 %

Vitaminas y Minerales:

vit. A
Vit. D
Vit. E
Vit. B
vit. K
Ac. Pantoténico

3

2

Ac. Nicotinico
Etoxiquin
Riboflavina

40

Puesta

87.91 %
10.23 %

16.10 %
3.31
3.65

96.00

137.00

0qQ o of of

67.u41 %
23.37 %
1.00 %

8.02 %
0.20 %

8000 U.I./Kg 5000 U.I./Kg

2000 U.I./Kg
25 mg/Kg

6 mg/Kg

6 mg/Kg

20 mg/Kg

25 mg/Kg

125 mg/Kg

1000

1
11
25

125

U.I./Kg

.6 mg/Kg
.0 mg/Kg
mg/Kg
mg/Kg
mg/Kg
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Cloruro Sddico ~ 0.353 % 0.42-%
Calcio 0.90 % 2.00 %
Fésforo 0.79 % 0.60 %
Hierro 160 mg/Kg 150 mg/Kg
Cobre 12 mg/Kg 12 mg/Kg
Manganeso 75 mg/Kg 70 mg/Kg
Zinc 110 mg/Kg 58 mg/Kg

Iodo 0.80mg/Kg 0.40 mg/kg

Como podemos observar, nuestros animales fueron a-
limentados con unas dietas, cuyo contenido en hierro era de
160 ppm, a excepcidn de las gallinas en puesta, en que su

contenido en hierro, era de 150 ppm.

2.2.- CONTROL_DEL_CRECIMIENTO

La supervisidn del crecimiento se llevd a cabo con
gran atencidén. Semanalmente, a partir del dia de su nacimien
to, se pesaron los animales uno por uno, anotdndose el peso
medio del lote. Dicho registro se realizd siempre a primera
hora del dia, diferenciando los machos de las hembras. E1
peso de las aves, hasta las 13 semanas de edad, se comprobd
con una balanza Ohaus de tres vigas, modelo 301 cuya carga
mixima era 2610 g y sensibilidad 0.1 g. Cuando los pollos
llegaron a la edad adulta (mds de 13 semanas) utilizamos una
balanza semiautom@tica Cely cuyos margenes de pesada oscilan
desde 40 hasta 5000 g. ,.la cual posee un plato hondo muy
Gtil para pesar animales de talla grande.

2.3.- CONTROL DE LA _PUESTA

A cada gallina correspondia una ficha, en la que se
anotaban tanto los dias de puesta como los de descanso, con

el fin de precisar su secuencia.
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3.~ TECNICAS EXPERIMENTALES

Una vez alcanzada la edad apropiada para la reali-
zacidn de las pruebas, los animales permanecieron 24 horas
en ayunas, disponiendo de agua libremente, conel fin de que

el intestino quedara limpio de residuos.

3.1.- ANALISIS HEMATICOS

Después de anotar el peso en ayunas, se extrajeron
2 ml de sangre por puncidn en la vena radial, con una jerin-
ga previamente heparinizada. Una parte de la sangre se desti
nd a la determinacidn del hematocrito y a la concentracidn
de hemoglobina. La otra parte se centrifugd durante 15 minu-
tos con una centrifuga de sobremesa Christ, Universal Junior
I, a 1500 g. Del plasma asi obtenido, se tomd una alicuota

para valorar el contenido en hierro plasmético.

3.1.1.- HEMATOCRITO

El micro-hematocrito fue realizado con tubos capi-
lares heparinizados de 70 mm de longitud, centrifugados a
14000 g durante 5 minutos, en una centrifuga Heraeus Christ
Haemofuge, con regulador de tiempo de 1 a 15 minutos equipa-
da con escala de lectura, y con una fuerza mdxima de 15000g.

~3.1.2.- HEMOGLOBINA

La concentracidén de hemoglobina se determind por
el método espectrofotoméfrico'de Drabkin y Austin (81), uti-
lizaﬁdo una muestra de 20 pl. Este método se basa en medir
la cantidad de cianmetahemoblogina presente en la muestra de

sangre diluida y la coloracidn se lee a una longitud de onda

‘de 540 nm.
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3.1.3.~- SIDEREMIA

Para la determinacidn del hierro ligado a las pro-
teinas plasmiticas (el hierro estd en forma de ion férrico),
se usbd el método de Ramsay (244 ). Por accidn del sulfito sd
dico se reduce el Fe*** a Fe*+ y este iltimo, forma un com
plejo de color rosa, con el compuesto orginico a-a' dipiridi
lo, el cual se lee al espectrofotdémetro Hitachi Perkin Elmer
139, a una longitud de onda de 520 nm. Este proceso se da en
medio &cido, lo que provoca la desnaturalizacidén de las pro-
teinas; precipitando y liberando el hierro que retenian.

Previamente se trazd una curva de calibrado, emple
ando soluciones patrdén de sal de Mohr, (SOuFe—SOu(NHu)z-BHZO)
de la casa Merek, de 100, 200 y 400 pg de hierro /100 ml.

3.2.- ANESTESIA

Basidndonos en trabajos realizados anteriormente en
nuestro laboratorio ( 195, 197, 249,250 ), los animales fueron
anestesiados con Hidrato de Cloral (76, 111 ) al 6 % en suero
fisioldgico, administrado por via intramuscular a la dosis de
300 mg/Kg. Previamente se habia comprobado que el efecto de
dicha dosis era suficientemente prolongado (mis de seis horas)
y que el 100 por 100 de los animales despertaban normalmente
sin observarse ninguna alteracidn posterior a causa del anes-
tésico (209).
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3.3.1.- CANULACION DE LA CAROTIDA

Dejando libre de plumas la regidn lateral derecha
del cuello, se realizd una incisidn de unos 5 cm a lo largo
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del mismo. Con la ayuda de un par de pinzas, separamos la
musculatura superficial, hasta dejarb al descubierto la ca-
rétida correspondiente a dicha zona. Fécilmente por disec-
cidn, se aisld el nervio vago adosado a la misma. A fin
de cortar el flujo sanguineo, efectuamos don pinzamientos
en la cardtida, entre ambos se practicd un pequefio corte

intreoduciendo un catéter previamente heparinizado en direc-
cidn a la cabeza, éste seria el catéter de entrada del 1i-
quido de perfusidn. Una segunda c@nula heparinizada, se

colocd en direccidn opuesta con el fin de recoger la sangre
diluida (suero fisioldgico més sangre). Ambas cldnulas se

fijaron mediante ligaduras.

Las cénulas o cateters utilizados correspondian a
dos medidas diferentes, dependiendo del tamafio del animal.
Para las dos primeras edades el didmetro externo era de 1.5

mm pasando a ser de 2.5 mm para el resto de los animales.

3.3.2.- METODO DE PERFUSION

La perfusidn con suero fisioldgico heparinizado
( 25.000 U.I./1) a 40 ¢ C, se llevd a cabo mediante una bom
ba peristiltica Gilson Minipuls II modelo Hp con 4 canales.
La impulsidn del liquido se realizd mediante variador eléc-
trico con rodillos de precisidn de acero inoxidable y ajus-
te de presidn individual para cada canal. El volumen de 13-
quido de perfusidn dependia del tamafio del animal (10 % de
su peso corporal) procurando un buen lavado de todo el sis-
tema circulatorio. La presién y velocidad del liquido de
perfusidn se ajustaron de tal manera, que no se formaran

. . . -”
turbulencias en el circuito y al final, se anotd el volumen

recogido del mismo.
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Después de desangrar el animal, se procedid a su

desplume total anotando el pesoc de las plumas.

‘ Seguidamente se practicd una incisidn en la parte
abdominal, por debajo de la quilla con el fin de extraer los
siguientes 6rganos: higado, bazo, corazdn, rifiones e intesti
no delgado (duodeno, yeyuno e ileon). También se tomd una
muestra de misculo pectoral. Los drganos e intestino se la-
yaron con suero fisioldgico y se anotd el peso de cada uno
de ellos, asi como la longitud y el didmetro externo de los
diferentes tramos intestinales. El resto del animal o "car-
casa" también se pesb.

Para la obtencidn del peso himedo de los drganos,
utilizamos la balanza Mettler PC 2200 Delta Range cuya sen-

sibilidad era de 0.01 g.

3.4.,1.- TOMA DE MUESTRAS
30,"’11.1.- Tamaﬁo

El contenido en hierro se valord en muestras por
duplicado o cuatriplicado (para el caso del homogenado de la
carcasa) cuyos pesos hlimedos estaban comprendidos entre 0.5
y 1 gramo. Dicha materia se pesd directamente en tubos lar-
gos de vidrio (Pirex) mediante una balanza analitica Sarto-

rius modelo 2400, cuya sensibilidad era de 0.0001 g.

3.4.1.2.- Eleccién de muestras

v Higado La distribucidn del hierro en el higado no
es homogénea, por ello la valoracidn del mismo se realizd en
alicuotas tomadas al azar, correspondientes a sus dos 1l&bu-
los.

Bazo De este drgano se tomd una muestra, corres-

pondiente a la mitad del mismo.
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Debemos indicar que los restos de higado y bazo se
guardaron congelados a -30 oC a fin de realizar posteriores
anilisis.

Sangre Del liquido de perfusidn recogido (sangre
diluida en suero fisiolbgico) se tomd 1 ml.

Rifiones La muestra se tomd al azar, después de que

los rifiones hubieran sido troceados.

Corazdn En este drgano no se observan diferencias
en la distribucidn del hierro, por ello, siempre tomamos una

muestra del &pice inferior.

Misculo pectoral Fue el seleccionado como represen

tante del tejido muscular.

Intestino delgado Segln Sturkie (268 ) y comproba
do por nosotros, en los pollos es dificil delimitar las tres

partes del mismo (duodeno, yeyuno e ileon) y procedimos a la

toma de muestras del siguiente modo:

a) Duodeno: la alicuota se tomd del punto medio del

asa duodenal (de 10 a 15 em a partir del piloro).

b) Yeyuno: la localizacidbn de esta muestra se hizo

a 15 cm del asa duodenal.

c) Ileon: 1la muestra correspondiente a este tramo

se tomd 15 cm antes de llegar a los ciegos.

Plumas Para evitar un error en la toma de sus mues
tras, dado que la distribucidn del hierro varia segin la cla-
se de plumas, la alicuota se tomd una vez mezcladas y trocea-

das las diferentes clases de plumas.

Carcasa El resto del animal o "carcasa' se triturd
con una picadora de carne industrial (Milano) dotada de wuna
potente cuchilla para triturar incluso las partes més duras
del animal. Repetiamos este proceso cuatro veces, hasta lo-
grar una masa hombgénea. De este triturado se tomaron las

alicuotas.
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3.4.1.3.- Secado de muestras

Los tubos con los 8rganos y tejidos se colocaron
en una estufa (Selecta) para deshidratar la materia orgéni-
ca, donde permanecieron un minimo de 48 horas a 80 ¢ C. Al
cabo de este tiempo, se volvid a realizar una segunda pesada

a fin de obtener el correspondiente peso seco.

3.5.- DETERMINACION DEL HIERRO EN DIFERENTES OR-
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La técnica empleada fue la descrita por Theron et
al. (277 ) modificada de acuerdo con las necesidades concre
tas de nuestro trabajo y aparatos disponibles. Las determi
naciones fueron realizadas en el Servicio de Espectrocopia
de la Universidad de Barcelona. Se utilizd esta técnica, de

‘bido a su gran sensibilidad y precisidn.

3.5.1.~- FUNDAMENTO

La absorcidn de energia por los &tomos es un fend-

meno fisico y constituye una propiedad predecible y medible.

Los &tomos que se someten a una temperatura deter
minada pueden experimentar una excitacidén térmica que proyec
ta un electrdn desde su brbita periférica normal a una Srbi-
ta externa. El 4tomo queda asi excitado en un estado inesta-
ble. Al volver al estado inicial se desprende .energia. Esta
es la que se aprovecha en la fotometria de emisidn de llama.

Pero la mayoria de &4tomos no quedan excitados.

En la espectrofotometria de absorcidn atdmica cuan
do un haz de luz pasa a través de una llama sobre la que se
ha pulverizado la solucidn de la muestra, los &tomos que no
han sido excitados absorben dicha radiacidn. Esta absorcidn

es selectiva y depende de la concentracidn del elemento en

la muestra.
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Nuestras disoluciones se leyeron mediante el espec
trofotdmetro de absorcidn atdmica y fotometria de 1llama de
aire-acetileno (Pye Unicam Modelo SP-1900 de doble haz con
lamparas de cdtodo hueco ), a una longitud de onda de 248.3
nm, sensibilidad en agua 0.05 ug/ml. Zona dptima de calibra-
do de 1-10 ug/ml,

3.5.2.- DIGESTION ACIDA

A las muestras de materia seca afiadimos una mezcla
de acidos minerales concentrados (Carlo Erba) para producir
la oxidacidén de 1la materia organica que constaba de; fc-
nitrico, &c. perclérico y &c. sulflirico (3:1:1) a unas
concentraciones del 70, 60 y 96 % respectivamente.. El gra
do de impureza de hierro era despreciable. Esta mezcla
tiene la ventaja de ser de las menos explosivas, aunque la
presencia del &cido sulflrico puede causar un ligero descen
so en la sensibilidad del aparato. Sin embargo, Debido al-
pequefio volumen empleado y a las posteriores diluciones, su
presencia era minima.

Después de introducidas las muestras en la so-
lucidn acida y de afiadirles tresbolitas de cristal, evitando
asi la ebullicidn, se colocaron en un bafio de arena termos-
tdtico (Selecta) donde permanecieron 24 horas a 150 ¢C. En
este tiempo las soluciones se volvian transparentes.

Una vez enfriadas y a fin de eliminar posibles in-
terferencias de otros iones metdlicos (Na y Ca), se les adi-
ciond 1 ml de cloruro de lantano al 10 % p/v y se enrasd to-

do ello a 20 ml con agua destilada. De esta forma, el conte-
nido en hierro quedaba comprendido dentro de los limites de

deteccidn del aparato.

Para asegurarnos de que no existian restos de ma-
teria orgdnica, filtramos las soluciones con papel de filtro
Whatmann ne 5u41.

La determinacidn del contenido en hierro total en

el pienso se valord de forma andloga a la de los drganos,
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pero teniendo en cuenta que la muestra fuera uniforme, debi-
do a la textura de la misma.

Todo el material utilizado en estas técnicas, fue
minuciosamente lavado, a fin de eliminar toda traza de hie-
rro. Se empled el detergente Dabeer que contiene EDTA. An-
tes de pasarlo por agua destilada el material permaneci$ du
rante un minimo de 12 horas en ClH 6N.

3.5.3.- VALORACION DEL HIERRO

La curva patrdn se realizd cada vez que se efectu-
aba una digestidn. La solucién Standard que se utilizd era
tritisol de la casa Merck (1000 pg Fe/ml), la cual se dilu
yd a 50 pg Fe/ml y los puntos de la recta de referencia co-

rrespondian a:
12.5 25 50 100 g Fe /  ml

El blanco solo contenia los &cidos, el cloruro de

lantano y agua destilada, enrasado a 20 ml.

Los microgramos de hierro por gramo de peso seco
se calcularon a partir de la siguiente equivalencia:

X ppm / 20 ml

= ug Fe/g peso seco

Peso seco muestra (g)

———— - W b S S R G P T W WS M G O W A G G WGP W A TR A D G B WS G @ .

Se siguid el método utilizado por Hill ( 148) vy
posteriormente modificado por Drysdale y Munro (83).
3.6.1.- TECNICA

Muestras de 2 g de peso hlimedo de higado y de ba-

zo se homogenizaron en la proporcién 1 : 4 (w/v) con agua
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destilada en un aparato tipo Brawn Melsungen, con varilla de
tefldn. E1 homogenado lo trasladamos a tubosg de centrifuga,

los cuales se calentaron suavemente con movimiento continuo

en bafio de agua (Tectron) hasta alcanzar paulatinamente los

70-80 2oC. Tiempo de duracidn 20 minutos.

Después de enfriarlos hasta 4 oC, la protefna des-
naturalizada se concentrd por centrifugacidn a 1500 g duran-
te 15 minutos recogiéndose la fraccidén sobrenadante, filtrén
dola a continuacidn para eliminar pequefios residuos removi-
dos al decantar. También anotamos su volumen, que se midid

mediante tubos graduados.

La ferritina que contenia el sobrenadante se tra-
to mediante SO "CNH,), al 50 % de saturacidn y se
guardd a 4% oC durante 12 horas, para conseguir una precipi-
tacidén completa. Seguidamente se centrifugd a 2500 g duran-
te 15 minutos y el precipitado se disolvid con agua destila

da en la proporcidn 1:1 (v/v).

3.6.2.,- VALORACION DEL HIERRO FERRITINICO EN HI-

GADO Y BAZO

A una muestra de 0.5 ml se le afadid 0.4 ml de
ClH 4N y 1.5 ml de agua destilada y se incubd® a 100 oC du-
rante 20 minutos.

Una vez frios los tubos, se les adiciond 0.5 ml
de Na2803 (Merck) 1.5M como reductor del hierro y 0.25 ml
de dipiridilo de la casa Merck y 0.1 % de acético al 6

(v/v) como solucidn cromdgena. Enrasado todo ello hasta un

%

volumen de 5 ml con agua destilada, se trasladd a tubos con
tapdn de rosca y nuevamente se incubd a 100 oC durante 30
minutos para desnaturalizar la proteina y liberar el hierro,

» rd .
apareciendo el color rosado caracteristico.

Después de enfriar las muestras, se centrifugaron

‘a 1000 g para eliminar los restos de proteina.
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La lectura se realizd en un espectrofotdmetro a
520 nm frente a un blanco que contenia los mismos reactivos
que las muestras, y el mismo volumen final. Para los patro-
nes, las solucidn standard que se utilizd fue "tritisol"
(Merck) con una concentracidn de 1000 ug de Pe/ml la cual

se diluyd a
5 10 20 y 40 ug Fe / ml

Los patrones fueron sometidos al proceso ya des-
crito.

A continuacidn se calculd el hierro ferritinico
presente en el higado y bazo, teniendo en cuenta el peso
hiimedo de la muestra de la cual procedia la ferritina.

3.6.2.1.- Eliminacidén de las trazas de hierro

del sulfato amdénico (SO,_‘(NHH)2

Para eliminar el hierro del (SO“(NHQ)2 se utilizd
una solucidn acuosa saturada (75 g / 100 ml) a la que se a-
fiadid: '

. Yy-fenantroleno al 0.01 %

. Tiosulfato sddico 7.5 mM

. Acido sulfurico 25 mM

Todo ello calentado a bafio maria.

E1l complejo Fe-fenantroleno fue extraido con pro-
panol-2 y el exceso de alcohol se evapord al hervirlo. La
solucidn se ajustd a pH 7 calentando en presencia de un li-

gero exceso de amoniaco acuoso.

Para eliminar toda traza de hierro, el material
utilizado permanecid un minimo de 12 horas en ClH 6N después
de que se hubiera lavado con detergente Dabeer. Al final se

aclard varias veces con agua destilada.
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4.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Las unidades en que estln expresados el hematocri
to, hemoglobina y sideremia son en: %, g/100 ml de sangre y
U gFe/100 ml de plasma, respectivamente.

Los pesos de los diferentes drganos y tejidos se
han indicado en gramo y el contenido en hierro se expresd
en ug por gramo de peso seco o en mg por drgano total. El
peso relativo de cada 8rgano se indica en tanto por cien
( %).

La longitud y didmetro externo de los diferentes

tramos intestinales se han tabulado en centimetros.

Los valores de hierro obtenidos en el liquido de
perfusidén (sangre diluida en suero fisioldgico) S€ han
utilizado para el c@lculo de hierro total por animal. Lo
mismo hay que decir .respecto a.la carcasa. Las unidades de
ambos ‘pardmetros son en mg.

El hierro total del animal se obtuvo a partir de.

‘las sumas parciales calculadas en el andlisis de cada drga-
no y tejido: higado, bazo, rifiones, corazdn, muestras de
msculo pectoral, duodeno, yeyuno e ileon y plumas, mis el
encontrado en el liquido de perfusidn y en la carcasa.

El peso del animal en ayunas estd expresado en
gramos y su contenido en hierro en mg en el animal entero
0 en pug por gramo de animal.

Cuando en las tablas aparezca el concepto de hie-
rro total, nos referimos al correspondiente hierro no hemi-

nico.

§.- VALORACION ESTADISTICA

Para el estudio estadistico de los datos, se cal-
culd, en primer lugar, el valor medio y el error standard

para cada uno de los grupos los cuales se representan en

todas las Tablas y Figuras.
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; Para comparar la media de dos grupos, se utilizd
el test de "t" (basado en la distribucidn t de Student)

que es un test paramétrico ya que asume que las observacie-=
nes realizadas son independientes y que los grupos estudia-
dos estdn distribuidos normalmente y tienen desviaciones |
standard iguales.

Cuando se trataba de comparar simultlneamente las
medias de "K" grupos, aplicamos el anilisis de la varianza
que permite decir si las medias de las variables aleatorias

definidas €n las "K" poblaciones son iguales o no.

El método consiste en lo siguiente: si tenemos "K"

muestras
Y112 Y23 =+ - y1n1
Y12 Yoo =+ = ¢ y2n2
V1> Yx22 = = = yknk
m =N+ Ny 4 . - +Ty

y representamos por §i la media de la muestra en la pobla-
cidn i y por ¥ la media total de todas las variables obser-
vadas, el criterio para decidir si las variables tienen la

misma media consiste en calcular el estadistico:

K

2
ni (yi - y' ) / (K - 1)

[N
H
[N

| 2

N

1

que sigue una distribucidn F de Fisher-Snedecor con (K - 1,
n - K) grados de libertad. Y después fijado €, nivel de sig-

nificacidn, se determina F_ tal que P (F > Fe) = e SiF > F
se rechaza la hipbtesis de ser iguales las medias de las po-

" blaciones.
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Una vez comprobado que no todas las medias son i-
guales pasamos a comparar las medias de las poblaciones por
el método de comparaciones miltiples entre pares de grupos
de Bonferroni, ya que el andlisis de la varianza no especi-
fica la diferencia entre grupos, construyendo intervalos de
confianza para los parlmetros que representaban a la média
de la poblacidn.

La estimacidn de los pardmetros la realizamos me-
diante intervalos de confianza que son los valores que pue-
den tomar los parémetros con probabilidad 1 - a, siendo «

el nivel de significacidn elegido.

La dependencia lineal entre dos. variables la hemos
representado a través de rectas de regresidn, que nos permi-
ten obtener valores aproximados de una variable en funcidn
de la otra. El grado de dependencia lineal se midid con el

coeficiente de correlacidn (66 ).
Los cdlculos estadisticos fueron realizados con el
paquete de programas BMDP programa P2V.

Los niveles de significacidn obtenidos al aplicar
ANOVA, Bonferroni y el test de "t" de Student quedan espe-
cificados al pie de cada una de las Tablas. En las Figuras
se han seflalado de la siguiente manera: primeramente se es-
tablecid un cédigo asignando una letra en mayliscula: A, B,
C, Dy E a cada edad y sexo: 4, 8, 13, 18 y 24 semanas res-
pectivamente. Las diferentes iniciales se inscriben en la
parte superior de la Figura en orden creciente. Si el ana-
lisis de la varianza no da significacidn las iniciales van
acompafiadas de las letras NS. Si por el contrario ANOVA da
significacidn se aplicd el test de Bonferroni quedando es-
pecificado de la siguiente manera: las letras no subraya-
das pér una misma linea significa la existencia de diferen-
cias significativas entre los grupos que las representan.
Finalmente, las variaciones entre animales de la misma edad
y diferentes sexo se analizan por el test de "t" de Student
los niveles de significacidn se representan mediante aste-
riscos de tal forma que » p < 0.05, »x p < 0.01 y »xuu
P s 0.001.
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SEGUNDA PARTE: PRUEBAS METABOLICAS

o o - o o = = — = v
szszzZz=zzzs=== SCSozZSTTszZsZ=zZssS===

1.- ANIMALES Y DIETAS

Los animales fueron adquiridos el mismo dia de su

nacimiento en una granja avicola comercial.

Las condiciones a las que se sometieron las aves,
asi como el control de crecimiento y puesta, y las dietas
alimenticias, fueron similares a las descritas anteriormen-

te en el apartado 1.2 y 2 de la primera parte.
Las pruebas se realizaron en los siguientes grupos:
. machos: 4, 8, 13 y 18 semanas
. hembras: 4, 8, 13 y 18 semanas
. y hembras en puesta de 24 semanas

El nOmero de ejemplares para cada edad y sexo fue
de nueve.

Los pollos permanecieron en jaulas de acero inoxi-
dable con pienso y agua "ad libitum" excepto durante cinco
‘dias consecutivos en distintos momentos de su desarrollo en
que se colocaron en cajas metabdlicas de metacrilato trans-
parente y desmontables. Los dos primeros dias sirvieron pa-

ra que se acostumbraran a su nuevo medio.

2.- CAJAS METABOLICAS

Fue necesario emplear dos tamafios de cajas, ambas
semejantes en sus caracteristicas fundamentales. Las medidas
de ancho, largo y alto fueron de: 22 cm X 22 cm X 26 cm para
las pequefias y de 31 cm X 46 cm X 53 cm para las grandes.

La caja pequefia sirvid para las pruebas que reali-
zamos con los animales de 4 y 8 semanas, para el resto de
edades (13, 18 y 24 semanas) se utilizd la de mayor tamafio.
En ambos casos la capacidad de cada caja era tal que el ave

podia permanecer dentro de ella con suficiente olgura.

Las cajas metabdlicas (Figura & ) estaban consti-
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tuidas por las siguientes piezas:
a) Cuerpo o armazdn
b) Comedero y bebedero
c) Suelo
d) Rejillas

a) Cuerpo o armazdn.- Constaba de las cuatro pare-
des formando un bloque. En una de ellas, a 17 & 33 cm
de altura (dependiendo del tamafio de la caja), existian dos
oquedades de 3.5 cm X 3.5 cm en la pequefia y de 7 X 7 cm en
la mayor que posibilitaban el paso de la cabeza, con el fin
de alcanzar la comida y bebida. A dichas alturas, por el e§'

terior de la caja, se acoplaron dos recipientes que sirvie-

ron uno de comedero y otro de bebedero.

La ventilacidn del interior de las cajas se logrd
por medio de unos orificios presentes en las tres paredes
restantes, a partir de 6 cm del suelo, asi como también por

Su parte superior.

‘ El di&metro de cada orificio era de 1 cm en ambas
cajas y la distancia entre dos orificios consecutivos .de 1
-y '4.em respectivamente.

b) Los comederos y bebederos eran idénticos en for

ma y volumen para cada tamafio de caja, con una capacidad de
250 y 700 em® seglin el caso. Ambos envases permanecieron ta

pados por la parte exterior a fin de evitar una posible con

taminacidn con el polvo ambiental.

¢) El suelo lo formaba una pieza Gnica con una pa
red a su alrededor de 5 cm de altura, en el extremo de la

cual existia una ranura donde se insertaba el armazdn.

d) A distintas alturas de la base del suelo, se
colocaron dos tipos de rejillas de diferentes caracteristi-
cas. La mis préxima al animal situada a 5 cm de la base, po
sefa una trama con un paso de luz de 1.5 X 2.8 cm 6 de 3.5
"X 3 cm y tenia como funcidn, impedir que las patas del ave

estuvieran en contacto con sus excrementos. La segunda reji



P . .
T 77 o7 77

2 7 2.
. ST B LT A LB A, A,

" A e M AT S DI G ) N S | # A

T T =t oy
Y SV A AN A 2T v, -

<A Y S L Y, -2 2 . X 2 4

Figura 4 .- cajas metabdlicas: Visién general y de

de sus piezas.

cada una

57




58

lla, igual para las dos cajas, estaba situada a 1 6 3 cm por
debajo de la anterior; era de tela mosquitera plastificada
con un paso de luz de 2 mm, a fin de retener los productos
de excrecidn, descamacidn y plumas desprendidas del cuerpo
del animal, sin embargo dejaba pasar el pienso desperdiciaé
do por el ejemplar mientras comia.

La parte superior de la caja se cubria con un pa-
pel de filtro sujeténdolo mediante un bastidor de pléstico.
La misidn del papel era evitar la contaminacién del interior

de la caja por el polvo ambiental.

3.- TECNICA EXPERIMENTAL

. Una vez montadas las cajas metabdlicas y antes de

introducir el ave en las mismas, se anotaba siempre a prime

ra hora de la mafiana:
. E1 peso corporal del animal.
. E1 volumen de agua que se ponia en el bebedero.

. Y la cantidad de pienso disponible en el comede

ro.
Al cabo de 24 horas se pesaba de nuevo el animal
y se media el agua y el pienso no ingeridos. Si se encontra
ba pienso cafdo en el suelo de la caja, se recogia cuidado-
samente afiadiendo su peso al del comedero a fin de no alte-
rar la cantidad de pienso ingerido. La comida y bebida con=:
sumida se podia calcular por diferencia entre las dos pesa-

das.
En los tres dias restantes, se controld ademis el

peso de los excrementos junto con los productos de descama-
cidn y plumas desprendidas. A continuacidn formamos median-

te un mortero una masa homogénea afiadiendo agua destilada

en la proporcibén 2 : 1 (W / V).
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4.~ APARATOS

Para obtener la cantidad de alimento ingerido, el
peso de los excrementos y de los pollos de 4 y 8 semanas, u-
tilizamos la balanza OHAUS. Las aves de 13, 18 y 24 semanas
se pesaron con la balanza semiautomidtica CELY. Las caracte-
risticas de ambas est&n descritas en el apartado 2.2 de Ma-

terial y Métodos de la primera parte.

5.- LAVADO DE MATERIAL

Cada 24 horas se realizaba la limpieza de las ca-
jas, comederos y rejillas y del material utilizado para la
recogida de excrementos, mediante una solucidn con detergen
te Dabeer el cual contiene EDTA. Después de un buen aclara-~

do con agua del grifo se pasaba por agua destilada.

Los tubos donde introduciriamos las muestras, y
el mortero, una vez lavados, permanecian en ClH 6N durante
un minimo de 12 horas. Finalmente, se volvian a pasar por

‘agua destilada.

6.- TOMA DE MUESTRAS

6.1.~ TIPOS Y TAMANO DE LAS MUESTRAS

Diariamente, durante los tres dias propiamente de

experimentacién se determind el contenido en hierro en mues

tras por duplicado de:

a) Agua de la bebida

'b) Pienso teniendo en cuenta su textura se procu
rd que sus muestras fueran uniformes.

c) Homogenado formado por: excrementos, productos
de descamacidn, plumas desprendidas y agua destilada.

d) Huevos si la gallina estaba en &época de pues-

ta se valoraba el hierro que contenia el huevo puesto el
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dia de la prueba. Una vez pesados y hervidos con agua desti-
.lada, se separaban sus tres componentes: cdscara, clara y ye
ma. Y se tomaban de cada una de &llas las alicuotas para su
andlisis.

Los pesos hlimedos de las muestras a valorar esta-
ban comprendidos entre 0.5 y 2 gramos dependiendo de su con-
tenido en hierro, y el volumen de agua era de 1 ml.

Todas las materias se pesaban directamente en tu-
bos largos de vidrio Pirex mediante una balanza analitica
(Sartorius), cuyas caracteristicas se describen en el apar-
tado 3.4.1. de la primera parte de Material y Métodos.

6.2.- SECADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras hiimedas de ciscara, clara y yema del
huevo, permanecieron en una estufa (Selecta) durante un mi-
nimo de 48 horas a 80 2C para deshidratarlas. Al cabo de es-
te tiempo se volvieron a pesar para obtener sus respectivos

pesos secos.

7.~ DETERMINACION DEL HIERRO

El contenido en hierro, en las diferentes muestras,
se llevd a cabo mediante absorcidn atdmica seglin la técnica
sefialada por Theron et al. (277) y modificada:por nosotros dea
cuerdo con las necesidades y aparatos disponibles.

La preparacién de las muestras se hizo mediante
tratamiento con una mezcla de &cido nitrico, &c. percldrico
y &c. sulfirico (Carlo-Erba) en la proporcidn 3 : 1 : 1 se-
glin indicamos en el apartado 3.5.2 de la primera parte de
Material y Métodos. Y las determinaciones, se realizaron en
el Servicio de Espectroscopia de la Universidad de Barcelo-

na.
La solucidn standard que se utilizd era tritisol

de la casa Merck (1000 ug Fe/ml) y para cada lote de mues-
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tras se construyd una recta patrdn que contenia los puntos
indicados en el apartado 3.5.3 de la primera parte de Mate-

rial y Métodos.

8.~ EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Creemos de gran utilidad definir ciertos concep-

tos. Asi denominamos:

. Ingesta de pienso y de liquido, que se expresan

respectivamente en gramos y ml , & bien en g 6 ml / g peso
corporal / dia. A partir de aqui se valord la ingestidn dia-

ria de hierro.

. Excrecidn de hierro, al hierro presente en el

conjunto de heces y orina, productos de descamacidn y plu-
mas desprendidas. A este valor se le afiadid el hierro pre-
sente en el huevo, para el caso de las gallinas de 24 sema-

nas. Se indica en gramos & en pyg/g/dia.

. Absorcidn de hierro, a la relacidn entre balan-

ce e ingesta de hierro multiplicada por cien.

. Utilizacidn del alimento, al resultado obtenido

al dividir la ganancia de peso por la cantidad de pienso in-
gerido.

El Balance del hierro se obtiene de restar a los
valores de la Ingesta los de la Excrecidn. Este dato corres?'
ponde a la cantidad de hierro que queda incorporado en el
" animal y se expresa en mg o bien en ug/g/dia.

La ganancia de peso de los animales se expresa en
gramos.

El peso del huevo, agi como el de sus tres consti-
tuyentes: ciscara, clara y yema estan tabulados en gramos.

El contenido en hierro en ug 6 en ug Fe/g peso seco.
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9.- VALORACION ESTADISTICA

La representacidn de los resultados en Tablas y
Figuras, asi como la aplicacién del andlisis de la varian-
za, test de Bonferroni y test de "t" de Student se han re-
alizado de la misma forma que en los resultados de ia pri-

mera parte de este trabajo, apartado 5 de .la primera parte
de Material y Métodos.

TERCERA PARTE: PRUEBAS METABOLICAS Y DISTRIBUCION DEL HIE-
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1.- ANIMALES E INSTALACIONES

Las pruebas se realizaron con gallinas de raza

Shaver de ambos sexos, las cuales habian permanecido en nues
“tro animalario desde el primer dia de su nacimiento, con el
fin de que todos los ejemplares se desarrollaran bajo las
mismas condiciones de ambientacidn, dietas y controles has-
ta las trece semanas de edad. También se siguid la puesta,
desde su inicio, aproximadamente a las 20 semanas, hasta su
regulacidn que tenfia lugar alrededor de las 24 semanas, tal

como ya indicamos en el apartado 2.3 de la primera parte de
Material y Métodos.

El nGmero total de animales utilizados fue de 108,
distribuidos en U4 grupos,'segﬁn la alimentacidn suministra-
da: A
Primera dieta: 45 ppm de hierro en el pienso de

crecimiento y 40 ppm en el de ga-
llinas en puesta.

. Segunda dieta: 160 ppm de hierro en el pienso de
crecimiento y 150 ppm en el de ga
llinas en puesta. También la deno
minamos dieta basal.
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- Tercera dieta: 350 ppm de hierro en los dos pien
sos (primera sobredosis).

. Cuarta dieta: 500 ppm de hierro en los dos pien-

sos (segunda sobredosis).

Las experiencias correspondientes a cada tratamien
to alimenticio se realizaron con grupos de:

. 9 machos de 13 semanas de edad
. 9 hembras de 13 semanas de edad

. 9 gallinas en puesta de 24 semanas de edad.

2.~ CONTENIDO EN HIERRO EN LAS DIETAS, Y SU PRE-

PARACION

2.1.- PRIMERA DIETA

) La obtencidn de pienso de bajo contenido en hierro,
fue dificil, por ser costoso y poco rentable para cualquier
- firma comercial de piensos. Por tal motivo, fue preparado en
este Departamento, y no tiene la misma composicidn que las

restantes dietas.

La composicién era la siguiente:

Férmula bidsica Engorde - Puesta
Harina de arroz descascarillada 4.5 % 79.5 %
Caseina l&ctica 17.0 % 12.0 %
Aceite de maiz 3.0 % 3.0 %
Celulosa micronizada 3.0 % 3.0 %
Metionina 0.1 % 0.1 %
Sal 0.4 % 0.4 %
Carbonato C3ilcico 1.0 % 1.0 %

1.0 % 1.0 %

Fosfato Calcico
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Corrector: Vitaminas, minerales y aditivos (Lab. Maymé, Bar-

0.

celona).

Engorde
Vitamina A estabilizada 10.000.000
Vitamina D3 estabilizada 2.000.000
Vitamina E estabilizada 500.000
Vitamina B, 1
Vitamina 82 5
Vitamina 86 6
Vitamina 812 25
Vitamina C estabilizada ————
Vitamina K3 4
Acido fdélico 600
Acido nicotinico 33
D-Calcio Pantotenato 18
Cobre 12
Zinc 110
Todo
Manganeso 75
Cloruro de colina puro 150
D.L. Metionina 150
Antioxidante 125
Bacitracina de Zinc . 250.000
Excipiente c.s.h. 1

U.I.
U.I.
U.I.
g
g
g

mg

mg

Kg

Puesta

7.000.000
1.500.000
1.000

500

2

1

10

15

U.I.
u.I.
U.I.

mg

mg
mg

mg

.4 mg

mg

Kg

El contenido en fibra, proteina y grasa bruta era

la siguiente:

Fibra bruta ' 3.3
Proteina bruta 20.1

Grasa bruta

3.4

%
%
%

3.3
16.2
3.4

P e
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Por gentileza de los laboratorios Maymd de Barce-
‘lona obtuvimos los correctores con bajo contenido en hierro,
para pollos y para gallinas en puesta. La harina de arroz
descascarillada, asi como la mezcla final de todos los in-
gredientes, fue llevada a cabo por Piensos Pagés (Tordera,
Barcelona).

Légicamente cabia esperar que la cantidad de hie-
rro presente en este pienso fuese debido (nica y exclusiva-
mente a dos factores: hierro presente en los materiales con
los que se fabricd (harina de arroz descascarillada, casei-
na, aceite de maiz, celulosa y correctores) y contaminacién
a partir de los instrumentos empleados para su fabricacién.

Una vez analizada dicha dieta, resultd que la can
tidad de hierro presente era, aproximadamente, de 45 ppm pa
ra animales en crecimiento y de 40 ppm para gallinas en pues
ta.

2.2.- SEGUNDA DIETA (DIETA BASAL)

Los ejemplares que formaban los grupos controles
fueron alimentados con una dieta comercial de pienso en pol
vo marca Hens cuya composicidén se ha hecho constar en el a-
partado 2.1. de la primera parte de Material y Métodos. La
concentracién de hierro en el pienso para las aves en creci
miento era de 160 ppm y de 150 ppm el correspondiente a ga-

llinas en periodo de puesta.

Respecto a la sobrecarga de hierro, se prepararon
dos dietas con sobredosis a partir de la basal (dieta Hens).
Ambas se obtuvieron afiadiendo SO Fe.7H,0 (Merck), hasta unas
concentraciones totales de hierro de 350 ppm para la prime-
ra y de 500 ppm para la segunda sobredosis.

Los dos piensos se prepararon en nuestras dependen



cias Kilo por Kilo por separado, procediendo més tarde a la
_mezcla final, procurando que ésta resultara lo méas homogé-
nea .posible.

3.- CAMBIOS DE DIETA

Todos los animales, objeto de nuestro estudio, per
manecieron en cajas individuales de acero inoxidable alimen-
tdndose con la dieta basal correspondiente, y agua "ad libi-

tum" hasta 15 dias antes de las experiencias.

El paso de una dieta con contenido normal en hie-
rro a otra de mids concentracidn, se realizd directamente, no
asi cuando el paso iba a ser de dieta basal a dieta de meénor
contenido. en hierro. Este cambio fue gradual, ya que al ser
el pienso mds blanquecino, aunque poseia aproximadamente el
mismo sabor, de entrada, las aves presentaban reparo para a-
limentarse. A tal fin dos dias antes (17 dias antes de rea-
lizar la experiencia) se espolvoreaba una pequefia cantidad
de pienso de menor contenido en hierro, sobre la dieta basal.

4.~ ANALISIS HEMATICOS

Una vez sometidos los animales al cambio de dieta,
se les extrajo en dias alternos 1 ml de sangre por puncidn
de la vena alar mediante una jeringa previamente hepariniza
da (siempre a primera hora de la mafiana), con el fin de se-
guir las posibles variaciones existentes en el hematocrito,
hemoglobina y sideremia, puesto quees una de las formasde sa
ber (sin sacrificar el animal), si los ejemplares pasan por

el proceso de deficiencia o de sobrecarga en hierro.

Las técnicas utilizadas fueron las mismas que han

quedado descrités en el apartado 3.1. de la primera parte de

Material y Métodos.
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5.~ TECNICA EXPERIMENTAL

Después de 15 dias de alimentacidn de las aves con
los distintos tipos.de pienso, se colocaron en cajas metabd-
licas individuales construidas especialmente para &llas (Fi-
gura 4 ), durante cinco dias consecutivos. Los dos primeros
sirvieron para que el animal se acostumbrase al nuevo habi-
tdculo, siendo los tres dias siguientes los correspondientes

a las experiencias propiamente dichas.

La manera de proceder para la obtencidn de datos
se hizo exactamente igual a lo sefialado en el apartado 6 de

la segunda parte de Material y Métodos.

6.~ DISTRIBUCION DEL HIERRO TOTAL

Una vez realizadas las pruebas metabdlicas, los a-
nimales fueron sometidos a un ayuno de 24 horas disponiendo

de égua "ad libitum".

A fin de extraer algunos drganos y tejidos del a-
nimal para posteriores determinaciones de hierro total y de
hierro ferritinico, se procedid al desangrado del ave median
te perfusidn con paso continuo de un volumen conocido de sue

ro fisiolégico a una velocidad de 11.7 ml/minuto.

La determinacidn de hierro total se llevd a cabo
en:
. Higado

. Bazo
Intestino: duodeno, yeyuno e Ileon

. Mdsculo pectoral

A las gallinas en puesta alimentadas con la Prime-
ra dieta (40 ppm de hierro) por observarse variaciones en el
hematocrito y hemoglobina en el transcurso del periodo que

durd dicha alimentacidn, se determind ademds el contenido de

~ este metal en:
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. Rifiones
Corazdn

. Plumas

. Carcasa

La extraccidn de drganos y la toma de muestras se
llevd a cabo tal como se indicd en el apartado 3.4. de la

primera parte de Material y Métodos.

Las valoraciones de hierro en las muestras de agua
de la bebida, pienso, material excretado y huevos, cuando
era el caso, y de los diferentes drganos y tejidos, se lle-
varon a cabo mediante espectroscopia de absorcidn atdmica

4 - - , rd . - 3 '
previa digestidn acida en bafio de arena, en las mismas con-
diciones y con los mismos aparatos descritos en los aparta-
dos: 3.5. y 6. de la primera y segunda parte respectivamen-

te de Material y Mé&todos.

La recta patrdn para la valoracidn del hierro se
construyd a partir de una solucidn de Tritisol de la casa
Merck (1000 pg Fe / ml) la cual se diluyd a 50 pg/ml. Dicha
recta sufrid una pequefia modificacidn cuando hubo que valo-
‘rar muestras procedentes de animales alimentados con menor
contenido o con sobrecarga de hierro, con el fin de que to-
das las absorbancias cayeran dentro y lo mds centrado posi-
ble de la recta; por esta razdn se afiadieron tres puntos mis

a la recta quedando ésta de la siguiente manera:

6.25 12.5 25.0 50.0 100.0 200.0 400.0 ug/ml

Los microgramos de hierro por gramo de peso seco

se calcularon a partir de la siguiente equivalencia:

X ppm / 20 ml
= ug Fe / g peso seco

Peso seco muestra (g)
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7.- DETERMINACION DEL HIERRO FERRITINICO EN HIGA-

DO Y BAZO

Para este anilisis se siguid el método utilizado
por Hill en 1931 (148) y posteriormente (1965) modificado por
Drysdale y Munro ( 83 ) como ya describimos en el apartado 3.6
de la primera parte de Material y Métodos.

8.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Las unidades en que han sido expresados los resul-
tados de esta tercera parte han sido las mismas que constan
en los apartados 4 y 8 de la primera y segunda parte respec-

tivamente de Material y Mé&todos.

Para la representacidn de las Tablas y Figuras tam
bién se ha tomado el mismo sistema que en la primera y segun
da parte. Asi pues, en las Tablas se incluyen los valores ab
solutos de los distintos pardmetros estudiados; por el con-

trario en las Figuras se expresan estos valores de forma re-

lativa, respecto a gramo de peso seco.

9.- VALORACION ESTADISTICA

A los resultados obtenidos en esta tercera parte
se aplicd: el andlisis de la varianza, el test de Bonferro-
ni y el test de "t" de Student en la misma forma que en los
resultados anteriores segﬁn consta en el apartado 5 de la

primera parte de Material y Métodos.



RESULTADOS
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PRIMERA PARTE: DISTRIBUCION DE HIERRO EN ORGANOS

—— - v - - T e - . - - A - -
g iivemtgipe v ipegiunipase il e e s i e i e ol Gl il ot
- e am - v o wm o - - -

Presentamos bajo forma de Tabla los valores ponde
rales de drganos, el contenido en hierro total para cada 62
gano o tejido estudiado y en su caso el contenido en hierro
ferritinico y la relacidn entre éste y el hierro total. En
las Figuras mostramos generalmente el contenido en hierro o
en hierro ferritinico por gramo de peso seco de drgano o te

jido.

1.~ EVOLUCION DEL PESO

La Figura 5 nos indica el aumento del peso corpo-
ral en gallinas de ambos sexos en funcidn de la edad. Pode-
mos observar que la media del peso de los machos es estadis
“ticamente superior a la de las hembras en los grupos de 13
y 18 semanas. A esta (ltima edad, se alcanzan valores de

1505 y 1236 gramos en machos y hembras respectivamente.

2.- VALORES HEMATICOS

Previo a la realizacidn de los experimentos, se
comprobaron los siguientes valores hemiticos: hematocrito ,
hemoglobina y sideremia, con la idea de descartar los ejem-~ -
pPlares con valores andmalos, si a su vez concordaban con

- - . 4 -
un irregular contenido en hierro en los diferentes Organos

y tejidos del animal.
Los resultados, en funcidn de la edad y del sexo,

estan expuestos en la Tabla I.

2.1.- HEMATOCRITO

Podemos apreciar cdmo los valores del hematocrito,
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Figura 5 .- Curvas de crecimiento de pollos machos (m) y hem-

bras (®) de raza Shaver en funcidén de la edad.

Las iniciales A,B,C,D y E representan animales de 4,8,13,18 y 24 semanas
respectivamente y se agrupan en orden creciente. La ausencia de signifim
Cacidn por el test de ANOVA (p<0.05) se indica por NS. En caso afirmat_:_‘._
Vo se aplicé el test de Bonferroni (p<0.05) y los grupos incluidos bajo
una misma linea no son estadisticamente significativos en este test. Di-
ferencias entre grupos de la misma edad y diferente sexo se - analizaron

mediante el test de "t" de Student (*p<0.05,%*p<0.01 y »x#%xp<0.001).
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en el caso de los machos, se mantienen mi8s o menos constantes
‘en las tres primeras edades, aumentando dicho valor a las
18 semanas de edad. Para el caso de las hembras, tal porcen
taje aumenta ligeramente hasta las 13 semanas. A partir de
este momento, el hematocrito tiende a disminuir siendo sig-
nificativas las diferencias solo al comparar animales de 13

semanas con las gallinas en periodo de puesta.

' Estudiando machos y:hembras-de-la misma edad, se
observan diferencias importantes entre los ejemplares de 18

semanas (p < 0.05).

2.2.- HEMOGLOBINA

La concentracién de hemoglobina en los machos ex-
perimenta un aumento al pasar los animales de 4 a 8 semanas
y estos valores permanecen constantes al aumentar la edad.
La hemoglobina en las hembras se mantiene mids o menos esta-

ble, produciéndose un pequefio aumento a las 13 semanas.

No se observan diferencias estadisticamente signi

ficativas en funcidn del sexo.

2.3.- SIDEREMIA

- La concentracidn de hierro en el plasma de galli-
nas de ambos sexos hasta las 13 semanas tiende a disminuir,
siendo significativas dichas diferencias para los machos y
no para las hembras. A partir de esta edad, se detectan au-
mentos importantes debiendo destacar el alto valor que se
alcanza en las gallinas en periodo de puesta (384 ug Fe /
100 ml de plasma), lo que representa una concentracidn en
hierro tres veces mds alta a la de las.pollitas de 4 semanas
(122 pg Fe / 100 ml de plasma).

En funcidn del sexo, se aprecian diferencias sig-
nificativas Gnicamente entre los animales mis jbvenes, 4 se

manas (p < 0.05).
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3.- HIGADO

3.1.- VALORES_FPONDERALES

El peso total del higado (Tabla II), tanto himedo
como seco, aumenta con la edad en machos y en hembras, pero
en el caso de los primeros, se estabiliza a partir de las 13
semanas. Unicamente se observan diferencias sexuales signi-
ficativas en los grupos de 4 (p<0.01) y 18 (p <0.05) semanas.

El cociente entre el peso hiimedo y el peso seco
es constante en todos los grupos estudiados situéndose alre
dedor de 3.5, lo que representa aproximadamente un 70 % de
contenido en agua, no existiendo por consiguiente diferen-
cias significativas en funcidn de la edad ni del sexo a ex-

cepcidn de los grupos de 18 semanas (p < 0.05).

El peso relativo del higado disminuye con la edad
en los dos sexos, reduciéndose a la mitad al alcanzar las
hembras las 18 semanas, respecto el valor que presentaban
laslpollitas de 4 semanas. En las gallinas de puesta se ob-
serva no obstante un ligero aumento. El sexo influye en es-
ta variable, siendo estadisticamente significativas las di-
ferencias en los grupos de 4 y 18 semanas (p < 0.001), con

valores mids altos para las hembras.

3.2.- CONTENIDO_EN_HIERRO

En la Tabla III observamos cémo en ambos sexos,
los valores del hierro ferritinico y del hierro total au-
mentan con la edad hasta llegar al estado adulto (18 sema-
nas), para luego experimentar, las gallinas en puesta, una
marcada disminucidn, de manera que en éstas, el hierro fe-
rritinico se sitla en 627 ug y el hierro total en 3.7 mg
lo que representa un descenso respecto a los animales de
18 semanas del 59 y 20 % respectivamente. E1l contenido en

hierro ferritinico presenta diferencias significativas en-

*‘/h‘ ll\‘l“o’
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de significacidn igual para los tres lotes (5 %), con valo-
res mas altos para las hembras a excepcidn de los animales

de 4 semanas.

Por diferencia entre hierro total y hierro ferri-
tinico se obtiene el valor del hierro no ferritinico, el
cual aumenta con la edad y no difiere segiin el sexo, con la
Ginica excepcidn de que en las hembras en puesta se aprecian
los mismos niveles que en las hembras de 18 semanas (3 mg

por ejemplar).

La relacidn entre el contenido en hierro ferriti-
nico y en hierro total en los machos, disminuye con la edad
sin presentar significacidén. En las hembras, por el contra-
rio,~ se pasa de valores de 0.11 a las 4 semanas a valores
de 0.34 a las 18 semanas, para luego descender un 50 % du-
rante la puesta, alcanzdndose en este momento valores lige-
ramente mis altos a los que presentan las pollitas de U4 se=-
manas. También en esta variable se ve que las diferencias
sexuales quedan significativamente marcadas en los grupod$
de 4 y 18 semanas con unos niveles de significacidn p <0.01

y P < 0.001 respectivamente.

La concentracidn de hierro ferritinico expresada
por gramo de peso seco (Figura 6), en los machos desciende
con la edad hasta las 13 semanas, pasando de valores de 132
ug Fe/gramo a 66 ug Fe / gramo para luego experimentar un
aumento a las 18 semanas con la media mds alta y prdxima a
la de los animales de 4 semanas. Las hembras, por ei contra
rio, presentan dos marcadas subidas: una a las 8 y otra a
las 18 semanas, bajando ripidamente en el periodo de pues-
ta reduciéndose a la tercera parte (62 ug Fe / gramo) el
valor que'adquirié en la prepuesta (200 uyg Fe / gramo). El1
sexo presenta diferencias significativas a las 4 (p < 0.01),
13 (p < 0.01) y 18 (p < 0.05) semanas. Los valores mas al-
tos los presentan las hembras a excepcidn de los ejemplares

de 4 semanas.

Si el contenido en hierro total en higado lo ex-

presamos por gramo de peso seco (Figura 7) desaparece la
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Figura 6 .- Contenido en hierro ferritinico por gramo de

peso seco en higado de gallinas de raza Shaver

en funcidn de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura S
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Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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significacidn estadistica entre machos de 4 y 13 semanas.

En las hembras, se detecta una subida a las 8 se-
manas que se mantiene hasta las 18 para adquirir a las 24
semanas de edad un nivel aproximado al que presentaba el
grupo de 4 semanas. Al comparar machos y hembras entre si,

no se observan diferencias significativas.

3.3.- CORRELACIONES

. s - Y ———— o ——

Hemos comprobado la existencia de las siguientes

correlaciones:

Entre la cantidad de hierro ferritinico y hie-
rro total en higado en los dos sexos con r = 0.7757 para los
machos y r = 0.8840 para las hembras y con un valor de p <

0.001 en ambos casos.

. Entre el contenido en hierro ferritinico por
gramo de peso seco del higado y el contenido en hierro to-

tal por gramo de peso seco en los dos sexos (Figura 8).

. Entre el hierro ferritinico por gramo de peso
seco y el hierro no ferritinico por gramo de peso seco, so-

lo en las hembras (Figura 9).

4.~ BAZO

4.1.- VALORES PONDERALES

- —— . - — o —— o - ——— .

El peso del bazo (Tabla V), a igual que el del hi
gado aumenta con la edad en los machos, hasta las 13 semanas,
reduciéndose un 30 % de su peso hlimedo al llegar a las 18 se
manas (para el peso seco, esta reduccidn es del 43 %). En el
caso de las hembras, el aumento continfia levemente hasta la
prepuesta (18 semanas) para reducirse a la mitad al llegar
a la puesta (en pesos secos esta reduccidn se traduce en un
42 %). Las diferencias del peso hiimedo del bazo en funcidn

del sexo son significativas en todas las edades (p < 0.08);
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a las 8 y 13 semanas estas diferencias son a favor de los

machos y en el resto de grupos a favor de las hembras.

La relacidn entre el peso hiimedo y peso seco del
bazo en funcidn de la edad se mantiene constante e igual en
ambos sexos. El contenido en agua de este drgano es del or-
den del 75 %.

El peso relativo del bazo en los machos aumenta
algo a las 8 semanas y disminuye a las 18 semanas. Las hem-
bras por el contrario, experimentan dos descensos, uno en
el paso de 4 (0.25 %) a 8 semanas y otro en el paso de pre-
puesta a puesta (0.07 %). En el resto de edades esta varia-
ble se mantiene constante. En funcidn del sexo existen di-
ferencias significativas a las 4 (p < 0.05) y 18 semanas
(p < 0.001) a favor de las hembras y a las 8 (p < 0.05) se-

manas a favor de los machos.

4.2.~ CONTENIDO_EN_HIERRO

El contenido en hierro ferritinico y hierro total
y la relacidn entre ambas variables, estin expresados en la
Tabla VI. Los ug de hierro ferritinico aumentan en los dos
sexos a medida que crece el animal observéndose una disminu
cidn del 71 % al pasar las gallinas de prepuesta (75 ug Fe
ferritinico) a puesta ( 21 pg Fe ferritinico). En esta va-
riable el sexo influye a las 4, 8 y 18 semanas con niveles
de significacidn del 1 %, 5 %y 1 % respectivamente y los
valores mis altos los presentan las hembras, a excepcidn

del lote de 8 semanas que estid superado por los machos.

Los ug de hierro total en machos aumentan signi-
ficativamente hasta }as 13 semanas, no asi en las hembras
en las que el aumento continla hasta la prepuesta para lue-
go experimentar un descenso del 50 % al llegar a la puesta.
"Los animales de 13 semanas presentan diferencias sexuales

(p < 0.05) a favor de los machos.

El cociente de los dos paré@metros anteriores ex-
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perimenta pequeflas oscilaciones en los dos sexos a medida -
que crece el animal, presentando unos valores medios alre-
dedor de 0.17. Destacamos, aqui también, que en el paso de
prepuesta a puesta este cociente queda reducido un 36 % y
que se observan diferencias sexuales en los mismos grupos

mencionados para el contenido en hierro ferritinico.

La concentracidn de hierro ferritinico expresada
por gramo de peso seco de drgano (Figura 10) experimenta
hasta las 13 semanas cambios inversos en los dos sexos, pro
duciéndose en ambos casos un aumento significativo en el pa
so de 13 a 18 semanas seguido de un descenso hasta 78 ug de
hierro. En funcidn del sexo las diferencias se presentan a
las 8 semanas (p < 0.05), con valores mds altos para los ma

chos, y a las 13 (p < 0.01) semanas con valores mis altos

para las hembras.

, Si expresamos (Figura 11) el contenide en hierro
poh.gramo de peso seco del drgano en funcidn de la edad, ob
servamos que hasta las 13 semanas los valores se mantienen
‘para cada sexo, seguido de un aumento al llegar a adultos.
En las gallinas, en el péso de prepuesta a puesta se contem
pla una disminucidn no significativa. En funcidn del sexo
los valores mis altos en este caso, lo presentan los machos,
siendo significativas dichas diferencias Gnicamente a las U4

semanas (p < 0.05).

4.3.- CORRELACIONES

En la Figura 12 observamos la existencia de corre
lacidén entre el contenido en hierro total y hierro ferriti-
nico por gramo de peSo seco de bazo en los dos easos, asi
como también entre el contenido en hierro ferritinico y hie
rro no ferritinico por gramo de peso seco en las hembras (

Figura 13).

Si el estudio de las correlaciones lo hacemos en-

tre bazo e higado, encontramos que:
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Figura 10 .- Contenido en hierro ferritinico por gramo de

peso seco en bazo de gallinas de raza Shaver :en

funcidn de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura 65
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-Figura 11.- Contenido en hierro por gramo de peso seco en

bazo de gallinas .de raza Shaver en funcidn de

la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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Figura 12.
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- Correlacidn entre la concentracidn de hierro fe-

rritinico y hierro total en bazo de gallinas hem

bras ( Q ) v machos ( ) de raza Shaver.
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. Existe correlacidn entre la cantidad de hierro
- total del bazo y el hierro total en el higado, siendo los
valores de r = 0.6845 (p < 0.001) y r = 0.7324% (p < 0.001)
en machos y hembras respectivamente. '

. Entre el hierro ferritinico de bazo y el hierro .
ferritinico del higado en machos y hembras, siendo »r =
0.6433 (p < 0.001) para los primeros y r = 0.8393 (p<0.00D

para los segundos.

/ . Entre el .contenido em hierro ferritinico por gra
mo de peso .seco de bazo'y el detectado en el higado, en los

dos sexos (Figura 14).

, . Entre el hierro total por gramo de peso seco de
bazo y el observado en el higado, también en los dos sexos

(Figura 15).

5.- RINONES

5.1.- VALORES PONDERALES

Al observar la Tabla VII vemos que el peso hiimedo
y el peso seco de estos drganos aumentan con la edad tanto
en machos como en hembraé, siendo no significativos en el
~paso de 13 a 18 semanas. Comparando los valores presentados
en machos y en hembras a las 4 y 18 semanas, deducimos que
se han multiplicado aproximadamente por 4; en cambio en las
gallinas de puesta el factor es de 6. En funcidn del sexo
se observan diferencias significativas a las 18 semanas de
edad cuando se calcula en peso seco (p < 0.01) el valor de

estos drganos.

La relacidn entre peso himedo y peso seco adquie-
re valores relativamente similares en todos los grupos si-
tuéndose su valor medio en 4.5 aunque aparecen diferencias
sexuales a las 8 semanas (p < 0.05) a favor de las hembras

y a las 18 semanas (p < 0.01) a favor de los machos.
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v = 0.-3360
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Figura 14 .- Correlacidn entre la concentracidn de hierro ferri

tinico en bazo y en higado de gallinas hembras (Q)

y machos (') de raza Shaver.
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El peso relativo de los riﬁdnes desciende con la
edad y es ligeramente superior en las hembras. Los valores
de machos y de hembras difieren significativamente a las
13 (p < 0.05) y a las 18 semanas (p < 0.001).

5.2.- CONTENIDO EN HIERRO

También en la Tabla VII estin expuestos en la Ql-
tima columna el contenido total en hierro en los dos rifio-
nes. El1 aumento en los machos carece de significacidn esta-.
distica en el paso de 13 a 18 semanas, y en las hembras en-
tre las 4 y 8 semanas, y entre la prepuesta y puesta. No a-

parecen diferencias sexuales.

La edad segln el anilisis de la varianza influye
en el contenido en hierro por gramo de peso seco de estos
drganos (Figura 16) aunque los valores son muy parecidos en

ambos sexos y no se detectan cambios importantes con el cre

cimiento.

5.3.~ CORRELACIONES

- — ——— . (. g - —

Hemos estudiado la correlacidn entre la cantidad
de hierro total en rifidn y el hierro total en higado sien-
dor = 0.7498 (p < 0.001) para los machos y r = 0.6668
(p < 0.001) para las hembras. También existe correlacidn en
machos entre la cantidad de hierro por gramo de peso seco
- en rifiones y la existente en el higado siendo el valor de
r = 0.5115 (p < 0.01).

6.~ CORAZON

6.1.- VALORES PONDERALES

. - — . G e —— -

En la primera columna de la Tabla VIII observamos

como el peso del corazdn en ambos sexos aumenta con la edad,
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Figura 16 .- Contenido en hierro por gramo de peso seco en

los rifiones de gallinas de raza Shaver-en fun

cidn de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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siendo significativas las diferencias de valores en las tres
primeras edades, asi como entre gallinas de 18 y 24 semanas.
A partir de las 13 semanas es cuando se observan diferencias -
sexuales (p < 0.01). La evolucidn de los pesos secos del dr-
gano se ajusta practicamente a lo dicho para el peso hfimedo,
aunque las diferencias entre sexos aparecen a las 8 semanas
(p < 0.05).

El cociente entre el peso hlimedo y el peso seco,
varia muy poco en funcidn de la edad y del sexo, existien-
do Gnicamente diferencias entre machos y hembras a las 8 se-

manas (p < 0.05).

El peso relativo tiende a disminuir hasta las 13
semanas, para luego estabilizarse en 0.4 no apreciindose di-

ferencias significativas seglin el sexo de los animales.

6.2.- CONTENIDO EN HIERRO

Los ug de hierro que contiene el tejido cardiaco
estdn expresados en la quinta columna de esta misma tabla.
Se'ébserva un aumento progresivo hasta las 13 y 24 semanas
en machos y hembras respectivamente, llegando a la puesta
con un contenido en hierro 5 veces superior al que presen-
taban las pollitas més jdvenes (de 59 ug Fe se pasd a 318
pe Fe). El sexo no influye en el contenido en hierro en di-
cho drgano, tanto si lo expresamos por totales (Tabla VIII)
como si lo expresamos por gramo de peso seco (Figura 17).
En esta Figura no se detectan para uno cualquiera de los
sexos diferencias estadisticamente significativas en fun-

cidn de la edad.

6.3.- CORRELACIONES

En nuestro estudio también hemos comprobado la
existencia de correlacidn entre el hierro total del corazdn
y el hierro total en higado en machos y en hembras siendo
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Figura 17.- Contenido en hierro por gramo de peso SecoO en
corazdn de gallinas de raza Shaver en funcidn

de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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los valores de r = 0.5321 (p < 0.001) yr = 0.6841 ( p <

0.001) respectivamente.

7.- MUSCULO PECTORAL

7.1.- CONTENIDO EN HIERRO

- — - —— —— - — . . —— -

En la Figura 18 estén representados grificamente
los pg de hierro que contiene un gramec de misculo pectoral

deshidratado, segiin la edad y el sexo.

Observamos hasta las 13 semanas unos valores simi-
lares en los dos sexos. A partir de aqui los machos se man-
tienen mds o menos estables (30 pg Fe/g peso seco) mientras
que las hembras experimentan una subida a las 18 semanas (
68 yg Fe/g peso seco) para descender (en este caso el 50 %)

en la época de puesta aunque estas oscilaciones no son sig-

nificativas.

El grado de humedad de este tejido es del 73 %.

7,2.- CORRELACIONES

. — v ————

En el estudio de las correlaciones, detectamos
en hembras, correspondencia entre el contenido en hierro por
gramo de peso seco del higado y el encontrado por gramo de
peso seco de miisculo pectoral, con un coeficiente de corre-
0.4307 (p < 0.001).

1

lacidébn de r

[e o]
.
)

INTESTINO

8.1.- DUODENO

.1.- VALORES PONDERALES Y CONTENIDO EN HIERRO

o
[y

TOTAL
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Figura 18.- Contenido en hierro por gramo de peso seco en
misculo pectoral de gallinas de raza Shaver en

funcidn de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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los valores medios del peso himedo y peso seco de este tra-
mo intestinal, asi como también la relacidn entre ambas va-
riables han quedado tabulados en la Tabla IX. El peso hime-
do de duodeno en los dos sexos, aumenta con la edad hasta
las 18 & 24 semanas en machos y hembras respectivamente, a
excepcidn del grupo de hembras de 13 semanas. En general los
valores son ligeramente mas altos en los machos existiendo
diferencias significativas a las 4 y 13 semanas. Si expresa-
mos esta variable en peso seco, aparece una nueva significa-
cidn sexual a las 8 semanas (p < 0.05). La relacidn entre
peso hiimedo y peso seco presenta pequefias oscilaciones en
funcidn de la edad, observindose diferencias sexuales en las
cuatro edades estudiadas con un nivel de significacidn p <

0.001 en todas éllas.

La longitud, la relacibn entre peso hlmedo y lon-
gitud, el didmetro y el contenido total en hierro del duode-
no estén ordénados en la Tabla X. E1 paré@metro longitud ex-
perimehta un ligero aumento en ambos sexos en funcidn de la
edad, y se observan diferencias sexuales significativas a
las 4 (p < 0.01) y a las 13 semanas (p < 0.001). E1 duodeno
de las hembras alcanza una longitud de 31 cm al estabilizar-

se la puesta.

El cociente entre el peso himedo y la longitud au-
menta, en machos y en hembras, sensiblemente entre la edad
de 4 y 8 semanas. Los machos volverdn a experimentar otro
" aumento entre las 13 y 18 semanas y las hembras mantendrén
mds o menos estable el valor adquirido a las 8 semanas. Di-

ferencias sexuales se detectan solo en animales adultos.

El didmetro exterior en este tramo intestinal va-
- . » -
ria muy poco en las primeras edades, y es Unicamente en el
grupo de 18 semanas cuando se detectan diferencias sexuales
(p < 0.05).

El contenido en hierro total tiende a disminuir
con la edad en los machos hasta las 13 semanas para luego
aumentar. En el caso de las hembras el proceso en funcidn

de la edad es diferente presentando alternancias y figuran-
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"do los valores més bajos en las pollitas de 4 semanas (
208.5 ng) y los mis elevados en las gallinas de puesta (
650.5 ug). E1 sexo en este caso presenta influencia a las 4
(p < 0.001), 8 (p < 0.01) y 13 semanas (p < 0.001).

Si expresamos la concentracidén de hierro por gra-
mo de peso seco (Figura 19) se detectan oscilaciones pareci
das a la variable anterior, ahora bien las diferencias se-
xuales que observamos al expresar dicha concentracidn por
totales (Tabla X) desaparecen casi todas, permaneciendo una
pequefia diferencia significativa (p < 0.05) en los ejempla-

res de 4 semanas.

8.2.-~ YEYUNO

—— v — ———

8.2.1.- VALORES PONDERALES Y CONTENIDO EN HIERRO

TOTAL

Como ya hemos citado en el apartado 3.4.1.2. de la
- primera parte de Material y Mé&todos, es dificil delimitar en
los pollos, el yeyuno y el Ileon por lo que la longitud que
se indica fue convencional. Para estos dos fragmentos de in-
testino delgado los valores anatdmicos realmente de interés
éon los cocientes entre peso hlmedo y peso seco, entre peso
himedo y longitud y el didmetro externo.

Los midrgenes en que se mantienen los cocientes en-
tre peso hlimedo y peso seco (Tabla XI) son muy estrechos (
3.9 - 4.3 y 3.6 - 4.7 machos y hembras respectivamente),
pero presentan diferencias a causa del sexo en todas las e-

dades, con un mismo nivel de significacidn (p < 0.001).

En la Tabla XII se expresan también algunos valo-
res anatdémicos y el contenido total en hierro. Tanto la re-
lacidn entre peso hlimedo y longitud como el didmetro exter-
no tienden a aumentar con la edad, con valores en algunos

 casos ligeramente més elevados en los machos.

E1l contenido en hierro total aumenta solo signi-

ficativamente a las 18 semanas, pero aparecen diferencias
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Valoracidén estadistica: ver Figura 5
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' sexuales en casi todas las edades. Las gallinas de puesta
han aumentado casi un 100 % (422 pg Fe) el valor observado

a las Y4 semanas (218 ug Fe).

En la Figura 20 tenemos expresada esta misma varia
ble por gramo de tejido seco. Los machos y hembras siguen un
proceso semejante sin variaciones significativas entre gru-

pos en funcidn de la edad o del sexo.

8.3.~ ILEON

8.3.1.- VALORES PONDERALES Y CONTENIDO EN HIERRO

El cociente entre peso himedo y peso seco (Tabla -
XIII) en machos disminuye sensiblemente hasta las 13 sema-
nas para luego aumentar adquiriendo un valor prdéximo al que
presentaban los ejemplares jdvenes (4 semanas). Esta rela-
cidn en las hembras oscila con la edad. En funcién del sexo
se observan diferencias significativas a las 13 y 18 semanas
(p < 0.01).

La relacidn entre peso hiimedo y longitud (Tabla
XIV) experimenta un ligero aumento en funcidn de la edad,
quedando el valor duplicado, a las 18 semanas, respecto al
observado en los animales mas jdvenes. Solamente existen di
ferencias sexuales significativas en el grupo de 4 semanas

con un nivel de significacidn de p < 0.05.

El di&metro externo de este tramo intestinal en las
tres primeras edades estudiadas no presentan variacidn sig-
nificativa en ninguno de los dos sexos, es a partir de las
13 semanas que experimenta un aumento considerable. El sexo
"influye solamente en el grupo de 18 semanas de edad con un
nivel de significacidn p < 0.001 a favor de los machos.

La concentracidn de hierro total en el ileon, pre
senta oscilaciones en funcidn de la edad dandose a las 13
semanas, un pequefio descenso tanto en machos como en hembras.
Comparando el aumento experimentado desde las 4 semanas has-

ta las 18, es menos acusado en los machos que en las hembras
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(23 % y 146 % respectivamente), para las gallinas de pues-
ta esos valores representan 3.6 veces mis que a las 4 sema-
- nas. Se observan diferencias debido al sexo en animales de
4 y 8 semanas de edad (p < 0.001). Si esta misma variable
la expresamos por gramo de peso seco (Figura 21) los machos
presentan una pequefia subida de 4 a 8 semanas y otra, mis
acentuada, de 13 a 18 semanas. El1 descenso que se'produce
en el intervalo de tiempo de 8 a 13 semanas es bastante no-
torio reduciéndose su contenido a la mitad. La gr&fica co-
rrespondiente a las hembras presenta una disminucidn paula-
tina en las tres primeras edades para luego presentar unas
pequefilas oscilaciones hasta llegar a la puesta. A pesar de
que los cambios son mis notables en los machos que en las
hembras, no se detectan diferencias significativas.

8.4.- VALORES PONDERALES Y CONTENIDO EN HIERRO

= —— 0, - —— as G G . W I R - A S W D G - S -

T - — W s S D e T G S G e A o

En la Tabla XV exponemos los valores de longitud,
peso hiimedo y ug de hierro del intestino delgado. La lon-
gitud en los machos, varia muy poco en funcidn de la edad,
estabilizdndose précticamente a las 13 semanas (110 cm ).
En las hembras sigﬁe aumentando hasta alcanzar valores de
127.6 cm en las gallinas de puésta. Obseryamos que el fac-
tor sexo influye significativamente a las 4 (p < 0.001) vy
a las 13 semanas (p < 0.01) siendo en los dos casos a favor

de los machos.

El peso total del intestino aumenta con la edad
hasta las 18 y 24 semanas seglin sea machos o hembras. En
esta variable como en el caso anterior hay diferencias sig-
nificativas entre machos y hembras a las 4 (p < 0.001) y 13

semanas (p < 0.05).

Los microgramos de hierro presentes en el conjun-
to del intestino en los dos sexos incrementan con la edad
excepto en los animales de 13 semanas. Las gallinas en pues

ta contienen en el intestino unos 1386 microgramos de hie-
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Figura 21 .- Contenido en hierro por gramo de peso seco en

ileon de gallinas de raza Shaver en funcidn
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rro. Detectamos diferencias sexuales a las 4, 8 y 13 semanas
siendo los niveles de significacidn de p < 0.001 para las
dos primeras edades y de p < 0.05 para la tercera edad y los

machos acusan siempre los valores més altos.

9.- PLUMAS

9.1.- VALORES_PONDERALES

Los valores ponderales correspondientes a plumas
y el contenido en jg de hierro total correspondiente al mis-
mo tejido, han quedado tabulados numéricamente en la Tabla
XVI. '

A medida que crecen los animales, el peso himedo -
y seco de las plumas aumenta significativamente. En fineién
del sexo detectamos diferencias importantes a las 4 y 8 se-

manas.

El cociente entre peso hlimedo y peso seco en am-
bos sexos no varia sensiblemente hasta las 13 semanas, obser
vandose a continuacidn un descenso. El1 contenido en agua os-
cila desde un 16 % en la puesta a un 44 % en los machos de
13 semanas. Existen diferencias sexuales a las 8 y 18 sema-
nas con niveles de significacidén p < 0.05 y p < 0.01 res

pectivamente.

El peso relativo de las plumas aumenta con el cre
cimiento de los animales, presentando los valores mas altos
las hembras, a excepcidn de los animales jévenes, y siendo
a esta edad cuando el nivel de significacidn es mayor (p <
0.001).

9.2.- CONTENIDO EN HIERRO

Los mg de hierro total presentes en las plumas
también aumentan con la edad, observandose en el caso de los
machos que la concentracidn que preséntaban los mas jdvenes
(1.2 mg Fe) ha aumentado 4 veces a las 18 semanas (4.9 mg Fe) .
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En las hembras los valores son mids elevados alcanzéndose 11.1
mg Fe en el momento de la puesta. A la temprana edad de U4
. gemanas los machos y hembras pfesentan casi la misma concen-
tracidn de hierro total y a partir de ésta los valores mis
altos se detectaban en las hembras, dichas diferencias toman
significacidén estadistica finicamente en el grupo de 13 sema-
nas (p < 0.05). Al expresar la concentracidn de hierro total
por gramo de peso seco de plumas (Figura 22), observamos un
descenso con la edad significativo en los machos. No existen

diferenclas sexuales.

9.3.- CORRELACIONES

Realizamos el estudio de correlaciones, entre el
contenido en hierro total presente en las plumas y el conte-
nido en hierro total en higado en los dos sexos (r = 0.5778)
(p < 0.001) y r = 0.6696 (p < 0.001) machos y hembras respec-
tivamente), y entre el contenido en hierro total por gramo
de'ﬁeso seco entre los dos tejidos citados, pero solo fue

significativo en los machos (r = 0.4103 p < 0.001).

10.-~ HIERRO EN EL LIQUIDO DE PERFUSION Y EN CAR-

CASA

Antes de presentar la Tabla XVIII que expresa el
contenido en hierro del animal entero, nos hemos visto obli
gados a indicar la cantidad de hierro existente en el liqui
do de perfusidn (Tabla XVII) (sangre mds ClNa al 0.9 %) y
en la carcasa (resto del animal una vez extraidos todos 1los
drganos, intestino completo y plumas), pues aunque en nueg
tro caso carezca de significacidn, si se quisiera calcular
el contenido total de hierro sumando las concentraciones par

ciales no cuadrarian los resultados con lo expuesto en la

Tabla XVIII.
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Valoracidn estadistica: ver Figura 5
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11.- CONTENIDO TOTAL EN HTERRO DEL ANIMAL

En la Tabla XVIII hemos expuesto el contenido medio
en hierro que presentan los animales en funcidn de la edad y

del sexo.

Los miligramos aumentan con la edad en los dos se-
x0s y son mds pronunciados en los machos (18 mg Fe a las U
semanas y 81 mg Fe a las 18 semanas ) que en las hembras (19
mg Fe a las 4 semanas y 67 mg a las 18 semanas), estabili-
zdndose précticamente entre las 8 semanas y la puesta. No
existen diferencias significativas atendiendo al sexo.

"E1 contenido en hierro por gramo de peso del ani-
mal, Figura 23, disminuye con la edad, hasta las 13 semanas
y a partir de este momento se mantiene. Tampoco en este ca-
so el sexo ejerce ninguna influencia estadisticamente signi-
ficativa. Asi frente a una cantidad entre 105 y 116 ppm Fe,
con evidentes diferencias sexuales hasta las 13 semanas, pos
teriormente ambos sexos tienden a uniformizarse alrededor de
52 - 55 ppm Fe.

12.- PORCENTAJES DE HIERRO EN LOS DISTINTOS OR-

GANOS Y TEJIDOS ESTUDIADOS

En la Tabla XIX se representa la distribucidn de
hierro en los diferentes drganos y tejidos mencionados, en
funcidn de la edad y sexo expresados en porcentaje respecto
al animal entero. Obsérvese también que tanto para el higa-
do como para el bazo se ha distinguido el contenido no fe-

rritinico del ferritinico.

Vemos que en los machos la mayor proporcidn en el
contenido total en hierro se da en los dos primeros grupos
de edades (16.5 %), a las 13 semanas disminuye un 4 % para
luego aumentar un 2 % a las 18 semanas. En las hembras por

el contrario, aumenta la aportacidn de hierro con la edad
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Figura 23.- Contenido total en hierro por gramo de peso

corporal en gallinas de raza Shaver en funcidn

de la edad y del sexo.

Valoracidn estadistica: ver Figura §
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siendo de un 12 % a las & semanas para ir subiendo hasta
un 20.8 % a las 24 semanas de edad.

El sexo también influye, de manera que en las ga-
llinas jbvenes (4 semanas) es mayor en los machos, a las 8-
semanas quedan igualados y a partir de esta edad el porcen-

taje es superior en las hembras.

SEGUNDA PARTE: PRUEBAS METABOLICAS

- - - . - - - - . . v = e =
. - o an o - - - e ovimofibusdiuniiie=beusgiuaniiongluseliben i g o

El peso corporal de los animales y los valores de
los productos metabdlicos en funcidn de la edad y sexo estin

expuestos en la Tabla XX.

1.~ EVOLUCION DEL PESO

El peso corporal de las gallinas aumenta con el
tiempo, siendo mayor, para una misma edad en los machos, e-
xistiendo diferencias estadisticamente significativas solo
a las 13 semanas (p < 0.01). Observamos en los dos sexos cbd-
mo hasta este momento, los animales duplican el peso que pre
sentaban en la edad anterior; este aumento es m&s amplio en
machos que en hembras y a las 18 semanas alcanzan 1410 y

1336 gramos respectivamente.

2.- PARAMETROS METABOLICOS

2.1.- INGESTA DIARIA DE AGUA

El volumen de agua ingerida diariamente, aumenta
con la edad en los dos sexos, y luego se estabiliza aunque
las gallinas de puesta experimentan otro fuerte aumento, lle

gando a niveles de 280 ml.
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