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RESUMEN

Objetivos Determinar el efecto del consumo del extracto de alfalfa en anemia ferropé-  ja: ph.D. Ciencias de la Educacién Bioterio de la
nica inducida, en ratones. Facu}tad de Farmacia y Bioquimica de la pni-
Materiales y Métodos Se utilizaron treinta ratones albinos M. musculus de la cepa ,V,Z‘jjdjfj;;g;‘;‘;?@ﬁfjjfjf San Marcos, Lima,
Balb/c, machos de peso promedio 23+33,7 g. Se formaron tres grupos de diez ratones  MI: M. Sc. Educacién. Lima, Perd.

cada uno: a) grupo control negativo hierro suficiente (HS), recibié 40g/d de alimento i‘;fﬁ’g;@gg:ji“‘l’zm

balanceado durante siete semanas; b) grupo control positivo hierro deficiente (HD),  pamelaponcianos@gmait.com

recibio 40g/d de dieta ferropénica durante siete semanas y; c) grupo experimental hie-

rro deficiente (HD), recibié 40g/d de dieta ferropénica durante siete semanas y a partir

de la semana cinco se agrego 20g/d de extracto de alfalfa (EA).

Resultados Al finalizar el tratamiento se observé diferencia significativa en los nive-

les de hemoglobina entre los grupos control positivo (8.41+£3.9 g/dL) y experimental

(13.4£3.3 g/dL) (t student, p<0,05). No se encontré diferencia significativa en los nive-

les de hemoglobina, al término del periodo de induccién entre los grupos control posi-

tivo (8.76+3.9 g/dL) y experimental (8.59+ 3.1 g/dL) (t student, p>0,05).

Conclusiones En condiciones experimentales, la alfalfa presenta efecto antianémico,

sustentado en los resultados de los niveles de hemoglobina.

Palabras Clave: Anemia ferropénica; alfalfa; nutricion; hierro; dieta; enfermedad
(fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective To determine the effect of alfalfa extract consumption on induced iron defi-
ciency anemia in mice.

Materials and Methods Thirty M. musculus albino mice of the BALB/c strain were used
for this study. All of them were males, with a mean weight of 23+33.7 g. Three groups of 10
mice each were formed: a) negative control group with sufficient iron (HS), which received
40g/d of balanced feed for seven weeks; b) positive control group with iron deficiency (HD),
which received 40g/d of a diet plan for anemia for seven weeks; and c¢) experimental group
with iron deficiency (HD), which received 40g/d of a diet plan for anemia for seven weeks
and 20g/d of alfalfa extract (EA) from week five. Hemoglobin levels were measured.
Results At the end of the treatment, a significant difference was observed in hemoglo-
bin levels between the positive (8.41+3.9 g/dL) and experimental (13.4+3.3 g/dL) con-
trol groups (T student, p<0.05). There was no significant difference in hemoglobin levels
at the end of the induction period between the positive (8.76+3.9 g /dL) and experimen-
tal (8.5943.1 g/dL) groups (T student, p>0.05).

Conclusions Under experimental conditions, alfalfa has an antianemic effect based on
the results of hemoglobin levels.

Key Words: Anemia iron-deficiency; medicago sativa; nutrition public health; iron; diet;
disease (source: MeSH, NLM).
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a anemia es el problema nutricional mas prevalen-
te a nivel mundial que afecta aproximadamente 1
620 millones de personas y el 50% es debido a la
deficiencia de hierro, siendo una de las poblaciones per-
judicadas, los nifios en edad escolar con una prevalencia
del 25.4 por ciento y en América Latina y el Caribe afecta
al 39.5%(22.3 millones) de nifios en edad preescolar (1).
Es un trastorno en el cual el nimero de eritrocitos
es insuficiente para satisfacer las necesidades del orga-
nismo. Las necesidades fisioldgicas especificas varian en
funcidn a la edad, sexo, altitud, tabaquismo y diferentes
etapas del embarazo. Se cree que en conjunto, la caren-
cia de hierro es la causa mas comun de anemia, pero
pueden causarla otras carencias nutricionales como fola-
to, vitamina B12, vitamina A y lisina (ingerir unos 40 mg
por dia y kilogramo de peso para mantener el equilibrio
adecuado), la inflamacién aguda y crénica, las parasi-
tosis y las enfermedades hereditarias o adquiridas que
afectan a la sintesis de la hemoglobina y a la produccién
o la supervivencia de los eritrocitos (2,3).

Hierro — (Fe) es absorbido a nivel de intestino delgado
proximal (duodeno). El enterocito regula la absorcién de
Hierro segtn las necesidades del organismo: altos nive-
les corporales de Hierro bloquean su absorcién y bajos
niveles la incrementan. La dieta contiene dos tipos de Fe
segun su forma quimica. El Hierro no heminico (inorga-
nico) proveniente de alimentos vegetales, sales minerales
y también en carnes. El hierro heminico derivado de car-
nes y sangre, cada uno con transportadores especificos.
El hierro heminico es incorporado como molécula hem
al enterocito, mediante el transportador intestinal puta-
tivo de hierro hem (HcP1), que es regulado por hipoxia
y deficiencia de hierro, aunque también puede ser inter-
nalizado por endocitosis. En el interior del enterocito, el
hem es degradado por la enzima hemoxigenasa liberando
al hierro para que este se incorpore al pool de hierro del
enterocito. En cambio, el Fe no heminico es reducido en
el borde de la vellosidad, ya que el transportador de me-
tales divalentes 1 (DMT1) transporta solo hierro ferroso,
(la mayoria del Fe dietario se presenta como Fe férrico)
este es captado por el DMT1 que lo internaliza a la célula.

Ademas del tipo de hierro de la dieta, la absorcién de
hierro es afectada por otros factores dietarios favorecedo-
res o inhibidores de la absorcién, por la cantidad de su-
perficie y motilidad intestinal, el estado de los depdsitos
de hierro, la velocidad de la eritropoyesis y por la hipoxia.
Existe una relacion inversa entre la absorcién y los depd-
sitos de hierro, en relacién directa con la velocidad de la
eritropoyesis y la hipoxia. Pocos factores dietarios afectan
la absorcién del hierro heminico, las proteinas de origen
animal la favorecen, mientras el calcio la disminuye. En
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cambio, la absorcién de hierro no heminico es influencia-
do por varios componentes de la dieta, el acido ascérbico,
las proteinas de la carne y los alimentos fermentados la
favorecen, mientras que los fitatos, la fibra alimentaria y
la caseina la inhiben. (4).

A nivel del mar, la concentracién de hemoglobina para
diagnosticar la anemia en la Poblacién Nifios de 5 a 11
aflos: Sin anemia, =11.5 (g/dL); Leve, 11 a 11.4 (g/dL);
Moderada, 8 a 10.9 (g/dL); Grave, <8 (g/dL) (5)

La alfalfa es una especie perenne, de raices profundas,
con muchos tallos usualmente erectos que parten de ye-
mas en la corona. Es el cultivo forrajero mas importante
del mundo y un alimento de alta calidad para todo tipo
de ganado. En condiciones adecuadas es la leguminosa
forrajera mas productiva y probablemente haya sido, his-
téricamente, la primera especie forrajera cultivada. Fue
cultivada en Iran alrededor del afio 700 a. C. llegando a
Grecia 200 afios mas tarde; se difundié a través del sur
de Europa, norte de Africa y Asia y fue llevada a las Amé-
ricas por los conquistadores espafioles, difundiéndose en
los Estados Unidos de América a mediados del siglo X1x.
La alfalfa llegb a China en el segundo siglo a. C. cuando
fueron adquiridos caballos iranies con fines militares. Su
uso se popularizé en Europa del Norte y en Australasia
durante los tltimos dos siglos. Es un cultivo comun entre
los pequefios agricultores en las partes mas dridas de Asia
y el norte de Africa; en algunas regiones, los brotes jove-
nes son consumidos como hortaliza.

Hay dos subespecies principales de Medicago que par-
ticipan en el desarrollo del amplio rango de cultivares de
alfalfa disponibles hoy dia: la forma comun de alfalfa de
flores ptrpuras M. sativa subsp. sativa, y la alfalfa de flo-
res amarillas M. sativa subsp. falcata que es rizomatosa y
resistente al frio y a la sequia. M. sativa crece en climas
mas suaves al sur de la regiéon mediterranea. En los casos
en que la distribucién de las dos subespecies se sobrepo-
ne aparecen formas hibridas antiguamente identificadas
como M. media o M. varia, pero ahora conocidas como M.
sativa subsp. varia.

Los cultivares pueden ser clasificados en cuatro grupos
de acuerdo a su origen y a su rusticidad:

El grupo comtn que comprende tipos puros de M.
sativa subsp. sativa con flores parpuras y limitada resis-
tencia alfrio. Esta representada por las alfalfas comunes
de los Estados Unidos de América y lineas regionales de
Europa Central, Argentina, Africa del Sur, Nueva Zelan-
dia y Australia.

El grupo Turkistdn que consiste de tipos de M. sativa
subsp. sativa; su habito de crecimiento es mas breve y
la planta se difunde mds que las plantas del grupo Co-
mun. Tiene una recuperacién lenta después del corte y
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baja produccién de semillas pero es resistente al frioy a la
marchitez bacteriana.

El grupo variegado presenta flores variegadas, y pro-
bablemente se originé en hibridos entre M. sativa subsp.
falcata y M. sativa subsp. sativa; la mayoria de sus compo-
nentes son resistentes al frio.

El grupo no resistente al frio, adaptado a regiones de
dias cortos y largas temporadas de crecimiento se carac-
teriza por su crecimiento erecto, la rapida recuperacién
después del corte, la susceptibilidad al dafio por el frio y
a las enfermedades de la hoja y a la marchitez bacteriana.
Las lineas mas representativas se encuentran en muchos
paises productores de alfalfa en zonas calidas como Egip-
to, Asia Occidental, norte de Africa, India, Pert y algunas
lineas de Argentina y Chile.(6).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del
extracto de alfalfa (Medicago sativa) frente a anemia ferro-
pénica inducida por dieta deficiente en hierro en ratones
albinos M. muculus cepa Balb/c.

METODOS

Se utiliz 30 ratones albinos (Mus musculus) de la cepa Bal-
b/c, machos, de 23 +33,7g peso promedio, procedente del
bioterio del Instituto Nacional de Salud (Lima-Perti). Se
mantuvo en jaulas individuales a temperatura ambiente
de 23°C % 2°C, con ciclo luz/oscuridad de 12 horas, con
alimentos y agua ad libitum, La aclimatacién duré cinco
dias, el periodo de induccién cuatro semanas vy el periodo
de tratamiento tres semanas. Posterior a la aclimatacion,
fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de diez
ratones cada uno: grupo control negativo de hierro su-
ficiente (HS), que no se le indujo y los grupo control
positivo y experimental de hierro deficiente (HD) que
experimentaron induccién.

El grupo control negativo (Hs) recibié 4og/d de ali-
mento balanceado (6,56mg/d de hierro elemental), du-
rante 7 semanas. Al grupo control positivo (HD) se le ad-
ministr6 40g/d de dieta ferropénica (3,41mg/d de hierro
elemental), durante siete semanas. El grupo experimental
(HD), recibié 40g/d de dieta ferropénica (3,41mg/d de
hierro elemental), durante siete semanas y, a partir de
la semana cinco, se agregb 20 g/d de extracto de alfalfa
(13mg/d de hierro elemental).

Se utilizé las hojas de alfalfa de la variedad Abunda Verde,
de la Provincia de Ambo, Departamento de Huanuco, adqui-
rido en el mercado ‘Santa Rosa’, San Juan de Lurigancho.

La dieta balanceada fue adquirida en el Instituto Na-
cional de Salud (Lima-Pert).

Para la preparacién de la dieta ferropénica se utilizé
caseina 200g; Almidén de Maiz §30g; Sacarosa 123g; Su-

plemento vitaminico 10g; Suplemento Mineral 35g; Acei-
te soya sog; Cistina 2g; Celulosa sog. (7).

En el extracto acuoso de alfalfa, las hojas fueron some-
tidos a micropulverizado y luego fueron macerados con
56 L de etanol, a temperatura ambiente. Se decantd, filtrd
y evapor¢ el solvente para obtener el extracto que luego
fue conservado en recipientes. Este proceso ha sido desa-
rrollado por Laboratorio Fitofarma EIRL.

Para el tratamiento de los animales con el extracto, se
elabord la solucién a una concentracién de 25omg/kg, di-
luyéndolo en agua bidestilada, y se conservo a -4°C.

La anemia ferropénica fue medida en funcién de he-
moglobina.

Para la premedicién, se extrajo las muestras de sangre
de la vena safena de la cola (8) y en volumen de 0,15 mi-
lilitros (9), al finalizar la cuarta semana, a los tres grupos,
en el proceso de induccién. Se utilizé el método de cia-
nometalhemoglobina y el espectrofotémetro, de acuerdo
al Laboratorio de Patologia Clinica de Facultad de Vete-
rinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (Lima-Pert). Luego, al finalizar la tercera semana
del tratamiento, el mismo proceso para la posmedicién.

Los datos cumplieron las premisas de normalidad (kol-
mogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianza (Prueba
de Levene) (p>o0,05), por lo cual todos los resultados fue-
ron sometidos a andlisis de media, seguido de una prueba
Tstudent, para buscar diferencias significativas, al finali-
zar el periodo de induccién entre los grupos control po-
sitivo Hs con el grupo experimental HD; y, al término del
periodo de tratamiento, entre los grupos control positivo
HD con grupo experimental HD.

Se consider6 que existian diferencias significativas
cuando p<o,05. Los resultados de los experimentos son
presentados como la media = el error estandar. Los datos
fueron procesados en una plantilla EXCEL VERSION 2013.

El estudio fue manejado de acuerdo con el protocolo de
la Comisién Etica para la Experimentacién Animal de la
Universidad del Pais Vasco (10).

RESULTADOS

Al finalizar el periodo de induccién, los valores de hemog-
lobina: grupo control negativo Hs (12,73 = 3,9g/dL), en
el grupo control positivo HD (8.76*3.9 g/dL) y en el gru-
po experimental HD (8.59* 3.1 g/dL).

No se encontr¢é diferencia significativa en los niveles
de hemoglobina entre los grupos control positivo HD y
experimental HD, al final del periodo de induccién (t stu-
dent, p>o0,05) (Figura 1).

Al término del periodo de tratamiento, los valores de
hemoglobina: grupo control negativo Hs (12,6 * 3.1g/
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dL), en el grupo control positivo HD(8.41+3.9 g/dL) y en
el grupo experimental HD(13.4*3.3 g/dL).
Figura 1. Efecto del periodo de induccién, administrando

alimento balanceado al grupo control negativo; dieta ferropénica
al grupo control positivo; dieta ferropénica al grupo experimental
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Se encontré diferencia significativa en los niveles de
hemoglobina entre los grupos control positivo HD y expe-
rimental HD-EA (extracto de alfalfa), al final del periodo
de tratamiento (t student, p<o,05) (Figura 2).

Figura 2. Efecto del periodo de tratamiento, administrando
alimento balanceado al grupo control negativo; dieta
ferropénica al grupo control positivo; dieta ferropénica
+ alfalfa, al grupo experimental
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DISCUSION

Se observé que la administracién de 20 g/d de alfalfa ana-
dido a la dieta ferropénica incrementé los niveles de he-
moglobina hasta alcanzar valores normales. El preparado
de alfalfa presenta alto contenido de hierro elemental (13
mg/d), en 327,17+14,23 (mg/kg) (11), el cual es necesa-
rio para la sintesis de hemoglobina.

Se conoce que el hierro no hem, encontrado en los ve-
getales, es de menor biodisponibilidad que el hierro hem.
La fuerte caracteristica quelante del acido fitico reduce la
biodisponibilidad de otros nutrientes esenciales nutrien-
tes tales como minerales, oligoelementos (por ejemplo,
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Ca2+,Zn 2+, Mg 2+, Mn 2+ yFe 2 + /3 +), proteinas
y aminodcidos (12-14).

Ademds, los fitatos inhiben la absorcién de Hierro Fe
(15). Sin embargo, la presencia de la vitamina C en la
alfalfa (16) favorece la absorcién de hierro (17). La Vita-
mina C convierte el Fe+3 a Fe+2 en la luz intestinal y
mejora su absorcién (4).

Siendo la alfalfa un producto vegetal, presenta alto
contenido de fibra.

Los presentes estudios examinaron que estas mismas
fibras disminuyen la absorcién de hierro por el intestino
delgado canino (18).

Weber (19) informa que la administracién de una
mixtura de fibra (polisacarido de soya, inulina, almidén
resistente, goma arabica, fruto-oligosacdrido y celulosa)
en ratas inducidas a anemia ferropénica que recibieron
tratamiento con citrato férrico (3omg de hierro elemen-
tal), no interfirié en la absorcién intestinal de hierro, no
habiendo diferencia significativa con los resultados del
grupo que no recibid fibra.

En este estudio, la administracién del extracto de alfal-
fa tuvo un efecto sobre la anemia ferropénica inducida en
ratones albinos M. musculus de la cepa/Balbc, sustentado
por el incremento en los niveles de hemoglobina ¢

Conflicto de interés: Ninguno.
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