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INTRODUCCION 

Los cuatro átomos de hierro que contiene cada molécula de hemo

globina son los que le confieren su capacidad para transportar el 

oxígeno, vital para todas las células de metabolismo aeróbico. Por 

ello, los mecanismos para obtener, transportar y almacenar el hierro 

y el proceso de síntesis de hemoglobina son dos hechos que deben es

tar coordinados dentro de un organismo. 

El proceso de formación de las células rojas sanguíneas es cono 

cido como eritropoyesis. Las células precursoras de los eritrocitos 

constituyen el lugar donde se lleva a cabo la síntesis de la hemoglo

bina y por esto, la eritropoyesis debe responder a las necesidades de 

hemoglobina del organismo en un momento determinado. Durante el desa

rrollo normal de un organismo tales requerimientos van teniendo con

diciones especiales. Es decir, la·eritropoyesis en las etapas embrio

naria, fetal y adulta, posee características distintivas. 

~o obstante, durante el desarrollo de los mamíferos, la eritro

poyesis presenta ciertas características en común (1): 

l. La existencia de dos poblaciones diferentes de células eritroides: 

las células llamadas primitivas, exclusivas de la etapa embriona

ria, y las células llamadas definitivas, que se presentan en la 

etapa fetal y en la adulta. 

2. El cambio de sitio de eritropoyesis de la línea celular definiti

va. Las primeras de estas células, las de la etapa fetal, se for

man en las células hepáticas y posteriormente el sitio de eritro

poyesis, propio del adulto, es la médula ósea. 

3. El tipo de hemoglobina que contienen las células primitivas es di

ferente del que contienen las definitivas. 

Las células rojas de la línea primitiva tienen su orígen en el sa

co vitelino (2). En comparación con las poblaciones celulares poste

riores, estas células son de gran tamaño y retienen su núcleo, aunque 
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estén completamente diferenciadas y ya en circulación (2, 3). Además 

poseen hemoglobina de tipo embrionario. 

Otra característica especial de las células rojas circulantes -

de las etapas embrionarias, es que contienen ferritina, proteína al

mac~nadora de hierro, Este hecho llevó a pensar que tales células no 

sólo tenían un papel en el transporte de oxígeno, sino que podrían -

estar involucradas de alguna manera en el metabolismo de hierro du-

rante las primeras etapas del desarrollo, etapas en las cuales la ac

tividad eritropoyética y la síntesis de hemoglobina deben ser espe-

cialmente elevadas. El hierro almacenado en las células rojas circu

lantes de la línea primitiva no sólo se ha encontrado en los mamífe

ros, como el ratón y el hombre, sino también en larvas de anfibios y 

en embriones de pollo. Este hierro es utilizado por la primera gen~ 

ración de las células rojas definitivas de la etapa fetal, a pesar -

de que el hígado ya contiene reservas de hierro. Este órgano será el 

principal sitio de almacenamiento de hierro durante la fase adulta -

(7-12). 

Las células rojas de la línea definitiva se originan en dos si

tios diferentes. El primero de ellos es el hígado, que produce célu

las todavía de gran tamaño pero carentes de núcleo cuando están ya -

en circulación. El segundo sitio, que será el principal durante to

da la etapa adulta, es la médula ósea. El tamaño promedio de los eri 

trocitos va disminuyendo gradualmente, hasta que, a los pocos días -

después del nacimiento son completamente sustituidos por los eritro

citos pequeños formados en la médula ósea (1, 3). 

El suplemento de oxígeno para el feto de un mamífero depende d.!_ 

rectamente de la comunicación entre la sangre materna y la sangre fe 

tal a través de la placenta y su transferencia está en relación di

recta con la afinidad por el o2 que tenga la hemoglobina fetal con 

respecto a la del adulto. En algunos casos, tal afinidad está modul~ 

da por un metabolito intermediario de la glucólisis, el 2, 3-difosfE_ 

glicerato ó 2, 3-DPG. El efecto del 2, 3-DPG sobre la molécula de he 

moglobina es que disminuye la afinidad de ésta por el oxígeno. Este 

metabolito se une débilmente a la molécula de hemoglobina de tipo fe

tal que a la de tipo adulto y~ por lo tanto, la hemoglobina del feto 
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puede tomar fácilmente el oxígeno de la sangre materna (5). 

Cuando las células rojas que contienen la hemoglobina fetal son 

reemplazadas por los eritrocitos con hemoglobina adulta, la sangre -

adquiere las características fisiológicas del organismo adulto en 

cuanto a su manera de ligar el oxígeno. Algunas especies no poseen -

hemoglobina de tipo fetal, y, sin embargo, ocurre este mismo tipo de 

cambios fisiológicos. En estos casos, la afinidad de la hemoglobina

por el oxígeno se explica con base en las variaciones de los niveles 

de 2, 3-DPG con respecto a los de hemoglobina. En los cobayos y en -

los conejos, por ejemplo, los niveles de 2, 3-DPG se mantienen bajos 

durante la etapa fetal y sólo se incrementan después del nacimiento, 

permaneciendo elevados durante la etapa adulta (6). 

Particularmente en el conejo, la proporción de 2, 3-DPG con res 

pecto a la hemoglobina encontrada en la etapa fetal es de alrededor

de 3 µmoles de DPG/g de hemglobina. Los niveles característicos del 

adulto, 25 µmoles de DPG/g de hemoglobina, son alcanzados a los 20 -

días de edad, aproximadamente (6). Datos obtenidos en este laborato

rio concuerdan con este aumento en los niveles de 2, 3-DPG. Además,

indican que en el conejo existe un recambio de células rojas circu-

lantes grandes, de alrededor de 90 µm 3 de volumen, correspondientes

ª la etapa fetal, por células de menor tamaño, de unas 60-70 µm 3 , 

que serán las definitivas para el adulto. El perído del recambio de 

poblaciones, los primeros 20 días de edad, coincide con el período -

en el que los niveles de 2, 3-DPG alcanzan los valores del adulto. -

Es por esto que la proporción baja de 2, 3-DPG con respecto a la he

moglobina se ha relacionado con la población de células grandes fet~ 

les que aún existen en las primeras etapas después del nacimiento --

(40). 

Las diferencias entre la sangre fetal y la adulta en las etapas 

inmediatas al nacimiento, especialmente en el caso del conejo (que 

será tratado en este trabajo), pueden resumirse en dos puntos: 

l. El tamaño de las células rojas circulantes del feto es mayor que -

el de las células adultas. 

2. La proporción de 2, 3-DPG/hemoglobina en los eritrocitos fetales -

es menor que en los adultos. 
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El recambio de poblaciones celulares y la síntesis de hemoglob_!. 

na para las células nuevas son dos hechos que deben estar coordina-

dos. Por ello, es de esperarse que los factores involucrados en la -

movilización del hierro, ya sea que éste provenga del interior de 

los eritrocitos, del hígado, o de alguna otra reserva, tengan carac

terísticas ,especiales en las primeras etapas postnatales con respec

to a las etapas adultas. 

Los factores involucrados en la movilización del hierro son bá

sicamente la transferrina, la ferritina y la ceruloplasmina, de las 

cuales trataré a continuación. El objetivo del presente trabajo es -

estudiar algunos aspectos del sistema de movilización del hierro en 

las primeras etapas postnatales del conejo, con base en el recambio

de poblaciones de células rojas circulantes. 

El hierro y_ los seres vivos. 

El hierro es uno de los elementos esenciales para los seres vi

vos. Quizá su mayor importancia radica en su presencia dentro de la 

molécula de hemoglobina. De su suplemento en cantidades adecuadas de 

pende la maduración de las células rojas sanguíneas y el contenido -

de hemoglobina en cada una de ellas. 

Pero además de la relación del hierro con la eritropoyesis, las 

funciones que desempeña este ión metálico son muy variadas a lo lar

go de toda la escala de seres vivos. El hierro desempeña funciones -

importantes en los siguientes procesos: 

- El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria. El hie

rro se encuentra tanto en los citocromos como en las proteínas sul 

foférricas que componen a estas vías bioenergéticas (13). 

- La activación de oxígeno molecular, nitrógeno e hidrógeno (14). 

- La descomposición de derivados tóxicos de oxígeno, tales como pe-

róxido y superóxido (14). 

- La síntesis de DNA (14). 

- La unión del oxígeno a la hemoglobina, la mioglobina y las hemeri-

trinas. Además la ferroquelatasa es la enzima mitocondrial que Pª.!:. 

ticipa en la inserción del hierro en las porfirinas (13). 
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- La síntesis de la colágena en el tejido conectivo, ya que este me 

tal se requiere para la hidroxilación de la prolina y de la lisi

na en la procolágena (15). 

Por todo esto, la obtención del hierro del medio constituye un

paso crucial para prácticamente todos los organismos. 

En la corteza terrestre el hierro que puede estar disponible p~ 

ra los seres vivos se encuentra, en su mayor parte, en forma de sa

les férricas. El hierro en su estado ferroso, Fe (II), es a cual--

quier pH, más soluble que en su estado férrico, Fe (III), lo cual -

trae como consecuencia que el Fe (II) sea más fácilmente absorbido

por un organismo (14, 16). Sin embargo, sólo los organismos anaero- · 

bios estrictos pueden satisfacer sus necesidades de hierro absorbien 

do el Fe (II) soluble que se encuentre en su medio de crecimiento.

Los microorganismos aeróbicos y los anaeróbicos facultativos sinte

tizan compuestos altamente afines por el Fe (III) que se conocen c~ 

mo sideróforos, y cuya función es introducir el hierro. Este trans

porte es mediado por receptores (17). 

La aparición del oxígeno molecular en la atmósfera primitiva p~ 

do traer como consecuencia la oxidación de Fe (II) a Fe (III), el -

cual se precipita como hidróxido férrico. Desde este punto de vista, 

los sideróforos constituyen la solución a la captación y absorción

de Fe (III) por parte de los microorganismos (17). 

Los animales son incapaces de sintetizar sideróforos. El primer 

paso en el proceso de absorción del hierro es, en este caso, la re

ducción del Fe (III) a Fe (II) para que posteriormente pueda ser 

transportado a través de la membrana intestinal (18). 

La digestión péptica libera aproximadamente un 50% del hierro -

contenido en el alimento, gran parte como hierro inorgánico, que a 

nivel del intestino forma distintos complejos disponibles para la -

absorción. Es a nivel de las células epiteliales del intestino don

de actúan de manera más importante los mecanismos que controlan la

absorción de este elemento (19). 

Existen primordialmente dos proteínas que tienen un papel cen-

tral en el metabolismo del hierro. Una de ellas es la ferritina que 

constituye el principal almacén de hierro en el organismo. Si la 
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cantidad de hierro almacenado es suficientemente grande, se estimu-

la la síntesis de ferritina y parte del hierro absorbido se incorp~ 

ra a ella. Si los niveles de hierro disponible dentro de la célula

del epitelio intestinal son bajos, se incrementa la captación de -

hierro de la luz intestinal y, por otro lado, aumenta la transferen 

cia del hierro almacenado hacia el plasma sanguíneo, donde se unirá 

a la transferrina, la proteína especializada en el transporte de -

hierro dentro del organismo (19). 

Eritropoyesis y Transferrina. 

La presencia de la transf errina en el plasma garantiza que el -

hierro absorbido permanezca unido a proteína, evitando así la forma 

ción de hidróxido férrico insoluble, aunque su principal función es 

que hace al hierro disponible para el tejido eritropoyético (20). 

Las células sanguíneas son el resultado de un proceso de madur~ 

ción bien sincronizado que se da, de acuerdo con la hipótesis más -

aceptada, a partir de una célula pluripotente (21, 22). La CFU-L-M 

(unidad formadora de colonias linfoides y mieloides) es capaz de -

dar lugar a linfocitos, plaquetas, granulocitos, monocitos y eritr~ 

citos, todos ellos células circulantes, Me ocuparé, muy brevemente, 

sólo de la línea roja. 

El agente humoral que induce la diferenciación de las células -

pluripotentes en células comprometidas hacia la línea roja, es una

glicoproteína producida principalmente en el riñón, la eritropoyet! 

na. Bajo condiciones normales se sintetiza en respuesta a la hipoxia 

tisular, aumentando de esta manera la producción de eritrocitos ---

(21). 

Las primeras células comprometidas en la línea son las BFU-E 

(unidad expansiva de colonias eritroides) que, como consecuencia de 

la acción de la eritropoyetina, dan lugar al siguiente estado de m~ 

duración, las CFU-E (unidad formadora de colonias eritroides), cél~ 

las que originarán a las primeras células eritroides propiamente -

dichas, los pronormoblastos. Después de varias divisiones mi tóticas, 
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los pronormoblastos originan a los reticulocitos, cuyas principales 

transfonnaciones son la acidificación y la condensación del núcleo 

(22, 23). 

El primero ·de estos cambios se debe a que la principal activi-

dad de las células eritroides es la síntesis de hemoglobina y la -

conclusión del segundo cambio es la expulsión del núcleo, dando en

tonces lugar a los eritrocitos, de menor tamaño que los reticuloci

tos, pero que al no tener núcleo poseen espacio para contener una -

mayor cantidad de hemoglobina (24). 

Una característica importante de las células rojas irunaduras es 

que poseen en la superficie de su membrana plasmática receptores es 

pecíficos para la transferrina. El número de estos receptores va 

disminuyendo a medida que las células maduran, es decir, cuando ba

ja la síntesis de hemoglobina y por lo tanto, sus requerimientos de 

hierro son menores(25). 

La transf errina está constituída por una sola cadena polipeptí

dica, cuya estructura tridimensional da lugar a dos sitios específ!_ 

cos capaces de unir, cada uno, un átomo de hierro. Su peso molecular 

es de alrededor de 80 000; es una glicoproteína ya que posee un 6%· 

de residuos de carbohidratos en su composición (26,27). Se ha pro-

puesto que las moléculas de carbohidratos son los puntos de recono

cimiento entre la proteína y sus receptores específicos en la super 

ficie de la membrana de las células rojas irunaduras de la médula -

ósea (27). 

Algunas evidencias experimentales apoyan el hecho de que la sa

turación de la transferrina que llega a la médula ósea puede ser un 

factor regulador de la donación del hierro a los reticulocitos. Los 

reticulocitos tienen una mayor afinidad por la transf errina unida -

al hierro que por la que no lo está (28). Por otra parte, Fletcher 

y Huehns (29) han sugerido que la manera como esté unido el hierro

ª la transferrina determinará el intercambio del hierro entre el -

plasma y las células intestinales. El hierro será removido con mayor 

facilidad de las moléculas de transferrina con dos átomos de hierro, 

cuyo número dependerá de la actividad eritropoyética y de la canti

dad de hierro almacenado (29, 30). 
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Ferritina 

Una característica de la ferritina es que el hierro que contie

ne es una reserva movilizable regulada a nivel de síntesis de la -

apof erritina y del depósito y liberación del hierro. 

La ferritina es una proteína que se encuentra en el interior de 

las células de hígado, de bazo y de médula ósea y, en casos espe-

ciales, en células sanguíneas circulantes (14). Su forma es prácti

camente esférica, con una cavidad central que contiene al hierro en 

forma de complejos de óxido férrico hidratado, arreglados como cel

das hexagonales. Cada molécula de ferritina puede contener de 2500 

hasta 4000 ó 5000 átomos de hierro; éstos se introducen a la cavi-

dad central mediante canales que atraviesan la molécula protéica --

(31). 

La ferritina tiene un peso molecular de aproximadamente 450000 

y, de acuerdo con el modelo más aceptado, está constituída por 24 -

subunidades, cada una con un peso molecular de 19000 (31). 

Las moléculas de ferritina que tienen sus cavidades centrales -

parcialmente llenas, pueden tomar hierro más fácilmente que la apo

ferritina, lo cual parece estar relacionado con la superficie de -

captación que van formando los complejos de hierro acumulado (32). 

Aparentemente la cantidad y estado de la f erritina que se encuen 

tra en la pared intestinal, juega un papel en la absorción del hie

rro. Se ha propuesto que la ferritina puede inhibir la absorción de 

este ión metálico, protegiendo al organismo de la entrada de canti

dades tóxicas del mismo en la sangre. Por otro lado, las vías de e

liminación de hierro en el organismo son muy limitadas, por lo cual 

la ferritina no sólo almacena el hierro absorbido en la dieta, sino 

también el que es liberado de la hemoglobina (33). 

Ceruloplasmina J_ Metabolismo del Hierro. 

Los eritrocitos viejos son removidos de la circulación al ser -

fagocitados por las células del retículo endotelial del bazo, del -

hígado y de la médula ósea (34). La hemoglobina contenida en los --
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eritrocitos es catabolizada, proceso que tiene como resultado la l! 

beración del hierro del hemo. Este hierro puede encontrarse oxidado 

o reducido, dependiendo de si proviene de la hemoglobina o de la me 

tahemoglobina. Al parecer, al ser liberado enzimáticamente queda to 

do en estado ferroso. Por otra parte, el hierro absorbido durante -

la digestión se encuentra en su mayor parte, como ya se mencionó, -

como Fe (11), por ser la forma más soluble. Sin embargo, el hierro 

que se incorpora a la transferrina debe encontrarse en su forma oxi 

dada, es decir, corno Fe (111). 

Existe en el plasma una enzima, del grupo de las alfa globulinas, 

que tiene la capacidad de acelerar la oxidación del Fe (11) en pre

sencia de oxígeno. Hay datos que indican que esta proteína, la ceru 

loplasmina, funciona fisiológicamente como una ferroxidasa, ayudan

do así a la movilización del hierro celular antes de su incorpora-

ción a la transf errina. 

La ceruloplasmina es una metaloenzima que contiene 6 átomos de 

cobre por molécula, aunque, al parecer, sólo 4 de ellos son esencia 

les para el sitio activo. Tiene un peso molecular de 132000 y está 

formada por una sola cadena polipeptídica. Como el cobre se une a -

la proteína en su estado de oxidación de Cu (II) ésta adqui.ere un -

color azul (35). 

Por el hecho de que esta enzima contiene cobre y que en condi-

ciones fisiológicas funciona corno una f erroxidasa, puede decirse 

que la ceruloplasrnina actúa como un eslabón entre el metabolismo del 

hierro y el metabolismo del cobre. 

La concentración de ceruloplasrnina en el plasma hurnano de un -

adulto es de 27-39 rng/100 rnl. En ratas recién nacidas, la concentr~ 

ción de ceruloplasrntna es baja y hacia la 3a. semana aumenta casi -

15 veces, incrementándose posteriormente- de manera gradual. También 

en el humano la concentración de ceruloplasrnina va aumentando duran 

te los pdmeros años de vida (36). 
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La reacción catalizada por la ceruloplasmina, teniendo al Fe (II) 

como sustrato es: 

Fe (II) X Cp-Cu (II) X H2o 
Fe (III) Cp-Cu (I) 02 

Se han propuesto a muchos otros compuestos como posibles facto

res de oxidación del Fe (II) en el suero. Sin embargo, la reacción 

catalizada por la ceruloplasmina, a diferencia de otras sustancias, 

es óptima bajo condiciones fisiológicas, es independiente de la can 

tidad de o
2 

presente y no es inhibida por la presencia de albúmina-· 

(37-39). E$tos hechos favorecen la hipótesis de que la ceruloplasm.!_ 

na es la única ferroxidasa efectiva del suero y que, como tal, su -

actividad es imprescindible en la carga de la transferrina con hie-

rro. 
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MATERIALES Y METODOS. 

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda blancos, del bioterio de la 

Facultad de Ciencias, UNAM, de los cuales se registró la fecha de ap~ 

reamiento y la fecha de nacimiento de las distintas camadas, así co

mo el número de crías por camada. Se tomaron conejos de 1, 5, 10, 20, 

30, 70 y 90 días de edad. De cada uno se obtuvo el peso y se tomó 

una muestra de sangre. 

Procesamiento de la sangre. 

Las muestras de sangre de conejo se tomaron por punción cardía

ca, enjuagando la jeringa con NaCl 0.9% y después con unas gotas de 

soluci6n de EDTA al 20% en NaCl al 0.9%, pH 7.4, como anticoagulante. 

Una parte de esta sangre se centrifugó durante 30 minutos a 2800 rpm 

para separar el plasma del paquete celular. Otra parte se utilizó -

para medir los siguientes parámetros: 

a) Hemtocrito 

b) Concentración de hemoglobina 

c) Número de células blancas y rojas 

d) Porcentaje de reticulocitos 

Hematocrito 

Es el porcentaje de voltimen ocupado por el paquete celular san

guíneo con respecto al volumen total, después de centrifugar la san

gre en un capilar sellado a la flama por uno de sus extremos. Se 

centrifuga durante 30 minutos a 2800 rpm (41). 

Concentración de Hemoglobina. 

Se cuantificó mediante el método de la cianometahemoglobina, -

pigmento estable que resulta de la reacción entre la metahemoglobina 

y el cianuro de potasio. La metahemoglobina se forma cuando el ferri-
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cianuro convierte al hierro del hemo al estado férrico. Ambas reac

ciones son rápidas y estequiométricas. 

El reactivo que se utiliza es el diluyente de Drabkin, que con

tiene: 

- bicarbonato de sodio (Na HC0 3) 1000 mg 

- cianuro de potasio (KCN) • • • . . . . • • • • . . • • • • . . . • • • • • . . • . • • . . SO mg 

- ferricianuro de potasio (K3Fe [CN] 
6
)....................... 200 mg 

- c. b. p. 1 litro con agua destilada 

Se hace una dilución 1:200 de sangre total; la intensidad de co 

lor se mide en un espectrofotómetro Zeiss PMQ II a 540 run. A esta 

longitud de onda el coeficiente de extinción milimolar de la hemogl~ 

bina es de 44. Considerando el peso molecular de esta proteína como 

de 66 000 g/mol, su concentración en· la sangre se expresa como g/100 

ml. (41). 

Conteo de células blancas y rojas 

Se utilizó un contador electrónico Haema- Count MK-2s. Para cé

lulas blancas se usaron diluciones de 1:800 de sangre total en Isotón 

(NaCl 7.93 g/l, EDTA 0.38 g/l, KCl 0.40 g/l, NaH2Po
4 

0.19 g/l, 

Na2HPo4 1.95 g/l), agregando unas gotas de hemolizante. Los resulta

dos se expresan en miles de células/mm3. 

Para los conteos de células rojas se hicieron diluciones de 

1:80000 de sangre en Isotón, expresando los resultados en millones -

de células /mm3• 

Tinción para reticulocitos 

Se disuelve 1 g de azul de cresilo brillante en 100 ml de una so 

lución que contiene NaCl al 0.9% y 0.4 g de citrato de sodio. 

Se coloca sobre un papel encerado una gota de muestra de sangre 

y una gota del reactivo anterior. Se mezcla con un capilar y se deja 

que la mezcla suba dentro de él. Después de incubar 20 minutos en cá 

mara húmeda, se deja bajar el contenido del capilar, y una vez mezcla 
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do, se pone una gota encima de un cubreobjetos sobre el cual se des

liza otro y se deja secar. Finalmente se acomodan sobre un portaobj~ 

tos, fijándolos con aceite de irnnersión (41). 

Cuantificación de hierro 

Se utilizó el método de Shade modificado por los laboratorios -

Merck (42). 

Al cambiar bruscamente el pH del plasma con HCl lN, se remueve 

el hierro no hérnico unido a proteínas, quedando libre y en solución. 

Las proteínas se precipitan con TCA al 20%, se centrifuga y al sobre 

nadante se le agrega un exceso de ascorbato de sodio para reducir al 

hierro y una solución de acetato de sodio al 30% para obtener un pH

de 5. 5, ya que en estas condiciones el hierro puede reaccionar con -

el ácido batofenantrolín disulfónico. El producto de esta reacción -

es un compuesto colorido cuya concentración puede detenninarse espec 

trofotométricarnente, leyendo la absorbancia a 535 nrn y comparando -

el viraje de color de la muestra problema con el de una solución de 

hierro de concentración conocida. 

Para estas determinaciones todo el material debe estar lavado -

con HCl concentrado y enjuagado primero con agua corriente para eli

minar el exceso de ácido y después con agua desionizada. Las solucio 

nes se preparan utilizando agua desionizada, la cual se obtiene al -

pasar agua destilada por un desmineralizador Corning LD 2A. 

Sustancias: 

- solución patrón de hierro (1 mg/ml) * 
- HCl lN 

- Acido tricloroacético (TCA) al 20% 

- solución de acetato de sodio al 30% 

- ascorbato de sodio * 
-4 - reactivo de coloración (disulfonato de batofenantrolina 6.BxlO M 

sal disódica, en amortiguador de fosfato de sodi.o pH 5.5)* 

* pertenece al juego de reactivos de Merck. 



Se pipetea por duplicado: 

plasma 

sol. patrón 

H2o desionizada 

HCl lN 

Problema 

0.25 

0.7S 

o.so 

14 

Volúmen (ml) 

Patrón Blanco 

0.25 

0.7S 1.00 

o.so o.so 

Se mezcla y se deja reposar durante 4S minutos a temperatura am 

biente y se agrega: 

TCA 20% o. so o.so o.so 

Se mezcla perfectamente y se centrifuga durante 30 minutos a 

2700 rpm en frío la muestra problema, descartándose el precipitado. 

Se pipetea: 

sobrenadante, 

patrón o blanco 1.00 1.00 1.00 

acetato de sodio 30% o.so o.so 0.60 

ascorbato de sodio -5,0 -5.0 mg -S.O mg 

reactivo de color o.so o.so o.so 

Se mezcla y después de 10 minutos se lee la absorbancia a 53S nm. 

El contenido en hierro de la muestra problema se obtiene en µg/ml, 

dividiendo su absorbancia entre la del patrón. 

También se midió el contenido en hierro de hemolizados del paque

te celular sanguíneo. Se utilizaron muestras de 2 ml de sangre, se --

centrifugaron a 2800 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Se separó el plasma, quedando aproximadamente 1 ml de paquete celular, 

el cual fue lavado 3 veces en solución de NaCl O .15 M libre de hierro, 

centrifugando bajo las mismas condiciones pero solamente 10 minutos. -

Las células fueron lisadas al agregar dos volumenes de agua helada y -

agitando hasta homogeneizar la solución. Del hemolizado obtenido se 

hizo una dilución 1:2 y se tomó 1 ml para la cuantificación de hierro. 

Se modificó el tiempo de incubación de la muestra con HCl lN, ya 

que se observó que la cantidad de hierro obtenida en los hemolizados -

se incrementaba al aumentar este tiempo. Tal incremento se aceleraba -
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Gráfica l. Curva de concentración de hierro libre (µg/ml) en 

hemolizados de sangre de conejo, en función del -

tiempo de incubación con HCl lN, a 20ºC (e--e) y 

a 37ºC (o--o). 
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al incubar a 37 ºC en lugar de hacerlo a temperatura ambiente (ver 

gráfica 1). En la gráfica puede observarse que a los 120 minutos de 

incubación a temperatura ambiente y a los 90 minutos a 37° C, los va

lores de concentración de hierro tienden a estabilizarse y que post~ 

riormente, en ambos casos, la pendiente sufre un cambio relativamen

te brusco. Las concentraciones aumentan gradualmente de manera lineal 

en valores cercanos a 20 µg/ml. 

Con base en estos datos se eligió incubar las muestras con HCl 

lN durante 90 minutos a 37 ºC en un baño de temperatura constante. 

Después de agregar el TCA al 20% para precipitar a las proteínas 

se centrifugó a 15000 rpm durante 30 minutos y a 4ºC, ya que a 2700 -

rpm no se lograba obtener un botón de precipitado compacto. 

El resto de la técnica se siguió como está descrita para la de

terminación del hierro plasmático. 

Obtención de anticuerpos antitransferrina. 

Se obtuvieron anticuerpos antitransferrina para utilizarlos en

las determinaciones de la concentración de transferrina en el plasma, 

como se describe más adelante. 

Se utilizó apotransferrina purificada en el laboratorio, a par

tir de suero de conejos anémicos según se describe en (43). 

Las inoculaciones se hicieron en borrego. Para el primer estímu 

lo se inyectó por vía intramuscular una emulsión preparada en un ho

mogenizador Polytron, que contenía un volumen de apotransferrina a -

una concentración de 9 mg/ml, un volumen de solución salina al 0.9% 

y dos volumenes de adyuvante incompleto de Freund. Los siguiente~ es 

tímulos se hicieron inoculando por vía intradérmica una solución que 

consistía de una parte de apotransferrina por una parte de solución

salina fisiológica, con un volumen final de 2.4 ml. Tales estímulos 

se dieron con una peri.odicidad de 1 semana. 

Después del 9o. estímulo se obtuvo sangre del borrego mediante 

punción en la yugular, recogiendo en matraces con cuentas de vidrio 

para desfibrinar. A partir de este sangrado se alternaron semanal-
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mente estímulos con apotransferrina, para mantener el título de ant_! 

cuerpo, y colecciones de sangre con objeto de purificar la fracción 

de gamma-globulinas. 

Para la purificación de gamma-globulinas de borrego se obtuvo 

el suero de cada uno_ de los sangrados anteriores. A un volumen de es 

te suero se le agregó un volúmen igual de amortiguador salino de f os 

fatos (PBS) con un pH de 7.4 y posteriormente se llevó a un 40% de -

saturación con una solución saturada de sulfato de amonio. El preci

pitado se resuspende en el mismo amortiguador y se lleva a un 35% 

de saturación con sulfato de amonio en solución. Se recupera el pre

cipitado y se dializa exhaustivamente contra PBS para eliminar el -

exceso de sal. Finalmente se liofií'izó esta fracci6n. 

Determinación de la concentración de transferrina ~ plasma 

Utilizando los anticuerpos de borrego contra transferrina de co 

nejo, la técnica de Mancini (44) permite obtener datos cuantitativos 

acerca de la concentración de esta proteína en diferentes muestras ~ 

del plasma d.e los conejos. 

Se prepara una solución al 3% de agar (Bacto-agar Difco) en amo.E_ 

tiguador de Tris-barbituratos pH 8.6, I=0.02 (LKB); se deja fundir el 

agar a 70ºC hasta obtener una solución translúcida. Esta solución se 

incuba a 57ºC en un baño de temperatura constante junto con una solu

ción de anticuerpos antitransferrina con una concentración de 8 mg/ml. 

De esta mezcla se vacían 4 ml en placas de plástico y se deja solidi

ficar el agar. Se perforan pozos de 3 mm de diámetro con una capacidad 

de 3 µl. Los restos de gel en el pozo se retiran por succión y el in

terior se seca perfectamente. 

Después de aplicadas las muestras, las placas se dejan en una 

cámara húmeda y pasadas 24 horas se tiñen y se miden los halos de pr~ 

cipitación formados. Para teñir se utiliza amido negro lOB 0.5% en 

metanol-ácido acético glacial (9:1) y se destiñe con ácido acético al 

7%. 
Se hizo una curva patrón con concentraciones conocidas de trans

ferrina para calcular en relación con ella las concentraciones en el 
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plasma de los conejos de diferentes edades. La curva patrón se hizo

ª partir de una solución de transferrina pura de conejo con una con

centración de 17.4 mg/ml, preparando diluciones seriadas desde 1:8 -

hasta 1:64, ya que con estas cantidades se obtuvo un comportamiento

lineal al graficar la concentraci6n de transferrina contra el cuadra 

do del diámetro de los halos de precipitación (tabla 1 y gráfica 2). 

La ecuación de esta recta está dada por : 

60 

N 

E 40 
E 

o 
C1> 
L.. 

<( 20 

0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 

[Transf errina] mg I mi 

Gráfica 2. Curva de concentración de transferrina (mg/ml). Se grafi

ca el cuadrado del diámetro de inmunodifusión como área 

(mm2) contra las concentraciones conocidas de transferri

na pura en solución. La recta se ajustó por regresión li

neal, siendo su ecuación, S = 11.91 + 22.55 [Ag] (ver ta

bla 1). 
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Tabla l. Curva Patrón de Concentraci6n de Transferrina, 

Se utilizó una solución de transf errina celo. una concentra

ción inicial de 17.4 mg/ml, haciendo diluciones seriadas a 

partir de ésta. 

dilución Tf (mg/ml) diámetro (mm) 

1:8 2.18 7.75 

1:16 1.09 6.10 

1:32 0.54 5.05 

1:64 0.27 4.45 

S = S
0 

+ k [Ag] 

donde, 

S = cuadrado del diámetro del halo (área, en nun) 

S = ordenada al orígen 
o 

k = pendiente de la recta 

[Ag] = concentración de transferrina (mg/ml) 

2 Area (mm ) 

60.06 

37 .21 

25.50 

19.80 

La ordenada al origen no es O y está dada por la capacidad del 

pozo seco más el volumen de muestra aplicada (45). 

La pendiente de la recta es independiente del tamaño del pozo, 

pero es inversamente proporcional a la concentración de anticuerpo. 

Determinación de la actividad de ceruloplasrnina 

Se siguió el método de Curzon, con algunas modificaciones de -

Lovstad y otras realizadas en el laboratorio (46). 

La técnica se basa en la capacidad de la ceruloplasrnina para -

oxidar compuestos aminados tales corno la parafenilendiamina (DPD), 
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dando un compuesto colorido, la base de Bandrowski, que puede detec 

tarse en el espectrofotómetro. La reacci6n es: 

n+ ____ .,. 

Base de Bandrowski 

Las mejores condiciones para que ocurra esta reacción son que -

el sustrato se encuentre en exceso y en amortiguador de acetatos 0.2 

M, pH 5.5 al que se agrega ortotenantrolina 1 mM con obje~o de elim_! 

nar trazas de hierro que aume·ntan la reacción de la enzima sobre el 

sustrato. Asimismo, a la solución de DPD se le adiciona EDTA en una 

concentración de 5 mM para evitar la oxidación de este compuesto por 

trazas de metales. 

Se incuba a 37°C y se detiene la reacci6n con una solución hela 

da de azida de sodio 0.3 rnM disuelta en NaCl al 10% después de 15 m_! 

nutos, ya que dentro de este tiempo la aparición de producto oxidado 

es lineal, y después de los 25 minutos de iniciada la reacción el co 

lor empieza a desaparecer. Por esta misma razón, debe leerse la absor 

bancia de 550 nm lo más rápidamente posible. 

Al igual que para la determinación de hierro en plasma, el mat~ 

rial debe lavarse con HCl concentrado y enjuagarse con agua corrien

te y con agua desionizada. Las soluciones se preparan también con a

gua desionizada. 

Los pasos de la técnica son: 

l. Preparación de la mezcla de incubación: 

- amortiguador de acetatos O. 2 mMt pH 5. 5 ................. " 2 ml 

- agua desionizada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 ml 

- N, N-dimetilparafenildendiarnonio dicloruro 1. 7 rnM ••••••••• l ml 

- dilución de plasma en NaCl O. l M* • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • . • • l ml 

Se prepara también un tubo blanco que no contiene plasma sino 

2 ml de agua, 

* la dilución de O .1 ml de plasma con O. 9 ml de NaCl 0.1 M contiene 
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la concentración promedio de plasma donde la reacción enzimática

es lineal. 

2. Incubación a 37°C en un baño de temperatura constante durante 

15 minutos. El momento de agregar el DPD es el tiempo O de la 

reacción. 

3. Término de la reacción, adicionando 2 ml de azida de sodio 0.3 mM 

en NaCl al 10%. 

4. Lectura de absorbancia a 550 nm. 

. l 
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RESULTADOS 

La cantidad de conejos utilizada para cada edad se eligió con ba

se en el número de individuos disponibles por camada. En todos los -· 

casos se utilizaron conejos que no habían sido sangrados previamente, 

con excepción de dos de los conejos de 20 días y uno de los conejos

de 30 días de edad; estos tres ejemplares habían sido sangrados a los 

10 días de edad, por lo cual se obtuvieron datos para ejemplares no

sangrados con anterioridad. El número de conejos muestreados en cada 

día fue: 

M~ ~í~) Número de conejos 

1 3 

5 5 

10 4 

20 4 

30 2 

70 2 

90 4 

Crecimiento de los conejos 

Antes de tomar las muestras de sangre, los conejos fueron pesa

dos. En ·la gráfica 3 puede observarse la curva de crecimiento. El pe 

so de los conejos se va incrementando, primero lentamente y después

con mayor rapidez, habiendo un cambio de pendiente alrededor del día 

20. 

Evaluación de.los parámetros hematológicos 

Se midieron el hematocrito, la concentración de hemoglobina y 

el número de células rojas sanguíneas, ya que estos datos proporcio

nan información directa acerca de las características de las células 

rojas circulantes y, además, al combinar estos datos entre sí se pue 

de conocer de manera indirecta, el volümen y la cantidad de hemoglo

bina que contiene en promedio cada célula. Es por ello que a través 
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Gráfica 3. Curva de crecimiento de conejos de diferentes edades. 

Se grafica el peso promedio de conejos de la misma 
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edad y su desviación estándar correspondiente (tabla 2). 
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Tabla 2. Peso de conejos de diferentes edades 

Edad (días) Peso {kg) X 

0.066 

1 0.060 0.064 + 0.003 

0.067 

0.075 

0.095 

5 0.1,15 0.109 + 0.02 

0.135 

0.123 

0.168 

0.192 

10 0.195 0.190 + 0.014 

0.207 

o.sao 
0.350 

20 0.280 0.386 + 0.081 

0.415 

o. 745 

30 0.675 o • 1 70 + o. o 35 

70 
2.180 

2.070 + 0.107 1. 965 

2.035 
90 2.890 2.780 + 0.130 

2.700 

2.620 
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de estos parámetros pueden compararse los tipos celulares existentes 

en la sangre de los conejos recién nacidos con los presentes en la -

sangre de los adultos. 

Por otro lado, la observación directa al microscopio nos permi

te saber si existen características especiales en cuanto al porcent~ 

je y al tamaño de los reticulocitos y los eritrocitos de la sangre -

de los conejos de los primeros días después del nacimiento. Así, losi 

frotis de sangre teñidos con azul de cresilo brillante, fueron utili 

zados tanto para calcular el porcentaje de los reticulocitos en cir

culación, como para medir el diámetro de los reticulocitos y de los 

eritrocitos. 

Hematrocrito. El porcentaje de hematrocrito se mantiene entre un 35 

y un 40%, aproximadamente, habiendo solamente una disminución en el 

promedio de los conejos de 20 días de edad (gráfica 4). Esto puede -

deberse a que en este día las células tienen un menor volumen prome

dio, comparadas con las células del resto de las edades. 

Concentraci6n de hemoglobina. El promedio de este parámetro es lig~ 

ramente más bajo en los conejos de 1-30 días de edad y a los 70 y 90 

días se ha alcanzado el valor del adulto, de unos 15 g/100 ml (gráf_!. 

ca 5). Nuevamente, es en los conejos de 20 días donde existe una dis 

minución de la concentración de hemoglobina. 

Número de células rojas (NCR). El NCR de los conejos de 1-20 días -

de edad es más bajo que el NCR de los adultos, de unos 6 x 106/mm3• 

El cambio de este valor promedio se da, como puede observarse en la 

gráfica 6, entre los días 20 y 30 de edad. 

Porcentaje 1 número de reticulocitos. Observando al microsGopio los 

frotis de sangre para identificar a los reticulocitos, se hizo el -

conteo de estas células en los conejos de diferentes edades. Los re

sultados se muestran en la gráfica 7 y en la tabla 6. A partir de --



26 

50 25 

4 5 

'"i e 
i ·~ -i ' 
~ 

30 !! I!> 
.1 

r-i o CI o :S. ;; 
E o .. ;;. 
:e o 

E .. 
10 :e 5 1-J 

-.--.. 
10 30 &O 1C• 90 10 30 !JO 70 90 

r ocid ldíosl t ónd (dios l 
7 

6 ., +-i CI o 
~ .. ., E 
o E 
~ .... 
. ;¡, w 
o º 3 .. .':'. .., 
.¡ 

10 30 50 70 90 
fdod (dios) 

Gráfica 4. Porcentaje de hematocrito de conejos de distintas edades 

(tabla 3). 

Gráfica S. Concentraci6n de hemoglobina (g/100 ml) en sangre de co

nejos de diferentes edades (tabla 4). 

Gráfica 6. Número de células rojas sanguíneas (millones/mm3) de co

nejos de distintas edades (tabla 5). 
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Tabla 3. Porcentaje de hematocrito en sangre de conejos de dife

rentes edades. 

Edad (días) Ht (%) X 

43.47 

l 43.57 36.94 + 9.30 

23.78 

32. 33 

29.50 

5 28.15 32. 98 + 3. 92 

36.74 

38 .18 

33.11 

10 36.04 
34. 94 + l. 78 

33.32 

37. 30 

28.74 

20 17.99 26. 70 + 6.41 
35. 61 

24.47 

30 30. 95 
33. 69 + 2. 74 

36.44 

70 
38.16 42 .oo + 3.84 
45.85 

34.00 

90 32.20 36.06 + 3.06 
38.44 

39.61 
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Tabla 4. Concentración de hemoglobina (Hb) en sangre de conejos de 

diferentes edades. 

Edad (días Hb (g/100 ml) X 

15. 39 

1 14.08 13. 35 + 2.02 

10.59 

12.22 

10.65 

5 11. 95 13.05 + 1.85 

15.45 

15.00 

11. 41 

10 11.50 13.19 + 2.21 

16.86 

12.99 

8.13 

20 4.80 7 .8 + l. 92 

10.17 

8.10 

11. 02 
30 11.56 11.29 + 0.27 

70 
13.23 

14.58 + 1.35 
15.94 

14.67 

90 
13. 77 

16. 00 + 2.26 
15.87 

19.69 



Tabla 5. Número de células rojas (NCR) en sangre de conejos ele 

distintas edades. 

Edad (días) NCR (x 106 /mm 3) X 

4.41 

1 4.55 3. 98 + o. 71 

2.98 

4.95 

3.46 

5 5.17 4. 38 + 0.62 

4.30 

4.02 

10 3.59 3.72+0.13 

3.86 

4.21 

3.06 
20 4.43 3.89 + 0.52 

3.88 

30 
5.33 

5.04 + 0.29 
4.75 

70 
5.45 

5.96 + 0.51 
6.47 

6.16 

90 
5.71 

6.10 + 0.64 
7. 10 

5.42 

29 
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estos datos y los de NCR, puede calcularse la cantidad de reticuloci 

tos en sangre, en números absolutos (gráfica 8 y tabla 6). 

Tanto el número como el porcentaje de reticulocitos en circula

ción es alto en los conejos de 1 día de edad y va disminuyendo rápi

damente hasta el día 20, a partir del cual, ambos parámetros siguen 

disminuyendo pero más lentamente. El valor de los adultos se encuen

tra alrededor de un 3%, el cual es casi 10 veces menor al porcentaje 

de los conejos de 1 día, de más del 25%. Estos valores reflejan que 

la actividad eritropoyética de la médula ósea es muy elevada en los 

primeros 20 días de edad y que a partir de este día, la formación de 

células rojas disminuye considerablemente. 

Diámetro de las células rojas circulantes. Utilizando los mismos 

frotis para reticulocitos, se midió el diámetro de los eritrocitos y 

de los reticulocitos, ya que esta es la manera más directa de identi 

ficar diferentes tipos de células circulantes en la sangre. Los re

sultados se encuentran en las gráficas 9 y 10 y en la tabla 7. 

Puede observarse que el diámetro promedio tanto de los eritroci 

tos como de los reticulocitos es grande en los conejos de .1 día de 

edad, siendo células de unos 8 µm, y puede decirse que se trata de -

una población homogénea de células grandes. En cambio, en las siguie.E_ 

tes edades, además de que el tamño promedio de ambos tipos de células 

es comparativamente menor, se trata de una población heterogénea de -

células grandes y pequeñas (6.5 µm), incrementándose al porcentaje de 

células chicas a medida que aumenta la edad. En los conejos de 70 y -

90 días la población vuelve a ser homogénea, pero esta vez se trata ·

sólo de células pequeñas. 

VMC, HMC, CMHC. A partir de los valores de hematocrito, concentración 

de hemoglobina y número de células rojas, pueden calcularse otros -

tres que dan información acerca de las células sanguíneas en cuanto 

a su tamaño y a su contenido y concentración de hemoglobina: 
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Gráfica 7. Porcentaje de reticulocitos circulantes en sangre de 

conejos de distintas edades (tabla 6). 

Gráfica 8. Número de reticulocitos (millones/mm3) en sangre de 

conejos de diferentes edades (tabla 6). 

Gráfica 9. Diámetro (µm) de eritrocitos en sangre de conejos -

en función de la edad (tabla 7). 

Gráfica 10. Diámetro (µm) de reticulocitos en sangre de conejos 

en función de la edad (tabla 7). 

31 
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Tabla 6. Porcentaje y Número de Reticulocitos en Sangre de Conejos 

de Diferentes Edades. 

Edad (días) % de reticulocitos No. de reticulocitos 

1 25.70 + 3.43 l. 02 
6 3 x 10 /mm 

5 17.00 + 3.00 0.74 " 
10 17. 85 + 3. 7 2 0.66 " 
20 8.12 0.32 " 
30 8.13 0.41 " 
70 5.02 + 0.42 0.29 " 
90 3.60 + 1.22 0.22 " 

Tabla 7. Diámetro (0) de Eritrocitos y de Reticulocitos en· Sangre de 

Conejos de Distintas Edades. 

Edad (días) ~ (µm) de eritrocitos 0 (µm) de retículo-
citos 

1 8.11 + o. 13 7.99 + 0.07 -
5 6. 87 + o. 02 7.15 + 0.35 

10 7. 05 + o. 21 7 .42 + 0.09 

20 6.33 6.23 

30 6. 77 + o. 05 6.96 +0.07 

70 6. 28 + o. 18 6.83 + 0.23 

90 6.67 +o. 20 7.39 + 0.19 
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. 
l. VMC (volumen medio corpuscular) 

volumen de eritrocitos empacados /1000 ml de sangre 

NCR (X 106
/mm3) 

(gráfica 11) 
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3 = VMC (µm) 

2. HMC (hemoglobina media corpuscular), que es la cantidad de hemo-

globina que contiene, en promedio, cada célula: 

hemoglobina (g/1000 ml de sangre) 

NCR ( x 106/mm3) 
= HMC (pg) 

(gráfica 12) 

3. CMHC (concentración media de hemoglobina corpuscular), que es la 

hemoglobina contenida en las células en relación a su tamaño: 

hemoglobina (g/100 ml) x 100 
----------- = CMHC (g/100 ml) 

hematocrito (%) 

(gráfica 13) 

El VMC de las células de 1-20 días es mayor que el de las célu

las del adulto. El cambio se presenta a los 20 días de edad. El HMC

es también mayor en las células de los primeros días, ocurriendo el

cambio a los 20 días de edad. La concentración de hemoglobina en las

células (CMHC) se mantiene más o menos constante en todas las edades, 

existiendo en los conejos de 20 días de edad un menor valor promedio. 

Esto quiere decir que alrededor de este día existe un cambio en las -

características de las células rojas, teniendo un menor volumen y -

uia menor concentración de hemoglobina. 

Evaluación de los parámetros cuantifica.dos en el plasma 

A partir de los datos obtenidos con los parámetros hematológicos, 

se puede decir que en los conejos recién nacidos existen poblaciones-

de células rojas circulantes de diferentes características que las que 

se encuentran en la sangre de los adultos. El período de formación de 
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Gráfica 11. Vollllllen corpuscular medio (µm 3) de células rojas sanguí

neas de conejos de diferentes edades (tabla 8), 

Gráfica 12. Contenido medio de hemoglobina corpuscular (pg) de célu

las rojas sanguíneas de conejos de distintas edades 

(tabla 8). 

Gráfica 13. Concentración media de hemoglobina corpuscular (g/100 ml) 

en células rojas de sangre de conejos de distintas edades 

(tabla 8). 
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Tabla 8. Valores promedio de volumen medio corpuscular (VMC), hemo

globina media corpuscular (HMC) y concentración media de 

hemoglobina corpuscular (CMHC) en sangre de conejos de dis

tintas edades. 

Edad (días) VMC(µm 3) HMC (pg) CMHC (g/lOOml) 

1 91.4 + 8.29 33. 79 + 2.02 37.41 + 5.18 

5 77 .1 + 14. 90 30. 36 + 5. 73 39.54 + 2.44 

10 94. 7 + l. 91 40.30 + 6.65 42.71 + 7.89 

20 67.6 + 8.12 19. 70 + 2.66 29.15 + 2.39 

30 67 .4 + 9.35 22. 51 + l. 83 33.67 + 1.95 

70 70.4 + 0.40 24.45 +0.18 34.71 + 0.05 

90 60.1 + 7.58 26.6'• + 5.63 44.22 + 3.24 
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las células rojas de los adultos debe estar comprendido en las prim~ 

ras semanas posteriores al nacimiento y debido a esta razón se estu

diaron los factores plasmáticos más directamente involucrados en el 

transporte de hierro durante estas etapas: el hierro no hérnico asocia 

do a proteínas, principalmente a la transferrina, la concentración -

de la transferrina y la concentración de la ceruloplasmina, medida a 

través de su actividad enzimática de ferroxidasa. De esta manera se 

podrá comparar cuantitativamente el transporte de este ión metálico

en la etapa inmediata postnatal, de gran actividad eritropoyética, -

con el transporte durante la etapa adulta. 

Por otra parte, se estudió también la posible presencia de hie

rro no hérnico en el interior de los eritrocitos de las primeras eda

des postnatales, ya que podría constituir una reserva de este elemen 

to, adicional a las reservas hepáticas. Debido a esto también se cuan 

tif icó hierro libre en hemolizados del paquete celular sanguíneo. 

Concentración de hierro no hérnico en plasma. Los valores de los ni

veles de hierr,o en plasma en un conejo adulto se encuentran alrededor 

de los 2.0-2.5 µg/ml. El valor promedio para los conejos de 1 día es 

menor que en los adultos, habiendo una variación grande en los valores 

individuales (tabla 9), pero las cantidades son siempre más bajas -

que en los adultos. A los 5 y a los 10 días la tendencia es que la -

concentración de hierro se incrementa, en un período corto de tiempo. 

A los 20 días el promedio vuelve a disminuir y posteriormente los ni 

veles van aumentando gradualmente (gráfica 14). 

Concentración de hierro en hemolizados de paquete celular sanguíneo. 

Se cuantificó el hierro en el paquete de células de sangre de los c~ 

nejas de diferentes edades, pero también se midió el hierre en una -

muestra de hemoglobina purificada, utilizando el mismo método que -

para medir el hierro no hémico en hemolizados (ver Materiales y Mét~ 

dos) y de esta manera verificar si no se cuantifica el hierro del he 

mo que podría disociarse bajo estas condiciones. La hemoglobina se 

obtuvo pasando hemolizado el paquete celular sanguíneo de un conejo 
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Tabla 9. Concentración de Hierro (Fe) en Plasma de Conejos de Dife

rentes Edades. 

Edad (días) 

1 

5 

10 

20 

30 

70 

90 

Fe (µg/ml) 

0.83 

0.25 

1.44 

l. 70 

2.48 

1.67 

1.26 

1.08 

0.48 

l. 59 

2.09 

2. 44 

o. 42 

o. 92 

0.52 

0.43 

o. 99 

1 ~·29 

1.52 

l. 70 

2.70 

2.00 

1.48 

1.93 

X 

0.84 + 0.48 

l. 64 + 0.48 

1.65 + o. 74 

0.62 + o. 21 

1.14 + 0.15 

1.61 + 0.09 

2.03 + 0.44 
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adulto por una columna de Sephadex G-50 en Tris-Cl 50 mM, pH 7.4. La 

cantidad de hemoglobina era de 13 mg y el hierro cuantificado, 0.42 µg, 

Sabiendo que 1 mg de hemoglobina contiene 3.35 µg de hierro, se tiene

que el hierro determinado en esta muestra corresponde al 0.95% del que 

se encuentra teóricamente en la hemoglobina. Todos los valores obteni

dos para el hierro en los hemolizados correspondieron, aproximadamente, 

al 1% del valor teórico de hierro en la hemoglobina. Por lo tanto, no

se detectó hierro no hérnico en las células rojas de los conejos de las 

primeras edades. 

Concentración de transferrina. La concentración de transf errina en el 

plasma fue, en los primeros 5 días de edad, un 50% más baja en rela-

ción a la de los conejos de mayor edad, siendo el valor promedio adu.l 

to, en los conejos de 90 días, de 2.2 mg/ml. El aumento en los nive-

les de esta proteína se da muy rápidamente y de manera lineal; a los -

20 días los valores promedio son ya comparables a los del adulto (gr! 

fica 15 y tabla 10). 

Saturación de !a Transferrina. A partir de los valores de la caneen 

tración de transferrina y de las concentraciones de hierro plasmático, 

es posible calcular el porcentaje de saturación de la transferrina, -

asumiendo que su peso molecular es de 78 000 y que queda cargada con

des átomos de hierro, redondeando el peso de éstos en 112. Así, 78 mg 

de transferrina se saturan con 112 µg de hierro. Los valores de este 

parámetro reflejan la mayor o menor actividad de la carga y la desear 

ga del hierro desde los tejidos donde éste se absorbe hasta los teji

dos donde se utiliza. 

Los porcentajes promedio de la saturación de la transferrina se

encuentran, en general, entre un 50 y un 60%, aproximadamente (tabla

!! y gráfica 16), aunque en los conejos de 5 días, este valor sobre-

pasa el 100% de saturación y, en cambio, en los de 20 días es menor - · 

al 20%. En los conejos de los primeros 20 días de edad es donde pueden 

observarse mayores variaciones en cuanto a este parámetro. 



Tabla 10. Concentración de Transferrina en Plasma de Conejos de 

Diferentes Edades. 

Edad (días) [Tf] (mg/ml) X 

1.04 

1 1.57 1.23 + 0.24 -
1.08 

0.71 

l. 32 
5 

1.19 
1.24 + 0.32 

1.30 
1 •. 70 
l. 78 

l. 91 
10 

1.52 
1.85 + 0.24 

2.18 

2.20 

2.42 
20 

2.30 2.27 + 0.10 

2.16 

2.55 
30 

1.81 
2 .18 + o. 37 

70 l. 94 1.89 + 0.04 
1.85 

2. 35 

90 2.27 2.20 + 0.11 
2 .11 

2.07 

39 
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Tabla 11. Saturación de Transferrina en Plasma de Conejos de Distin

tas Edades. 

Edad (días) Saturación de TF (%) X 

55.58 

1 11.09 53.17 + 33.4 

92 .85 

166.75 

130. 84 

5 97.73 101.41 + 43. 7 

67.50 

44.24 

18.78 

10 57. 97 62 .56 + 28.6 
95. 71 

77.79 

13. 2 9 
20 

26.4 7 
17. 35 + 5. 3 

15.80 

13.86 

26.90 
30 

49.63 
38.26 + 11.4 

54.56 
70 

64.15 
59. 35 + 4. 8 

80.13 

90 61.36 63.82 + 11.1 
48.85 

64.93 
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Tabla 12. Actividad de Ceruloplasmina (Cp) en Plasma de Conejos 

de Distintas Edades. 

&lad (días) Cp (D.O. X 10-2) X 

9.15 

l 3.20 5. 82 + 2. 48 

5.10 

3.55 

5. 95 

5 8.10 4.48 + 2.22 

2. 30 

2.50 

3'.05 

2. 95 
10 4.00 4.48 + 2.02 

7.90 

2.70 

20 
2.65 

3.51 + 0.84 
4.25 

4.45 

30 
4.70 

4.40 + 0.30 
4.10 

70 
4.35 

3.60 + 0.75 
2.85 

5.50 

3.10 
90 2.45 3. 52 + 1.17 

3.05 
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Gráfica 14. Concentraci6n de hierro no hérnico (µg/ml) en plasma de 

conejos de distintas edades (tabla 9). 

Gráfica 15. Concentraci6n de transferrina (mg/ml) en plasma de co

nejos de diferentes edades (tabla 10). 

Gráfica 16. Porcentaje de saturación de transferrina en conejos de 

diferentes edades (tabla 11). 

-2 Gráfica 171 Actividad de ceruloplasmina (D.O. 550 nm x 10 ) en 

plasma de conejos de distintas edades (tabla 12). 
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Actividad de la ceruloplasmina. La tendencia observada en la a.ctivi-

dad de esta enzima es que, durante los primeros días de edad es más -

alta que en los conejos de 70 y de 90 días (gráfica 17). Esto puede -

observarse más claramente en los valores individuales presentados en 

la tabla J.2. De aquí podría interpretarse que en las primeras edades

existe una movilización acelerada de las reservas de hierro, lo cual 

respondería a las necesidades de hierro del organismo en estas etapas, 

con alta actividad eritropoyética. 

Correlaciones entre diferentes.parámetros. 

La saturación de la transferrina está en función de la cantidad y 

de la disponibilidad del hierro en el plasma. La cantidad, como ya se 

ha mencionado, depende de la movilización del hierro absorbido y alma

cenado, según la actividad eritropoyética, principalmente. La disponi

bilidad está en relación con el estado de oxidación del hierro, para -

lo cual se requiere de la actividad de ferroxidasa de la ceruloplasmi

na. Desde este punto de vista, es de esperarse que exista una estrecha 

correlación entre la concentración de hierro, la concentración y la 

saturación de la transf errina y la actividad de la ceruloplasmina. 

A~ graficar los valores individuales de la concentración del hie

rro plasmático contra los valores del porcentaje de saturación de trans 

ferrina multiplicados por los de la actividad de ceruloplasmina, se ob 

tiene la curva que se observa en la gráfica 19. Cerca del orígen los -

valores se acercan a una línea recta, pero para valores mayores, la 

gráfica tiende a estabilizarse en una meseta. Al tomar el logaritmo na 

tural de los valores del eje de las abscisas, se obtiene la gráfica 20, 

donde se ha ajustado una recta por el método de mínimos cuadrados. El

coeficiente de correlación lineal, r, de esta recta es de O. 79, con -

una p< 0.001 de que tal correlación se deba al azar. 

También se encontró una correlación entre los valores del hierro 

plasmático y los de concentraci6n media de hemoglobina corpuscular, -

como puede observarse en la gráfica 18. En ella, el coeficiente r es 

de O. 596, con una p< O. 01. 
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Gráfica 18. Concentración media de hemoglobina corpuscular en función 

de la concentración de hierro plasmático. La recta, cuya

ecuación es CMHC = 5.56 [Fe]+ 29.71, se ajustó por el mé

todo de mínimos cuadrados, teniendo una r=0.596 con una-

p < 0.01. 

Gráfica 19. Concentración de hierro en plasma en función de la acti

vidad de ceruloplasmina multiplicada por el porcentaje de 

saturación de la transferrina. 

Gráfica 20. Concentración de hierro plasmático contra ln (act. de ce

ruloplasmina x % de saturación de trnasferrina). La ecua

ción de la recta ajustada por regresión lineal es [Fe] = 

0.58 x ln (Act. Cp x Sat. Tf) - 1.63. El res de 0.79 con 

una p< 0.001. 
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DISCUSION 

Tanto los parámetros hematol6gicos como los factoreB determina

dos en el plasma sanguíneo muestran que durante el período que sigue 

inmediatamente después del nacimiento en los conejos, ocurren varios 

cambios, a nivel celular y a nivel bioquímico, siendo por ello un p~ 

ríodo crítico en el desarrollo del organismo. 

Debido a las variaciones observadas en los parámetros medidos,

no puede hablarse más que de tendencias de los diferentes valores -

promedio. Tal variabilidad puede atribuirse a diferencias en cuida

do y alimentaci6n para cada individuo, que se traducen en distinta -

velocidad de desarrollo. Quizá los atnnentos o decrementos en los dis 

tintos factores pueden observarse en todos los individuos alrededor 

de una edad determinada y no en una edad precisa en todos los casos. 

Cambio de poblaciones de células rojas sanguíneas en las primeras -

etapas postnatales. Las mayores fluctuaciones de los valores prome

dio se encuentran entre el día de nacimiento y los 30 días de edad. 

El volumen celular medio, calculado a partir del porcentaje de hema

tocrito y del número de células rojas, junto con las ohservaciones -

directas hechas al microscopio, indican que la población de las cél~ 

las rojas circulantes de los conejos recién nacidos es diferente a -

la de los conejos adultos, lo cual coincide con los datos previos de 

este laboratorio. La población inicial está constituída por eritroc_!. 

tos y reticulocitos grandes, de más de 90 µm 3 de volumen, aparecien

do rápidamente, como puede observarse en los frotis de 5 días, célu

las pequeñas, teniéndose así una mezcla de poblaciones. Las células 

grandes se siguen observando hasta los 30 días, disminuyendo su núrn~ 

ro y a los 70 días la población consiste sólo de células rojas de -

unas 65 µm 3• 

Aparentemente, por las observaciones al microscopio de los fro

tis del día 5 y del día 10, y como puede observarse en la gráfica 11, 

no se trata de una sustitución simple de células grandes por células 

pequeñas, sino que parece estar involucrado un mayor número de pobl~ 

ciones de diferentes tamaños y densidades. Trabajos posteriores 
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podrían enfocarse al estudio detallado del recambio de poblaciones 

entre el día 1 y el día 30 de edad en los conejos. 

Nivel de eritropoyesis ~n ~as primeras edades. Durante este período 

existe una actividad eritropoyética elevada, lo cual se ve reflejado 

en el alto porcentaje de reticulocitos encontrado en la sangre de -

los conejos de los primeros días (gráfica 7), así como en el número 

absoluto de este tipo de células, calculado a partir de dicho parce.!!_ 

taje y del número de células rojas. 

El porcentaje inicial es de un 26% y sigue siendo relativamente 

alto, aunque decreciente, hasta el día 30, lo cual concuerda con el 

período en que se está dando el recambio de poblaciones de células -

rojas sanguíneas. 

Condiciones de anemia en los conejos recién nacidos. Los resultados 

obtenidos señalan que los conejos cercanos al día 20 de edad sufren 

cambios más o menos drásticos. En la gráfica 3, donde se tiene la -

curva de crecimiento, puede notarse que el día 20 es el punto donde 

cambia la pendiente, habiendo entonces un crecimiento más rápido a 

partir de este día. Además, en las gráficas de concentración de he

moglobina (gráfica 5) y en las de diámetros de las células rojas -

(gráficas 9 y 10), puede observarse claramente que existe una dis-

minución. Es decir que alrededor de este día las células tienen un 

tamaño promedio menor y que existe un decremento en la concentración 

de hemoglogina (7 .8 g/100 ml, tabla 4). 

Halvorsen y Halvorsen (1973) hablan de que en casi todos los -

mamíferos existe una "caída" de la hemoglobina en la primera etapa 

postnatal (47), designándola como una "anemia temprana". Estos in-

vestigadores sugieren que esta anemia se debe al cambio nutricional 

que se da en esta edad, ya que es el momento del destete. Ellos han 

determinado los nivles de eritropoyetina en conejos de esta edad, -

observando un aumento de esta proteína y, además, un incremento sub 

secuente de la eritropoyesis (47). 
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Holter et al (1984) estudiaron la posible relación del incremen

to de los niveles de 2, 3-DPG y la presión parcial de oxígeno (P0
2

SO%) 

con la disminución en la concentración de hemoglobina en conejos re-

cién nacidos (48), pero observaron que la "caída" normal de hemoglob_!. 

na no era la que inducía el atunento en los niveles de 2, 3-DPG y 

P02SO%, sino que ambos hechos eran más bien paralelos e independien-

tes, relacionados, probablemente, con el crecimiento y maduración de -

los animales. Por los resultados de este laboratorio, el aumento en -

los niveles de 2, 3-DPG puede relacionarse, como ya se ha mencionado, 

con el recambio de poblaciones celulares sanguíneas, siendo la "caída" 

de hemoglobina consecuencia de que las células rojas correspondientes 

a esta edad son, en comparación con el resto, de menor diámetro (grá

ficas 9 y 10) y sin embargo su número no es mayor (gráfica 6) en rel!! 

ción con los días anteriores, donde existen células cuyo tamaño prom~ 

dio es mayor. En los días posteriores, las células tienen un menor -

diámetro, pero su número aumenta. El hecho de que existan céJ.ulas pe

queñas y en menor número puede ser la causa de la "caída" de hemoglo

bina en el día 20 (gráfica 5) y que el alll11ento en los niveles de 2, 3-

DPG sea consecuencia de la aparición de la población nueva de células 

rojas adultas y no de la disminución de las concentraciones de hemoglo 

bina. 

Disminución en el Transporte del Hierro ~ Posible Explicación de _la 

anemia temprana. En experimentos de los mismos investigadores (48) se 

comparó un grupo de conejos normales con otro grupo al que inyectaron 

hierro i.m. El tratamiento con hierro provocó un aumento en las con-

centraciones de hemoglobina en los conejos próximos a los 20 días de -

edad. Con esto podría interpretarse que la "anemia temprana" de los co 

nejos recién nacidos, podría adjudicarse a algún factor involucrado 

con el metabolismo del hierro, ya que los niveles de eritropoyetina, -

como se mencionó anteriormente, son elevados en estas etapas. Así, de

be haber otros factores, además de la eritropoyetina, que estén modu-

lando la formación de las células rojas en este período (47). 

Los resultados obtenidos en este trabajo en cuanto a los factores 

plasmáticos involucrados en el transporte del hierro podrían relacionarse 
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con la actividad eritropoyética acelerada de las primeras edades. -

Puede observarse (gráficas 14 y 15) que tanto los niveles de hierro 

plasmático como la concentración de transferrina para los conejos -

de l día de edad, son un 50% menores en relación con los valores ob 

tenidos para los conejos de 90 días. Entre el día 5 y el día 10 --

existe un aumento rápido y una disminución posterior en las concen

traciones de hierro. En el mismo período, la concentración de tran! 

ferrina está aumentando linealmente. Sin embargo, cuando los nive-

les de esta proteína son todavía relativamente bajos, en el día 5, 

es cuando se presenta el aumento en los niveles de hierro, de tal -

manera que la saturación de la transferrina rebasa el 100% (tabla -

11). En general, se asume que el hierro no hérnico que se cuantifica 

en el plasma ea el que se encuentra unido a la transferrina, pero -

el valor promedio obtenido para los conejos de 5 días, señala que 

este elemento debe encontrarse también ligado a algún otro factor,

ya que, como se. ha dicho, el hierro no puede encontrarse libre, po.E_ 

que formaría complejos tóxicos para el organismo. 

Para el día 20, el día de la "caída" de hemoglobina,· los nive

les de transferrina son ya los de un adulto, pero, sin embargo, el

porcentaje de saturación es del 17%. La concentración promedio de -

hierro es trunbién más baja que en el ~esto de los días (0.62 µg/ml). 

Es decir, que aunque los niveles de esta proteína son los de un --

adulto, el hierro presente no es el suficiente para que la transfe

rrina quede cargada. Así, la anemia observada en los conejos de al

rededor de 20 días de edad se deba probablemente a una disminución

en el suplemento del hierro, como consecuencia del cambio en el ti

po de alimentación. 

Movilización de las reservas de hierro. A pesar de que la cantidad 

de hierro absorbido en los conejos de 20 días puede disminuir por -

el cambio de alimentación, el suplemento de este elemento podría -

ser provisto por los almacenes del hígado, el cual ya contiene una

cantidad considerable de éste en estas etapas (47). Aparentemente, 
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la limitante de esta movilización no es la actividad de la cerulo-

plasmina, la cual se mantiene más o menos constante en las diferen

tes edades (gráfica 17). 
~ 

Observando los valores individuales (tabla 12), la actividad -

de ferroxidasa más elevada se obtuvo para los conejos de 1 día de -

edad. Tomando en cuenta los valores para la concentración de hierro, 

se observa que éstos a4mentan después de este día y, por lo tanto, 

la actividad elevada de la ceruloplasmina facilitaría la salida de

hierro de sus reservas y la carga de la transferrina, que llega a -

saturarse de hierro. 

Es necesario aclarar que las condiciones en las cuales se de-

terminó la actividad enzimática de esta ferroxidasa no fueron las -

óptimas, ya que los ensayos se hicieron en plasma, donde existe una 

cierta inactivación de la ceruloplasmina debida a la presencia del

EDTA que se utiliza como anticoagulante. Por otro lado, no se está 

determinando di¡ectameñte la concentración de proteína, pero puede

suponerse que la activ:J,.dad·, aunque en este caso no es la real, es -

un reflejo de la cantidad presente. 

Recientemente en el laboratorio se han obtenido evidencias de

que el hierro puede encontrarse unido a la ceruloplasmian en el sue 

ro de conejos a los que se les ha provocado una anemia experimental 

mediante sangrado diai-io. Esto e~ interesante, ya que el hierro no 

unido a la transferrina que, como se ve, también existe en el plas

ma de los conejos de alrededor de los 5 días de edad, podría estar

regulando la actividad de ferroxidasa de la ceruloplasmina y, por -

consiguiente, la movilización de las reservas de hierro. Es probable 

que exista siempre una cierta cantidad de hierro unido a la cerulo

plasmina, además del que se encuentre ligado a la transferrina y que 

los cambios en el modo de unión del hierro a la transferrina modifi 

quen la actividad de esta enzima. 

Relación entre los parámetros hematológicos 1 los parámetros determi

nados ~ el plasm~. De todo lo anterior podría concluirse que los -

cambios observados en los primeros días de edad en los conejos, invo 

lucran a una gran cantidad de factores sanguíneos, tanto celulares -

como plasmáticos. Es por esto que la "anemia temprana" de la que ha-
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blan Halvorsen y Halvorsen (47) y que se confirma con los resultados 

obtenidos en este trabajo, no puede adjudicarse a uno o a unos cuan

tos facotres, sino que más bien es el conjunto de todos ellos que se 

van correlacionando, respondiendo así a todos los cambios fisiológi

cos y nutricionales que se dan en el período inmediato postnatal. Al 
gunas de estas correlaciones se han derivado de los resultados que -

aquí se presentan. 

La concentración de hemoglobina en las células rojas circulan-

tes está en función de los niveles de hierro no hérnico presente en -

el plasma, lo cual puede deducirse de la correlación de la gráfica -

18. Es decir que el hierro que sale de los almacenes se está utili-

zando directamente en la síntesis de hemoglobina de las poblaciones

eritroides nuevas. Por otra parte, este hierro no proviene del inte

rior de las células rojas circulantes, corno sucede durante las eta-

pas embrionarias de varias especies de vertebrados (7-12). Probable

mente, las células rojas en circulación de las etapas embrionarias -

del conejo sí contengan hierro no hérnico, que sea el utilizado para 

la síntesis de hemoglobina de las células rojas fetales. 

Las gráficas 19 y 20 indican que existe una estrecha correlación 

entre la actividad de la ceruloplasmina, los niveles de transferrina 

y las concentraciones de hierro plasmático. El dato de la saturación 

de la transferrina es, simplemente, la relación Fe/transferrina. Al 

multiplicarlo por la actividad de la ceruloplasmina, se está obtenien 

do la actividad real de ferroxidasa de esta enzima en el plasma que, 

como se dijo, es algo más baja de la que se determina normalmente en 

el suero. Así, lo que se está graficando es la relación ceruloplasmi

na/transferrina contra las concentraciones de hierro., y lo que se en

cuentra es que mientras esta relación sea alta, la salida de hierro -

puede atnnentar, en tanto que para relaciones más cercanas a 1, lasa

lida de hierro es menor. La mayor parte de los puntos de la parte su

perior de la recta de la gráfica 20, derivan de los valores de los co 

nejos de los primeros 20 días de edad, es decir, el período en que 

se está dando el recambio de poblaciones. La movilización de hierro -

es grande debido a la relación alta de ceruloplasmina/transferrina, -
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lo que concuerda con la eritropoyesis elevada que debe existir en la 

médula ósea. Desde este punto de vi.sta, el factor limitante para la

movilización del hierro necesario para la eritropoyesis sería la ac

tividad ee la ceruloplasmina más que los niveles de transferrina. 

Otro de los factores reguladores de la movilización del hierro

es la ferritina, no estudiada en este trabajo. Probablemente, el mo

mento del destete traiga como consecuencia una disminución más o me

nos drástica en el suplemento y la absorción del hierro y que por -

ello, a pesar de que las reservas sean suficientes y de que la rela

ción ceruloplasmina/transferrina sea la adecuada, no exista una movi 

J.ización rápida del hierro hacia el plasma, lo cual podría estar mo

dulado por el estado y la concentración de la ferritina en los sitios 

de absorción (intestino) y almacenamiento (hígado) del hierro. El re 

sultado de esto podría ser la "anemia" observada alrededor del día 20 

y la disminución en los niveles de hierro y en la saturaci6n de la -

transferrina. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados de este trabajo pueden resumirse en los siguien 

tes puntos: 

l. La actividad eritropoyética en los conejos recién nacidos es --

muy elevada en comparación con la de edades posteriores. 

2. Existe un recambio de poblaciones celulares sanguíneas durante -

los primeros 30 días de edad. 

3. La población inicial es homogénea y consiste de células de unos-

8 µm 3 de diámetro y posteriormente y en un período relativamente 

corto, aparecen células pequeñas, habiendo entonces una mezcla -

de poblaciones celulares. Hacia los 70 días, la población consis 

te únicamente de células de alrededor de 6.5 µm 3 de diámetro. -

4. El momento crítico del recambio de poblaciones, indicado por los 

parámetros hematológicos, se presenta alrededor del día 20 de e

dad, que corresponde con el término de la lactancia. Durante es

te mismo período existe una disminución en los niveles de hierro 

plasmático y en el porcentaje de saturación de la transferrina. 

S. La concentración de hierro y los niveles de transferrina son más 

bajos en los conejos recién nacidos en comparación con los exis

tentes en los adultos. 

6. Los mecanismos para movilizar el hierro de sus almacenes (activi 

dad de la ceruloplasmina) y los mecanismos para transportarlo -

(transferrina) se encuentran coordinados, respondiendo de esta -

manera a los requierimientos altos de hierro de la médula ósea -

eritropoyética en las primeras etapas postnatales. 
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