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CAPITULO I

INTRODUCCION

El hierro tiene un papel bioldgico muy importante derivado de su estructura
atémica. De ella dependen dos caracteristicas primordiales en su comportamien-
to: a) su gran facilidad para perder o recuperar su tercera electrovalencia, lo
gue determina su papel de transmisor electrénico en las éxido-reducciones bio-
l1égicas; y b) su propiedad de combinarse por medio de covalencias coordinadas
para formar compuestos complejos,

El hierro se halla en el animal formando compuestos que se pueden dividir
en dos categorias segin su naturaleza Guimica: cempuestos heminicos y no he-
minicos. En los primeros, el hierro se une a una porfirina y este complejo se con-
juga con una proleina. Los cempucstos mds importantes de este grupo son la
hemoglobina, la mioglobina, los citocromos, los peroxidases y las catalasas.

Los compuestos no heminicos carecen de la porfirna y estdn formados de
hierro y proteinas diversas, A este grupo pertenecen la ferriting, la hemosideri-
na, algunas enzimas y e! complejo hierro-transferrina presente en el plasma.

lecanny, en 1827, fue el primero en sedalar la importancia biolégica del
hierrn al descubrir sy presencia en Ia hemoglobina. En 1885, Mac Munn observd
los compuestos hematinicos en las células humanas y Hans Fischer, en 1923, des-
cubrié que todas las células los contenian,

La relacién entre el conteniclo de hierro celular y su unién reversible con
el oxigeno fue establecida por Pelers en 19212 y, ern 1924, Otto Warhurg emitié
su teoria sobre el modo de cccién del hierro en las oxidaciones celulares,

En 1938 se iniciaron 'os estudios can isAtopos radioactivos del fierro, los
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que han

facilitado enormemente las investigaciones sobre el metabolismo del

hierro, destacando en ellas los trabajos de Hahn, Granick, Whipple, Moore y

Wintrobe.

El conocimiento de! metabolismo del hierro en el ser humano es de suma
vtilidad en la fisiologia. Dicho metabolismo puede dividirse en cinco etapas:

a)
b)
c}
d)

e)

Absorcién,
Transporte.
Utilizacién.
Almacenamiento,
Excrecién.

Absorcidn:

La cantidad de hierro ingerida con los alimentos es de 15 a 20 miligramos

por dia,
se lleva

de los cuales solamente se absorben 1 a 2 miligramos. La absorcién
a caho en el estdomago e intestino delgado principalmente en la 1a. vy

Za, porcion del duodeno.

Existen diversos factores quc afectan la absorcidon. Los principales son:

1)

2)

3)

4)
5)

La
dosis de

La forma quimica del hierro; hay aemplia evidencia de que en el hom-
bre, el hierro ferroso es mejor chsorbido que el hierro férrico,

Las secreciones digestivas como el dacido clorhidrico v la pepsina que,
sin ser indispensables, contribuyen a una mejor absorcidén liberando a
forma idnica el hierro alimenticia. Por el contrario, la bilis parece inter-
ferir en lo absorcién del hierro.

Ciertas substancias presentes en lo d'eto pueden favorecer la absorcién al
reducir ol hierre {érrico alimenticio a ferroso (dcido ascérbico, proteinas
que poseen grupos lidlicos}. Oiras, por el contrario, pueden inhibirla
al forma: con el hierro complejos de absorcién dificil {fosfatos, acido fi-
tico, acidos orgdnicos).

La flora intestinal, de efecto variable.

Ciertos factores fisioldgicos como son la cdad, las etapas en la vida
genital de la mujer y el embarazo que actian en forma indirecta.

absorcién es basiante rap’da ya que a los 15 minutos de ingerir una
hierro, éste aparece en el plasma. Sin embargo, la absorcién del hie-

o no es por simple difusion sino que existen sistemas enzimdticos en la ceidilla
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intestinal que intervienen en ella. El concepto actual de este mecanismo se en-
cuentra esquematizado en la gréfica 1:

Apofer;éii:a_., Ferritina '_,Apogiﬁtim (sangre)
. A
A4
Fe —p l
be} .
. 2 ++
l(:i;xlgf’? enzimas Fett Fe + f'é ’°°2
Fottt
+
(celdilla intestinal) Transferrina

Grdafica 1.—Diagrama del mecanicmo de absorcién del hierro
en la celdilla intestinal.

El hierro, una vez que penetra a la celdilla, sufre una serie de oxidaciones
y reducciones y de conjugaciones y separaciones de una proteina, la apoferri-
tinag, antes de pasar o la sangre donde se unird a la transferrina para ser trans-
portado a los sitios de utilizocién y almacenamiento.

El factor esencial que parece regular la absorcion del hierro es el grado
de saturacién del organismo en dicho metal. Sin embargo, otros factores pue-
den, en un momento dado, influir en ella: el gradiente (plasma-celdilla intestinal
de la concentracién de hierro y la cantidad de transferrina presente en el
plasma.

Transporte:

El transporte del hierro se hace principalmente por via sanguinea; la con-
ceniracién plasmdtica de hierro es de 2 a 4 veces mayor que la de la linfa.
En el plasma, el hierro se halla unido a la transferrina o siderofilina que es una
beta-1-globulina que constituye el 3 por ciento de las proteinas séricas.
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Ain cuando “'in vitro" la transferrina es capaz de unirse a diversos meta-
tes como el cobre y el zinc, "'in vivo'' solamente se combina con.e! hierro for-

mando un complejo muy estable entre pHs de 6.0 a 8.0.

Cada molécula de transferrina tiene la capacidad de fijar dos Gtomos de
hierro y el contenido en el plasma de dicha proteina se expresa en microgramos
de hierro que son capaces de fijar 100 ml, de plasma. Otro dato del laborato-
rio importante en el estudio del transporte del hierro es la determinacién cuan-
titativa del hierro plasmético. De estos dos datos se obtiene un tercero llamado
indice de saturacién o sea el porcentaje de transferrina total que estd unida al
hierro. Los resultados de diversos autores en e! adulto normal son, en promedio,
muy similares ain cuvando bastante variables. En la tabla aque sigue estdn anota-
dos dichos valores normales expresandose la variabilidad en dos veces la des-
viacién estandar (5):

Hombres Mujeres
Hierro plasmdtico 135 = 55 120 += 60 ue. % .
Capacidad total de fijacién, 340 = 40 340 = 40 pg. %.
Indice de saturazidn 40% == 20 35% == 20

Estos valores estan infivenciades por 'a edad, por el sexo, por el sueo,
y por el ejercicic. Asi, el recié¢n nacido presenta durante la primera semana de
vida, un hierro plasmdtico e'evado (170 = 40 9. por 100 ml.) que va ba-
jando progresivamente hasia llecar a vn mirimo de 60 a 80 pg. a los seis me-
ses de vida y manieniéndose en este nivel hasta los 2 a 3 afios de edad a par-
tir de la cual sube progresivamente hasia clcanzar las cifras normales a los 10
afios de edad.

Se ha visto que durante e! svefio, el hierro sérico se eleva, pero algunas
investigacienes han demostrado que si el suefio ns es profundo, el nivel per-

manece constante.

~s estudios Mevados a cabo schre el efecio del eiercicio en los niveles de

hierro plasmatico son contradictorios,

El conocimiento de 'as valores rormales del hierro plasmético y de la trans-
forring asi como de los factores que influyen en ellos, son de importancia purcs
pueden servir para el diagndstico de ciertos estacios patclégicos ccmo son la
anemia por deficiencia en hierro, las anemias hipocrémicashiperferrémicas y la

hemocromatosis, en '2s que te hallan alterados dichos valores.

.7 -



Utilizacién:

la mayor parte del hierro circulante es utilizado directamente para la sin-
tesis de hemoglobina la cual se realiza en la médula ésea. Alli, el hierro se une
a la protoporfirina 1l {IX) para dar el heme y éste, al combinarse con la frac-
cion proteica, la globina, constituye la hemoglobina cuya estructura quimica es:

{ GLOBINA 1

Estudios recientes demuestran que el organismo tiende a suplir las necesida-
des de heme de los ofros compuestos heminicos (peroxidasas, catalasas, citocro-

mos) antes que los de la hemoglobina, pues en los casos de anemias por de-
ficiencia en hierro, dichas substancias se encuentran en cantidades normales en
tanto que la concentracién de hemoglobina en los eritrocitos estd disminvida (1).

Almacenamiento:

El hierro absorbido que no se utiliza de inmediato, se deposito en diferen-
tes érganos, principaimente en el higado asi como en el bazo, la médula ésea y
¢! sistema reticulo-endotelial de donde puede ser utitizado posteriormente.

El hierro de depésito estd en forma proteica. El 65 por ciento como ferriti-
oy - . "

na y el 35 por ciento en forma de hemosiderina., La ferritina contiene un 23
por cienta de hivrro, es soluble en agua y es mas facilmente movilizable que la

hemosicdering. La hemosiderinag contiene 35 por ciento de hierro y es insoluble
en agua,

La distribucidn de las canlidades promedio del hierro en el organismo se
encuentran cn la siguiente fabla, (22):
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Forma del Fe Fe total (gr.) Porcentaje

a) Hemoglobina 3.0 75
b} Depésito {Ferritina y hemosiderina) 1.0 25
¢} Transporte (Fetransferrina) 0.004 0.1

d) Funcional }Mioglobina, citocromos,

peroxidasas y catalasas) 0.004 0.1

Excrecidn:

Una de las caracteristicas importantes en el metocbolismo del hierro es la
manera eficiente con la que el cuerpo conserva el metal, Cuando se destruyen
los eritrocitos, casi la totalidad de los 20 a 25 mgs. de hierro liberados por
dia de la hemoglobina son reutilizados, lo que explica que los requerimientos
de este metal sean muy bajos. El hierro liberado de otras células que mueren
es conservado de una manera similar,

Sin embargo, se excretan cantidades pequeias pero significativas de hierro
cuando se pierden eritrocitos por orina. en descamacién de células epiteliales,
en el sudor, en la bilis y en las heces. En total se excreta un promedio de 1 a

2 miligramos por dia.

El descubrimiento de los dos isétopos radioactivos del hierro, principalmen-
te del Fe®" cuya vida media da 47 dias lo hace mas 4til bioldgicamente que el
Fe*s de 4 afios de vida media, ha dado lugar a una serie de estudios que tienen
aplicacion directa a !a clinica de los padecimientos hematolégicos aln cvando

algunos de ellos se hallen en fase de desarrollo.

las pruebas actualimente en uso son tres:

a} Velocidad de desapariciéon del hierro plasmdético:

Usuaimente se expresa como el tiempo requerido para que la mitad de!
Fe*® inyectudo por via iniravenosa desaparezca de la circulacién. Normal-
mente es de 90 minutos con limites de 80 a 120. la velocidad de desapari-
¢idon se obsernva acelerada en lo poiicitemia, leucemia, anemia hemolitica,
anemia de infeccién y anemia por deficiencia en hierro y se encuentra dis-
minuida cuando existen condicianes apldsticas en la médula. En la gréfica
2 se ilus‘ran a'quros ejemplos de estas alteraciones representando la parie

sombreadn, los resultados normales,
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Grafica 2.—Diferencias en la velocidad de desaparicion de Fe®?, inyectado in-
travenosamente, (Tomada Radioactive lsotopes in Clinical Practice, Quimby, Fei-
telberg y Silver 1959, Hea & Feliger Phitadelphia).

b}

Se ha dicho que la velocidad de desaparicion del fierro plasmatico puede
ser usada como un indice de la actividad eritropoyética siempre que los de-
podsitos de hierro estén normales,

Conocidas, dicha velocidad, la concentracién plasmdtica de hierro y el
volumen plasmatico circulante, puede calcularse la cantidad total de hierro
movilizada por unidad de tiempo. Este dato frecuentemente se utiliza de pre-
ferencia al de la velocidad de remocidn como un indice de la actividad eri-
tropoyética de los indviduos,

Grado de utilizacién de Fe®’ por los eritrocitos:

Delerminando la redioactividad presente en los eritrocitos circulantes
e*?, es po-
sible determinar la cantidad del metal utilizada y la velocidad con que esto

duranie los dias subsecuentes a una inyeccidén intravenosa de F

ocurre. Normalmente, en los primeros 7 a 10 dias los eritrocitos circulantes
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contienen, incorporacdo’ a al hemoglobina, el 85 al 100 por ciento de la do-
sis de fierro administrada. En la gréfica 3 se observa el tipo de curva obte-
nido en normales y en algunas situaciones patolégicas.
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Grafica 3.—Hierro radicactivo en eritrocitos circulantes después de una inyeccién
intravenosa de Fe’” representada en porciento de la dosis de isdtopo adminis-
irada (26).

c) Fijacién del Fe®*' en diferentes drgancs y su velocidud de remocién de los
mismos: ’

Esta prueba igualmente es de vutilidad didgnostica. En esencia consiste
en medir, por cuanteos externos, la cantidad de radioactividad fijada por el
higado, el bazo y los huesos |el sacro) y observar los cambios cuantitati-
vos que ocurren en los mismos durante las horas y dias siguientes,

Normalmente hay un aumento inicial rdpido de radioactividad en la zo-
na del sacro que llega a su maximo a las 4 horas, y una segunda fase en
que la radioactividad boja progresivamente hasta desaparecer en unos 10
dias. La fase inicial representa el depdsito de hierro en médula ‘6sea y la se-
gunda fase la vutilizacidn del hierro que desaparece a medida que pasa a
formar parte de la hemoglobina y sale a la circulacién dentro de! eritrocito.

En el bazo se observa una fase inicial de descenso en las cuentas ex-
ternas debido a que la concentracién del isétopo en el plasma decrece con-
forme aquél pasa a los sitios de almacenamiento y utilizacién. En una se-
gunda etapa, la radioactividad csplénica vuelve a aumentar simultdneamen-
te con la fase de descenso de las cuentas externas sobre la médula, expli-
cable por la presencio de un ndmero cada vez mayor de eritrocilos circulan-
tes que ccntienen hierro hemoglcohinico radioaciivo.
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la radioactividad sobre la regién hepdtica permanece casi sin modifi-
caciones pues el hierro que pasa a depositarse como hemosiderina y ferri-
tina es utilizado lentamente a lo largo de varias semanas.

En ciertos estados patologicos se observan diferencias con este patrén
normal. Asi, en la hemocromatosis, la mayor parte del hierro pasa a deposi-
tarse al higado disminuyendo proporcionalmente la cantidad que pasa a la
médula, En contraposicién, en los casos de anemia por deficiencia en hierro,
la mayor parte del hierro pasa primero a la médula y después a la circvia-
cién como hierro hemoglobinico, siendo nula o casi nula la cantidad de hie-
rro que se almacena en el higado. En las anemias hemoliticas, la radioacti-
vidad del bazo no solamente no disminuye en las primeras horas sino que

aumenta progresivamente debido a que el bazo destruye gran nomero de
eritrocitos y retiene el isétopo que éstos contenian,
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OBJETO DE LA TESIS

Diferentes autores han observado que los niveles plasmaticos de hierro en
el ser humano no son constantes a lo largo de las 24 horas, sino que siguen
habitualmente un curso ondulante, con descensos vespertinos y ascensos noctur-
nos en relacién con los valores matutinos. Aun cuando antes de Vahlqvist (24) ya
se habia estudiado el nivel del hierro plasmdatico a lo largo del dia en sujetos
normales, encontréndose variaciones en él, Heilmeyer y Plotner (10}, fué Vahig-
vist el primero en apreciar que tales variaciones eran ritmicas. Este hecho ha
sido confirmado posteriormenie por Hamilton y col. (7), Paterson y col. (20},
Hemmeler (11), Hemmeler {12}, HOyer (13), Hoyer (14) y Waldenstrom (25).
En un trabajo, sin embargo, se han encontrado resultados contrarios a la tenden-
cia general: Moore y col. (17) no hallaron variaciones grandes,

Se han emitido diversas hipdtesis para explicar las variaciones del hierro
plasmdtico: Entre las principales causas se han propuesto:

1) Un mayor consumo de hierro tisular durante el dia debido a la activi-
dad muscular diurna.

2) Un descenso en e! ph songuineo que produciria disociacién del hierro
ligado a la transferrina: laureli {16).

3) Llas variaciones en la concentracién sanguinea de hormonas corticales
que influirian sobre el nivel de la sideremia: Cartwright (4), Hamilton
(8).

z‘i) El predominio diurno del simpdtico que incrementaria la fijaciéon del hie-
rro en el sistema reticulo-endotelial: Schaefer y Boenecke (23).

5) Un aumento en la actividad eritropoyética a lo largo del dia: Vahlqvist
(24), Waldenstrom (25), Paterson (19},

El presente trabajo se realizd con la idea de determinar, en un numero re-
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lativamente grande de sujetos (la mayoria de Ios.trabl:ti_os previos han sido rea-
lizados en grupos pequenios de 6 a 8 sujetos), las variaciones que sufre el Fe
plasmatico en el curso del dia y determinar si las variaciones observadas co-
rresponden a cambios en la velocidad de depuracion del Fe plasmatico, asi como
si la masa de fierro movilizada por el sujeto en la unidad de tiempo era cons-
tante o no en el curso del dia.
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CAPITULO 1I

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 32 individuos adultos y sanos, miembros del personal técnico
y cdministrative de! Hospital de Nutricion, en los cuales se llevaron a cabo dos
tipos de estudios.

Todos los sujetos tenian valores hematoldgicos de hemoglobina y hemato-
crito dentro de los limites normales. En ninguno de los dos grupos se impuso
restriccién alguna en su alimentacién o en sus actividodes habituales. Todos con-
taban entre 20 y 40 ‘afios de edad.

Grupo l:—Estudio de las variaciones de los niveles de hierro plosmético:

En 19 hombres y 7 mujeres se llevaron a cabo determinaciones del hierro
plasmatico de muestras extraidas a fas 8, 12, 16 y 20 horas. Todas las mt'J:S-
tras de las 8 y de las 12 horas fueron tomadas entre el desayuno Y la comida;
13 casos cenaron antes de la extraccion de la muestra de las 20 horas en tan-

to que los 13 restantes no lo hicieron,

el método de

Método de determinacion del hierro plasmatico.—-Se siguic se usd
e

Peters, Giovanicllo, Apt y Ress (21) con la oOnica modificaciéon de qu racién
. . e o repa

Zl,cohol isopropilico en lugar de la mezcla amilico-isopropilico en la prep

e la solucién de batofenantrolina. los reactivos empleados fueron:

a) Acido clorhidrico 1 5§ N.

bl Acido lioglicolico al 80 por ciento.

-15-



CAPITULO II

" MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 32 individuos aduitos y sanos, miembros del personal técnico
y administrativo del Hospital de Nutricion, en los cuales se llevaron a cabo dos
tipos de estudios.

Todos los sujetos tenian valores hematolégicos de hemoglobina y hemato-
crito dentro de los limites normales. En ninguno de los dos grupos se impuso
restriccién alguna en su alimentaciéon o en sus actividades habituales. Todos con-
taban entre 20 y 40 afios de edad.

Grupo I:—Estudio de las variaciones de los niveles de hierro plasmatico:

En 19 hombres y '7 mujeres se llevaron a cabo determinaciones del hierro
plasmdético de muestras extraidas a las 8, 12, 16 y 20 horas. Todas las mues-
tras de las 8 y de las 12 horas fueron tomadas entre el desayuno y la comida;
13 casos cenaron antes de la extraccion de la muestra de las 20 horas en tan-
to que los 13 restantes no lo hicieron.

Método de determinacién del hierro plasmatico.—Se siguid el matodo de
Peters, Giovaniello, Apt y Ross {21} con la Unica modificacién de que se usé
alcohol isopropilico en lugar de la mezcla amilico-isopropilico en la preparacion
de ia solucidn de batofenantrolina. Los reactivos empleados fueron:

a) Acido clorhidrico 1/5 N.

b) Acido tioglicdlico al 80 por ciento.
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c)
d)

e

Acido tricloroacético al 30 por ciento.

Solucién sobresaturada de acetato de sodio.
Batofenantrolina (4, 7-difenil-1, 10-fenantrolina} al 0.02 bor ciento

en solucion de alcohol isopropilico.

Todos los reactivos y el material empleados en esta técnica deben estar
libres de hierro.

Técnica:

1)
2)

3)

4]
5)

6)

7)

Colocar 2 ml. de suero en un tubo de ensayo.
Y

Agregar 3 ml. del dcido clorhidrico y una gota del acido tioglicélico.
Mezclar y dejar reposar 30 minutos.

Agregar 1 ml, del dcido tricloroacético, Mezclar y deic." reposar 15 mi-
nutos.

Centrifugar a 1,500 r.p.m. durante 15 minutos.

Transferir 4 ml, de! sobrenadante a otro tubo de ensayo, Agregar 0.5
ml. de la solucién de dcetato de sodio y 2 ml, de la solucién alco-
hélica de batofenantrolina. Mezclar y dejar reposar 15 minutos.

Leer la densidad dptica en un especirofotémetro a una longitud de onda
de 535 milimicras. En este estudio se utilizé un espectrofotémetro Co-
leman Jr.

Determinar la cantidad de hierro presente comparando la densidad ép-
lica de ld muestra con las de una curva construida utilizando soluciones
de concentraciones conccidas de hierro. Expresar el resultade en micro-
gramos por 100 ml. de plasma.

las determinaciones de hemoglobina se hicieron por el método de Drab-.
kin util’zando la solucién de ciancmelahemoglobing y leyendo las densidades

Spticas,

conira soluciones de concentracién conocida de hemoglobina, en un

espectrofotometro Coleman Jr. a una longitud de onda de 540 milimicras.

Los valores de hematocrito se realizaron en los tubos de Wintrobe centri-
fugando a 2160 g. durante 30 minutos.
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Grupo ll:—Velocidades de desaparicion del hierro plasmdtico.

Seis sujetos, todos del sexo masculino, fueron incluidos en este grupo. Una
determinacién se llevé a cabo a las 8 horas y la otra a las 17 horas. .En tres
de los individuos se realizaron ambas pruebas el mismo dia en tanto que en los

tres restantes, el primer estudio se hizo en la tarde y el segundo, en la mafana
del dia siguiente.

A cada sujeto se le. extrajo una muestra previa de sangre: a 6 ml. de plas-
ma extraidos de esta muestra se agregaron é microcuries de Fe®*® en forma de sul-
tato ferroso, incubandose la mezcla de plasma y Fe®® durante 5 a 20 horas. la
~lta actividad especifica de la solucién de hierro radioactivo (25 mc. por mg.
de Fe} empleada, permitié que la cantidad de hierro afiadida no sobrepasara
la capacidad de fijacién de hierro del plasma.

Fara cada estudio se inyectaron por via intravenosa, aproximadamente 2
ml. de plasma marcado. la cantidad exacta se determind segdn la formula que
se da cdelante, pesando la jeringa antes y después de la inyeccién, Terminada
la inyeccién se eché a andar un cronémetro y a los 10, 30 y 60 minutos se ex-
traieron muesiras de sangre a las cuales se les separd el plasma por centrifu-
goacidn.

Alicuotas de 2 m!. de las muesiras de ambos estudios fueron leidas en un
cintilador de pozo para determinar los valores de radioactividad, Dichos valo-‘
res fueron trazados en pape! semilogaritmico conira el tiempo obteniéndose asi
la curva de desaparicion del Fe®®, que fué extrapolada a tiempo .cero para ob-
tener la concentracién original en el plasma de la radioactividad .lnyectcxdo. Luf
velocidades de desaparicién estan expresadas en el tiempo en minutos que fué

necesario para que desapareciera de la circulacién, la mitad de la radioactivi-

dad original.

Juntamente con la de las muestras plasmaticas, se determiné la radioactivi-
. i .

dad total inyectada leyendo en el cintilodor de pozo una alicvota de 2 ml, de
una vc‘i\ucién apropiada del remanente de plasma inyectado. Con estos datos se

Giice on am ohi medio de la férmula:
obtuvo a! volumen piasmdiice ©3 cimbos estudios por

RaRxDxv

. 2 » _ 1 )
AL de volumen plasmitico = (
B Ra M
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RaR es la radioactividad de la alicuota del remanente plasmatico.

D es el factor de dilucidn; en todos nuestros estudios fué de 1000,

\ es el volumen del plasma marcado que se inyectéd. Se obtuvo divi-
diendo el peso inyectado entre 1.026 que es la densidad del piasma
normal.

RaM es la radioactividad de la muestra en el tiempo cero. ‘

Inmediatamente antes de la inyeccién del plasma marcado, se extrajo una
muestra de sangre en la que se determind el nivel de hierro plasmatico. Con este
dato y e! del volumen plasmatico correspondiente, se calculd la cantidad de
hierro plasmdtico total circulante utilizando la siguiente f6rmula:

(2)
Volumen plasmdtico
ng de Fe total = i ee-— % Fe plasmdtico
100 (en ng. x 100 ml.)

Para calcular la fraccién de hierro removida por unidad de tiempo es ne-
cesario recordar que esia desaparicidn es de tipo exponencial por lo que la
canceatracidon de Fe®’ en un tiempo t cualquiera podrd ser calculado de acuer-
do con la ecuacidn matematica que la relaciona con la concentracién original
de Fe®*:

(3)
e t = I'e

Fet es la concentracion de Fe’® en un tiempo t.

Fe o es 'a concentracién de Fe™" en ol tiempo cero.

e es la base de los logaritmos naturales.
k es una canstante para cada curva,
t es el tiempo transcurrido.

En ecuaciones de este tipo, la inclinacién de la curva estd en funcion de k
que es particular de cada prueba individual y que viene a ser la fraccién de
hierro removida per unidad de tiempo, Despejondo k de (3):
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Si t es igual a una hora, tendremos que la fraccién removida por hora es:
*

(el
t
kK =-In

1ol

¢}

k=In{le] - In |Fe
o t

De la curva, trazada en papel semilogaritmico para obtener una recta de
esta pérdida exponencial, se determinuron las radioactividades en el tiempo
cero y a la hora puesto que las concentraciones de Fe®” nos estdn expresando
las radioactividades presentes en dichos tiempos. Se llega asi a la férmula em-
pleada en este trabajo:

¢ =In {Ra] In [IRul (4)
0 t

Conociendo la fraccién que se remueve en una hora (férmula 4) y el hie-
rro plasmatico total circulante {(férmula 2], se logra saber la cantidad de hierro

removida por hora en cifras absolutas:

Fe total x k

mg. de Fe removido/hora =

.

1000

en que 1000 es el factor de conversion de Lg. a mg,
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CAPITULO 111

RESULTADOS

Los resuitados de los niveles de hierro plasmatico a lo largo del dia estan
anotados en la tabla 1. En las primeras columnas se indica el sexo dei sujeto
y si habian o no cenado antes de la extraccién de la muestra de las 20 horas.
En la columna marcada con un 1" se dan los microgramos de hierro por 100
ml, de plasma encontrados en e! plasma de la muestra de sangre extraida a
las 8 horas, valor al cual designaremos de ahora en adelante como hierro basal.
En las columnas marcadas con los numeros *2", 3" y ''4" se encuentran los
resultados de las determinaciones de fierro plasmdtico en las muestras de las
12, 16 y 20 horas respectivamente, expresadas en porciento del hierro basal. En
la columna 5 se encuentran los descensos mdaximos, con respecto al hierro basal,
sin importar la hora en que se presentd, en microgramos por 100 ml, de plasma.
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Tabla 1

VARIACIONES DE LOS NIVELES DE HIERRO PLASMATICO
ADULTOS NORMALES

Porcentaje de Hierro Basal
GRUPO CASO SEXO FE BASAL 12 HORAS 16 HORAS 20 HORAS DESCENSO

ng. MAXIMO %
) (2) 3) 4) (5)
1 M 200 66.0 38.8 25.0 150
2 F 147 67.8 32.2 28.5 105.5
3 M 182.5 64.3 35.6 32.8 122.5
. 4 M 197.5 72.1 57.0 38.0 122.5
5 F 65 66.1 38.4 38.4 40
6 M 192.5 61.0 38.9 38.9 112.5
7 M 145 63.7 48.2 42.7 83
8 'F 66 109.0 48.9 45.4 36
9 F 107 74.8 514 46.7 57
10 F 55 100.0 59.1 50.0 27.5
1M M- 140 73.2 64.3 53.6 65
12 F 97 90.7 61.8° 56.7 42
13 M 144 100.0 79.8 57.2 61.5
14 M 140 82.1 47.5 60.7 55
15 M 106 82.5 731 61.3 41
16 M 132.5 91.3 73.6 64.1 47.5
17 M 77.5  161.2 83.9 77.4 17.5
18 M 100 118.0 88.0 80.0 20
19 M 131 97.3 68.7 80.2 41
i o1 128 86.4 57.3 51.5 65.6
Promedios 9.’2”5 M 130 93.8 . 93.8 93.8 8
21 F 125 106.9 95.2 100.0 7
22 M 137.5  100.0 103.6 100.0 0
23 M 90 130.5 94.4 100.0 5
i 107.8 96.8 96.0 . 5.0
Promedios gr2u4pol~2‘ 13;‘5 pA 1257 o1.4 -
v 25 M 88 85.2 85.7 120.4 13
) 26 M 115 62.2 132.6 132.6 33.5
Promedios grupo 3 97 81.5 114.7 114.8 . 18.0




No se halldé correlacion entre las variaciones del hierro plasmdtico y el se-
xo, ni con el hecho de que hubieran cenado o no antes de la muestra de las 20
horas ni con el nivel del hierro basal.

Los 26 casos se presentan divididos en tres grupos de acuerdo con su com-
portamiento vespertino,

Los 19 casos del primer grupo mostraron descensos de cuando menos el 20
por ciento del hierro basal en las muestras vespertinas, generalmente a las 20
horas; solamente los casos 14 y 19 presentaron el descenso mdximo a las 16
horas y los casos 5 y 6 presentaron el mismo valor de hierro plasmatico en las
muestras de las 16 y las 20 horas. El promedio de los valores minimos en este
grupo, no importando la hora, fué de 50.2 por ciento en relacién con e} valor
basal de 100 porciento, con oscilaciones entre el 25.0 y el 80.0 por ciento.

En los 4 casos del cegundo grupo prdcticamente no varié el nivel del hie-
rro plasmatico de las 16 6 de las 20 horas ya que la mayor variacién, la ob-
servada en el caso 20, fué de 6.2 por ciento (8 microgramos por 100 ml, de
suero).

Finalmente, en el Oltimo grupo de 3 casos estan incluidos los que presen-
taron como caracteristica la de aumentos equivalentes a cuando menos el 20
por ciento de la cifra del hierro basa! en una (casos 24 y 25) o en ambas (ca-
so 26) de las muestras de las 16 y de las 20 horos,

En los tres grupos, los valores de las 12 horas fueron mas variables que
los de las muestras vespertinas. Ni siquierc en el primer grupo, en el cual ha-
bia un descenso vespertino consistente, lo hubo en todas las muestras de las 12
horas: los casos 8, 17 y 18 presentaron valores mayores del 100 por ciento y
los casos 10 y 13 presentaron el mismo nivel de hierro plasmatico a las 12 ho-
ras que a las 8 horas. En el segundo grupo, el caso 23 presenté un ascenso de
30.5 por ciento a las 12 horas. Por el contrario, en el tercer grupo, en el que
hubo ascenso en los niveles vespertinos, todos los valores de las 12 horas fue-

ron menores que los de las 8 horas.

En 9 de los 26 casos, el nivel de hierro plasmaticc mayor no fué el del
hierro basal {casos 8, 17, 18, 21 a 26).

En todos los demas, el hiero basal fué el mayor.

Se presentan estos 9 casos considerando como 100 por ciento el nivel de
hierro plasmatico mas elevado, no importando la hora, en la siguiente tabla:

D LD
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Porcentaje de Hierro a las:

Descenso

Caso 8 hrs. . 12 bhrs, 16 hrs, 20 hrs. mdaximo

pg. %

8 ?1.7 100.0 41.7 40.3 42
17 62.0 100.0 52.0 48.0 65
18 84.7 100.0 74.6 67.8 38
21 ?4.3 100.0 89.1 94.3 14.5
22 96.5 96.5 100.0 96.5 5
23 76.6 100.0 72.3 76.6 32.5
24 78.6 77.3 100.0 72.7 30
25 83.6 70.8 71.2 100.0 31
26 75.4 46.9 100.0 100.0 81

Excepto en los casos 21 y 22 en los cuales las variaciones son minimas, los
demds casos presentan un ritmo ondulante en los cuales los mdximos y minimos
se presentan en horas distintas del dia.

Con objeto de aclarar si las tendencias eran constantes para un mismo in-
dividuo, se obtuvieron muestras a las 8 y a las 17 horas de dos dias consecuti-
vos de los casos 11 y 25. En la tabla 2 se encuentran anotados los resultados
de esta prueba junto con los de las variaciones ya tabuladas en la tabla 1
que se habian realizado un mes antes.

— Tabla 2 —

Porcentaje del hierro basal a las:

Caso Hierro basal 12 hrs. 16 hrs. 17 hrs. 20 hrs,
(,u.g. °/o)

140 73.2 64.3 — 53.6

N 96 — - 100.0 —_

130 — — 81.0 —_—

88 85.2 85.7 —_— 120.4

25 124 — - 65.0 —

120 — —_ 125.0 —_

Resultados de Niveles de Hierro Plasmdtico matutino y vespertino en dos dias
consecutivos.
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Los resultados de estos dos casos, tomados al azar, muestran que no existe
regularidad en las variaciones de los niveles de hierro plasmdatico en un mismo
individuo.

Resultados de las velocidodes de desaparicion del hierro plasmético.—
Los datos experimeniales de Tl y fraccidon removida por hora de los estudios
ferrocinéticos, se obtuvieron de las graficas de cada uno de los casos estudia-
dos (figs. 1, 2, 3, 4, 5 y 6), En dichas figuras se encuentran anotadas los va-
lores porcentuales de radioactividad presentes a los 60 minutos, los cuales fueron
utilizados para el caleculo de la fraccién removida por hora. Dichos datos se en-
cuentiran concentrados en la tabla 3 junto con las demés pruebas realizadas a
los sujetos de este grupo.

Para facilitar la discusién de los resultadas, se obtuvieron las relaciones
PM/AM de las columnas 1, 2, 3, 4 y 5 de la tabla 3 {ver tabla 4). No se hizo
lo mismo con la columna Ty pues la pérdida exponencial de !a radioactividad
plasmdtica hace que los tiempos no sean directamente comparables,

TABLA 3
TS Volumen  Fe plas-  Fe total  Fraccion re-  Fe removi-

Caso Hora (M) plasmatico  matico {g.)  movida’kora. do/hora
(ml.) (g ) {mg.)

(1) (2) {3) (4) (5)
1 + AM 170 2486 117.5 9N 0.2485 0.7259
‘ FM 146 229 162.5 3723 0.2943 1.0957
2 AM 126 2581 117.5 3032 0.22%4 0.9985%
PM 107 2637 130 3428 0.3858 1.3225

3 AM 122 3081 97 2989 0.3383 1.0112
PM 117 3277 102 3343 0.3567 1.1924

4 4 AM 110 2562 124 3177 0.3784 1.2022
- PM 86 2550 100 2550  0.4829  1.2314

5 AM 64 2042 127.5 2604 0.6580 1.7134
PM 44 1871 98 1834 0.9290 1.7038

, : 2 9

6 = AM 88 24010 102 2449 0.4781 1.170
- PM 51 2325 50 1163 0.8210 0.9548
AM 113 2525 114 2772 0.4050 1.1367

from: PM 92 2492 107 Z573  0.5450  1.2501

2. -— En estos casos el primer estudio se efectué en la madana.
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los 6 casos estan en orden decreciente de relacién PM/AM de la cantidad
de hierro removida por hora (columna 5). En los tres primeros casos se removié
una mayor cantidad de hierro en la tarde que en la mafianas En los casos 4
y 5, la cantidad removida fué prdacticamente la misma en las dos pruebas en
tanto que el caso 6 removié mas hierro en la mafiana que en la tarde,

TABLA 4
RELACIONES PM/AM DE LOS DATOS DE LA TABLA 3

a

Caso V.P. Fe % Fe total Fraccion Fe removido
(n (2) (3) (4) (5)

] 0.921 1.383 1.274 1.184 1.509

2 1.022 1.106 1.130 1.174 0 1.327

3 1.064 1.052 1.118 1.054 1.179

4 0.995 0.806 0.803 1.276 1.024

5 0.916 0.769 0.704 1.412 0.994

6 0.968 0.490 0.475 1.717 0.815
Prome- 0.981 0.934 0.917 1.303 1.14%
dios.

la Unica caracteristica comin en todos los casos fué el hecho de que siem-

pre removieron una mayoer fraccién en la tarde que en la mafana (columna

4), adn cuanco cn ol coso 3 la diferencia fué minima (relacién 1.054 de la
,

columna 4),

En los tres primeros casos el hierro plasmético por 100 m!l. fué mayor (re-
lacion 1.052 y 1.106). En los tres casos restantes se observd !a misma tenden-
cia que en nuestra serie del grupo | de este mismo estudio ya que los niveles
vespertinos bajaror cuando menos un 20 por ciento del valor matutino.

Llas variaciones del volumen plasmatico no fueron lo suficientemente gran-
des (relaciones 0.916 a 1.064 de la columna 1) para que, al transformar e!
hierro por 100 mi. de plasma a hierro plasmatico Yotcx.l, se alterart:. la tenden-
cia a bajar o a subir que mostraron los valores de hler‘ro plosmcm’:o. por 100
ml.: se observa que las relaciones de la columna 3 (hierro plasmético total)

son semejantes a las de la columno 2.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Cambios horarios en la concentracion del hierro en el plasma.

Los resultados obtenides en este trabojo concuerdan con ios de diferentes
Qutores (7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 20, 24) en el sentido de que los niveles
de fierro plasmatico en el individuo normatl oscilan en el curso del dia siguienco
babitualmente un ritmo constituido por ascensos motutinos y descensos vesper-
tinos. Sin embargo este ritmo no es universal ya que faltdo en una cuerio corte
de nuestros sujetos {24.9 porciento) al igual que en aigunos de los estudiados
por los otfros autores (7, 14, 24 en quienes i nivel del hierro o sa mantuve
constante a lo largo del dia, ¢ ascendio en la farde. Por ofra parte, ese ritmo
fampoco es constante en el individuo, ya que el tipo de curve puece variar <e
un dia a otro en un mitmo sujeto, conforme fué apreciado por Moore v cols

(14} en un caso y se comprobo en este estucdio en dos individuos.

Velocidad de depuracién del fierro plasmatico:
. . . . N o e
Las investigaciones sobre la velocidad de depuracion del hierro plasmatico
utilizando Fe' " s han Hoevads a cabo por 3 grupos de imvestiaadores e I3

ietos normales, Bothwe't y col., (2] Wassermann y col (27] y Huff y col.
e
han erncontrado gue ol indiiduo remueve por hora el .t porcientd

hierre como premedio can extremos de 29 4 a 69.0 per ciento.
i o
i i ctic . on la ma-

los Jo'us wieniores se refieren a determinaciones practicadas en ¢
405 por cento

"o
YO

R . ' .
9Nna. En nuestros cuictas, los resultados matutinos fueron
pro : , |
medie y 2445 y 65.8 poo ciento como valores extremos (tabla
de la unidad, o sea

31

lo . | .
habituaf 25 representar esios valores en fraccones

0.464 on vez de 46.4 porciento

=26 -



CAPITULO IV

DISCUSION

Cambios horarios en la concentracién del hierro en el plasma.

Los resuliados obtenidos en este trabajo concuerdan con !os de diferentes
auvtores (7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 20, 24) en el sentido de que los niveles
de fierro plasmdtico en el individuo normal oscilan en el curso del dia siguiendo
habitualmente un ritmo constituido por ascensos matutinos y descensos vesper-
tinos, Sin embargo este ritmo no es universal ya que falté en una cuarta parte
de nuestros sujetos (26.9 porciento) al igual que en algunos de los estudiados
por los otros autores (7, 14, 24) en quienes el nivel del hierro o sa mantuvo
constante o lo largo del dia, ¢ ascendié en la tarde. Por otra parte, ese ritmo
tampoco es constante en el individuo, ya que el tipo de curva puede variar de
un dia a ofro en un mismo sujeto, conforme fué apreciado por Moore y cols.
(14) en un caso y se comprobd en este estudio en dos individuos.

Velocidad de depuracién del fierro plasmdtico:

Las investigaciones sobre la velocidad de depuracién del hierro plasmatico
utilizando Fe*® se han llevado a cabo por 3 grupos de investigadores en 23 su-
jetos normales, Bothwe'l y col., (2) Wassermann y col, (27) y Huff y col. (15}
han encontrado que el individuo remueve por hora el 46.4 porciento* de su
hierrc como promedio, con exiremos de 29.4 a 69.0 por ciento.

Los datos anteriores se refieren o determinaciones practicadas en la ma-
nana. En nuestros sujetos, los resultados matutinos fueron: 40.5 por ciento como
promedio y 24.65 y 65.8 por ciento como valores extremos (tabla 3).

* . . .
Lo habitual es representar estos valores en fracciones de la unidad, o sea
0.464 en vez de 46.4 porciento,
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Uno de nuestros resultados (caso 1, tabla 3] cayd fuera de los limites en-
contrados por los 3 auiores mencionados antes, sin que por ello pueda conside-
rarse como anormal, ya que aguellos limites se basan en el estudio de un nd-
mero muy reducido de casos, o erréneo, pues la curva correspondiente a tal es-
tudio fué regular y guardd con el estudio vespertino una relacién similar a las de
los otros cinco casos.

Cambios horarios en la velocidad de recambio del fierro plasmdtico:

Sobre este punto sélo existen dos estudios comparativos en sujetos norma-
les: el de Paterson {19} y el presentado en esta tesis. Paterson midié ‘dicho
recambio en 3 sujetos normales, en la mafana y en la noche; y nosotros lo
realizamos en & sujetos, en la mafiana y en la tarde. los resultados de ambos
trabajos son concordantes respecto a la velocidad de remocién que fué constan-
temente mayor en la maifana que en la noche (Paterson) y mayor en la tarde
que en la mafana [(nuestros resultados), Las fracciones removidas de fierro, en
las 3 etapas del dia consideradas, guardaron la siguiente relacién: noche 1.00;
mafana 1.34; tarde 1.72.

Este incremento en la velocidad de remocién, sin embargo, no siempre se
tradujo por un aumento en la cantidad absoluta de hierro movilizado de! plas-
ma, ya que en 2 de nuestros cujetos la cantidad iemovida en la mafana fué
igual a la de la tarde {casos 4 y 5, tabla 3} y en otro, la de la mafiana (ca-
so &) fué superior. En los 6 cavos restantes (incluyendo los 3 de Paterson) si
hubo concordancia, de manera que a mayor velocidad de remocion correspondié

un aumento en la cantidad absoluta de fierro traspasado del plasma hacia los

tejidos.

Sign ficacién de Ios datos encontrados sobre . niveles plasmaticos del hierro y la
cindtica del hierrs:

El primer punto que cabria analizar a la luz de los resultados comentados
antes es el de si las variaciones horarios en la concentracién de hierro en el
plasma, habitualmente encontradas en los sujetos normales, se deben a un au-
menio en la velocidad con que este metal es transportado del plasma de los
tejidos. Légicamente dicha velocidad debe ser factor de importancia en la regu-
lacion del hierro plasmdtico y en apoyo de esta presuncidn se observd que la
velocidad de remocidén cambia en el curso del dia, siendo mayor en las horas
en que habitualmente fa concentracién del hierro del plasma es menor.

Sin embargo, no parece probable que sea este el Unico factor regulador def

-7 -

-~



hierro plasmdtico, ya que, analizados individualmente los resultados de los es-
tudios ferrocinéticos de Paterson y de nosotros, se encuentra que en mdas de la
mitad de los sujetos hubo discordancia franca entre la velocidad de remocioén
y el nivet del hierro en el plasma.

Paterson ha observado que el ritmo horario normal del hierro plasmdtico
no se presenta en el anémico y ha pretendido darle a este hecho una signifi-
cacién especial: la de que en los anémicos, la actividad eritropoyética es mayor
o menor, segin el tipo de unemia, pera siempre constante por lo cual no va-
rian los niveles de NWiarro plasmético en ef curso del dia. Creemos que esto es
criticable en viste de oue, ol igual que en los sujetos anémicos, en un poco més
de la cvaria parte de nueslros normales el hierro plasmatico no siguid el pa-
irén horario consideracds como normal. Ademds las condiciones experimentaies
en que sz han estucdicdn los noimales v los enfermos no han sido iguales, pues
en el caso de éstos se iratd de indlvidvos hospitalizados,

Es posible que e! reposa fisico v menta!, prepio de la hospitalizacién, sea un

h

factor refevante capaz de explicar la diferencia gue se estd comentando.

la significacion de ia velocidad de remocién de hierro plasmatico viene a
ser mas compleja en su interprelacién ya que si existen autores, Wassermann y
col. (27}, que aceptan que en el sujets normal {a velocidad y la cantidad de
hierro removida del plosma son un incice fiel de la . ctividad eritropoyética de
Ja médula ésea, existen experiencias opuestas a este punto de vista: Garby vy
col. {6); Heilmeyer y Keiderling {?}; Najean y col. 18}, han hallado que
en las llamadas anemias hipocrémicas hiperferrémicas la velocidad y la cantidad
de hierro plasmdtico depurado son normales o mayores que las normales, a
pesar de que la actividad eritropoyética medular estd disminuvida. Este hecho
ha sido confirmado por Bush y col, {3) en cerdos anémicos por deficiencia en
piridoxina. Si en estos casos, el hierro estd siendo trasportado a otros tejidns
aue no son médula dsea, no ¢s posible excluir el que suceda lo mismo en el nor-

mal adn cuando sea en un grado menor,

Con los métodos actuales resulta imposible determinar directamente fa ac-

tividad eritropoyética del individuo.

Para confirmear o rechcozar 'a hipétesis de Valquist y Waldenstrom de que
el hierro plasmdtico desciende en la tarde debido a un aumento en la actividad
eritropoyética se selecciond este mélodo, por ser el menos inadecuado para esta
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finalidad. Ademds, se le escogié considerando que un resultado desfavorable
permitiria rechozar la hipdtesis propuesta y que uno favorable, si bien no la
confirmaba en forma indiscutible, si le proporcionaba apoye.

Se tomaria como favorable el resultado si el estudio demostraba que du-
rante la tarde el sujeto movilizaba una cantidad mayor de fierro plasmatico
hacia los tejidos, pues un aumento en la actividad eritropoyética deberia de-
terminar un incremento en dicha movilizacién,

E! resuitado del presente estudio no fué concluyente, en tanto que si bien
en 3 casos al incremento vesperlino en la velocidad de remocién del fierro plas-
matico correspondid un ‘“'gasto' o ‘‘consumo’’ de fierro mayor, en los ofros 3,
ain cuando también se observd el incremento vespertino en la velocidad de re-
mocién, el '‘gasto’, o sca la cantidad absoluta de fierro traspasado de! plasma
a los tejidos, no aumentd.

Consecuentemente los resultados de! presente estudio no parecen apoyar
la hipdtesis de Valquisi y Waldenstrom y, adn cuando es reducido el nimero de
observaciones realizadas, es aceptable proponer que las oscilaciones horarias
en el ritmo del traspaso del hierro del plasma a los tejidos no tiene como fina-
lidad cubrir un aumento en la demanda tisular de fierro, mds bien pareceria
ser que, el aumento vespertino en el ‘‘gasio’ del hierro, hecho observado in-
constantemente, es una resultante y no la causa del aumento vespertino en la
velocidad de remocién del hierro plasmaético, hecho que si fué constantemente

observado en el presents Iraiabajo.
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) CAPITULO V

CONCLUSIONES

Resumiendo, puede decirse que:

1.—En el individuo normal, habitval pero no constantemente, la congcentra-

cién de fierro en el plasma disminuye durante la tarde. Esta disminc-
cidén en la mayoria dc los casos, es de un 50 por ciento como gro-
medio.

2.—Lla velocidud de remocion del hierro plasmatico en el individua ror-

mal, constantemente se encontré mayor ¢n la tarde que en la mafana

3.—Llus modificaciones horarias en ¢} nivel plasmaiico de hicrre o Je-

penden exclusivamente de las oscitaciones obscivadas en {n velodaaa
de remocion del plasma de dicho metal. Esta ciertamente infenviene co-
mo factor de aquélia, pero debe haber oo v ohios factores Jescono-
cidos que expliquen las frecuentes discrepancias encontiadas entie Qi

bos.

4. ~El incremenio en la velocidad de remocion no se traduce, constante.

5—Al no comprobarse un aumenio cons

mente, por un-auvmento en el “gasto’” de hicno del plasma haoa o
lejidos. Por ello, el incremenio en el gaste parece set una coteoven
cia y no la cauvsa del aumento en la veloadad de remodion e heins

anle en el Taastoe” venberhaon e
hierro del plasma a fos iclidos no os posibla aveplon aue g e hinaded
erifropoyética del individuo sea mayor eo o tarde que on Lo manee e

Se requicren estudios posteriores que condurcon a comprobar tos e
sullados observados o determinar cudles san Joga fadoes adnonates
causantes del ritmo de los niveles del fiero sérico y Tow tactores detes
minantes de que la velocidad de remocion del hiciio plasmativ e osalde
en el curso del dia en ¢l individuo noimal.
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