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I. INTARODUCCION
Ia funcibn priuncipal del hierro en el organ.sno humano
ce encuentra casi exclusivamente confinada = los procecos
resyiratorios de la célula, pero tamoién este elemento
tiene iasortancia fandaaental por ser el comnpoaente esencial
de la molécala de hemoglobina, del citrocrono y de otros
elementocs de los sistemes enzimdticos respiratorios (1).
las necesidndes de hierro em 1z dieta humana varian
grandemente en lzs diferentes edades y en diversas circuastan—
cias aunque la mayoria del hierro es concervzdo en el cuer—
20 humano por recicladie (2).
El promedio de perdida de hierro en el hombre adulto sa
no es de apsroximadanente 1 mg/dia, en las muferes ndultas
hay perdida adicional de 0.5 amg/dia (la cantidad de hierro
en la sangre del fluio menstrual promediado durante un mes) (3).
Lae cantidades diasias requeridas de hierro gue reco-
aiendan lag autoridades de nutricidn son:
Hoabres: de 11 a 18 arios: 18 mg
m’s de 19 ados : 10 mg
Huferes de 11 a 50 alios y durante el

embarazo y la lactaancia: 18 mg



las meiores fuentes de hierro son: visceras de anima-
les, pescado, mariscos, verduras y leguminos=as (4).

L= mayoria del hierro de los alimentos se encuentra
generalmente cn ertado férrico, cuando llega =1 ectomago,
actlan el &cido clorhidrico gictrico y los Acidos orginicos;
transfornando e¢l hierro en iones férricos y en hierro
orgianico lédbilmente unido. in ésta forma el hierro es mis
coluble y debe, sor tanto, ser mis fAcilmente absorbido.

Lz absorcidn ce hierro te lleva a caco principalmente,
en el estomago, duodeno y principalmente en ka parte alta
del yeyuno (5,6).

La absorcidn por la célula enitelial gastrointestinal se
avspta pore adm.tir solo la cantidad necesaris de hierro
que cubra lzc 3rdida:s, sin Jermitir ni un exceso ni una
deficiencia de hierro en el cuerpo humano, esto 1o logra
por un amecanismo que esta controlado por una proteina
(ferretina) (71).

£l hierro liberado de las células epiteliales e intes
tinales que lo almacenan, es de nuevo reducido a2 la forma

ferroca (Fe2+) y abandona el intestino para pasar a8l plasma (8).



El hierro del plasma en precencia de COQ. forma un
compleio con una beta globulina que tiene afinidad por
los metales , conocida con el nombre de transferrina o
siderofilina y exieste en la fraccibén, IV-7 de Cohn (9).

ta transferrina éuede fidfar does 4tomos de hierro
por molécula para formar un compleio roie de proteina ferri-
ca (10).

De acuerdo a lo antes mencionado , la cantidad de
hierro oue el plasma puede fijfar en un momento dado, estd
limitada por su contenido de transferrina , que sor ello
se denomina "Capacidsd total de fidacibn de hierro" (11)..

Una via importante de recaptacidn de hierro es por '
desintegracion de 1a hemoglobina de los globulos rojos (12).
la eliminacidén de hierro es muy limitada, por lo que el
me tabolismo puede considerarse como un cicle cerrado, una
vez que el hierro ha penetrado al organiemo este no le
elimina . |

ILa dicminucién en la cantidad de hierre normal del
organismo se acompafia de anemia microcitics ~ hipocrémica
en la que los globulos roios son mas pequerios que los

normales y contienen menos hemoglobina (13).



II PUNDAMENTACION DEL EEMA.

En el transcurso de la ges:iacidn existen mayores deman-
das de hierro sérico, debido a un auwnento de la eritropoye-
sis materna y al crecimiento y funcibn de la uniéad feto-
placenta (14).

la gestacidn plantea demandas no normales de hierro,
para el desarrolle del feto, principalmente en el ltimo
trimestre de embarazo (15). El1 hierro requerido por el
feto es transferidc desde la sangre de la madre a través de 1a
placenta por la proteina transferrina (16), siendo unidereccio
nal de la macre al feto y tliene lugar merced a la existencia
de an gradiente de concentracidon (17).

Durante el inicio d.1 embarazo la futura madre, casi
siempre, presenta escasos denbsitos de hierro, por lo que c¢s
incavraz de aunmentar el volumen eritrocitario, esto trae como
concecuencia la bpresencia oe anemia del tipo normocrdmica—
normocitica, sero £i el déficit es grave se 9reseutar£
el tipo de anemicz hipocr&mica mierocitica ~ue se caracteriza
por una cifra baia de hierro circulanie y por uan aumento‘ea
la cantidad de proteina fijadora (traasferrina) lo que se tra-
duce en un aumento en la capacidad totai de fifacidn de

hierro (13).



Sin embargo, incluso en condicioneg de ingreso adecuado
de hierro durante el tercer trimesctre se presenta una anemia
del tipo normocitive-normocrdmica oue no responde a ningQn
tivpo de traiamiento (20). Esto sucede en niuieres gue comien
zan sU eana. azo con resevas normales de hierro, pero es
mfis notorio en aquellas muieres oue comienzzn el embarazo
con sus reserv~s disminuidas, por lo tanto n. es sorprenden
te gue ertas deaandas adicionalecs den origen a anemias ferro
pénicas (21).

Jediciones recientes de la mcca de los gldébulos resos
hnn demosgtindo cue 1l anemia del embara~o no es causada
Jor la falta de heanties, sino i2as bien Hor un aumeanto del
plasma (22). Lste dilucibn del volumen eritrocitaric prevoe-
ca una disuinucibn delhemztocrite (23).

Lz ncmogslobina nlcanza en la muder gecstante un promedio
de 11.0 /102 ul (24).

o se srve porque aumenta el volumen plasmitico, auncue
se sujone gue la aldosterona y otras hormonas esteroides y
no esteroides =z:i como la vlncenta actuan como una posible
derivacidn urteriovenosa, 1o cual provoca una hipervolemia (25).

En basze a lo antes descrito, es de suma importancia que



durante el embarazo se conozca la variacion gue existe

edtre el hierro sérico y la capacidad total de fidacidén de hie
rro, para valorar la cantidad del hierro durante el embarazo

y asi poder controlar alguna anormalidad que se precsente,

para llevarle a feliz termino.



I1I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al riesgo que pueden correr lz madre y el
futuro bebe durante el embarazo por una deficiencia
de hierro (anemia, retraso mental, insuficiencia reg-
viratoria etc. ), es de suma importancia conocer la
variacidn entre el hierro sérico y la cépacidad total
de fijacidén de hierro .sérico con el fin de detectar
cuélquier anormalidad a tiempo ¥y llevar a feliz

termino la gestacidn,
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04 TETIVO:

DETERMINAR LA VARIACION EXIETENTE
ENTRE EL HIERRO SERICO Y 14
CAPACIDAD TOTAL DE FITACION

Di HIERRO DURANTE KL EMBARAZO.



V. Hi1POTEEIS:
La VARIACION EXISTENTE ENTRE EL
HIERRO SE?ICO Y LA CAPACIDAD TOTAL
DI FITiCION DE HIERRO SERICO DURANTE
BEL EXBA "AZO thk VERA AUME'ITADA CONEIDERA
S LEJMEITE DEBIDO AL CRECIMIENTO Y

FUNCI0V DE LA UNIDAD FETO PLACENTA.



vVi. MATERIAL Y METODOS.
VI. A. MATERIAL HUMANO.

El mcoterial humano estuvo constituido por 186 muieres
embarazadas, entre laz cuarta semana y la trigééima octava
semana, de clace socioecondmica media, con un promedio
de edzd de 25.4 aflos, con limites de 16 arios la menor y
40 aros la mayor.

linguna de ellas presentaba antecedentes de  donacibn
de san,re en los dos aroc previos al embarazo, patologia
demosrtrada en sus embarazos anteriores, ni terapia
con hierro durante el embarazo actual,

A todas las pacientes en ayunas, se les extrado una
muestra de 14 ml de sangre venosa, con un tubo al.vacio

sin anticoagulante.
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VI. MATERIAL
VI. B, MATERIAL PARA LA DETERMINACION
DE HIFRRO SERICO Y CAPACIDAP TOTAL

DE FITACION Dk HIE RO SERICO.

MATERIAL MARCA
Tubos de ensayo de 15x125 ma Pyrex
Pipetas volumétricas de 2 ml "
Pipetas ¢raduadas de 5 y 10 ml "
Matraz Erleanmeyer de 250 al y 500 ml »

Gradillacs mefilicas para tubos de easaya "

Probeta Graduada de 1000 ml "

latraz aforade de 50,100 y 1000 ml .

Vagos de precipitado de 250 y 500 ml "

Prascocs ambar boca ancha de 500 ml

Espitulcs de diferente tamadios

Tubos a. vacio de 10 ml : Vacutainers,Blood
lead determination
amber Cat No 12300
imerican Can Co.

Papel porafilm

Pioetas Pasteur

Papel filtro

11



V1. C. EQUIPO PARA LA DETE™MINACION DE
HI ERRO SERICO Y CAPACIDAD TOTAL DE
FITACION DE HIERRO SERICO.

Parrilla de Calentamiento

Balanga “Zranzteria

Centrifuga

Espectrofotdémeiro Tunior I1

Celéas de 2 cm de didmetro

pera el espectrofotdmetro

Balanza analiticea

Agitador mecinico

250
500
100
200
250

THERIZOLYNE 7,200
METTLER PB 300
S0I~ BAT 723
COLEMAN INTRUMENS

COLEMAN INSTRUMENS
WMETTLER H 80
THE W OLYNE 350

Vi. D. REACTIVOUS PARA LA DETERMINACION DE
H1xRRO SERiICO Y CAPACIPAD TOTAL DE
FI1TACION DE BIER20 CERICO.

ml d¢ Acido clorhidrico n.P.

g de
g de
g de

g Ge

dcido tricloroacético . DP.
l.10-fenantrolina n. P
clorhidrato de hidroxilamina

acétato de sodie N.P.

100g de cloruro férrico n.P.

500 g de caroonato de magnesie N, P,

250 ml de alconol etilico n.P.

12

MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
HERCK
MERCK
MERCK



VI.E. DETERUINACION DE HIERRO SEXRICO.

En la determinacibén de hierro sérico por muy
cuidadosz que cea la técnica utilizada para la obtenecidn
de la muecstra, el suere o plasma humanos siemdre
contienen una pecuena cantidad de hemoglobina (23, Bxisten
sin ewbargo, oruebars irrefutables de que el suero contiene
mAs hierro del aztribuible a la hewmoglobinaz que hay »resente
en el mismo (30).

fomo ya mencionamos anteriormente el hierro sérico
estd unido a la protelna transferrina, en forma de hierro
funcional, por esta causa la mayoria de lus técnicas para
lz determinacidn del hierro sérico imvolucra la ruptura
del comple’o hierro -proteina mediante la adicibén de ua
Acido (31).

te ha demostrado cue el Fe3+ es coprecipitado con las
proteinas céricas por el Acido tricloroacético, en tantu
que el Fe2+ no lo es (32). Ec por ello esencial para lograr
ana total recuperacidn del hierro eérico zsegurarse de gque
el hierro disociado de lz transferrina se reduzca a Fe2+
antes de la precipitacibn ce lus oroteinas (33). Caraway
incuba el suero con Acido ascdorbico y Acido clorhidrico

antes de la desproteinizacida.
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del mismo con &cido tricloroacético y cloroformo {(34).
Hey autores gue han criticado el emplec fanto de
Acido zscbdrbico como de fcido tioglicdlico,

acinoose en ¢l hecho de que en ciertas condiciones

o'

estoé agentes reductores recducen el hierro de lz hemo
&£lobilna dande lugar a valores falsos sumamente

elevados (35). Estos zutores proponen el empleo de otro
agente reducsor, la sal Nitrosa—-3, la cual no reduce el
hierro hemoglobinico.

e han propuesto métodos (36,37) en los cuales ce
sepcra el hierro de l-g pruteinas mediante la adicibn
del dcido, y :e extrae el coapleio férrico coloreado
con alcohol isoamilico, evitznde asi la precipitacién
de lis oroteinas con lz siguiente posivilidad
de perdids de hierro por coprecipitacidn. Estas técnicas
plantean dificultades cuando se analizan sueros
ictéricos porgque 1l bilirrubina es extraida por el sol-
vente organico y ze oxida a biliverdina, la cuzl da gra-
ves errores positivoe, a menos que se introduzcan las

ovortunas correcciones mediante blancos (38).
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Una de las técnicas mas satisfactorias parece ser la
aue utiliza la precipitacidén de las proteina:z con
decido tricloroacético caliente (33), método que evita
las pérdidas de hierro y da siem>re soluciones 6ptica-
mente transparente para la Tfotozetria (40). Los filtra-
dos desproteinizados obtenidos con Acido tricloroacético
contiene una sirnificativa can-idad de absorciodon de ton-
do gue nuede corregirse haclendo las lecturas de la absor
Jancia antes del desarrollo del color {(41).

En un procedimiento recientemente proiuesto
se libwra el hierro de 1 s proteinas mediante desplazamien
to del mismo Jor la adicidn de torios tetravalente (42).

#ntre los reactivos utilizados para la cuantificacidn’
espectrofotométrica del hierro citaremos los siguientes;
tiocianato, Z,2~dipiridilo, 2,2,2,-tripiridilo 1.10-fenan
trolina y 4,7-difenil-1, 1lO-fentrolina (beta- Tenantrolina) (43).
La: absortivid.des molares de los compleios fierro cromdgeno
oscilan desde-?OOO para el tiocimato hiresta 22140 para el
disulfato ve beta-renantrolina (44). Los.compuestos orgi-
nicos nue contienen el gruso ferroina. (=N-C-C-N' =C)

que I{ormaza 1os comdle fog

15



2+ . <
coloreados con el Fe , son los reactivos mi{s esensibles
Dera 1 detcrminacibn del hierro a nivel de trazas. Ademés
2¢ 1lws Tenzntrolinzrs y los di o tr piridilor sefialados ante
riormente, =se han uirilizado los gifuientes reactivos, todos
1os cunles contienen rerrolna:
(2) z,4,0~tripiridil-s-triazima (TPIZ), & =22600
B Amax
(b) S,o—ai{piridéil- (2) 4-{o-metoxi tenil) piridina

= 203007 {(c) 2={(2-p5irigil)-5, 6~uis (4-fenil
A max

o2

sulfdnies Acigo)-1,2,4, - trisrina (ferrozina) £ =27300 (4%).
Amax

te nan navlicado método zatomaiizados gue utiligan
resctivos der.vadoe e 1n lerrsina (46). Zack publied un
srocedimiento en el rue utilizaia beta fenantrolina.

- . 2+ o - . . e

Erconiro oue el Fe ce dizliza medor y de forma mas

. i+ _ e .
resroducicle ¢le el Fe” (47). En una nodificacidn de esta
técnice re recu.re a un lavado con citrato entre muestra y
muestra para reducir el ruido de iondo y el arrastre (48).

suncue prreceria 1dmico esperar gue la absoreidn atd
mica :e papuliriziris rividamente para la determinacidn de
h.erro es sderc, no na sido asi (49). Se han publicado va-

rios méitodos, todos lus cuales dicen haver obtenido buenos

resultadcos, sin embargso se ha visto gue la determinacibn

16



del hierro sérico a councentraciones baizs daca con estéd
técaica resulticos de voca confiabilidad por lim:taciones
de sencsipilicad, interlerenciz de l.s amzatrices e iacapa-
cidad de la wosoreidn atdanica pora distinguir el hierro
nemoglobinico del nierro de transporte (%0,

De mcuerdu & 1a iLnformacidn antes citzda te escogie
el nétoco de denry y Zoles (34) aodificando algunos oo-
£oe puia evitar ol aésimnv la sirdida de nierroc ocue se
eacieatra ea el suero. Dicho método tiene el sisuiente
fundamento: £l nierre en el guers aocrmal estia lirsado
2 la orotelina transosortacora de hierrs en forma férrice.

Ll Acido clornidrico s=ej’ara el hierro de 1la proteina.

ZUTHINT —Fe~ o + HOL 2a0TEids - H + Fe3+ (liore)

£l Zcido :ricloroaciético precipita las srotein.c a

o oA . oL .. .
:7°2 (paso modificndo) y de’n en solucidén al nierro en

3+ ) .,
201 + re en soluciodon

3

‘;‘E’i. o ..O\‘.’f'
OUeevenedo
I

comple 0 sreteinz- Acido

o

17



El clorhfdrato de hidroxilamina re aflade para reducir

el hierro al estado ferroso {paso modificado).

i+ 2+
2NH,OH =+ 2Fe’ 2Fe”" + N0 + 2H  + 2HpO

La 1,10-fenantrolina reacciona con el hierro ferroso

formando un compuesto de color roijo.

Compuesto de color roijo

k1l acétato de sodio se afinde vpara aifustar el pH a 3

a fin de permitir el maximo desarrollo de celor .

La drecisién del método es de aproximadamente % 5%

con limites del 95.

18



VI. P, DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TOTAL DE
FITACION DE HIERRO SERICO.

Holnberg y Laurell (51) observaron en 1345, que
la adicibdn de Fe2+ al suero dabg lugar a la aparicibn
de un color r.io. Al auo siguiente Cchade y Carolina (52)
confirmaron e¢ste fendmeno, dandose cuenta de que se de-
bia a la comhinzcibn del hierro con una proteina situada
en la fracecidn 7V-2,4 de Ceohn. A la proteina que anterior
mente hubisz sido aislada y cristazlizada (53), se le dieron
los noapres de siderotilina, trzasferrina, y globulina
beta—1 captadora del metal. Su concentracidm ec los sueros
normales «s de aproximadimente, 0.21-0.36 g£/100 ml (54).

El hierro e¢n el comdleio ectd en estado férrico,
siendo el enlace mis bién idnico nue covalente (55). Ia
comnrinacidn te droduce curndo el pH es de 6,5 o sujerior
v 1 me de protelnz se comvina con aproximadamente 1.25 mg
de aierro (5o).

El color formado curndo la sustancia cue se combin~z es
el Fe3+ te nz descrito como ros salmdn, com uan miximo de
apsorcibn a 4o0-465 ms (57). Cuando se agregz a la protefina

n
g . . .
e , es necesaria la presencia de O

rsy

o dara gue se des:.rrolle

el color rosa salmdn lo cual indica una alta oxidacidn =21
estado férrico (58).

13



Ia concentracidn de transferrina en suero puede deter—
minarse directamente mediante técnicas inmunoquimica que
son muy utilizadas. Otro brocedim.ento utilizado hoy en
dia, congiste en determinnr ia concentracidn de 1la pro-
teina en terminos del contenido en hierro cel suero desnuts
de su saturacion. “uzndo todz la transferrina nresente se
satara con hi«rro, la concentracidn de hierro ean suero
recive el nombre de canaciaad de cantacidn de hierro o
caracidad total de fijacidn de hierro (53). Normalmente

.. R . . .
c0lo unz jorcidn de la trancferrina sérica se combina con

el hierro, denomindndose a 1ln diferencia entre el hierro sé:i

co y la capacidad total de fiiacibdn de hierro, con el nombre

de capacidad de cadtacidn de hierro so saturada, tam—

bién llamada capacidad latente de castacidn de hierro (60,61).

Sv han »propuesto varios procedimientos para la de-
terminacibn de la capacidad total de fidacidébn de hierro
sérico, entre los ~ue tenemos:

a). La técnica introaucida por Schade y Carolina (62),
la gue se agregsoun excese de hierro al suero y se deter-
m.na el increaento del color roio salabn. Esta técnica mide

directamente la capacidad de captacidn no saturada.

20
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b). En el método propuesto por Peters y Cols (63).

Se agrega fierro en excesc y se determina direc-
tamente el hierro no conijugndo con dipiridile, tripi-
ridilo, beta fenantrolina o ferrozina. En una modifi-
cacidn de este método, aque se eiectla en un solo
tubo, se emplea ¢l react.vo 2,4, o-tripiril-triazina a
oH 2.2 para medir el hierro sérico y el crombseno tri-
piridilo a »H 3 para medir el exceso de fierro (64).

c). Se agrega un exceso de i1lerro y se¢ drecipita la
transferrina con una mezclz de zlcohol- éter, la cual
sirve también como reactivo de lavado para eliminar
el exceso de hierro libre; ce sen:ra entonces el
nierro coniurado del precioitado mediante Acido triclo-
roacético y se determina esnectrofotométiricamente (65).

Diversos aﬁtores han coarparado los méritos rela-
tivos de la absorcidn con resina y la absorcidn coan
carbonato de magnesio, &tilizando tanto nedidas espec=-
trofotométricas coao radioisotdoicar (66).

3amsay (o7) prosuso inicialmente una progorcidn de
100 mg de carbonato de magnesic nor cada 5 micro,ransos
de Fe3+ agreF=do y aconse a comdroar cada lote de
carbonato de marnesio con respecto a sSHS propiedades
absortivas, las cuales varian de un loie a otro.

Uno de los autorex citados anteriormente (68), agrega
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microgramos de Fe3+ ¥y utiliza 400 mg de carbonato de magnesie,
Se nan publicado datos que ifustifican el empleo de
carbonzto de magnesio como zbsrobente, comparandolo
con los métodos de referenciz habituales y con los valores
obtenidos en relacidn az la clinica (69).
Para lu determinacifin de la capacidad total de fidfacidn
de hierro sérico, ce selecciond el método de Peters y Cols(39)
en el cue se satura la proteina ligadera de hierro con el
cloruro férrico, el exceso de cloruro férrico se absorbe con
carbonato de magnesio , precioitandose,de fando en solucidn
a la proteina saturada. El clorhidrato de hidroxilamina
se adicicna para reducir el hierro al estado ferroso. La
fenantrolinz reaccionz con el hierro ferroso formando un
compuesto de color roio. kBl acétato de sodio se adiciona para
afustar el pH a 3 para permitir el maximo desarrollo de color.

El método es reproducible en + 8.3% (+ 2 C.V.).
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VI1., DESARROLLO DEL TRABATO

El trabado se revalizo de acuerdo

al siguiente diagramea:

Revicidn bibliosrafica

y seleccidn de técnicus

uuestreo

Clasificacidn de las

muestras.

Yeoaracidn

Paguete globular fe desecha)

Determinacibén es Espectro
métrica de la capacidad

total de fifacidn de

TUero
Determinacidn espec
trofotométrica ce
hierro sérico.
hierro.
Recopilacidn y analisis
de resultados.




vII. A. TOMA DE LA MUESTRA.
a). Recoleccidn. la sungre para laz determinacidn

de hierru sérico y de la capacidad total de fidacidn
de hierrc Gebe tomrrse del paciente en eyunas
haciz las 8.00 horas de la mafiana.

la manera m’: conveniente de tomar la cangre y
evitar laz contaminacidn co. fierro extrano es mediante
el uso de tuvos al vacio.

lar Jeringas de cristal pueden usurse si kan
cido previamente lavadas con agua desionizada y
esterilizadas.

b). Sevaracibdn. te deiz coagular la sangre a tem—
peratura ambiente, ce sep.ra el codgulo con una varilla
de cristal pien limpia, se centrifuga el tubo a 3500 r,p.m.
duranze 15 minutos. Se decanta cuidadoszmente el suero
a un tubo de ensayoc limvio.

c). Conservacidén. El suero se concerva eh el refrige-
rador a 1a'temperatura de 5°C hasta por una semang

tapado con pupel parafilm.
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VII., B. TECNICA PARA LA DETERMINACION DE
HIERR0 SERICO METODO DE HENAY Y COLZ (34).

a). CURVA ESTANDAR

1. ©Solucibn esténdar concentrada de fierro:

l.a. Pesazr 200.2 mg de alambre de hierro de grado ana-
1itico en una balanzz apalitica y traspasar el fierro a un
matraz aforado de 1000 ml.

1.b. Afiadir al mutraz 4 ml de &cido clorhidrico concentra
do y 4 ml1 de agua desionizada y unas gotas de Acido nitrico
concentrado al matraz, deiandose disolver el fierro.

l.c. Llevar el contenido del matraz o 1000 ml con
agua desionizada.

Estid solucidn contiene 200 microgramos de fierro/ml y
es ectable indefinidamente =i se evita la evaporacidn.

2. 8olucibn estidundar de trabaio de fierro.

2.a. Traspzsar 10 ml de la tolucidn estindar concentrada
de un trabadio z un matraz aforado de 1000 ml, diluir a la
mareca con agsua decionizade y mezclar.

Estd solucibn contiene 2 microgramos de Fe/ml aproximada-

aente en acido clorhidrico 0.0005 N .
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3. Curva estandar de fierro.

3.a. Pipetear 0.25 ml de la solucidn estandar de trabaio
a un tubo de ensayo marcado con el nimero 1, en un segjundo
tubo marcado con el nitnero 2 colocar 0.5 ml de la solucibdn
esténdrr, en un tercer tubo con el nlumero 3 pipetear 0.75 ml
de la solucidn de trabzio, en otro tubo con el nimero 4 pipe-
tear 1.0 ml de la solucibn de trabéio, a otro con el nimero
5 pipetear 1.5 ml de la solucidn de trabado, y al (ltimo tu-
bo con el nlimeroc 6 pipetear 2 ml de la egolucidn de trabaio.

Lz: concentraciones de cada tubo se encuentran en la
tabla 1.

Se arFrera 1.75 ml de la solucibdn de &acido clorhidrico
(0.0005 X) al orimer frasco, 1.5 ml al segundo, 1.25 ml al
tercero, 1 ml al cuarte, 0.5 ml al quinto, |

3.p. Aliadii a cada tubo 0.5 ml de solucidébn de hidroxi-—
lamina apiter y adicionar 0.5 ml de solucidn de fenantrolina,
por Gltimo adicionor 2 ml he soluecidn saturada de acétato de
sodio, deiar reposar durante 30 minutos a temperatura ambien
te y leer en un espéctrofotémetro a 510 nmAéontra blanco de

de reactiv.s. Graficar loe resultados (apendice 1 ).
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TABLA I CURVA ESTANDAR

SOLUCION SOLUCION DE CONCENTRACION DE
TU30 ESTAND!R HC1 Fe>* Mg/ml
1 0.25 =al 1.75 ml 0.5
2 0.50 ml 1.5 ml 1.0
3 0.75 ml 1.25 ml 1.5
4 1.0 ml 1.0 ml 2.0
5 1.5 ml 0.5 nl 3.0
6 2.0 ml ————— 4.0
Pécnica para la determinacién de hierro sérico:
1. En un tubo de enszyo marcado con problema pi-
vsetear 2 ml de suero problema.
2. Adicionar al tubo problema 1 ml de £cido clorhidrico.
3. Reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
4., Agitar vigorosamente.
5. Adicienar 1 ml de Acido tricloroacético al 20:k.
6. Iancubar a 37°C por espacio de 30 minutos.
7. Agitar vi:orosazente y centrifugar a 3,500 r.p.m.
durante 10 minutos.
8. De la solucidn sobren:dante tomar 2 ml y colocar—
los en otro tubo de ensayo marcado con el nlmero 1.
3. 32a un tubo marcadou con el nlmero 2 colocar 2 ml
de agyua desiilada (blanco).
10. En otro tubo marcado con el nimero 3 colocar 2 ml,

de solucidn patrén de hierro (solucibn esténdar de traba o).
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11. Agregar a los tres tubos 0.5 ml de solucibn
de hidroxilam.na,

1z. Adicionur a los tres tubos 0.5 ml de solucidn
de Fenwniroliana.

iz, ACi~ion'r a los tres tubos 2 ml de solucidn

tarada de acétato de sodio.

n

s
14, Re 20osar durante 30 minutos a tempveratura
anbiente, evitande el contacto con la luz.

iz, leer en un espectrorotbmetro a 510 nm coatra
blanco de reactivose {(tubo # 2).

lo. Calcular la concentracidn de hierro sérice
atiligando la curva esténdar.,

17. Los valcres normales para el hierro sérico son:

muieres 40 a 170/4g/100 ml.

Hota: Ver metodologia simplificada en el cuadro # 2,
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TABLA 2

METODOLUGIA SI4PLIFICADA DE LA DETERMINACION DE HIERRO

SERICO.

REACTIVO! BL: CO PROBLEM~ PATROW
SUERO ————— 2 ml ——
AGU2 DESYILYDA 2 1 emm——— e
HC1 2 N. 1 =l 1 ml ——

b

i

I

TRICLOOACETICY ml

202

EY
-

MINUTOS
30°%.
VLG J-0L AL ITE
A

IAT T4 330

. e
'.Gd-l;.‘..‘—)L

ROCRIFTICGAR 2500 ron.m.

TE "PEATU <A

L1 ENTE DE

10

HITINOS,

oL, SCHRERADLNTE 1 ml 1 =l ———————
SO . BSTAMAR Do Hip3AR0Q === eeeee 1l ml
0L, CLJ.21a0 Do 0.5 ai 0.5 ml 0.5 mnl
ZIDROXTLALIN.

FeNiPa0Lika 0.5 ml 0.5 ml 0,5 ml
CoLe S2T2.LA Db 2 ml 2 a2l 2 ml
LCELATO DE SODILO

20 LR DIIRANTE 30 FINOL

LLAR % T A& 510 om VS BLANTCO DE AGUA.
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VII. C. DETE'MINACION Dt LA CAPACIDAD TOTAL DE FITA
CION DE H1ERRO. METODO DE PETERS Y COLS (33).

a) Curva Estédndar:

Para la determinacidn de la capacidad total de fida-
cidn de hierro {(C.u.F.H.S.) se utiliza la misma curva
estan.:ar gue se trazo para hierro sérico excepto que el
resultado se multiplica por 3.5 debido a gue los 2 ml
de suero utilizados se diluyeron a 7 ml.

Técnicas:

1. Ifarcar un tubo de ensayo con problema y un segundo
tubo con blznco.

2. Al tubo problema adicionar 2 ml de suero problema.

3. Al tubo blaaco adicionar 2 ml de agua desionizada.

4. 4 anbos tubos adicionar 5 ml de solucibn de cloruro
férrico.

5. Dediar reposzr ambos tubos por espacio de 15 minutos.

6. Adicionar a ambos tubos 400 mg de carbenate de
magnesio,

7. Agitar amboé tubos en un agitador magnético per
espacio de 30 minutos.

8. Centrifugar ambos tubos a 3,500 r.p.m. durante

15 minutos.
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3. De la solucidn sobrenadante del oroblema traspasar
2 nl a un tubo limpio marcade con problema.

10. Del mismo modoe llevar a cabo con el tubo blanco
traspasando 2 ml de la solucidn sobrenadaate a otro tube
limpie y ma:icado con blanco.

11i. Adicionar a ambos tubos (blaanco y problema) 0.5 ml
de solucidn hidroxilamina {(ver apendice # 3).

12. Avicionzr ambos tubos 0.5 ml de solucibdn de
fenantrolina.

13. JAdicionar a aabos tubos 2 ml de solueidn saturada
de acétato sodico.

1l4. Agitar y deiar reposar por espacio de 30 minutos,
a temveratura cmbienze, evitando el contacto con la luz.

15. Leer en an ecspectrofotdmetro a 510 aum contra
blanco de reactivos.

lo. E1 cédleulo se realiza en base a la curva esiindar
traz.:da para alerro sérico, excepto cue el resultado se

o

aultiplica por 3.5 nara tomar en cuenta la dilucidn

Los valores aooraiales son:
Huieres = 240 4g/100 nl.

Nota: Ver teblz 3 (métodologia simplificada).
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TA31A 3

METODOLOGLA SIPL.FICADA DE LA DLTEAMINACION DE LA
CAPACID:D TOTAL D: FI1ITACI 0N DE HINMNRRU ERRICO.

AEACTIVUS BLANGO PROAIELA PATRON
RV — 2 ml ———

AGUA DELLUNIZADA 2 ml

2 ml

£0L. CLOZURG L E?RIT0 & al 2 ml
REPOS © % POx FEPACIU Db 1u KINJTOS
CAR3ON' O D& i{:C.ES10 400 mg 400 ag 40C ng
AGITAR DURIMME 30 MINUTOL.
CENTRIFUG.R A 3,500 r.s.m. 10 UIKUTOS
—

S0I,. SORRENADANTE 1 ml 1 ml e o i
SOL. EL A DAR - — 1 ml |
S0L. FEWAHNTROLINA 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml §
SUL CLORURO DE 0.5 ml 0.5 al 0.5 ml ;

HIDROXILAMINA '
SOL. SA“U3ATA DE 2 ml 2 ml 2 ml

ACETATO DE SuUDi0Q

AEO0S5AR  DBURANTE 30 MIwg2es,

LLuER A 510 nom VS BLANIO DE EACTLIVOS.
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VIII. RESULTADOS
El promedio de edad de pacientes embarazadas que se
estudiaron fue de 25.4 afios con limites de 16 aiovs la me-
nor y 40 afios la mayor, de las cuales 57 fueron primigestas,
en la tabla nGmero 4 se indica la distribucidn segin

el nimero de exzbarazos oJrevios de lus 87 vacientes res-

tantes.
TABEA 4
DISTRIRUCION fEGUN BEL NJAETO DE EMBARAZOS PREVIOS.
EIRARAZCS # DE CASQE
2 47
3 30
4 10
TOTAL 87

El 30» de pacientes pertenecian a la clase media, sin
antecedentes »revios al embararo de anemia ferropénica,
toxenias, aportos, multipvparas (maximo 4 e@barazos) y otras
patologsiac en dnritos anteriores.

El tiemdo minimo de¢ embarazo a. momenio de seleccidn
fue de una semana mdxino de 38 semanas, con un promedio
de 15.4 = + 1.7 semanas de embarmzo.

En lo que se refiere a su alimentacidn un 60% tenia
una dieta balancezda (carane, huevos, verduras etc.), como

lo indieca la tavla almeroc 5.

33



TABLA 5
DIETA NUEL LILEVARON LAS PACLENTEE ©MBARAZADAS NUE SE
ESTUDI ARON,

DI RTO PRES VECES 202  UNA VEZ
| CEAAN PO SWHIANA
CARNE 8 % 50 12 4%
HUEV G 40 5 40 4 20
| LECHE 28 % 60 % 12 %

; VERDU™AS 70 w 15 % 15 %
i VISCEIAS 60 < 20 % 20 %

Los recali=dos de ia cuantificacibn de la hemoglo—
bina de toda la muestra, »rezenta una distribucidn normal,
con una media de 11.08 g/ 100 ml.

Serfin el criterio de la organizacidn mundial de la
salud, se considera anemia, cuando los valores de hemo-
globina son menores de 11.0 g/100 ml (22).

1a frecuencia de anemia en nuestro egtudio fue del

47.3% corressondiente a 69 embarazos (tabla 6 ).
TABLA 6
PORCENTATE DL ANEMIA NUE P !ESENTARON LAS PACIENES EMBARAZADAS.

Lo 0C 2] B —
CA808 POR CIENTO X HEMOGLORI HA

CON ANEAIA 63 47.9 % 11.2 g/100 ml
SIN ANEMIA 75 52,1 % 11.8 g£/100 ml
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El valor p»romediado de hemoglobina en este grupo
de gestantes anémicas fue de 10.2 g/100 ml y el de las
75 cmbarazadas restantes sin anemia fue de 11.08 g/100 ml.

El hierro sérico se cuantifica por el métodé de
Henry y Cols modificado (68), aplicade a lats muestras
de suero obtenidos de las pacientes desde los inicios
del embarazo (4 semanas) hasta el termino de este (38
semanas).

En la figura 1 se preseanta la variacibén de hierro
sérico durante el embaraszo. Los resultados obteaidos
(apendice 2), »oresentan uns distribucidn normal, con una
media de 42.2 £/100 ml y unu desviacidn estéindzr de 13.9.

De acuerdo a la metodologia utilizada loc valores
normales de hierro sérico son: 40-70 mg/100 ml.

La capacidad total de fidacidn de hnierro sérico se
determino por el método de Peters y Cols modificado (39),
los resultados obtenidos (asendice 3), presentan una dis-
tribucibo normal, con una media de 437.5 ng/100 ml y una
desviacidn estéandar de 31.2. En la figura 2 se presenta
la veriacibn de la capacidad total de fifacidn de hierro

sérico durante el embarazo.
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PIGURA II
VARIACION DE LA CAPACIDAD TOTAL DE
PITACION DE HIERRO SERICO DURANTE
EL EMBARAZO

600

500 .

TAPACIDAD
TOTAL DE
FITACION

2 HIERRO
SERICO 400 |

A &/100m1

300

{ L i 1 — 1 1 ) 1
19 2R 32 482 50 62 72 gR 9

MESLS DE EMBARAZO
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IX. DISCUSION

De los resultados obtenidos, se observa cue el
valor de hierro sérico decrece a medida que transcurre
el embarazo (grafica 1). Esto sucedid @an cuando las
vacientes tenian una dieta balaunceada de acuerdo a 1la
encuesta realizada. Esto nos indica, qué a medida que
transcurre el embarazo, van en aumento las exigencias
de hierro sérico jor parte de la madre y el producto.

También se presentsron casos de anemia que se cla-
gsificaron de acuerdo a los criterios observados en la

noblacidn de México (4), en anemias de primer grado.
TABLA 7
CRITERIOSE PiRA CLASIFICAR EL GRDO DE AIEMIA EN LA MUTER

AL IA duSOGLUBIIA HZdATOCRITO g
G<iDJU., 1. AEDUTCION DEL 205 13.5-10.8 41. 33 |
£N La HMI0TLOBINA Y HRIATOCRITO

G2*DO II. REDUCLCION DEL 2C Al 10.7-8.1 35-25

40, DE LA HEMQGLORINA Y HEJMATOCRITO

GRADO III. REDUZNCION 50 y 60% 8.0-5.4 24~16

NE HANMOGLO3TNA Y HRJATOCRITO '

GRATO IV. <EDUCCION JAYOR AL oQp AENOR 5.4 4EJOR 16

D Hr IO L2B1 JA Y HELATOC 0T
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AQn considerande gue durante el embarazo
existe una hemodilucidn, que ocaciona una dilucidn
de los globulos rosos gue trae como consecuencia una
anemia nor dilucidn. Esto es de suma importancis
mencionzric va gue de alguna mancera interviene en la
cuantificacidn ée hierro.

Para la cuantificacidn de la canacidad total de fida-—

¢ nierro sérico (C.T.F.H.S.) se tomaron en cuenta

[of

ciodn

-

loes mis=os criterioces.

ra

e observz gue conforme avanza el enbarazo, hay tam—
bién an aumenhito de la proteina transferrina (figura 2).
Cozlarando las figuras 1 y 2 se observa que entre
‘el octavo y noveno mes de enbarazo son mAgs significativoes
el aumento de lz cajacidad total de fifacidn de hierro
sérico v la disminucidn del hierro sérico. Con esto se
demuestra gue en e¢sie periodo es cuando existe una
deficiencia mayor de hierro en la muier emparazada.

Parzs unz meior correlacidn e interpretacidn de los
resultz<os obtenidos durante el desarrollo de la qﬁapa
experimental, debido a gue se maneijaron diversas varia-
bles, . se procedid a hacer un andlisis por discriminantes,
el curis permite el maneio de datos experimentales gue
involucran diferentes variables. Para tal efecto se utili-
za una coamputziora Bourroughs VGHS 7800 sistema MEP/DEVC

tomando como vectores las siguientes variables.
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VARIABLES VBECTORES
Nimero de gectas Vl
Edzd
o 2
Hierre sérico V3
Capacidad total de fidacidn 4
de nierroc serico.
Namero de semanzs de embarazo VS
Una vez hecho esto, se agruparon los vectores en

zatrices y
Face 1
Pace 2

Face 3

se compzraron las gestas en sus tres fases

i

orimer trimecstre 1
segundo trimestre 2

tercer trimecstre 3

realizando las cumbinaciones de 1= siguiente manera:

v
v

1-1
1-2
Vi
Vi-1
V3
Vs
Vs

= primera gesta
= primera gesta

= primera gesta

-~ Primer trimestre.
- segundotrine stre.

-~ tercer trimestre.

1a computador: descrimind las diferentes varigbles

hasta gque determind que el vector de hierro sérico -era

el més representativo pués el gue tiene el velor mas

-‘
baio (Vl__3

en V, ), principalmente en el tercer trimestre.
o
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Esto lo ¢grafico la computadors en un mapa territorial
de descriminantes (figura f ) en donde el mimero uno
representa el primer trimestre el niamero dos el segundo
trimestre y el nlmero tres representa ¢l tercer tri~
mestre. Es en este OQltimo trimestre en el gque la dismi-
nucidn de hierro sérico es amds significativa.

El porcentaie de variacidn de hierro cérico en cada

trimestre eg:

Primer trimestre = 15 ¢ de disminucidn de hierro sérico.
Segundo trimestre = 23 % de¢ disainuecidn de hierro sérice.
Tercer trimestre = 62 % de disainucidn de hierro sérico.
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X. CONCLUEIONES

En base a los ertudios realizados, se llegd a lac
siguientes conclucsicnes.

i. Se coaprood la hipotesis de partida, pués se
observa (figura 1 y 2) que mientras el hierro sérico
disminuve conforme avanza el emvarazo, la capacidad total
de fi“acibn de hierro sérico aumente debido a que existe
un aunento en la produccidn de la protéina transportadora
(transferrina), y una disminucién'del hierro ciréulante,ya
gue el poco gue existe se fifa & la proteina y se utiliza
al instante.

2. De acuerdo a los resultados obtenidos, se determinéd
ogue durante el embararo eriste una défjciencia de hierro
conforme trangcurre la gestzcidn, que se debe priddipal—
mente al aumento de lz eritropoyetina materna y al creci-

miento y funcibn de la unidad feto-placenta.
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3. Se determind que la deficiencia de hierro represen
ta un estado intermedio de un proceso dinimico,
al que procede el establecimiento del estado de anemia
después de la utilizacidn del hierro de depdsito y del
hierro circulante unido a la transferrina. De lo anterior
se deduce un ectado promotorio de la anemia, cuya opocrtuns
identificacidn permitird prevenir su desarrollo.

4. Se observd gue 1la alimentacidén es la fuente
principal para obtener este componente anti anémico.

Lsta en nuestra medio no es eguilibrada, ya que el
aporta nroteico de la dieta es muy baio y su contenido
de proteina de origen animal es mimimo.

5. Se observd que es durante el tercer trimestre cuando
existe una mayor deficiencia de hierro, pur lo que se. su-
glere cue sea en este trimestre cuando se admiaistre este
ion metZlico nor medio de unz dieta balanceada o por

tratamiento medico.
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XI. APENDICES
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APENDICE I
CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE
HIERRO SERICO Y
PARA LA CAPACIDAD TOTAL DE PITACION DE
HIERRQO SERICO

Je 30 2.75 1.0 1.25

UICROGRAMOS DE PIERRO

1.50



APENDICE II

PROMEDIO DE HIERRO SERICO DE ACUERDO AL MES DE EMBARAZO

MES DE PROMEDIO DE COEFICIENTE
LMBARAZO HIEZRO SERICO DE
Ae/100ml VARIACION
1 80.5 + 1.8%
2 60.5 5.1
3 55.2 3.6
4 50.0 2.7
5 45.1 2.3
6 42.7 2.2
7 40.6 1.8
8 37.7 2.0
9 0.7 2.2
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APENDICE III

PROMEDIOS POR MEE DE LA CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION
DE HIERRO SERICO DE 1LAS PACEINTES.

Mre DE PROMEDIO DE COEFICIENTE
DUBARAZO LA C.T.F.H.E. DE
Mg/100ml VARIAC ION
1 368 + 10.3
2 390 8.3 -
E 434 6.8
4 451 7.3
5 468 7.8
6 500 10.0
7 532 10.2
8 581 8.9
9 604 | 9.8




APENDICE IV
PREPARACION DE REACTIVOS
Acido clorhidrico 2 N. Colocar 163 ml de &acido
clorhidrico concentrado en un matraz aforado de un 1litre,

aforar con agua desionizada.

Acido tricloroacético al 20%. Colocar 200 g
de dcido triclorocacético en un matraz aforado de un litro,

aforar con agua desionizada.

Fenantrolina al 0. 1%. Colocar O.1 g de 1, 10~fenan-

trolina en un matraz aforado de 100 ml aforar con metanol.

Solucidn daturada de acétato de sodio. Colocar 140 g
de acétato de sodio en un vaso de precipitados de 250 ml,

anadir 100 ml de agua desionizada y agitar la dilucidn.

Disolucidn de clorhidrato de hidroxilamina. Diluir
6.J4 g de clorhidrato de hidroxilamina en 1000 ml de agua

decionizada.

Disolucidn de cloruro férrico. Colocar 25 g de cloruro
férrico en un mairaz afo:ado de un litre, adadir 0.4 ml
de Acido clorhidrico concentrado y aforar con agua
desionizada.

Zsta disolucidn coniiene aproximadamente 5 mg de

nierro pvor ml de &cido clorhidrico 0.0005 N .
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