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Resumen

La sangre del cordon umbilical ha sido de interés cientifico en los ultimos afios, como un medio
para obtener muestras de sangre del neonato y determinar varios parametros que brinden una
informacion detallada de su estado nutricional y metabdlico. Entre las técnicas reconocidas para la
determinacion de hierro, el método que utiliza la ferrozina resulta asequible para paises en vias de
desarrollo como el nuestro. Para asegurar una correcta interpretacion de los resultados, es
necesario establecer los valores de referencia de este mineral, teniendo en cuenta las condiciones
especificas de analisis utilizadas. El objetivo del presente trabajo es determinar los valores de
referencia de hierro en muestras de sangre del cordén umbilical de recién nacidos del Hospital
Ginecoobstétrico “Mariana Grajales”, a través del método espectrofotométrico ultravioleta visible,
que utiliza la ferrozina en las condiciones de trabajo del Laboratorio de Diagndéstico Molecular de la
Unidad de Investigaciones Biomédicas. Se procesaron 91 muestras de sangre del cordon umbilical,
y se informaron valores que concuerdan con los publicados en la literatura. Estadisticamente, la
variable en estudio presenta una distribucién normal para recién nacidos masculinos y femeninos,
por lo que el intervalo informado es valido para ambos sexos.

Descriptores DeCS: Subject headings:

SANGRE FETAL FETAL BLOOD
HIERRO/sangre IRON/blood
ESPECTROFOTOMETRIA SPECTROPHOTOMETRY
ULTRAVIOLETA/métodos ULTRAVIOLET/METHODS
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Introduccién

En la pasada decada Ia sangre del cordon umbilical quedd establecida como fuente de células
madre eritropoyéticas’?. En los ultimos afios, ha sido de interés cientifico como un medio util para
la determinacion de varios parametros que brindan una mformac:lon detallada del estado nutricional
y metabolico del individuo al momento de su nacimiento’. Entre estos, resulta de particular
importancia el hierro, elemento traza que en 1973 fue declarado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como mineral esencial’, por resultar imprescindible en un sinniUmero de procesos
biolégicos que ocurren en nuestro organlsmo5

La homeostasis de este mineral se logra con la coordlnaC|on de varios mecanismos que regulan su
absorcion, reciclaje y movilizacién de sus depOSItos A pesar de esto, el organismo sufre grandes
pérdidas diarias de hierro de manera fisiolégica, que son mucho mas notables en la mujer en edad
fértil. Durante el embarazo, la eliminacion o deplecion de hierro de Ia gestante representa mas de
tres veces el volumen de pérdidas diarias de un hombre adulto sano’. Muchos estudios corroboran
que los depdsitos de hierro del feto pueden verse afectados por la magnitud de las reservas de Ia
madre, pues este extrae hierro en cantidades proporcionales a sus necesidades de crecimiento®.
Los niveles de hierro sérico constituyen una medida de la cantidad de hierro unido a la transferrina,
y se ven afectados en un gran numero de condiciones clinicas. Por todo esto, resulta evidente la
importancia que tiene una valoracion temprana del estado del hierro en el neonato, para predecir el
riesgo que este tendra de padecer una ferropenia o, incluso, una anemia ferripriva después de los
primeros meses de vida®’

Existen metodos directos e indirectos para la estimacion del hierro corporal. Los directos son muy
invasivos''. Los indirectos, mediante los cuales se realizan mediciones del hierro contenido en el
llamado ° compartimento funcional”, resultan, por tanto, mas practicos. Entre estos se puede citar la
determinacioén de diferentes marcadores séricos, como capacidad total de caftamon saturacion de
transferrina, receptor de transferrina sérica (sTfR) y hierro sérico, entre otros’

En particular, para determinar el hierro sérico, se han implementado técnicas, como la
espectrometria de emisién de llama, o la espectrometria de masa de plasma inductivamente
acoplado, pero esta tecnologia es muy cara y de muy dificil acceso para paises en desarrollo.
Existen también diferentes modificaciones de los métodos colorimétricos que han sido propuestos
por los comités internacionales'®. En ese caso esta el método que emplea la ferrozina™. Este tipo
de determinacién tiene como limitacion la gran variabilidad en sus valores, debido a multiples
factores fisiologicos y técnicos. Por esta razén, no se encuentran publicados valores de referencia
para este metal, sino que se recomienda fuertemente que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia, para lograr una correcta interpretacion de sus resultados.

Con el presente trabajo nos proponemos determinar los valores de referencia de hierro en
muestras de sangre del corddon umbilical en recién nacidos, mediante el método
espectrofotométrico ultravioleta visible (UV-Vis) que utiliza la ferrozina, en las condiciones de
trabajo del Laboratorio de Diagndstico Molecular de la Unidad de Investigaciones Biomédicas
(UNIB), en la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara “Dr. Serafin Ruiz de Zarate Ruiz”.

Métodos

Esta es una investigacion basica aplicada. El universo de estudio lo constituyeron los recién
nacidos en el Hospital Universitario Ginecoobstétrico “Mariana Grajales”, en Santa Clara. La
poblacion estuvo formada por los nacidos en el periodo comprendido entre los dias 6 y 30 de abril
del 2009, que cumplieron con los criterios de inclusion establecidos para el propésito del estudio.
Se obtuvieron 96 muestras de sangre del cordéon umbilical; de ellas, se seleccionaron 91, que
representaron un 34,8 % del total de recién nacidos en ese periodo. De acuerdo con nuestros
criterios de inclusion y exclusion, se aceptaron las muestras pertenecientes a recién nacidos sanos,
producto de embarazos de mas de 37 semanas de gestaciéon, con peso mayor de 2 500 g al
momento del nacimiento. Se rechazaron las muestras de hijos de madres seropositivas al VIH,
infectadas con hepatitis B 0 que tuvieran habitos téxicos, asi como aquellas muestras en las que se
observé hemodlisis durante el proceso de centrifugaciéon. En todo momento se cumplieron las
regulaciones éticas establecidas ' para la investigacion cientifica en muestras de origen humano.
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Las muestras obtenidas se llevaron al Laboratorio de Diagnéstico Molecular de la UNIB, donde
fueron centrifugadas y posteriormente procesadas con el método espectrofotométrico UV-Vis, que
utiliza la ferrozina como agente cromdégeno, para la determinacion de la concentracion de hierro
sérico. Los reactivos empleados fueron el juego de reactivos para la determinacion de hierro, de
fabricacion nacional'®. La cristaleria y los materiales plasticos utilizados se trataron previamente
con una disolucion de acido clorhidrico al 1,2 mmol/l, y agua desionizada; en ningin momento se
emplearon materiales metalicos, para evitar todo tipo de interferencia. Las condiciones de trabajo
seguidas fueron las publicadas en el prospecto del reactivo utilizado, y las lecturas se realizaron en
un espectrofotometro Spekol 11. Los resultados se registraron en una hoja de calculo de Excel,
perteneciente al paquete Office 2007, y para el procesamiento estadistico se empled el programa
SPSS 15. Con todos estos elementos, se determiné como intervalo de referencia para nuestro
laboratorio la media aritmética = 1 desviacion estandar (X + 1 DE).

Resultados

Las 91 muestras seleccionadas fueron procesadas con las condiciones descritas anteriormente.
Los valores de hierro sérico encontrados oscilaron entre 7,11 umol/l y 42,59 umol/l. La
concentracion de hierro media calculada en la muestra fue de 22,78 pmol/l y la desviacion estandar
determinada de 7,62. Con estos datos, se propuso como intervalo de referencia para la
determinacion de hierro sérico por el método descrito, un rango entre 15,16 pymol/l y 30,40 pymol/l,
(X £ 1 DE), para el Laboratorio de la UNIB, en sus condiciones de trabajo.

Para aceptar este intervalo, se requiere que la muestra tenga una distribucion normal; para
comprobarlo, se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov con correccion de la significacion
Lilliefors, y se obtuvo un valor del estadigrafo de 0,061 y una significacion asociada p = 0,200 (p >
a), por lo que se concluye que las concentraciones de hierro se distribuyen normalmente en la
muestra seleccionada.

Se presenta el histograma de frecuencia de los valores de hierro determinados en la muestra
(Figura).
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Figura Histograma de frecuencia de los valores de hierro.
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Se realiz6 una distribucion de los valores de concentracion de Fe segun el sexo. Los resultados de
la estadistica descriptiva para ambos grupos aparecen en la siguiente tabla.

Tabla Estadigrafos descriptivos segun sexo.

Grupos
Sexo femenino Sexo masculino

Estadigrafos

Numero de casos 46 35

Valor maximo 39,98 pmol/l 42,59 ymol/l
Valor minimo 7,11 ymol/l 7,77 pmol/l
Media 22,97 ymoll/l 22,78 uymol/l
Desviacion tipica 7,58 pmol/l 8,20 umol/l

Para los dos grupos se comprobd la distribucion normal, en este caso mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, y se encontré en ambos una p > 0,05. Para demostrar si existen o no diferencias
significativas entre las medias calculadas para ambos sexos, se realizé una prueba de hipodtesis, y
se calculd la t de Student para dos muestras independientes, teniendo en cuenta el presupuesto de
normalidad. El valor del estadigrafo fue de 0,107 y la significacién asociada 0,915. Se concluye que
no existieron diferencias significativas entre los valores de hierro de recién nacidos hembras y
varones.

Discusién

El intervalo de referencia determinado en las condiciones de trabajo del laboratorio de la UNIB con
este método, muestra valores cercanos al rango establecido por el fabricante del juego de reactivos
empleado (8,95 umol/l a 30 umol/l), aunque se comprobd una diferencia en el limite inferior, que en
este caso queda por encima del publicado. Para entender esta diferencia, se deben tener en
cuenta varios factores.

Se trata de una matriz diferente, es decir, la muestra no es sangre de adulto, sino de cordén
umbilical, que posee caracteristicas propias. La placenta y el cordon umbilical constituyen la unién
primaria entre el feto y la madre. Al final de su desarrollo, el cordén umbilical presenta dos arterias
y una vena; la vena contiene sangre arterial y las dos arterias, de menor calibre, conducen sangre
venosa del feto a la placenta. La toma de muestra se obtiene mediante el drenaje por gravedad de
la placenta, con esta aun dentro del utero, por lo que la muestra contiene una mezcla de sangre
arterial y venosa'’. Esto implica diferencias en cuanto a pH, gases disueltos en sangre, y
concentraciones de diferentes metabolitos, que podrian interferir en el resultado de la
determinacion.

En la muestra estudiada, no se encontraron madres con anemia grave; todas las incluidas
recibieron atencién médica durante el embarazo y tomaron suplementos adicionales de hierro y
vitaminas (tableta prenatal). En la mayoria de los mamiferos se ha podido establecer que el hierro
fetal es derivado de la transferrina materna. A menos que sea extrema, la deficiencia de hierro de
la madre no afecta la dotacion férrica del feto, el organismo materno establece como destino
preferencial el abastecimiento al nuevo organismo en formacion.

La cantidad de hierro que atraviesa la placenta depende de dos factores: el nUmero de receptores
de transferrina en el extremo apical de la célula y los niveles de ferritina disponibles; la velocidad
de transporte depende de las necesidades del feto'®. Cabe pensar, por tanto, que la dotacion
genética de la madre podria influir en la captacién de hierro del feto, teniendo en cuenta la cantidad
de receptores para la transferrina que se expresen en las células placentarias responsables de la
incorporacion de este elemento.

Las concentraciones séricas de hierro no difirieron significativamente entre recién nacidos hembras
y varones en la muestra estudiada. Se conoce que los hombres poseen, como grupo, mayores
reservas de hierro que las mujeres, pero la causa de esta diferencia esta relacionada con las
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pérdidas ciclicas de la menstruacién y no concurren en los recién nacidos. En la literatura
consultada no se encontré otra condicién que relacionara al sexo con los niveles séricos de hierro,
aunque si se han descrito valores diferentes de ferritina sérica para los sexos en el periodo
fetal/neonatal, especificamente se han informado valores superiores de esta proteina para el sexo
masculino'®. En todo caso, con respecto a la variable que se analiza en este estudio, nuestros
resultados coinciden con lo esperado, por lo que puede validarse el intervalo propuesto para
ambos sexos.

Summary

During the last years umbilical cord blood has been of scientific interest as a mean of obtaining
blood sample in newborns, but also because it is a way of determining some parameters that offer a
detailed information of their nutritional and metabolic state. Among the recognized techniques for
the determination of iron, ferrozine method results accessible for developing countries like ours. In
order to assure a correct interpretation of the results, it is necessary to establish iron reference
values of this mineral, taking into account the specific conditions of analysis used. The objective of
the current paper is to determine iron reference values in umbilical cord blood samples in newborns
of "Mariana Grajales" Gynecobstetric Hospital, using an ultraviolet- visible spectrophotometry that
uses ferrozine in work conditions of the Laboratory of Molecular Diagnostic of Biomedical Research
Unit. 91umbilical cord blood samples were processed, and values were informed are in
correspondence with the published ones in the literature. Statistically, the variable was studied
presents a normal distribution for feminine and masculine newborns that is the reason why, the
interval was reported is valid for both sexes.
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