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I N T R o o u e e I o N 

El hierro ejerce en el organismo diversas funciones -

impo r tantes como : 

a) Acarreo de oxígeno a l os tejidos. 

b) Part icipa como elemento estructural en proteí nas -

enzimas . 

c ) Perm it e la r ecuperación de energía med iante la fos 

forilación oxidativa en el sistema d e citocromos -

de la cadena r espi r ato ria. ( 12 ) 

Una forma es peci alizada de hemoglo bina es la mi ogl obl 

na, que permite transportar oxígeno especial mente al mus 

culo estriado, solo cuan do se producen transtornos en la' 

síntesis de hemoglobina se desencade nan anormalidades sis 

témicas en l os suj eto s, man ifesta da s princ i palmente por 

anem i as . Mismas que retardan la maduración de s is t em as ~~ 

mul ti- enzimá ticos particularmente en ani males jóvenes .---

( 1 2 ) 

En las e nz imas existen cofactores , algunas veces son' 

met a les como Mg. , Mn., Zn ., o Fe frecuentemente estos io

nes metálicos se un e n a l a porción polipeptídica de la e~ 

zima den0minándose así grupo prostético y so~ necesarios' 

~ . -- - - - - - -- -
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para la actividad enzimática. ( 6 ) 

La participación del Fe en el sistema de citocromos' 

permite agregar ortofósfato a cada molécula de ADP de -

tal forma que como resultado de la vía glucolítica ana - 

erobía y ciclo de los ác idos tricarboxílicos se producen 

38 moléculas de ATP. lo que permite aumentar la eficien 

cia energética de lo s sistemas biológicos . ( 6 ) 

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL HIERRO. 

El hierro se encuentra distribuido en el organismo -

de la siguiente forma : 

l.- Hemoglobina circulante 70% 

2. - Mioglobina 5: 

3. - Hie rro de almacenamiento 20% 

4 .- Hierro funcional tisular que comp rende a las en

zimas respirator ia s 5%. 

Por lo anterior , aproximadamente e l 75% de hierro 

corporal esta representado por hemoglobina , el 20% r es- 

tante como depósitos endógenos y el 5 % co mo elemento -

funcional no facilmente me taboliz.able.( 6) 



El hierro pone una gran capacidad oxido - reductiva -

reversible . ( 6 ) 

METABOL ISMO DEL HIERRO 

Los niveles de hie rro en el organismo están r egula 

dos por su capacidad de absorción . En condiciones norma 

les e1 hi e rro es absorbido en el tubo digestivo , princl 

palmen te en la región yeyuno - duodenal , además puede -

incorporarse po r inyección parenteral. ( 5 ) 

La fo rm a más biodisponible del hierro+ + oral es la ' 

forma Fe++ por que a mayo r electropositividad del ele - 

~ento se dificulta mas su absorción. Debido a que el - 

trans port~ transepitelial sucede con participación de -

energía los co mp uestos ferrosos , son más eficaces para ' 

el tratamie nto de deficiencias ; que se presentan princl 

pal me nte e n animales recien nacidos . (12) 

Para evitar la an em ía fe rro priva cu a ndo existen --

grandes d eficiencias de hierro d2bidas al aporte insufi 

ciente de la leche mat e rna , y a la i mposibili da d de in

gerirlo del medio ambient~ se recurre general mente a l a 

.,... - -- - - - - - - - --- . - -
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apli cac ió n intramu scul a r profunda de compue sto hidroli~a 

bles. ( 12 

Baj o estas condicio ne s s e producen intoxicaciones -

c uando se saturan lo s sistemas de depósi to, misma s que -

se manifiesta n ~or hemo siderosi s en el sit io de la inyec 

ción y en l os órganos que par ticipan en la hematopoyesis 

Higado,Médula ósea, Ba zo ) . (6 ) 

Actualment e existen técnicas bioquímica s mediante c~ 

lorimetría , que per mit e n cuantificar la cantidad de hie 

rro pre sente en homogenados J e tej ido s. ( 6 ) 

Sín embargo no es posible determinar la s alterac ione s 

celulares, que permi ta ~ establecer un di~gnóstico difere~ 

cia l con- otras Patologías, tales c omo anem ías hemolíticas 

masiv as. 

Por todo lo anteriormente ex pues t o y debido a que e n' 

Medi cina Veterinaria la inyección de hierro es un proced~ 

mien to de rutina e s~ecialme nte en cerdos, el pre sent e tr~ 

~ J jo tiene po r objeto estandariza r la metodolog ía necesa -

.... ----- -- -- --
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ria que permite la identificación histoquímica del hie-

rro y diferenciar Fe++ y Fe+++ además de prec i sar la lo 

calización y cantidad de esté en diferentes tejidos del' 

tubo digestivo de ratas. ( 6 ) 



____ _,_ _____ ._____ - --------- =-
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PLAN7EAMIE NTO DEL PROBLEMA 

El hie rro es un elemento indispensable para qu e pu! 

dan realizarse las actividades c~lula r es . su incorpora 

ción al organismo sucede mediante absorción intestinal 

Y ex i sten ade~ ás sitios de depósito en algunos tejidos ' 

co mo: Hígado , bazo , médula ósea etc . Durante las prime 

ras etapas de vida de algunos ani males se requ ie ren - -

grande s cantidade s de hierro. co mo ocurre con los lecho 

nes, por lo que deb e de administrarse ya sea por vía 

oral o parenteral , cuando la ca ntidad es exces i va se 

provocan intoxicacione s que pueden progresar hasta la -

muerte del anima l. 

Debido a la dificultad que se presenta para ident i 

ficar un cua dro clí n ico de i ntoxicac i ón por Fe, e s nece 

sario disponer de recursos diagnósticos es pecíficos me

diante técnicas de histo química que nos proporcionen m~ 

yor in f ormac i ón del estud i o h istopatológico que se rea 

l iza en situacione s como la de scrita. 

..... - - -- -- -- -- - - - -
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H l P O T E S I S 

Mediante la s t~ c ni c as de Lillie y Batofenan troli na 

es pecíficas para la iden t ificación de Fe++ y Fe+++ es ' 

posible e s tablece r la s modif i cacione s e n el e s tado de' 

oxido -r educ c ió n de este el emento , a sí com o l a mo vi li za 

ción de e st e e n el i nt esti no de r a ta s . 

..... - - -- -- -
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O B J E T I V O S 

G E N E R A l 

Estandarizar las técnicas his toqu~micas de Lillie y B! 

tcfenantrolina para i dentificar Fe++ y Fe+++ en teji-

dos an~:nales. 

P A R T I C U l A R E S 

1.- Identificar Hie r ro II y III mediante la técnica de 

Lillie. 

2.- Demostrar la selectivida d pa ra evidenciar l a prese~ 

cia de Hierro II mediante la técnica de Bato f enan -

trol ina. 

3 .- Realizar un estudio des criptivo de la distribución ' 

de l Ei erro entre los diferentes componentes de la -

pared intestinal . 

4.- Definir sí existe Hierro endógeno en la regió n yey~ 

no-duodenal de ratas adul t as Sprague Oawley . 

.,... - -- - -- - --- - - - -
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MATERIAL Y METO DOS. 

Se utilizaron 30 ratas adultas, hembras de la Cepa -

Sprague Dawley con un peso promedio de 240 grs. Un grupo 

de 10 de estos animales,fué destinado para los experi me~ 

tos con la técnica de Lillie un segundo grupo con igual' 

número de ratas para desarrollo del pro cedi miento con Ba 

tofenantrolina y el resto como control . 

Cada uno de estos animales se mantuvo sin alimenta -

~ión durante 12 horas antes de iniciar los experimentos, 

se les iny~ctó tiopenta l sódico por vía intraperitoneal ' 

para anestesiarlos y practicar una laparatomía abdominal 

que permitio exponer el estómago y las primeras sec -- - - 

ciones intestinales. A una distancia de 6 cm. a partir -

del píloro se introdujo un cateter de polietileno rígido 

de 3 mm . de diametro interno , mism o que se sujeto median 

te una l iga dura , se introdujo un segundo cateter a 20 cm . . 

de distancia de la primera li gad~r a, para des~ués devol

ver las vís c eras al abdo men y s~tura r la herida { con se 

da trenzada de 000) ~on 6 puntos de su tu ra separados. 

El primer cateter servio como vía de entrada para - -

1 as soluciones que fu2ron pe rf undidas y que se colecta -

ron ~ediante el segundo. 

.,......- -- -
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Bajo condiciones fisiológicas se hizo pasar una so 

l uciór. inic i al de cloruro de sodio al 0 .7 ~ para desal~ 

j a r el cont e ni do intestinal mediante la i ntrocucción de 

10 ml . , el procedimiento se repi~ió una segunda vez por 

que se observó turbidez en el líquido colectado, po st e -

riorme nte se introdujeron s olu ciones de cloruro férrico 

5 ml ., cada 10 minutos durante l hora a una concentra- -

c i ón de 40 mg./ml. , este procedimiento fué el mismo para 

los animales que recibieron Fe++ y los controles a quie 

nes solamente se les perfundió con solución sal i na fisio 

lógica. 

üna ve z terminado este período se procedió a sacrifi 

car al anima l mediante sección de l~ arteria aorta abdo -

mi nal, el asa intestinal se disec c ionó y fijó por inmer 

sión en u na solución amortiguada de formálde hído al 4 %. 

Después de 24 horas el tejido fué pro cesado para inclu --

sión fina l en parafina. 

Se obtuvieron rebanadas de 6 um. de espesor del seg -

mento i ntestin a l incluido, misma s que fueron sometid as a 

las diferentes técnicas de Lillie y Batofenantrolina . 

Mediante fotom icroscopía se rea li zó el estudio para ' 

--~ -- -- · - ·- ~ 

. ' 
' ' ' ' 



______ _____ ...,,,_ - - - - ---- --'-- ......._. 
- 11 -

las diferentes muestras, con distinta orientación. 

Método de Lillie para la determinación de Hi erro 
Férrico y Ferroso. 

Pro c edimiento de tinc ión . Se uso una lamin i lla con -

trol, se empleo mate r ial de vidr iería químicamente lim- -

pi o . 

1 .- Desparafinizo e hidrato con agua destilada. 

2. - Para hierro férrico se puso una sección en una' 

solución de ferrocianuro de ~otasio por una ho -

ra . 

3. - Se lavó bién en ácido acético glacial acuoso al 

1 % • 

4 .- Se puso en una solución de ~uschina básica po r' 

10 minutos. 

S . ~ Se enjuago con agua de s tilada. 

6. - Se deshidrato en alcohol de 95 : , luego en alco 

ho l absoluto y por último aclaró en xilo l, dos ' 

veces en cada uno. 

7.- Se ~onto la laminilla con permouot o histo clad' 

o bálsamo de Cánada . 
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Resultados : 

Hie rro Férrico ---- - --------- -Az ul de Prusia Obsc uro. 

Hi~ rro Ferroso ------------ - --Azul Sucio Obscuro. 

Control- ---- --- -- - - - ----- - --- Rojo Claro . 
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Solución de Batofenantrolina . 

Exclusivamente para sulfato ferroso ( Fe++ ) 

Procedimiento de ti nción se uso una lamini lla control. 

Se uso material de vidriería químicamente limpio . 

1. - Desparafi nizo e hidrato en agua destilada. 

2. - Se dejo en solución de Bato fenantrol ina ( solu --

ción de trabajo )po r 2 horas . 

3 .- Se enjuago en agua desti lada . 

4 .- Se t iño en una solución de azul de metileno por 3 

minuto s. 

5 .- Se en juago e n agua des tilada por 3 veces con dura 

ción de un minu to cada ve z. 

6.- Se escurrio y s eco con cienzudamente en estufa a --

60ºC. 

7 .- Se mont o con permount o histoclad o Bálsamo de Cá 

nada. 

Resultados : 

Hi erro-- - ----- - ------ Rojo 

Nucleina - ----- ------- Azul . 
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+++ GrJnulos de Fe de color azul obscuro oue aparecen , unicamen 
te en la re~ión media y apical de las vel los idades de la mucosa 
Duodeno -Yeyunal . 

Cél ulas de Gobl et secretoras de moco lubricante . 

Limina propia de l as vellosidades. 
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Células absortivas diferenciales 

Células de Goblet secretoras de moco lubricante. 

Células de Paneth productoras de Zimógeno. 

Lámina propia de las vellosidades . 
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Figu;a # 3.- Se muestra un corte longitudinal del duodeno de rata . 
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Granulos de Fe+++ de color azul obscuro que aparecen en las regio
nes med ia y apical de la mucosa intestinal . 

Células eosi nó fila s de la lámi na propia . 

Células absortivas en mitosis . 

Vasos sanguíneos . 

Células de Goblet secretoras de moco lubri cante. 

Lámina propia de l as vellosidades . 
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DlSCUSIDN 

Uno de los elementos má s importante s para el funciona 

m~ento celular es el hierro, éste se incorpora al organis 

mo por vía intestinal . Para demostrar su presenc i a ya sea ' 

en e stado oxido - reductivo se ut il izaron técnicas histoquí 

micas específicas ( de Lillie para Fe++ y Fe+++ y Bato fe -

nantro l ina, unicamente para Fe ++. ) 

Al Fe++ no fué posible observarlo con ninguna de las ' 

Técnicas que a continuación se menciona , porque su absor -

ción es más rá pida que la del Fe+++. Pa ra cuantificar di -

c ho elemento se emp leó una técnica espe ctofo tométri ca; con 

la cual se demostró que en cu a nto a la cantidad de Fe++ -

que presento en mucosa es insuficiente para poder observar 

lo histoquímicamente . 

Posiblemente en casos de grandes cantidades será útil 

la t écnica de Batofenantrolina . 

Por otra parte en cuanto al Fe+++ fué detectable me-

diante la técnica de Lillie . Al hacer la observación se a 

preciaron pequeños gra nules de un color azúl obscuro a ni

vel intracelularmente, en la porción media y apical de las 

~ -- -
[. 
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vellosidades , con esta técnica se han probado que el hi! 

rro férrico , es más dificil su absorción a nive1 celu l ar 

razón por la c ual fué detectable . La posición se debe a' 

que el elem ento se inyec tó en el l umen intestinal, por -

lo ~ante las primeras regiones que la capturaron fueron' 

las vellosidades en la parte apical y media. 

La toma de muestras se realizó al azar a lo la rg o -

de la región duodeno - yeyunal, por lo tanto la distribu- 

ción y absorción del Fe fué homo genea, todo e sto se com 

probó con las observaciones micros cóp icas de las la mini -

11 as. 

-----· 
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En el p~esente es t udio se utili 4aron 2 técnicas ci
toquí~icas para la localización del "Fe" en la mucosa -
del intestino de ratas adultas. 

Con los resultados obtenidos· se concluye que: 
l . - Con la técnica de batofenantrolina; no se puede 

Detectar el Fe debido a que se encontraron en -
este estado cantidades demasiado pequeñas como ' 
para ser detectadas histoquímicamente con el mi 
croscopio óptico. 

TECNICA DE LILLIE 

En esta técnica es sensible a Fe++ y Fe+++ unicamen 

te. 
2) .- Con la técnica de Lillie se detecto Fe+++ por -

que este t ipo de hierro es de absorción más di 
ficil po r lo que dura más tiempo presente en el -intestino . 

3) .- Para poder estandarizar la técnica de batofena~ 
trolina se sugiere para trabajar posteriormente , 

suministrar una can t idad ~ayer de fe+± 
4). - La aplicación de la técnica de Lillie en lecho 

nes sería de gran utilidad para valora r la efi 
cac ia de compuestos para l a administración oral 

de hie rro. 

.-- - -
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SUMARIO 

En el estudio de inves t igación se utilizaron do s -

Técnicas: 

Técnica de lillie y la Técnica de Batofenantrolina -

para la observación de Fe++ y Fe+++ se utilizaron 30 ra- 

tas adultas, hembras de la cepa Sprague Dawley se dieta -

ron durante un tiempo de 12 Hrs. antes de los experimen -

tos; se les anestesió con tiopental sódico por vía intra 

peritonéal con una dósis de 50 mg. por Kg . de peso. 

Se p~acticó una insición en la región abdominal para 

la extracción de vísceras . Con una distancia de 6 cms. a' 

partir del píloro se introdujo un cateter de politileno -

de 3 mm . de diametro interno , posteri~rmente un segundo -

cateter a 20 cms . de una distancia de la primera ligadura. 

El prime r cateter sirvió como vía de entrada para la s so 

luciones que se perfundieron y se colectaron mediante el ' 

segundo. 

Se introdujo soluciones de cloruro férrico 5 ml . ca 

da díez minutos dura nte una hora a una concentración de -

40 mg . /ml. este procedimiento fué el mism o para l os ani m~ 

1 es que re c i b i ero n Fe++ y 1 os control es . Un a. vez q u e se 

· \ES\S!CUCB~ 
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termino el período se sacrificó el animal, el asa intesti 

nal se di seccionó y se fijo por inmersión en una solución 

amortiguada de formaldehido al 4 %, el tejido fué proces~ 

do en inclusión en parafina; se hicieron rebanadas de 

seis ( um . ) de espesor del fragmento intestinal y se ti

ñeron con las técnicas de lillie y Batofenantrolina de - -

las distintas soluciones perfundidas se tomaron muestras' 

en tubos de ensaye, l os cuales centrifugaron 5 mm. y se -

tomaron muestras del sedi ment o el cual se tiño con las --

técnicas de Lillie y Batofenantrolina . 

Resultados obtenidos: En la técnica de Lillie el Fe' 

presente en la región yeyuno-~u odenal se expresó ¿on los' 

siguientes sfmbolos + = escaso 3i %, ++ = moderado 24 :, 

Fe presente en el sedimento + = escaso 29 %, ++ = modera-

do 15 %, localización en el epite l io intestinal. Extrace 

lular 62 %, intracelular y extracelular 27 ~ . intracelu- 

lar 11 %, número total de mue stras a manejar 34 ( 100 % ). 

Para Fe++ se toma r on varias muestras de intestino se 

-lavaron en agua corr i ente se hizo una mol i enda y se depo 

sitaro n en tubos de ensaye, para se r centrifugados duran 

te 5 mm . a 2,500 revoluciones por minuto se checó la lec-

-- - - -- -- -- - -- - ---

. ' 
' 
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tura pa ra medir el pH, para finalizar éste método se hi zo 

el estudio en el aparato espectofotómetro para ver lectu

ras y ser cuantific ad o el Fe . 

En la técnica de Batofe nantrolina nose pudo observar 

Fe por existir mu y pequeña s cantidades. 
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