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l. 

INTtWDUCCION 

Aún cuando la medición de hierro no heminico circulante 

fue introducida hace más de un siglo, continua siendo una de­

terminaoion importante en el laboratorio clinico y de inves­

tigaci6n. El hierro plaemé.tico constituye solo una pequefia -

proporci6n de hierro total corporal, pero es clinicamente -

im:iortante porque el plasma es la principal vía en el trans­

porte del hierro interno. La medición de transferrina, la -

proteina especifica de transporte de hierro en el plasma, es 

irrur·lmcnte importante, porr¡ue los niveles de hierro sérico y 

trc-nsferrina son regulados independientemente, y no cambian 

en fol'I:la paralela en diferentes enfermedRdes. La información 

mas ic~ortrnte se obtiene con la realizrcidn de las dos de­

ter-"lin~·cioneo: hierro sérico y coprcidrd totel de fijación -

de hierro por la tr¡:nsferrinn. l.on relr·ción ae éstos dos pnrQ 

mei;ros d!l. el foctice ele s~turr.ción de ll'l trcnsferrine; consid_!!, 

rrdo el indice mes relevc.~nte ae apo.rte ae hierro prr."l .la mé­

ciul:-! eritroiue y 18 meJor :nedido. del interc?.!llbio entre el -

.uicrro plDC:.lt;tico y el teJido no eritroide. 

!ir.y uno. vPriedea de técnicas pr.rr, .La determinación de 

hierro serico. ~a espectroscopir- de nbsorción atómica aumen­

ta lo sonsibilitlad de estas medicionos, pero el método colo­

rl:uétrico &o prefiere pura propóeitoe clínicos. Lae princip!. 

les difercnciP.s en loe métodos publicados radican en el ueo 

de: auero coni;lcto o desprotei.nizado, tipo de cromógeno y -

procedimiento mr:inul!l o automnti.zado. En condiciones 6ptimas 

{con suero fresco normal), le elección de un método es part,! 

culer no es critico, debido a que loe errores sistemáticos -
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son pequellos en relación a la omplie variación diurna del hie­

rro sérico observe.da en sujetos normales. Ea de espeoi6l im­

portancia usar u.n método que· no sea afectado por la presen­

cia de hem6lisis en los eueroa. Algunoa métodos liberan can­

tidades significativas de hierro de hemoglobina el cual es m1 

dido colorimétrica.mente dando una falsa elevación del hierro 

sérico. Todos loa métodos automatizados deben ser validados 

por comparación cuidai1osa con el método recomendado por el C.2, 

mite lll.ternacional de Estandarización en l!ematologia ( IO::;H). 

Existen varios métodos para la aeterminación de trnns­

ferrina plasmática. El método tradicionnl. en el laboratorio -

clinico se basa en la avidez de la trc-llleferrina por el hierro 

inorgánico. Las mediciones co1orimétriccs miden la capacidad 

total de la transferrina para unir hierro, mientras 11ue loa -

métodoa radioactivos cicen ln capacidad de fijnci6n libre. E~ 

éstos métodos se ndicionn un exceso de hierro al suero y el -

hierro no unido a le trnnsferrir1a es subsecv.enteccnte cli::dn.!!, 

do por un adsorbente insoluble del hierro como el ce.rboneto -

de magnesio. En varios laborP-t.orios se prefiere medir la cap.:!. 

cidad totnl de fijsción y no la papacidad de fijación libre; 

la ra:6n de ésto es porque una vez que es eliminedo el exceso 

de hierro, la capacidad total de fijación se puede determinar 

colorint~tricamente por el mismo método usado para la deter:ni­

nación de hierro aérico. 

En el ensayo de hierro sérico con el m~todo de IOSH se ha 

obtenido una satisfectoria concordancia interlaboratorio, sin 

embargo beata le fecha no se a encontrado un m~todo clínico •• 

enteraménte eatisfactorio para. 01.iantificar transferrina serica. 

La dificultad para identificar un método de referencia adecua-
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do para medir la capacidad de f ijaci6n de le transferrin~ es­

triba en el hecho que la mayoría de los ensayos se basan en -

la función de la proteína más que un análisis químico. La ~ 

liofilización aparentemente altera la propiedad de la trans­

fettina de unir hierr~ o probe.blemente la mntriz eérica se o];. 

tera en alguna fonna. 

Además de les consideraciones metodol6gices la pregunta 

mas importante con respecto a la medición de hierro sérico y 

de cepacidad total de f ijnoión es su utilidad en el laborato­

rio clínico. En la actualidad se cuestiono el valor de estos 

par(~ct~os trndicionales del estado de hierro en el organismo, 

dcbidJ rJ. adeven:imi~nto de métodos más. simplificados tales co­

uo protoporfirin&. eritrocítica libre y técnicas más espec!fi­

cns co~o fcrritina sérica. Consideretoa que es necesario reu­

nir ;:;~!S c;;:porfoncia con le.a mediciones de protoporfirina eri­

t~o~i tiu~ y ferritir.~ &6rica antes que el hierro sérico y la· 

cap::.Lciclac-:. totul de fijación secm reemplo.zade.s. 

El r~.!Hll de expertos en las deteminacion a de hierro, 

r..oc'tir8~1o por el Co:::iite Inter:it!cionel pnrn Estrindarización ea 

Hcm~·tt•lo¿;in (Inter:ic.tic:¡d Ooramittee for Standardization in 

lb:...:wtclow 1.J::.;H), publicó recientemente (1,2) los metodoe de 

refc~~:icia pura los m~diciones de hierro en suero (FeS) 1 ca­

pacid~d total oc fijRCión de la traxisferrina (C~F). En el In~ 

tit14to jfocional de la Nutrición (IHN) 1 deade 1968 se utiliza 

la técnica de Beale y ools (3), modificada por Lo:r·ia y l'i!onge 

(L y U) (4) para dosificar Fes, y la de Rllllleay (5) modificada 
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por L y M pura CTF. Para ambas determinaciones los métodos de 

L y M resultan más sencillos y con menos posibilidades de co!! 

taminación, ya que todo el procedimiento se realiza en un so­

lo tubo, es decir, que no pasa a truvéa de la serie de tubos 

que requieren las técnicas que precipitan proteinas antes de 

desarrollar color como es el caso del método de ICZ!I. El reas_ 

tivo crom6geno en e.mbos métodos ea la batofenr-ntrolina sulfo­

natada, ns! como el carbonato de magnesio para adsorber el -

hierro no unido a le transferrina. 

OBJETIVO: 

Con el objeto de vnlidnr la metodología e~plenda por ng, 

sotros en las e.cterainucionr,EJ de Fc.3 y e:;:¡-, docidi.mos co:nparE:_!: 

las con loa 11~~odos nct•múnl1:luoa por el I0SH, llevando sfuultá, 

neameute un vdecuo.do control de calidad quo ir.cl:;J·u : precisión, 

exactitud y ecnsibilidcd. 

Para llevar a cc.bo lo comparación de m6todoa r.:e utiliz2-

ron sueros de pncicnteo de consulta externa y ho::ipitalizs.tlos 

en el IN~~. a los que se lea solicitaba determine.cionee de FoS 

y CTF, parÚi:lctroo que se dotermin~,ron simultfiz;enr;iente con los 

dos técnicas cencionadas. Dichos estud:i.oo so realizaron en 64 

sueros frescos exccntoe de hc:n61isis, lipe:::in e io·t;ericie.. 

f!ATE'lIJ\L : 

a) Tubos de ensayo de 13 x 100 mm 

tubos de ensayo de 12 x 100 mm 

apct~<O de 5 ml 



Pipetas de 1 ml 

PipetPs de 0.1 ml 
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Matraces volumétricos de 250 ml 

Matraces volumétricos de 100 ml 

A!atraces volumétricos de 50 ml 

~atraces volumétricos de 25 ml 

Vasos de precipite.do de 200 ml 

Vasos de precipitado de 100 ml 

Frasco ambar 

b) Ac;itcdor "vortex" 

Bnl?nza ~nalítica 

D:-Iío mnr:ía 

C:ntrifnge. 

E=,cctrofotómetro Coleman Jr II 

r~echero 

r·:it'.'nció:1ctro 

l:~tcd·'.lr cnsulr.r u otro mezclador 

Sint-:;;::>. cc;;1int.:r:üiz?dor "Deeminac" o "Dee:ninizer" 

e) r.~:i.tcrial de vidrio para destilación simple 

AlP-!!lbre de hierro pureza no menor de 99.3~ 

Acido tricloroecético menor de 280 mg/kg de hierro 

Ac'ldo t1oelic61:!.co 

Acido clorhídrico 

Acetato de sodio anhidro 
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Agua libre de hierro 

4-7 difenil-1, 10 batofenentrolina disulfonatada 

cloruro férrico 

carbonato de magnesio 3~1gCo3ug (OH) 23H2o en polvo 

PUEPARACION ~ REAC'rIVOS: (ICSH) 

l. Solución precipitante de proteinas. Solución acuosa que 

contiene 0.6 mol/l de úcido tricloroacético 0.4 mol/l 

de ácido tioglicoltco y 1 mol/l de áctño clorhidrico. -

I:sta solución se debe almo.cen~~r en frnsco oscuro y en e~ 

tas condicionco per:llDncce e=toble por doz meces. Pnra -

preparar 100 el do eotn soluci6n pesar las siguientes -

ce.ntidades: 9,8032 em de leido tricloroacético; 3,684 c:n 
de ácido tioglicólico; 3.646 onde é.cido clorh!drJco, D.!. 

solver y ~forcr n 100 ml con acua libre de hierro. 

2, Solución cromó cena. Aei?t!'.to de sodio l. 5 mol/1 y bátofe­

nantrol tna (4,7- difcnil-1, !O batofenantrolin~ disulfo­

notada) 0.5 r.tn:il/l 

Para prepP.r~r 100 ml de ~olución cromógena posar: 12.305 

gm de acetato de sodio an.~idro y 26.825 mg de batofennn 

trolina sulfonatada. ~abos reactivos se disuelven por -

aepf:rado y una vez disueltos se mezclan y se afora a 100 

ml con agua libre de hierro. 

3, Solución estándar de hierro de 8 mmol/l. Pesar 0.122 gm 

(2 mmol) da ele:nbre de hierro (pureza no menor de 99.5%) 

y colocarlos en matrez volU!!létrico de 250 ml, adicionar 
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2 ml de ácido clorhídrico ( 7 mol/l) y eproximad8menta 25 

ml de agua,. celentar el mntraz con mechero hustn le. diso­

lución completa del alambre. Enfriar y aforar R la merca 

con agua libre de hierro. 

4. Soluci6n de cloruro férrico 1 mmol/l en ácido clorhídrico 

50 mmol/1. Pesar 0.27 gm de cloruro férrico hexahidratado 

(de preferencia usar la sal proveniente de un frasco nue­

vo) dioolver en 50 ml de ácido clorhidrico 1 mol/l y di­

luir con es;ua libre de hierro a 1 litro. 

5. Solución snturnnte de hierro de 100 umol/l en ácido clor­

hídrico 5 nunol/1. Bn un matraz volumétrico de 250 ml colg, 

car 25 ml de la coluclón de cloruro férrico 1 mmol/l y -

aforer a la m2rca con asua libre de hierro. 

6. Cnrbonnto de m::..:;ncnio o:-ado renctivo con fórmula aproxim_u 

dn: 3:;t;GO~L!,;(OIT).,3!!'lO• Lt>.:J propiedr.doo de este edsorbente 
J ' ' . 

varicn de acuerdo n la murca. 

Utili~~ndo jerinea de plé9tico se extraen aproximadamente 

10 ml de senc;re veno !:':J. y se colocan en un tubo libre de hierrq 

se deja a temperatura fuübiente hasta obtener la retracción del 

c6ee;ulo y ac centrifucn para sepc..rar el suero. Loa sueros se -

con3crvan a -20°c 

~ Control. Para este propósito .se puede usar el rem~ 

nente de los oueroo previamente dosificados para Fes y CTF. 
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Se deben descartar sueros que presenten hem6lie1s, ictericia 

o lipemia. El volúmen obtenido se homogeneiza perfectamente, 

se centrifuga y se separa en alícuotas de 2.5 ml. Estos se 

congelan a -20 oc y se dosifica una alícuota.en cada lote do 

trabajo. 

El agua libre de hierro no debe contener más de 1:1 ug/dl 

de hierro. El agun destilada puedo llenar este requisito, do 

no aer esi se debe purificar pasándola a traves ue un filtro 

des~ineralizcdor que contenga resina intercc.mbiadora ee iones 

El ácido clorhídrico (;re.do reactivo no debe contener rnúa de -

28 ug/dl de hierro. 

El áoido tricloi·oncético conteniendo mC;noo d1J 280 ue/i.::; C.c 

hierro se puede prq:~:1•nr de¡;tilondo ol éciC.o cr:.;.do rcrcti•;o 

en equipo de vidrio. 

P.ii:irro nf.:rico ( !G8H) 

Fundo:nento : 

La determineción de hierro sérico por el m6~odo de !CSH 

so basa en una desproteinizacion y reducción sir.;ultttne~·· Oc 

separa el sobrenr.dnnte donde el complejo hierro tri'.n~fc:-ri::w. 

se ha disociado de ion Pc3+ a Fe2+ se adicion~ el rccctivo -

"' r.p , f'.)() ti .... ... •• . ~ 

""" "~ s;, .,..,... T,.. ,. ... ~ __ , ........ _..,~ 

estondares de hierro, el blanco y suero control son tratados 

de ii;uiu nanern. 

l. '.:~:..ur.r l. (j ml de euero y colocarlos en tubo de ensayo de 
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13 X 100 mm 

2. Adicionar 1.6 ml de soluci6n precipitunte de proteinas. 

3. i:Jezcl1ir vigorosamente en agitador "vortex" durante 1 m.! 

nuto. 

4. Tapar 1012 tubos con "parafilm" y colocarlo1:1 en bafio ma­

ría a 56 oc por espacio de 15 minutos, 

5. Cent?'ifugar 20 minutos a 2500 rpm para obtener un sobre- . 

nadante libre de proteines (6pticamente claro). 

6. Tomar un mínimo de 2.1 ml del sobrenadante y colocar -

l ml en cada una de dos celdillas de 12 x 75 mm. 

7. Adicionar 1 ml de soluoi6n cro~ógena en cada celdilla y 

mezclar en el vortex. 

8. Psra el blanco colocar 0.5 ml de agua libre de hierro en 

cada una de dos celdillas agregar 0.5 ml de soluci6n pr! 

oipitante y 1 ml de aoluci6n crom6gena. 

9. Part:1. lo~ estándares towar 2 alicuotas de 0.5 ml de solt,1.­

ción de hierro de 40 umol/l. Adicionar a cada una de 

ellas 0.5 ml de solución precipitante y 1 ml de solución 

cromógena. 

10. Después de 5 minutos leer la densidad Óptica de problemas 

y est~ndares contra un blanco a 535 nm. 

11. Fe3 un1ol/l = Absorbancia P - abaorbe.ncin B x 40 
Absorbe.neis. Std - abso1·bancia B 

P = suero problema 

B = blanco 

Std = estendar de hierro de 40 umol/l 

La absorbnncia del blanco no debe exceder de 0.015 leida 

contra agua destilada en celdillas de l cm de diW!ietro. 
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Capacidad .l2l!!1 ~ fijación. (IOSH) 

Fundamento. 

Se basa en la saturación de tranaferrina sérioa con sol!:, 

oi6n de cloruro férrico, saturflda lP tr?nsfe.rrinE> el exceso ·­

de hierro se adsorbe con carbonato de magnesio. Se oentriiuga 

pare separar el sobrenadante efectuando la determinación de -

hierro o~rico. 

Donde el complejo hierro tranaferrina se disocia, existiendo 

una desproteinizoci6n y reducción simultánea. Se separa el a.e, 
brcnudantc y se ediciona reactivo de color batofenantrolina -

sulfom,tnda se lec a 5·35 nm. Se incluye dos estándares, blan­

co y Gucro control. 

l. To~ar 1.3 ~l de Gucro y colocarlos en tubo do 13 x 100 mm 

2. :.<:icionr:.r l.3 ml de eoluci6n s1.:.turante de hierro (100 UlllOl 

/l. 
l:%c];:-,r en el "v.:;rtex", dejar en reposo por 20 minutos a 

ter.ipül'r.t1,'.ri; embiente. 

3. A;.1adir 3::::> 1r.~ de carbonato de me.gneoio a cada tubo util.! 

~c.r.J.o rnru ello un tubo de eprox::.1uo.damente 8 111!!1 de diám! 

tr·J c::-.librr•~.o, tapar con "¡Jarü.film", poner a rotac16n por 

zo minutos ( en rotado~ angular u otro mezclador adecuado). 

4. Centrifugar por 20 minutos a 2500 rp;:n, separar el sobren~ 

c1tnte con e:r:iil&. de la propipeta. 

5. Ooloccr 1.6 ml del oobrenedante en tubos de 13 x 100 mm 
' 

y oontinuer la técnica para hierro a~rico. 
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Hierro sérico. L y M 

Fundamento. 

El hierro presente en el suero se encuentra unido a una 

beta globulina, le. transferrina. La uni6n hierro transferriun 

es estable a pH alcalino, pero se diaocia totalmente n pli ác,! 

do. El método de medici6n aprovecha cota propiedad pura zepa­

rDr el hierro de la transforrinn al afia.dir un amortit;iw.dor -

ácido. Una. vez locrede. la. libtraci6n del hierro, éDte se mide 

espectrofotomótric~.mcnte a base de Pcregar un agente cro~ógc­

no (batorenontrolina) que forma un comvuento colorido con ~1 

hierro ferroso. 

Reactivos. (L y U) 

l. Solución a.-:1orti;:ttr dora con~er.trodn. Colocar 1.5 c.1 c:c -

elicina en w1 vaco de prccipit:idos, disolver ccn e.pro:d­

m~dt::mcnte 60 llll de Ol,"".la y njustDr u p!I l. 9 con l'.Cl r;:. 
Pasnr cut!.Iltit:;tivt:..":le-n~e a u:i. matrnz voltl111hrico de· 10:;:::1 

y aforar con a(iUa libre GC hierro. Gur.rdar re~:'lJcrrC.O. 

2, Solución e.mortiguadora de trabajo. A cncla. volúmen C.c -

amortiguador concentrado agregcr dos volú:ncnca ele :::iolu­

ci6n acuose. de ácido uscórbico al 0.5% (esto últjmu. debe 

ser reciente). La cnntide:td de amorticuodor que se prepa­

ra dependerá del número de celdillas que se veyr,n a tra­

bnja.r e oe día. 

3, Batofencntrolina. Colocar 150 mg de batofennntrolina ~ul 

fonat~do. (bnthophenantrholine sulfonnto) en me.traz volú-
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rnetrico de 25 ml. Afor!ll" con agua y mezclar. Conservar a 

4- 8 °c. 

4. !3olución madre de hierro. En matraz volUllét:ricq de 250 ml 

colocar 175.5 mg de sulfato ferroao-wnónico hexahidratado 

o 25 mg de nlr.mbre de hierro ~P (pureza no menor de 99.5%) 

Agregar l.25 ml de ácido aulf~rico concentrodo y aproxiru!:. 

dwai;nte 75 ml de at:;ue .• Si se trata de e.lt.1I1bre de hierro -

calentar directamente en mechero hasta que se di::.ucl va -

complete.mente, A;;,"rcgnr gota a gota una solución diluida 

(eproximad::·.mente 60 me en 10 ml do ::igua libre de Iiie:rro) 

de pennancti.ntito do potasio, bosta que ln adición do una -

c;ota le confiera a le. solución un licer.1 tinte violeta. 

Afornr a 2~0·~1 con ~~1a. Enta ooluc16n ce establo n tee 

pcraturn i;.'llliiente y contiene 100 u.:;/!'ll de hierro. 

5. Solución de hierro d:3 1.5 y 3.0 vc/;ül. r;,,l::ic::>.:r l.5 y 3.0 

!:11 de la ::oluci6n I:le:".C:rc c1e hierro, rc.:.·110.'.)tiv<--:tc1:to, en -

me.tra.c~s voltt::iétricon de 100 ml y afo:•.:.rlos con nl;'..ts. 

6, Solución de hierro de 6 ug/r.il. Colocar 6 ml de le ::iolu­

ción wa;lre de hierro on matraz volur.1étrico de 100 ~11, y 

aforar .C'c n r.:un. E~: c::;tal>lc a t t;:OJ1err;tura a:ubiente, 

7. Ce.rbofü.to e-:: :.:: :""'"'~ ~ en polvo gr¿,:!o roe.ct:l.vo: fórmula -

apro:dmadu 3!1~;·::c 2 r.:.:; (0!1) 2H2o. En onda fracco nuevo, el 

opcroeor debcró. ccrciom;rse de que el carbonato es capE!z 

de fijar todo el hierro libre. Para ello, hacer una med,! 

c16n en que suatituya el cuero problema por solución snl.! 

na desde el pano 1 de la técnica. 
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l. En celdille;. de 12 x 75 mm colocar: 

(lcldille. blanco: O. 5 ml de solución zalinr. 

Celdilla esté.ndar 1 : O.? ml de solución de hierro de -

1.5 ug/ml. 

Celdilla esté.ndar 2: 0,5 ml de solución de hierro de 

3.0 ug/ml 

Celdilla problema: 0.5 ml de suero 

2. Agregar 1.5 ml de solución amortiguadora de trabajo a t.2_ 

das laa oeldilles. ~ezclar adecuadamente en "vortex" y de 

jar reposar 20 minutos, 

3. Leer en espectrofotómetro a 530 nm la densidad 6p~1ce ae 

laa celdillas estándar y problema versus la celdilla blEl!! 

oo. Estas serán las D0-1 de estándares y problema. 

4. Agregar 0.03 ml de batofenantrolina a todas las celdillas 

Mezclar Inmediatamente y dejar reposar 60 minutos. 

5. Leer en las mismas condiciones del paso 3, la densidad -

Óptica de estándares y problemas versus celdilla blanco. 

Betas serán las D0-2. 

6. Restar las D0-1 de las D0-2 en cada una de las celdillas 

estándares y problemas. Betaa serán las DO netaa. 

7. Obtener los factores de las celdillas estándares l y 2. 

lactor estándar l = 150 entre la DO neta del Std l. 

Factor estándar 2 = 300 entre la DO neta del·Std 2. 

8. Los factores deben ser similares. Promediar por la DO ~ 

ta del problema par!' obtener el hierro sérico e:n ug/dl. 
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.!!Q.lli: 

Para sueroa homolizados es nE:cesario evitar la liberucí6n 

del hierro de la hemoglobina, para lo cual se reco~ienda leer 

inrnediatEimente después de agref:ar el w:iortiguador de trabajo. 

( """1so :?) y dejar rf.'J1!'.':'":'r P.:i:<>ctr>mPnt~ f;() '"Í:'!1 1-I:!;'~ con el rc2.s, 

t5.vo crom6geno antes de hacer la segunda lectura de densidRd 

óptica. 

CnpMid,·d !21a1 .2! fijMiÓn. (L y Ll) 

Fundamento. 

En el euero exir.te unn betn elobulino, la trDnafcrrinn, 

que fije. fuertemente el hier.l·o, nori.nalmente P"-rte de le trt>.11.!::, 

terrina está unida n hi~rro y p~rte eeta libre de hierro. Pa­

ra mt•dir la capncid2.d totnl de fijaci6n ( lCl de tronoferrino. 

libre mÉ.s ln do trnnci'E.rrinr. -.inid.:i a hierro), se e.croc.:i. hie­

rro en exceso al suero, y se incuba la mezclo. pnrn t:.ccgun:rcc: 

que toda la tr~ni:forrina libre queda unida a hierro. Deripu6s 

se a¡;reca carbonato de ma.:;nesio y se centrifuga para scpernr 

el hierro libre en exceno (que quedará adsorto en el precipi­

tado de carbonato) del hierro unitlo a tranoferrina (que ectn­

rá contenido exclusivomente en el eobrenodante). Un~ dosific!l 

ci6n de hierro en el sob~enr.dante per:nitirá conocer la capac,! 

dttd total de fij~.ción del cuero problema. 

El método puede consider:;i.rse en dos fases: 

Pnse 1 = Saturación do la tronsferrina con hierro, y elimina­

ción del exceao de hierro no fijado por la transferr,! 

na, 



15 

Fase 2 = Medición del hierro en el sobrenadante utilizando r~ 

ra ello el método para medir hierro sérico. 

Ttonica CapRcid~d ~ ~ fijaci6n. (L y M) 

l. Colocar 1.0 ml de suero problema en tubo de 13 x 100 mm 

2. Agrcger 1.0 ml de soluci6n de hierro de 6 ug/ml. Mezclar 

y dejar reposar 20 minutos. 

3. AGr~e~r aproxime.d~~ente 20Ó mg de carbonato de magnesio 

en polvo (ee puede utilizar para ello una pipeta pasteur 

prcviu.iente calibrada). I.Iezclar vigorosamente, tapar el 

tubo y ponerlo a roteción durante 30 minutos. 

4. ac~trifugor {cabezal verticnl) a 3000 rpm por 20 minutos 

~. l:~tr .. er Cr>'!l r:r.opipcto. un m:!nimo de 1.1 el de sobrenadan­

t.::. ~· coloc::r ~ :.::lfouotas de 0.5 rul de sobrenadr.nte en -

ci:,.d:i.ll::o de !2 :x 75 om. 

6. ~hJ~~· >:!l hiC'l'l'O de los sobrc::;i.clrintes siguiendo el método 

oc hic:-:::·o ::1rioo, co:no si loa sobrenadentes fueran eueroe 

:pro ble:n::•.s. 

7. :;i -!e to ce co::c\lntri(cién de hierro obtenido en los sobr!, 

n:>.rJ:·:;.tc9 ee mül tiplic.3 por 2 ya qué el suero ha sido di­

lui~b l :2 C'n i.- fose del procc~o l. El resultado de la 

m..:.lti:ilicr.ción será. la C::?.p<J.cidad total de fijación en -

u.:;/rll y no cchert b8ber discrepancia entre los duplica­

do:; del :iuero. 



16 

RESUL'rADOS: 

Exactitud. Para evaluar la exactitud de ambos m~todos se hici~ 

ron pruebas de recuperación, P.dicionundo cantidades conocidas 

de hierro a un suero de concentración conocida de hierro (42 

ug/dl). Se hicieron dos experimentos y los resultados se pre­

senten en lr1 tabla l. 

TABLA l. Pr~ebas de recuperación de hierro en dos experimentos 

por el m~todo L y M e ICSH. 

L y U .!Qfil! 

Eorr:ro.do Obtenido Esperado Obtenido 

n) ug/dl '.lg/dl " ug/dl ug/dl 

"' 78 78 100.0 69 69 100.0 

108 111 102.7 102 100 98.o 

202 211 104.4 228 219 96.0 

·- -
Promedio 102.J 98.0 

b) 93 93 100.0 96 97 101.0 

132 127 96.2 1.24 128 103.2 

172 166 96.5 162 167 103.0 

203 201 99.0 190 193 101.5 

2.39 230 96.2 ~27 225 99.l 

Promi::dio 97.'.: 101.!,1 
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El :;ro:nedio y rccuperr.ciÓ'1 ~:~ lnr. dos cz_::C'rimentos !'tira L y U 

fu6 de 99,95 y para IJSH 99.75 

PHEl!!S!ON. P~rn r;st<iblr.ccr 1!1 procfoi6n intr'.·cnt'?YO Ee cRlcnló 

el cocficie:ntc rlE> v1:.riPción (CV) d€· 1!'.S tlifercnc:i•' a de: bs -­

mueatr~e probl~moo do~ific~dns por duplicado en el mismo dio 

de trC1bajo ( To.bh 2), y ln preci.rd.6n inteNra:.eyo tH:dim1te: el 

CV de ttn Duero control cctJst·l'V<.'.c:o f:n f•licuotHs de: 2.5 ml t~ 

-20 oc trehajr:do 8imultúne<•nente con los r.ucrof. pr:itJ r;mt' (T!!, 

bla 2). 

TABI1A 2. Precfoión ('!l tcn:Jino:! c1e (.JV) ü1trEt e intcn·nsryo rJ~ 

ré! hierro sérico y pnrf capnci:.bd toto.l do r1iación. 

.&.L1:i l9.fili 
No. cv 1\0.· cv 

lntrt'ensvyo Fes 43 l.6C 43 1.46 

CTF 43 1.10 43 0.51 

Interenneyo Fes 22 5,0 7 ó.38 

CTF 22 4,47 7 5,86 

El CV intrl.'.t-nfü1yo ptir« Fes y l!TF fuó un poco menor pr.n IGSH 

que para L y M mientrrs ~ue ocurrid lo contrerio en el CV in­

tereneo;ro t:sto ;:ioeiblelilo:ite ocurri6 p::n· c.l '¡j(:r.C'.r mLn·ro de 

muootri-i.o control trabttjd<.::i po.c' el !:!Ctodo n::m. Si·r, ¡¡:1.bi.:r¡;;o le. 

prt-CfaiÓn de a.;;1bol1 l.H! t;{.¡\.!UO.:l•tr1.<. cltoCtl'O 1fo lo .::C1lt.;l'<'.d'J [i~:re !.'lé­

todo~ eo~cctorct~3,tr!~0L. 



18 

Efecto ~ hem6lisis, A un8 mezcla de sueros frescos se le ad! 

cion6 cantidades crecientes de un hemolizado (de concentración 

conocida) para obtener las concentraciones de hemoglobina 

(mg/dl) anotadas en la tabla 3. La técnica de L y H se traba­

jó con las modificaciones para sueros hemolizados (ver méto­

do). 

TABLA 3. Efecto de hem6lis1s en las determinaciones de Pes y 

OTF por el método L y 1 e IOSH. 

Hemoglobina Fes ug/dl OTP ug/dl 

mg/dl Lyl IOSH LyM IOSH 

o 41 42 263 316 

96 43 52 262 314 
192 46 94 257 314 
288 46 126 261 340 
384 48 302 361 

479 58 231 324 392 

En las determinaciones de Fes por el método de IOSH la -

presencia de hemoglobina a concentraciones de 96 mg/dl a 479 mg/ 

dl se elevaron progresivamente las concentraciones de hierro en 

el suero y en el método de L y K solo hubo elevación cuando ee 

adicionó 479 mg/dl de hemoglobina. Para CTP el e!ecto de Hem6-

liais se presento para ICSH a concentraciones de hemoglobiaa -

de 288 mg/dl y para L y H de 384 mg/dl. 
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Sensibilidad. Para probar la sensibilidad se parti6 de un su! 

ro con concentración de Fe de aproximadamente 89 ug/dl y C~P 

de 333 ug/dl, con este suero se hicieron diluciones de 

1:2, 1:4, 1:6, 1:12, 11 24, en cada una de ellas se deter­

minó Fes 1 OTP por los dos métodos. 

Los resultados se pueden ver en la figura l donde se pr~ 

sentan loa resultados obtenidos con el ~étodo L y H graficada 

en el eje de las abcieas la recíproca de cada una de las dilg 

ciones y en el eje de le.s ordenadas la concentrac::i6n de Fe y 

OTF en ug/dl obtenida en cada dilución; como puede apreciarse 

los coeficientes de correla.oi6n para ambos parámetros fuer6n -

de 0.99 

En la Figura 2 se muestra ln ~ráfica obtenida con el. mé­

todo ICSH los resultados fueron muy similares a los obtenidos 

con el método L y M. 

Co~p~rnción de los métodos L y ll e ICSH en sueros problema. 

Esta se hizo en 64 sueros y en la P'igura 3 se enouentrar 

la correlación entre ambos_ métodos para la determinac16n de -­

Fes, la recta de reeresión fué: y= -4.8988 + i.0218x (y •.m! 
todo ICSH; x ~ L y M ) con un coeficiente de correlaci6n de -

0.979 

En la Figura 4 se presenta la correlación en la determi­

na.?i6n de CTF, donde la recta de regre.si6n !ué: y • 11.687 + 

0.9857x ( 1 ~método de ICSH; x = L y M) con un coeficiente -

de correlación de 0.976 

En la tabla 4 se muestran loa promedios 1 desviaciones -

e.etándar da Pes, CT.P e indice de saturación de la traneferrina 



300 • 

2 ºº 100 

El O 

. 6 o 
100 

40 

' ,+ 

20 

0.2 
fig 1 

sensibilidad del rrietodo . L y M 

I 

I 

' I + 

0.1. 

, ,, 

0.6 

, 
I 

o.o 

+, 
r = O. 9901 

I 

r = 0.9901 

Fe S 

C TF 

1 
OILUCION 

N o 



.......... ---------~ 



ICS H C OMPAílACION DE LOS DOS METO DOS 

UJBt H 1Errno SEíllCO N:: 64 

15 o 
y :: - 4B9H + 1021El4 X 

r = 0.9791 

, 
• • 

.. 
100 

llJ 
llJ 

· .. ~· 

•• 

so 
• . • • . 

• 
• .. . 
• • 

1 ••••• 

FIG 3 so 100 150 
L y 11 

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



COHPAílACION O E DOS M ETOOOS 
CAPAC IOAO TOTA l O E F IJAC ION n = 64 

Y = 11. 6B7 + a. 9E357x 

r = o.976 

• 
400 

• • • •• 

200 

FIG 4 200 400 600 



' . 
"' !rabla 4 

Resultados de Fes y CTF en 64 sueros trsba.ja.dos simultáneo.mente con el método de 
referencia recomenda.do por el Internationnl Cor.mitte for Stundardiza.tió11 in -- '. 

Ha.em'ltoloGY' (ICSH) y por el de Loría O: llonees {L & k). 

Método FeS CTF !S 
u¡¡;/dl umol/l ug/dl umol/l % 

X DE., X DE X DE X DE X DE 

ICSil 73.7 ~ 49.1 13.2 ! 8.7 321.1 ±102.6 57·3.! 18.3 28.4 .! 22.0 

L & M: 313.8 !101.0 56.0,:t 18.0 30.6 .:!: 22.1 

t 2.5644 -2.5556 

p 0.01 0.01 0.0005 

' 1 

1. 

"· 



( IS = Fe x 100/ CTP) en los 64 sueros con las dos metodologías, 

.. l,a, .c~ncentra.ción se encuentra expresada en ug/dl y en umol/l . 

. A~ 1 cuando los prom~dios para Pes, CfF e IS fuerón similares -

con loa dos métodos, las diferencias evaluadas mediante la --
1' \ '1 '·.' '1. ' . . 
. prueba " t pareada " rueron significativas, es decir con el m! 

todo de L y M los valores obtenidos para Pes e IB tendieron a 

ser más altos, mientras que loa de CTF fueron. más bajos en re­

lación al m&todo IOSH. ... . 
Analizando los pasos de cada una de las técnicas se en­

con~ró que en parte las diferencias observadas en las concen­

traciones de res, OTP e IS se p~dían atribuir a cambios de pH. 

~si en L y • el desarrollo de color con batofenantrolina en -

los e~~ándares se lleva a cabo a pH 2.2 y se obse!V6 que ele­

vando el pH a 2.8 ( que es el que se obtiene en el sistema su! 

ro-amortiguador-batofenantrolina) ocasionaba un pequeffo ascen­

so en las lecturas de densidad 6ptica, y consecuentemente una 

disminuc,i,~.n en el factor (ver Jllétodo). .Bato explicaba los Val,2 

res de Pes.más altos obtenidos con el.m6todo L y K. Por otro 

lado se sabe qu el pH Óptimo (6) de uni6n Fe3+_ transferrina -

es 7.45 .· 

Los pHs de u~ión en L y M e ICSH son 6.9 y 7.7 respectiva­

. aente. As! estas diferencias en pH p_odían ser las responsables 

. para los valores de OT~ más bajos observados en L 1 1 debido a 

una saturaci6n incompleta de la transferrina oon el hierro. -

Por lo anterior se dioidió trabajar otros 15 sueros oon ambos 

aétodoa e introduciendo dos mo4ifioaoiones en el método de L 

y • amortiguador glioina-HCl pH 2.5 para llevar a cabo el de­

sarrollo de color de estándares ( la mezcla estándar, amorti­

guador, batofenantrolina de pH 2.8). Además se usó la solución 
¡V 
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de cloruro férrico de 100 umol/l (ver métodos) para saturar la 

transferrina. 

Rn la Tabla 5 se muestran loa promedios y desviaciones -

estándar para Fes, OTP e IS en 15 sueros y como puede. verse ya 

no hubo diferencias estadisticamente significativas cuando se 

analizaron con la prueba " t pareada". 

DISOUSION: 

Se acepta .que para estfl.bleoer la etiología de la anemia 

resulta de gran utilidad las determinaciones de Pes Y. CTP es­

ta última como medida indirecta del nivel de tranaferrina en el 

suero, sin embargo las variaciones interlaboratorio en la medi­

ci6n de OTP son más grandes· que lae observadas en la cuantifi­

caci6n de otros constituyentes del suero. Loe problemas rela­

cionados con la medici6n de OTF han sido revisados recienteme~ 

te por,Williama y Vander Heul (7,8) y en un trabajo realizado 

por el Colegio Americano de Pátologoa (9) con la participaoi6n 

de 1100.laboratorios, se encontr6 que los resultados de O~ -

son dependientes del mátodo, pero que existe una amplia varia­

ción entre los grupos para un mismo m6todo. En este mismo est~ 

dio se reportan coeficientes de variaci6n interlaboratorio de 

14- 31 ~ de acuerdo al m6todo. 

En terminos generales podemos afirmar que en nuestras m~ 

noe los dos métodos comparados en el presente trabajo tienen 

sensibilidad y preoisi6n similares. Por otro lado consideramos 

que por lo que se refiere a precisión interenaayo nuestras me­

dicionee de Pes con el m~todo IOSH son oomparables a las obte­

nidas por 2 laboratorios del panel de expertos ya que el coef,! 



Tabla 5 

Resulte.dos de Fes y CTF en 15 sueroa trubajados aimultaneamente con el método de refe­
rencia reooruendudo por el International Colllmitte fer Standa.rdization in Haeua.tology -­
( ICSH) y por el de Loría. & !:ionge ( L & J.!) modificado * 

Llétodo FeS CTF IS 

ug/dl umol/l ug/dl wnol/l % 
X DE X DE X DE X DE X 'DE 

ICSH 93.9 71.5 16.76 12.76 290.4 77.36 53.28 l).31 35.1 27.1 

L & ll 95.8 ' 68.8 17.10 12.28 293.6 77.34 52.42 13.82 35.4 25.59 

t 0.6135 -1.2077 0.3930 

p NS NS ns 

* ver texto 

1\) 
_;¡ 
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ciente de variaci6n informado por ellos (1) de aproximadamen­

te 6.5?' (calculado con promedio y desviac16n estándar) oompara 

favorablemente oon el obtenido por nosotros de 6.4~ (Tabla 4). 

Con respecto a la comparaci6n de resultados de Pes y 0~1 

en sueros problema aún cue.ndo los promedios fueron muy eimil~ 

rea se obtuvieron diferencias estadietioamente significativas, 

que se pudieron explicar y aparentemente corregir mediante doe 

modificaciones en la técnica de L y K. Posiblemente una de las 

ventajas del método de L y M reside en que loa errores introd~ 

cidos en la determinaci6n de les por la presencia de hemoglob! 

na libre en el suero son más pequeftoe que loa observados con -

el método ICSH, y de hecho el panel de expertos (2) recomienda 

que la.concentración de hemoglobina en sueros de referencia no 

exoeda de 3 mg/dl. Por todo lo anterior consideremos que, .val,! 

dado por pruebas de precisión, sensibilidad y exactitud el mé­

todo de L y M, con las dos modificaciones propuestas en este -

trabajo, es comparable al método recomendado por el IOSH. 

OONIJLUSIONES: 

l.- Mediante pruebas de precisión (intra e interensayo) y sen­

sibilidad se demostr6 la comparatividad de los dos métodos 

L y M e IOSH para cua.ntifioar les y CTF. 

2.- Los promedios y deevieciones estándares de 1e5 y OTF en 

64 sueros obtenidos con loe dos m~todos fueron semejantes 

pero existieron diferencias eetádisticameDte significativas. 

3.- Se oomprobó que dichas diferencias desaparecían (en 15 -

sueros) modificando la técnica de L y M en dos pasos que 
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el pH. 

4.- Se demostr6 que en sueros hemolizadoa se afectan menos las 

determinaciones de ~es y C~F con el método de L y M que -

con el.método IOSH. 
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