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INTRODUCCION

Ain cuando la medicién de hierro no heminico ciroulente
fue introducida hace més de un siglo, continua siendo uns de-
terminacion importante en el laboratorio clinico y de inves-
tigacién, El hierroc plasmético constituye solo una pequefia -
proporcién de hierro total corporal, pero es clinicemente -
inportante porque el plasma es la principal via en el trsns-
porte del hierro interno. La medicién de transferrina, la -
proteina especifica de transporte de hierro en el plasma, €8
igurlmente importente, porque los niveles de hierro sérico y
trengferrina son regulados independientemente, y no cambian
en forma peralelm en diferentes enfermedades. La informecidn
mos izgortrnte se obtiene con la reaslizecidn de les dos de-
terninuciones: hierro sérico y caprcided totel de fijacidén -
de nilerro por la trensferrine. La relccion de éstos dos perd
mevros da el indice de saturccién de la tremsferrine; conside
rr¢o el indice mos relevonte de aporte de hierro pera la mé-
Guln eritrolde y 1» mejor medida del intercambio enire el -

nicrro plasietico y el tejido no eritroide.

Hey uno verieded de téenices pars la determinacidn de
hierro serico., La espectroscopia'de absorcidn atémica aumen-
va la sonsibilidad de estas mediciones, pero el método colo-~
rizétirico se prefiere pera propésitos clinicos. Las principa
leg diferencise en los métodos publicados radican en el uso
de: suero conyuleto o desproteinizedo, tipo de cromégeno y =
procedimiento manual o sutomatizado, En condiciones Sptimas
(con suero fresco normal), le eleceidén de un método es parti

culer no es critico, debido a que los errores sistemdticos ~



son pequerios en relacidn a le enplie variamcién diurna del hie-
rro sérico observeda en sujetos normeles. Fs de especisal im=
portancia usar un método que no sea afectado por la presen-
cia de hemdlisis en los sueros. Algunos métodos liberan can-
tidadea significativas de hierro de hemoglobina el cual es mg
dido colorimétricemenie dendo wna falsa elevacién del hierro
s€rico. Todos los métodos sutomatizados deben ser validados
por comparacién cuidadosa con el método recomendado por el Co

mite Internacional de Estendarizacién en Hematologia (ICSH).

Existen varios nétodos para la determinacién de trans-
ferrine plasmitica. El métode iradicional en el leboretorio -
clinico se basa en la avidez de la transferrina por el hierro

inorginico. Las mediciones colorimétricas miden la capacided
‘ total de la transferrina psra unir hierro, mientras cque los -
nétodoe rediosctivos mifen la capacidad de fijacién 1libre. Ia
estos métodos se cdiciona un exceso de hierro al suero y el ~
hierro no unido a le transferrina es subsecventenmenie climinw
do por un adsorbente insoluble d2l hierro como el cerbousto -
de msgnesio. En varios laboratorios se¢ prefiere medir la capn
cidad total de fijacién y no le capacided de fijacidn libre;
la razén de ésto es porqueAuna,vez que es eliminpdo el exceso
de hierro, la cepacidad total de fijacién‘se puede determinar
colorinétricancnte por el mismo método usado para lz determi-
nacién de hierro sérico.

En el ensayo de hierro sérico con el método de ICSH se ha
obtenido.una satisfectorin concordancia interlaboratorio, sin
embargo hesta 1a fecha no se a encontrado un método clinico ~
enteramente satisfactorio pare cuantificsr transferrina serica.
La dificultad pars identificar un método de referemcis sdecus—



do para medir la capacidad de fijacién de le transferrins es-
triba en el hecho que la mayorfa de los ensayos se basan en -
la funcién de le proteina més que un snélisis quinico. La --
liofilizacidn sparentemente altera la propiedad de la trans-
ferrina de unir hierro o probablemente la matriz sérica se ol
tern en alguna fomma,

Adends de las consideraciones metodolégices la pregunta
mas importante con respecto a la medicidm de hierro sérico y
de cepacidad totel de f1jacién es su utilided em el laborato-
rio clinico. En la acturlidad se cuestiona el valor de estos
parlictros tradicionales del estado de hierro em el orgenismo,
debido sl edevenimiento de métodos més'eimplificados tales co-
no protoporfirins eritrocftica libre y técnicas mds especifi-
cas cono ferritina sérica. Considersmos que es necesario‘reu-
nir nads euzporiencia con les mediciones de protoporfirina eri-
trocitica y ferritina sfrica antes que el hierro sérico y la’

capzcidald totul de fijacibn sean reemplozades.

T AT N ey
:’..J* e adate ol .I.n) H

El penel &e expertos én las determinscion 8 de hierro,
rocthredo por el Comite Internccionel pars Estnndarizacién'en
Heaetnlopia (Interacticnel Conmittee for Standardization in
Halactelogy I1354), pudblicd recientemente (1,2) los metodos de
refcrancia pora las mediciones de hierro en suero (PeS) y ca-
pacidad total de fijacidn de la transferrina (CTF). En el Ins
tituto iacional de la Rutricién (INN), desde 1968 se utiliza
la técenica de Beale y cols (3), modificada por loria y Konge
(L y 1) (4) para dosificar FeS, y la de Ramsay (5) modificada



por L y M para CTF. Para smbas determinaciones los métodos de
L y M resultan més sencillos y con menos posibilidades de con
taminacidn, ya que todo el procedimiento se realiza en un so-
lo tubo, es decir, que no pasa & través de la serie de tubos
que requieren las técnicas que precipitan proteinas antes de
desarrollar color cono es el caso del método de ICSH. El reag
tivo cromdgeno‘en enbos métodos es la batofensntrolina sulfo-
natada, as{ como el carbonato de magnesio para adsorber el -

hierro no unido a le transferrina,

OBJETIVO :

Con el objeto de validar la metodologfa emplesda por no
sotros en las determinscionse de FeS y €I, docidimos comparaXr
las con los uétodos recemundudos por el ICUSH, 1levando sinultd
neamente un pdecuado control de celidad que incliuyo: precisién,

exactitud y eensibilided.

Para llevar a czbo lo compsracién de métodos se utilizo-
ron sueros &2 pacientes de consulta externa y hospitzlizsdos
en el INJ, a los que se lea solicitaba determineciones de FeoS
y CIF, pardaectros que se¢ deteminsron simultineammente con las
dos técnices mencionadas. Dichos estudios se realizaron en 64

pueros frescos excentos de hendlisis, lipezia e ictericia,

MATERTAL ¢

a) Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
tubos d¢ enpayo de 12 x 100 mm
“Pipetsy 42 5 ml



b)

c)

Pipetas de 1 ml

Pipetes de 0.1 ml

Uatraces volumétricos de 250 ml
Matraces volumétricos de 100 ml
Matraces volumétricos de 50 ml

Yatraces volumétricos de 25 ml

Vasos de precipitedo de 200 ml

Vasos de precipitado de 100 ml

Pragsco ambar

Agitedor "vortex"

Bnlenza snelitice

Leiio maria

Contrifuge

Iznectrofotdmetro Coleman Jr IX
I"2chero

Tatenceiéactro

(]

2tcdar ensulaer u otro mezclador
L.induetro

Slgteona deaineralizeder "Deeminac" o "Deeninizer®

aterial de vidrio paras destilacién simple

TANYTVOS:

Alpubre de hierro purcza no menor de 99.3%

Acido triclorvecético menor de 280 mg/kg de hierro
Actdo tiogliedlico

Acido clorhidrico

Acetato de sodio anhidro



Agua libre de hierro
4-7 difenil-1l, 10 batofenentrolina disulfonataia

clorure férrico

carbonato de magnesio 3NgCO;Mg (OH),3H,0 en polve

PREPARACION DE REACTIVOS: (ICSH)

1.

2.

3.

Solucidn precipitante de proteinas. Solucidn acuosa que
contiene 0,6 mol/1l de dcido tricloroacético 0.4 mol/l

de dcido tioglicolico y 1 mol/l de Acido clorhidrico. -
Esta solucién se debe almoacenzr en frasco oscuro y en es
tas condiciones permanece ectatle por dos meses. Para -
preperar 100 nl de esta solucidén pesar las siguientes -
cantidades: 9.8032 g de fcido tricloroacético; 3.684
de Acido tioglicdlico; 3.646 gn de deido clorhidrico.

=

golver y aforcr a 100 ml con agua libre de hierro.

Solucidén cromézena. Aceteto de sodio 1.5 mol/l y batofe-
nantrolina (4,7- difenil-1l, 10 batofenantrolin: disulfo~
natada) 0.5 ma2l/1

Para preperer 100 ml ée colucidn cromégena pesar: 12,305
gn de acetato de sodio arhidro y 26.825 mg de batofenan
trolina sulfonatada. Anbos rcactivos se disuelven por -
geperado y una vez disueltos se megelan y se afora a 100

ml con agua libre de hierro.

Solucidén estindar de hierro de 8 mmol/l. Pesar 0.122 gm
(2 mmol) de elembre de hierro (pureza no menor de 99.5%)

y colocerlos en matrez volumétrico de 250 ml, adicionar



2 ml de dcido clorhidrico ( 7 mol/l) y eproximadrmente 29
ml de agua, celentar el metrez con mechero husta le diso-
lucidn complete del alembre. Enfriar y aforar a la merca

con gguae libre de hierro.

4. Solucidn de cloruro férrico 1 mmol/l en écido clorhidrico
50 mmol/l. Pesar 0.27 gm de cloruro férrico hexshidratado
(de preferencia usar la sal proveniente de un frasco nue-
vo) disolver en 50 ml de &cido clorhidrico 1 mol/l y di-

luir con egua 1libre de hierro a 1 litro.

5. Solucidn saturante de hierro de 100 umol/l en &écido clor-
hidrico 5 mmol/L. En un metraz volumétrice de 250 ml colp
car 25 ml de la colucién de cloruro férrico 1 mmol/l y -

aforer a la merca con agua libre de hierro.
6. Carbonate de moznesio grado reactivo con férmula aproxima
dn s 3:5003H3(0H)23H20. Les propledcdes de este edsorbente

varicn de acucrde a la mercsa,

C-nACIT2TgmT s DI La ITTIESTR ¢

Utilizendo jerinza de pléstico se extraen aproximadamente
10 ml de sengre venoca y se colocan en un tubo libre de hierrqg
se deja a temperatura ambiente hasta obtener la retraccidén del
cbegulo y ac centrifuga para sepurar el suero. Los sueros se -

conservan a =20°C

Suero Control. Para este propésito se puede usar el rema

nente de los sueroo previamente dosificados para FeS y CTPF.



Se deben descartar sueros que presenten hemdlisis, ictericia
o lipemia. E1 volumen obtenido se homogeneiza perfectamonte,
se centrifuga y se separa en alicuotas de 2.5 ml. Estos se
congelan a -20 9C y se dosifice uns alicuota en cada lote de

trabajo.

NOTAS ¢

El agua libre de hierro no debe contener mis de 1.1 ug/dl
de hierro., El agua deatilada puede llenar este requisito, de
no ger esi se debe purificar peséndola a traves de wn [iltro
desnineralizodor que contenga resina intercambisdora de lones
El 4cido clorhicérico grado reactivo no debe contencr mis de -
28 ug/dl ds hierro.

El doido tricloroacético conteniendo mecnos do 280 ug/ks de =~
hierro se puede prepcrar destilendo el deido srudo rocctivo

en equipo de vidrio.

Fiorro sérico  (I2SH)

Fundamento:

La determinecidn de hierro sérico por el método de IC3H
se basp en una desproteinizecion y reduceidn simulténes. Se
separa el gobrenndante donde el complejo hierro trenzferrina
se ha disocimdo de fon Pcd+ a Fe2t ge ediciona el reactivo -
crombrens hrtafonontrslive anlfanmatadn v op loe o 828 nm, Icg

estandsres de hierro, el blenco y suero control son tratadvs

de igual nanera,

T&onics Hierro sérico. (ICSH)

1. ‘urr l.6 ml de suere y colocarlos en tubo de ensayo de



Te

8.

9.

10.

1.

13 x 100 mm

Adicionar 1.6 ml de solucién precipitunte de proteinas.

ilezclar vigorosamente en agitador "vortex" durante 1 mi
nuto.

Tapar los tubos con "parafilm" y colocarlosg en baific ma~-
rie a 56 °C por espacio de 15 minutos,

Centrifugar 20 minutos e 2500 rpm para obtener un sobre-
nadente libre de proteinas (§pticemente clarc).

Tomsr un minimo de 2.1 ml del sobrenadante y colocar -

1l ml en cada une de dos celdillas de 12 x 75 mm.
Adicionar 1 ml de solucidn cromdgena en cade celdille y
mezclar en el vortex.

Pera el blenco colocar 0.5 ml de agua libre de hierro en
cada una de dos celdillas agregar 0.5 ml de solucién pre
cipitante y 1 ml de solucidén cromdgena.

Pare low egténdares tomar 2 alicuotas de 0.5 ml de solu-
cidén de hierro de 40 umol/l. Adicionar @ cade una de =
ellas 0.5 ml de solucidén precipitante y 1 ml de solucidén
cromégena.

Después de 5 minutos leer le densided Sptica de problemas

¥y estdndares contra un blanco a 535 .nm.

FeS5 umol/l = Absorbancia P — absorbancia B x 40
‘Absorbencis. Std - absorbancia B

L+
[

suero problens

o)
n

blanco
Std = estendar de hierro de 40 umol/l

La absorbancia del blance no debe exceder de 0.015 leida
contra ague destilada en celdillas de 1 cm de didmetro.
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Capacided total de fijmcién. (ICSH)

Fundamento.

Se basa en la saturacién de transferrina sérica con solu

cién de cloruro férrico, satursda 1l trensferrine el exceso -~

de hierro se adsorbe con carbonato de magnesio. Se cenirifuga

pare separar el'sobrenadante efectuando la determinscidén de -

hicrro sérico.

Donde el complejo hierro transferrina se disocim, existiendo

une. desproteinizociéh y reduccidén simultdnea. Se separa el sg

brenadaente y se¢ ediciona resctivo de color batofenantroline -

sulfonetnda se¢ lee a 535 nm., Se incluye dos esténdares, blan=

€0 ¥y suero control,

Tlenica capneid-~d tot-1 de fijocidn. (ICSH)

1.
2.

3.

4.

5.

Touar 1.3 nl de suero y celocarlos en tubo do 13 x 100 mm
iGiciongr 1.3 ml de solucidn suturante de hierro (100 umol
/1.

Ilezelor cn el "vortex", dejar en reposo por 20 minutos a
tenperetur: embiente, _

Afledir 320 g de cerbonsto de megnesio a cada tubo utili
2crdo para ello un tubo de eproximedamente 8 mm de didme
try eclibredo, tépar con "parofilm", poner a rotacidén por
20 rinutos ( en rotedor angular u otro mezclador adecuado).
Centrifugar por 20 uinutos & 2500 rpm, separar el sobrens
dente con eyuda de le propipeta. '
Colocar 1.6 ml del sobrenedants en tubos de 13 x 100 nm

y continuer la técnica pera hierro sérico,
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Hicrro gérico, L y M

Pundamento.

El hierro presente en el suero se encuentre unido a una
" beta globulina, la transferrina. La unién hierro transferrinc
es estable a pH alcalino, pero se disocim totalmente a pi dci
do. E1 nétodo de medicién aprovecha esta propiedad purs seps=-
rer el hierro de la transforrina al afiedir un snortigusdor -
dcido. Uns vez logreds la liberacidn del hierro, éste se mide
espectrofotomé.tricsmcnte a base de ogregar un agente crozége~
no (batofensntrolina) que forma un compucsto coloride con €l

hierro fexrroso,

Roactives. (L y L)

1. Solucidn emortizu:dora concentrada. Colocar 1.5 i (¢ -
glicina en un vago de precipitados, disolver con aproriw
mademente 60 ul de agua y ajustar o plit 1,9 con ECL L.
DPasar cuuntitativemente o un matraz velunétrico de 10Cml

¥y oforar con agua libre de¢ hierro, Guerdar refizcrido.

2, Soluecidén emortiguadoré de trazbajo, A coda volidmen de -
amort jguador concentrado egregsr dos volimenes de solu-
cidn acuoss de dcido uscdrbico al 0.54 (estm Ultino debe
ser reclente). La cnntidud de amortiguador que s& preva-
ra dependeri del nimere de celdillas r..w.e £e voyeh a ira-

bajor ese dia.

3. Batofercntrolina, Colocar 150 mg de batofenantrolina sul
fonstzde (bathophenantrholine sulfonate) en metrsz voli-



2

6,

7.

12

metrico de 25 ml. Aforur con egua y mezclar, Conservar a
4- 8 9¢.

solucién madre de hierro. En matraz volumétrico de 250 ml
colocar 175.5 mg de sulfato ferroso-aménico hexahidrstado
o 25 mg de nlembre de hierro QP (pureza no menor de 99.5%)
Agregar 1.25 ml de dcido sulfirico concentrado y aproximp
danente 75 ul de ague. S1 se trata de elombre de hierro -
celentar directamente en mechero hasta que se disuelva -
completamente, Agzregar gota a gote uvna solucidén diluida
(eproximadsmente 60 mg en 10 ml de agua libre de Hicrro)
de permangensto de potasio, hosta que la adicidén de una -
gota le confiera a le solucidn un ligero tinte violeta.
Aforar a 250 1l com ofus. Esta colucidn ¢o estable o ten

peratura sabiente y conticne 100 uz/nl de hierro.

Solucidn de hierro dz 1.5 y 3.9 uz/al. Colocar 1,5y 3.0
nl de la colueidn medre de hierro, respeotivamente, en -

matraces volwzétricos de 100 ml y aforzrlos con ogus.

Solucidn de hierro de 6 ug/ml. Colocer 6 ml de la so0lue
cidn madre de hierro en matraz volunétrico de 100 ul, ¥y

aforar ccn rsun, E¢ cstable a temperctura anbiente.

Cerborato &2 moonan’a ¢n polve @ralo rosctivo: férmula -
aprozimade 33500353 (OH)2H20. En cada frasco nucvo, el
operalor deberd cercionsrse de gque el carbonato es cape2
de fijar todo el hierro libre. Para ello, hacer una medi
cién en que sustituya el suero problema por solucidén sali
ra desds el paso 1 de le téenica.
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Técnize Hierro Sérico. Ly M

1.

4o

5e

6.

7.

8.

in celdilles de 12 x 75 mm colocar:

Celdille blanco: 0.5 ml de solucidén saline

Celdilla esténdar 1: 0.9 ml de solucidén de hierro de -
1.5 uz/ml.

Celdilla esténdar 2: 0.5 ml de solucidn de hierro de
3.0 ug/ml

Celdilla problema: 0.5 nml de suero

Agregar 1.5 ml de solucidn amortiguadora de trebajo 2 to
das las celdilles. Mezeclar adecuadamente en "vortex" y de
jar repoéar 20 minutos,

Leer en espectrofotdémetro a 530 nm la densidad épvice dae
las celdillas estdndar y problema versus la celdilla blan

co. Bstas serén las DO-1 de estdndares y problema.

Agregar 0,03 ml de batofenantrolina a todas las celdillas
Merzclar Inmediatamente y dejar reposar 60 minutos,

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

$ptica de esténdares y problemas versus celdillas blanco.
Bstas serén las DO-2. '

Restar las IN-1 de las DO-2 en cada una de las celdillas

esténdares y problemas. Bstas serdn las DO netas.

Obtener los factores de las celdillas esténdares 1 y 2.
Pactor esténdar 1 = 150 entre la DO neta del Std 1.
Pactor estdndar 2 = 300 entre la DO neta del-Std 2.

Los factores deben ser simileres. Promediar por la DO ne
ta del problema pars obtener el hierro sérico en ug/dal.
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NOTAS ¢

Pare sueros hemolizados es necesario evitar la liberacidn
del hierro de la hemoglobina, para lo cual se recomienda leer
inmediatemente después de agregcar el mmortiguador de trebajo.
(innign 2) y dejar reposor exactpmente O mimmtos con cl reag
tivo cromégeno antes de hacer la segunda lectura de densidad
6ptica,

Capacid-d total de fijmeidn., (L y M)

Pundaemento,

En el suero exlste una betn glodbulina, la tranafcrrina,
que fija fuertcmente el hierro, normalmente pnrte de le trong
ferrina estd unida a hierro y parte ests libre de hierro, Pe-
ro medir le capacided totnl de fijaeidn ( le de tronsferrina
1libre més le de¢ trancferring unida a hierro), se sgrega hie-
Tro en exceso &l suero, y s¢ incuba la mezcla pero LCogUrarse
que toda la transferrina libre queda unide e hierro. Despuls
ae ggrega carbonato de maznesio y me centrifuga pera seperar
el hierre libre en exceso (Que guedera adsorto en el precipi-
tado de carbonato) dtl hierro unido a trancferrina (que ectn-
réd contenido exclusivamente en el sobrenndante). Una dosificg
cién de hierro en el sobrenrdente permitird conocer la capaci

ded total de fijacidn del cuero probdlema.

El método puede considerarse en dos fases:
Fase 1 = Saturceidn de la trensferrina con hierro, y elimina-
cidn del exceso de hierro no fijado por la transferri

na.



15

Fase 2 = Medicidn del hierro en el sobrenadante utilizando pa

1.

2.

ra ello el método para medir hierro sérico.

Téconica Capacided total de fijacién. (L y M)

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

Agreger 1.0 ml de solucién de hierro de 6 ug/ml. Mezclar

y dejar reposer 20 minutos.,

Agregar aproximedemente 200 mg de carbonato de magnesio

-en polvo (se puede utilizar para ello una pipeta pasteur

previenente calibreda). Nezelar vigorosamente, tapar el
tubo y porerlo a roteeidn durante 30 minutes.

fentrifugar (cabezal vertical) a 3000 rpa por 20 minutos

Txtroer cnn prropipeta un minimo de 1.1 ml de sobrenadan-
te y eolocsr 2 clicuotas de 0.5 ml de sobrenadente en -
ccNdillzs de 22 x 75 nma.

nd4r 01 hierro de los sobrenndmntes siguiendo el método
de hicryo cfrico, como =i los sobrenadentes fueran sueros

rroblensay,

L4}

21 dcto e concentracidén de hierro obtenido en los sobre
nedrutes te miltiplica por 2 yo qué el suero ha sido di-
luido 1:2 en 1~ fase del proceso 1. El resultado de la
ziltislicneidn sera la copacidad totel de f£ijacidn en -
uz/él y no dcberi haber discrepancim entre los duplica~

€oz del suero.
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RESULTADOS =

Exactitud. Para evaluar la exactitud de ambos métodos se hicie -
ron pruecbas de recuperscidn, sdicionundo centidades conocidas
de hierro a un suero de concentracidén conocida de hierro (42

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

senten en la tabla 1.

TABLA 1., Pruebas de recuperacidn de hierro en dos experimentos
por el método L y ¥ e ICSH.

Esynrado Obtenido Esperado . Obtenido

a) ug/dl ug/dl < ug/dl ug/dl . %
78 18 100.0 69 69 100.0

108 111 102.7 102 100 98.0

202 211 104.4 228 219 96.0
Promedio 102.2 98.0
b) 93 9] 100.0 96 97 . 101.0
132 1", 96.2 124 128 103.2

172 166 96.5 162 167 103.0

203 201 99.0 190 193 101.5

239 230 96.2 o7 225 99,1

Promedio Q7.2 101.5
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El rromedin y reccuperncidn en lor dos ezrerimentos nara L y X
fué de 99.95 y pars IZSH 99.75

PRECISTON. Parn egtablecer 1n precisidn intreoencsyo se cerlenld
el cocficiente de veriscinn (GV) de les diferenciss de 1lzg --
muestrze problemac docifiendns por duplicado en el mismo dfa
de trubajo (Tabla 2), y la precisién interensuyc medionte el
CV de un guero control censervedo en elicuctas de 2,5 ml ¢ -
-20 9C trabzjzde simultdnesnente con log sueros problenme (Qg
bla 2).

TABLA 2. Frecisidn en termince de (3V) intra e interenseyo pa

re hierro sérico y parc capucidad total de fiiacidn,

No. cv No. CV
Intreenseyo FeS 43 1.68 43 1.45
SIF 43 1.10 43 2.51
Interensayo Fes 22 5.0 7 6.38
CTF 22 G.47 7 5.86

El CV intreenssyo pers FeS y CTF fud un poco menor pers ICSE
que para L y K mientrre cus ocurrid lo contreric en el CV In-
terengayo csto pogidlemente ocurrid por ¢l uencr nluero de -
mucetras control trabujedis por el mltodo ICLH. 3ia ewberpgo lo
precisidn de anbos se cocuenbira dectro de Lo eoperudn pura wé-

todou espectolctondtricos,
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Bfecto de hemdlisis, A una mezcla de sueros frescos se le adi
ciond cantidades crecientes de un hemolizedo (de concentracidn
conocida) para obtener las concentraciones de hemoglobina ~-
(mg/dl) enotadas en la tabla 3. La técnica de L y M se traba-
J6 con las modificaciones para sueros hemolizados (ver méto-
do).

TABLA 3. Bfeoto de hemélisis en las determinaciones de FeS y
CIF por el método L y M e ICSH,

Hemoglobina PeS ug/dl CIP ug/dl
ng/al by X I0SH LyX I3SH

0 41 42 263 316

96 43 52 262 314

192 Y 94 257 314
288 46 126 261 340
384 48 - 302 361

419 58 231 324 392

En las determinaciones de FeS por el método de ICSH la -~
presencia de hemoglobina a concentraciones de 96 mg/dl a 479 mg/
d1 se elevaron progresivemente las concentraciones de hierro en
el suero y en ¢l método de L y M s0lo hubo elevacién cuando se
adiciond 479 mg/dl de hemoglobina. Para CIF el efecto de Hemé-
1isis se presento para ICSH a concentraciones de hemoglobina -
de 288 mg/dl y para L y M de 384 ng/dl.
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Sengibilidad. Para prober la sensibilidad se partid de un sue
ro con concentracidn de Fe de aproximadamente 89 ug/dl y CUF
de 333 ug/dl, con este suero se hicieron diluciones de :

1:2, 1l:4, 1:6, 1:12, 1: 24, en cada una de ellas se deter-
niné FeS y CIP por los dos métodos.

Los resultados se pueden ver en la figura 1 donde se pre
sentan los resultados obtenidos con el pétodo L y 4 graficada
en el eje de las abeisas le reciproca de cada una de las dily
clones y en el eje de 1as.ordenadas la concentracién de Fe y
CIF en ug/dl obtenida en cada dilucién; como puede apreciarse
los coeficientes de correlacién para ambos parémetros fuerdn -
de 0.99 |

En la Figura 2 se muestre la grafica obtenida con el mé-
todo ICSH los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con el método L y M.

Camp~racidn de los_métodos Ly M e ICSH en sueros problema.

Esta se hizo en 64 sueros y en la Pigura 3 se encuentran
la correlscidn entre ambosumétodos para la determinacidn de -~
FeS, la recta de regresidén fué: y = -4.8988 + 1.0218x ( y wvmé
todo ICSH; x=L y M ) con;un coeficiente de correlacién de -
0.979

En la Pigura 4 se presenta la correlacién en la determi-
nagién de CTF, donde la recta de regresién fué: Ay « 11,687 +
0.9857x ( y = método de ICSH; x = L y ¥ ) con un coeficiente -
de correlacién de 0.976 '

En la tabla 4 se muestran los promedios y desviaciones -
esténdar de FeS, CTF e indice de saturacién de la transferrina
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Table 4

Resultados de FeS y CIF en 64 sueros trabejados simultdneeomente con el método de
referencis recomendado por el Internctionnl Comnitte for Standardizatidn in -
Heematology (ICSH) y por el de Loria & lLionges (L & I).

Hétodo FeS CL P 15
ug/dl umol/1 ug/dl umol/1 %
X DE. x DE x DE x DE x DE
10SH 7307 + 49,1 13.2 + 8.7 321.1 #102.6  57.3+ 18,3 20,4 + 22,0
&N 76.9 + 47.0 13.7 + 8.4 313.8 #101.0 56.0% 18.0 30.6 + 22.1
% 2.5644 - ~2.5556 | 4.0652
P 0.01

- 0.01 . 0.0005

e



25

( IS = Pe x 100/ CTP) en los 64 pueros con las dos metodologias,

la concentracién se encuentira expresada en ug/dl y en umol/l.
Aun cuando los promedios para PeS, CIfF e IS fuerdn similares -
.con log dos métodos, las diferencias evaluadas medisnte la —-
. pruebe " t pareada " fueron significativas, es decir con el m¢
todo de L y ¥ los valores obtenidos para FeS e I3 tendieron a
gser més altos, miéntras que los de CTP fueronumés bajos en re-
laeién al método ICSH.

Analizendo los pasos de cada una de las téonicas se en-
conyré_qua en parte las diferencias observades en las concen-
traciones de PeS, CTF e IS se podian atribuir a cembios de pH,
gsl en L y B el desarrdllo de 6olor con batofenantrolina en =
los égyéndarea se lleva & cabo a pH 2.2 y se observé que ele-
vando el pH & 2.8 ( que es el que se obtiene en el sistema sue
ro-anortiguador-batofenantrolina) ocasionaba un pequefio ascen-
80 .on las lecturas de densidad dptica, y consecuentemente una
disminuq3§n en el factor (ver método). Bsto explicaba los valg
res de Pesxmés altos obtenidos con el método L y M. Por otro
lado se sabe qu el pH éptimo (6) de upiéq Pe3+~ transferrina -

e T.45

Los pHs de uq;én_en LyM e ICSH son 6.9y 7.7 respectiva- .
- mente, }si estas diferencias en pH ppdian ser las responsables
-para los valores de GTR'més bajos observados en L y N debido a
'una saturacién incompleta de la tronsferrine oon el hierro. -
Por lo anterior se dicigié trabajar otros 15 sueros con ambos
_métodos e introduciendo dos modificaciones en el método de L
¥y H.ahortiguador glicina-HCl pH 2.5 para llevar a cabo el de-
sarrollo de color de eaténdarea {( 1a mezola estdnder, amorti-

 guador, batofemantrolina de pH 2.8). Ademds se usé la solucién
Lo . . h/



26

de clorurce férrico de 100 umol/l (ver métodos) param saturar la
transferrina.

En la Tabla 5 se muestiran log promedios y desviaciones -
estandar para FeS, CTF e IS en 15 suercs y como puede verse ya
no hubo diferencias estadisticamente significativas cuando se
analizaron con la prueba " % pareada".

DISOUSION:

Se acepta que pare establecer la etiologia de le enemis
resulta de gran utilidad las determinaciones de PeS y CTP es~
ia Ultima como medida indirecta del nivel de transferrina en el
sueré, s8in embargo las variaciones interlaboratorio en la medi~
cidn de OTF son mds grandes que las observadas en la cuantifi-
cacién de otros constituyentes del suerc. Los problemas rela-
cionados con la medicién de CIP han sido revisados recientemen
te por Williams y Vander Heul (7,8) y en un irabajo realizado
por el Colegio Americano de Patologos (9) con la participacidn
de 1100 laboratorios, se encontré que los resultados de CTR -
son dependientes dei nétodo, pero que existe una amplia varia-
cidn entre los grupos para'un mismo método. En este mismo estiu
dio se reportan coeficientes de variscién interlaboratorio de
14~ 31 % de acuerdo al método.

En terminos generales podemos afirmar que en nuestras ma
nos 1os dos métodos comparados en el presente trabajo tienen
sensibilidad y precisién similares, Por otro lado consideramos
gue por lo que se refiere a precisién inverensayo nuestras me-
dicionen de PeS con el método ICSH son comparables a las obte-
nidas por 2 laboratorios del panel de expertos ya que sl coefl



Tebla 5

Resultsdos de FeS y OT'F en 15 suercs trebajados simultaneanente con el método de refe-

rencin reocowendado por sl International Committe for Stendardization in Haematology ~—
(Icsd) y por el de Lorfs & Monge (D & II) modificedo #

étodo FeS
ug/dl : umol/1
b4 DB - 4 B
I105H Q3.9 T1.5 16,76 12.76

t ’ 0.6135

b ' NS

* ver texto

CTF 1S

ng/dl umel/1 %

x DB N 4 DB x ‘DE N

298.4 7T7.36 53.28 13.01 35,1 27.1

293.6 77.34 52.42 13.52  35.4 25.59
NS i)
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ciente de variacién informado por ellos (1) de aproximsdamen-
te 6,5% (caleoulado con promedio y desviacién esténdar) compars
favorablemente ocon el obtenido por nosotros de 6.4% (Tabla 4).

Con respecto a la comparacidén de resultados de PeS y CTP
en sueros problema ain cuendo los promedios fueron muy simile
res se obtuvieron diferenciss estadisticamente significativas,
que se pudieron explicar y aparentemente corregir medisnte dos
modificaciones en la técnica de I y M. Posiblemente una de las
ventajes del método de L y M reside en que los errores introdu
cidos en la determinacibén de PeS por la presencia de hemoglobi
na libre en el suero son mds pequefioa que los observados con -
el método ICSH, y de hecho el panel de expertos (2) recomienda
que la concentracién de hemoglobina en sueros de referencia no
exoeda de 3 mg/dl. Por todo lo enterior conaideremos que, vali
dado por pruedas de.précisién, pengibilidad y exactitud el mé-
todo de L y M, con las dos modificaciones propuestas en este =

trabajo, es comparable al método recomendado por el ICSH.

CONGLUSJONES ¢

1.~ Mediante pruebas de precisién (intra e interensayo) y sen~
pibilidad se demostré la comperatividad de los dos métodos
L yM e ICSH para cuantificar FeS y CIF.

2.~ Los promedios y desviaciones esténdares de Pe3 y CIF en
64 sueros obtenidos con los dos métodos fueron semejantes
pero existieron diferencias estddisticamente significativas,

3.~ Se comprobd que dichas diferencias desaparscian (en 15 -
sueros) modificando la técnica de L y M en dos pasos que
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el pH.

4.~ Se demostré que en sueros hemolizados se afectan menos las
determinaciones de PeS y CTF con el método de L y M que -
con el método ICSH.
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