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OBJETIVOS



El objeto de este trabajo es determinar el efécto de la
liofilizacidn del\suero en la capacidad de la transferrina de
fijar hierro, Rt i por lag siguientes consideracibnes:

Las dosifilcaciones de hierro sérico Y capaci@ad de fijacidén de

hierro de la transferrina del!suero humano son hechas en el

¥ |

laboratorio clinico para ayudar al diagnéstico diferencial de
pacientes con anemia.

Junto con la creacién del andlisis quimico con aplicacién
\
clinica surge un problema; el resultado de una medicidn es

diferente para cada laboratorio que la practique, variando la

-

magnitud]/ de esta diferencia con la complejidad del método usado,
la naturaleza del constituyente por determinar, la calidad del

trabajo del laboratorio asi como el material de gue se disponga
(o - N
i i

para trabajar. iy ‘ i

La importancia de las dosificaciones de hierro y capacidad
i Fy i ‘
de fijacidn ha preocupado Gltimamente a la Organizaciédn Mundial
: ‘ i

de la Salud que ha intentado uniformar las cuahtificaciones
- : 3 :
hechas’en diferentes partes por medio de "Programas de

Estandarizacién".
2 i
, el »
En la;acéualidad en el Instituto Nacional de la Nutricién

!

]

: - : b o
se ha iniciado un Programa de Estandarizacidén. Dicho programa

i

consiste en enviar, peribdicamente a diferentes laboratorios,

equipos de trabajo conteniendo: sueros liofilizados, reactivos

!
!

y protocolo de trabajo.



\
\

" Desde 1949 Schade (5) encontré gque el bicarbonato tenia

participacién en la unién del hierro a la transferrina. A
oy \
partir de entonces varios investigadores (9, 10) han tratado de

contestar la pregunta de si se requieren o no iones bicarbonato
0 otros aniones sinergistas (p.ej. &cido nitrilotriacético,
citratos) para que el hierro se una especificamente a la

transferrina.

Bates y colaboradores (20) usando apotransferrina pura en

solucibén, a pH fisiolébgico, llegaron a la conclusidn que para
i

Sidn

que se efectuara la unibn de Fe a los dos sitios especificos

de la molécula de transferrina, se requeria la presencia de

bicarbonato u otros aniones sinergistas, y que en ausencia de
F i

estos se llevaba a cabo una unidén no especifica del Fe” o =

transferrina.

Por otro lado Dorantes (21) encontré que el contenido de

!
CO2 en plasmas liofilizados y reconstituidos con agua era

préacticamente cero.
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La transferrina es la proteina del suero humano encargada

1}

del transporte del hierro, tiene una movilidad electroforética

)

correspondiente a una (3,-
!

Jt

diferentes maneras:

globulina; se le ha llamado de

]
1

Protefna fijadora de hierro (1-3) I !

(gfnglobulina que combina metal (4)

Siderofilina (5)

El 94.7% de su peso
5.3% son heterosacéridos

. i
Jamieson y colaboradores

?

\

'

seco estd constituido por proteinas y

con la secuencia propuesta por

1-3
GlcNAGC —-——-——- Man
i o
142 (4)
Man
1—2.(4)
[}
Man
i
1-2 (4,6)
| 1-3 (4)
Man - ——=—==——- GlcNAc—--Asn
{ 1-3
1-3(4) i
GlcNAC —~=———-— GlcNAc



.Acido-N-Acetil-neuraminico

NANA =
GAL = Galac%dsd

: b i
GlcNAc = N—Acetiiglucosaﬁiné
Man ; Manosa

13

La secuencia de aminoécidos de la parte proteica de la

transferrina sérica human no se conoce, no obstante se han

hecho estudios'péfa cuantificarlos (7):

Aminoéacido

Mann y colaboradores

1

Bezkorovainy y

(7)

No. de residuos colaboradores (8)
No. de residuos
Lia . 4 51 58
His 19 16
Arg 24 24
Asp 81 74
Tre 30 26
Ser b 40 | 35.
Glu , 58 55!
Pro , 30 28
gli v " 54 46
Ala ' 59 53
cis' - 35 (32) 32
val ' 43 , 34
Met i ) 4 8
Ile 14 14
Leu; 57 56
Tir 24 23
Fen " ‘ 28 26
Tri ! 9 7

1
i

i

!

: ‘ :
La tabla anterior fué elaborada considerando el peso de

H : i
carbohidratos de 6% y el peso molecular de 76,600.

En condiciones fisiolégicas, la apotransferrina puede fijar

dtomos de hierro férrico en

se une también una molécula

{
sitios especificos para unir metal,
II' ’

de bicarbonato por cada &tomo de



de hierro, formando un complejo color salmén que tiene un
\

maximo de absorciénhde luz visible alrededor de 465 mm (9).

Las estructuras de los sitios de unién para metal de la

!
transferrina, no se conocen con exactitud, pero se piensa que

en la unién de los &tomos de hierro estdn involucrados tres

residuos de tirosina (10, 11) asi como dos histidinas (12).

Fletcherfy Huehns (L3), han propuesto que los dos sitios

de unién de hierro de la transferrina se comportan de diferente

\

manera con respecto a la transferencia de hierro a los tejidos.

Un; sitio designado "A", libera su hierro preferentemente

a los eritroblastos, y el sitio "B" lo libera preferentemente

s

:

a otros tejidos como el higado.

L & ‘ i
3 . l . . . i . .
Investigaciones posteriores hechas in vitrp (14) e in vivo

(15) apoyan ésta hipétesis.

i oy
El peso molecular para la transferrina sérica humana ha
: [

_ ; |
sido objeto de estudio de muchos investigadores gue han
propuésto valores desde 67 000 hasta 95 000, sinvembargo, los
trabajosvmas'récientes informan un peso molecular cercanc a

2 e
76 000 (7,16)..

! S - : ) 5 : k
. En condiciohes normales la transferrina es sintetizada en
¢ . i

el higado, en el torrente sanguineo su concentracién varia de

0.24 a 0.28 g/dl (L7) y soclo la tercera parté del total de
' i
transferrina circulante esté saturada con hierro.



\

Su funcibén principal es transportar el hierro de los sitios

2

de absorcibén (duodeno) 6 adlmacenamiento (higado, bazo y médula
i \ ‘

6sed) a los sitios de utilizacién para la biosintesis de

hemoglobina en las células eritroides.

Se han propuesto dos mcdelos para explicar la captacidn
del hierro de la transferrina por el reticulocito. Jandl y
colaboradores (18) piensan que la liberacién del hierro se
- 1lleva a cgbq a nivel de membrana. Otros como Morgan y
colaboradores (19) tienen evidencia del paso de la transferrina
i

dentro de la célula y piensan que la transferrina entra por

pinocitosis y se une a la mitocondria para liberar el hierro.
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_En condiciones normales, las moléculas de transferrina del

\

suero, pueden existir con 0, 1 6 2 &tomos de hierro. La
proporcién de los tres tipos de transferrina, con respecto a la
saturacidén con hierro, correséonden a una distribucibébn al azar
de los &tomos de hierro‘entre los dos sitios de unién de la
proteina, ésto hace que la cantidad total de hierro wunido
correspénda aproximadamente a‘la tercera parte de la capacidad
total de la transferrina para unir hierro, es decir esté
saturada en un 30%. A este valor se le llama indice de
saturacién de la transferrina.

En gl laboratorio clinico, la transferrina se mide por
métodog indirectos; adicionando al suero o plasma problema un

3k !
eXcesp de Fe » bPara saturar completamente la transferrina
libre. Después de ééte primer paso comin, los métodos
disponibles en la actualidad, se pueden dividir en dos grupos.
En el primero de ellos, se adiciona directamente un cromdbgeno
: P

del hierro para cuantificar colorimétricamente el exceso de
hierro no unido, y }a capacidad libre de fijacidn (CLF), se
calcula, restando ai hierro total adicionado, el hierro que
quedé:libre. En el otro grupo de métodos, el exceso de‘hierro
libre es‘eliminado por adsorcibén en un compuesto insoluble

(p. eﬁ. carbonaco de magnesio, resina intercambiadora de iones

O carbdén recubiertc con hemoglobina).
’ i
!
El hierro unido a la transferrina, que queda en -l

sobrenadante representa ia capacidad total de fijaci . (CTF),



que es entonces cuantificada por espectrofotometria o por

determinacién radioisotépica (CLF).

En el presente trabajo se usaron dos métodos diferentes
para cuantificar la capacidad\de fijacidén de hierro: CLF por
métode colorimétrico (22) y CTF (23) usando como adsorbente
carbonatp de magnésio. Se dosificd ademds hierro para poder

comparar CLF y CTF.

Para todas laé cuantificaciones se usaron sueros de
pacientes del Instituto Nacional de la Nutricién. En los
experimentos eh los que se trabajaron sueros antes y después
de liofiiizar, ée hicieron mezclas de sueros con CLF similares,
hasta tener un total de 6 ml; los cuales se dividieron en dos

o
alicuotas de 3 ml, una de ellas fué liofilizada y la otrxa se usd
para la dosificacidén en suero fresco. Todos los sueros se
dosificaron por duplicado.

PREPARACION DE REACTIVOS
BUFFER A CONCENTRADO

i
En vaso de precipitados de 50-100 ml, colocar 0.75 g de
glicina y unos 30 ml de agua. Disolver y ajustar a pH 1.9 + 0.02
[} H
con HC1l N. Aforar a 50 ml en matraz volumétrico. qurdar

{

refrigerado.

BUFFER B CONCENTRADO

: {
En un vaso de precipitados de 50-100 ‘ml, colocar 1.21 g



\

de tris (hidroximetifaminometgnoi y 0.98 g de anhidrido maleico
(o bien 1.16 g de‘écido ﬁaleico); Disolvernpqr agitacién en
unos 30 ml de agua,-Ajustar a{pH 8.5 con Nabﬁ N. Al dia
siguienté, comprobar‘que él pH sea de 8.5. En caso éfirmaﬁivo,

aforar a 50 ml en matraz volumétrico. Guardar refrigerado.

BATOFENANTROL INA

)

Colocar 160 mg de batofenantrolina sﬁlfonatada (la forma

sulfonatada la surte Sigma y es soluble en agua) en matraz de

25 ml. Aforar con agua y disolver.

SOLUCION MADRE DE HIERRO

En un matraz volumétrico de 250 ml colocar 175.5 mg de
Sy l'

sulfato ferroso ambénico hexahidratado o 25 mg de alambre de
hiero Q.P. Agregar 1.5 ml de &cido sulfdrico concentrado y:
i (I
aproximadamente 100 ml de agua, si se trata de alambre de hierro
‘ |

l i 5
calentar hasta que se disuelva completamente. Pesar 15 mg de

permanéanaté de potasio y disolverlos en 10 ml de agua

‘desionizadal. A continuacién agregar el permanganato gota a gota
i G ‘
a la solucién.de hierro hasta que la adicidén de una gota le
i o

I

confiera a la solucidén un ligero tinte rosado.

'

f
)

:

Aforar a 250 ml con agua. Esta solucibén es estable a

temperatura ambiente y contﬁene 100 ug/ml de hierro.

N
!



SOLUCIONES DE TRABAJO

BUFFER A P b i

La sqlucién de trabajo se prepara agregando 1 ml de agua

\
{

y 1 ml de buffer A concentrado.

BUFFER B
La solucién de trabajo se prepara agregando 1 ml de una

solucién de hierro de 6 ug/ml de &cido ascébrbico al 0.5% a cada

\
\

mililitro de buffer B concentrado. : ,

SOLUCION DE HIERRQ DE 10 ug/ml :

i ‘ | .
CoIocar 1 ml de la solucidn madre de hierro en unltubo de

15 X 125 mm y agregarle 9 ml de agua.

SOLUCION DE HIERROEDE 6 ug/ml : i

Colocar‘6‘ml;de la solucién madre de hierro en un matraz

volumétrico de 100 ml y aforar a la marca con agua.

|

NOTAS : ! .
, M@teriél de vifrieria.- Todo el material de vidrio usado
~en todas 13s técnicas debe estar libre de hierro. La cristaleria

queae libre de hierro colocédndola toda la noche en acido nitrica

o . e
diluido con un volumen igual de agua libre de hierro. Al dia
i : i
siguiente se enjuaga 12 veces con agua destilada y tres veces

/

con agua libre de hierro, y se seca al aire colocéndola boca

abajo sobre papel filtro liﬁpio.



‘Agua libre de hié;fo.- Toda el agua utilizada en las
cuatro técnicas debe estar libre de hierro, para ello debe
pasarse por un sistema desminefalizador "Deeminac" 6
"Deeminizek" de la Crystal Research Laboratories. Puede
sustituirse por solucidn salina isotbnica sin introducir

erXrores..

TECNICA DE HIERRO SERICO (22)

Eh dos celdillas de 12 X 75 marcadas 1 y 2, colocar 0.5 ml
de agua en elitubo 1l v 0.5 ml de suero problema en el tubo 2.

A ambos tubos afiadir 1.5 ml de buffer-A recién preparado
segin léé instrucciones citadas en la parte de preparacidn de
reactjivos. Mezclar y dejar reposar 30 minutos. Leer la densidad
6ptica (DO) del tubg 2 llevando a cero de densidad 6ptica con

el tubo 1 (ésta es la DO-1 del tubo 2), Las lecturas se hacen
!

a 530 mm de longitud de onda en espectrofotdmetro Coleman Jr.

!

Afiadir 0.03 ml de batofenantrolina a ambos tubos y mezclar

inmediatamente. A los 40~60 minutos, leer nuevamente la DO del
|

tubo 2 contra el tubo 1 (DO 2) del tubo 2). La diferencia DO-2
menos 'DO-1 es convertida a ug de hierro/dl de la curva de

. L , ,
calibracidn. g !

|
TECNICA DE CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION DE HIERRO (CTF) (23)

En un tubo de 13 X 100 mm golocar 0.9 ml de suero y
i 4
' {

agregar 0.9 ml de solucién de hierro de 6 ug/ml. Mezclar e

incubar 20 minutos a temperatura ambiente. Agregar 180 mg de



\

carbonato de magnesio. Mezclar e incubar 5 minutos.
Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm y usar el sobrenadante para
txaﬁajarld exactamente igual al suero completo en la técnica

I

de hierro sérico.

TECNICA DE CAPACIDAD LIBRE DE FIJACION DE HIERRO (CLF) METODO

COLORIMETRICO (22)

En dos celdillas de 12 X 75 mm marcadas 1 y 2, colocar

0.5 ml de solucidén de &cido ascbdrbico al 0.5% en el tubo 1 vy
0.5 ml de suero problema en el tubo 2. A ambos tubos afiadir
1.5 ml de buffer B recién preparado segln las instrucciones ya
descritas. Mezclar ambos tubos y dejarlos reposar 15 minutos.
Leer a 530 mm la DO del fubo 2 llevando a cero de DO con un
tubo conteniendo agua (ésta es la DO-1 dei tubo 2). Afnadir 0.03
ml de batofenantrolina a ambos tubos y mezclar. A la 1 - 2
horas, leer los tubos 1 y 2 contra el tubo de agua (éstas son
lfs lecturas DO-2 del tubo 2 y la DO del tubo 1).

| La diferencia DO-2 menos DO-1 del tubo 2 y la lectura DO
del tubo 1 son convertidas a ug de hierro/dl de la curva de

calibracién. La concentracidén de hierro del tubo 1 representa

hierro afiadido y la del tubo 2, el hierro que quedd libre, esto
es, el hierro no fijado por la transferrina. Consecuentemente,
la diferencia entre ambos (hierro tubo 1 menos hierro tubo 2)

representa la capacidad libre de fijécién del suero problema.

/



CURVA DE CALIBRACION

A partir de la solucién de hierro de 10 ug/ml, preparar

las siguientes mezclas:

Tubo Agua ' Sol de Fe Concentracibn
‘ final

1 5 0 0

2 4.5 0.5 100 ug/dl

3 4 1 200 ug/dl

4 3.5 aes 300 ug/dl

5 3 2 400 ug/dl

6 2.5 2.5 500 ug/dl

Colocar, por duplicado, 0.5 ml de cada una de éstas
mezclasign celdillas de 12 X 75 mm. Afiadirles 1.5 ml de buffer
glicina-HCL diluido y 0.03 ml de batofenantrolina, Mezclar y
dejarireposar un minimo de 1 hora. Leer a 530 mm las densidades
6pticas de los tubos 2 a 6 llevando a cero con el tubo 1.
Trazar en papel milimétrico las DO en el eje de las ordenadas
y las concentraciones correspondientes a cadajtubo en el eje

de las abcisas. También se pueden obtener los factores de las

diferentes concentrqciones de la curva:

Concentracidn

Factor .
! : DO

! ; il
; i
%os 5 factores deben ser similares. Promediar los factores

y multiplicar el factor promedio por la DO neta del problema

para obtener el hierro sérico en ug/dl.



\

Para la capacidad total .de fijacién, multiplicar el factor
por dos ya que el suero ' se diluye 1:2 en la primera fase de

la técnica. El resultado de la multiplicaciéh seréd la capacidad

i
'

total de;fijadién‘én ug/dl.

3
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CAPITULO 4

RESULTADOS



TABLA I

L i

Resultado de hierro (Fe), capacidad total de fijacibébn (CTF)
y capacidad libre de fijacién: (CLF) de hierro de la transferrina

en 24 sueros frescos.

Fe CTF CLFi CLF

SUERO Ug/dl ug/dl ug/dl ug/dli (CLF/CLFi) 100
1 59.5 187 127.8 130 101.9
2 91 244 153 - 127 . 83.0
3 - 94 249.5 155.5 144 92.6
4 ;108 268 160 148 92.5
5 33.5 208 174.5 177 101.4
6 173 i 347.5 174.5 155.5 89.1
7 ;49 236.5 .197.5 171 86.5
8 132 ~ 330.5 198.5 1192 96.7
9 83 281.5 199 176 88.4
10 76 278 202 180 89.1
11 92.5 . 296.5 i 212.5 183 86.1
12 70 . 287.5, . 217.5 207.5 ~95.4
13 57 282 b <225 190 L 84.4
14 4745 273 225.5 202.5 89.8
15 ¢.82 ¢ 317 235 215 91.4
16 79.5 346 266.5 247 92.6
1 44 ¢+, 327 283 246 86.6
18 65 353.5 288.5 266 92.2
19 r28 383.5 35545 343 96.5
20 103’ ‘434 331 309 93.3
21 29 436 407 368 90.4
22 i 90 515 425 397 ‘5. 83,4
23 ‘ 32 460.5 428.5 440 - 102.6

24 : 69 538 469 467 99.5

CLFi = CTF - Fe : ,

i_



RESULTADOS DE CTF Y CLF HACIENDO LECTURAS DE DENSIDAD OPTICA DEL COMPLEJO
HIERRO-BATOFENANTROLINA I Y 2 HORAS DESPUES DE AGREGAR EL REACTIVO CROMOGENO

CTP (ug/dl) Diferencia CLF (uq/dl)' Diferencia

Suero . 1 hr 2 hr " 2 hr = 1 hr iohr 2 hr 2 hr - i B
1 296.5 2995 cEol % 183 167 -~ - 16
2 281 .5 280.5 - 1 176 157.5 - = 18,5
3 328 =326 - 2 246 236 ' - 10
4 436 440.5 e dlE 368 358.5 — s N
5 383.5 386.5 + 3 343 339 ; - - 4
6 434 439.5 - BL5 309 299.5 - 9.5
7 347.5 351.5 + 4 155.5 145.5 - 10
8 236.5 225 - 11.5 191 164 - 7
. 9 346 = 359 . =413 247 240.5 - 6.5
10 282 298 +16 190 185.5 - 4.5



RESULTADOS DE Fe, CLFi Y CLF, EN 12 SUEROS TRABAJADOS ANTES Y DESPUES DE LIOFILIZAR

HIERRO ug/dl CLFi ug/dl CLF ug/dl
Suero Fresco Liofilizado Fresco Liofilizado Fresco Liofilizado

1L 106 92 249 235 265 251

2 62 68 ; 275 236 270 245

3 96 100 - 179 159 : 7S 157

4 68 58 355 342 351 345

5 111 104 228 230 250 237

6 63 769 ' 821 287 . 292 276

7 95 90 289 277 272 244

8 119 120 268 238 247 233

9 103 97 289 274 279 260
10 88 84 281 268 264 240
11 132 129 210 196 199 179
12 135 126 222 224 219 - 200

X 98.16 94.75 264.41 247.16 == 256.91 238.91

bE- & =23:73 -21.94 46.47 "44.91 T 43.52 45.76
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CAPITULO 5

DISCUSION



En la tabla I se presentan los resultados de hierro, CLFi

(CTF - Fe) y CLF, en 24 sueros frescos.

Comprando CLF y CLFi, con excepcién de los sueros 1, 5y
23 en los 21 sueros restantes se obtuvieron valores ligeramente
mas bajos para CLF. En la gridfica I se muestra la correlacién

de los resultados de ambas técnicas.
|

Hubo una buena correlacidén en todo el rango estudiado
(127-469 ug/dl). Faltaria comparar ambas técnicas con sueros

con CLF por abajo de 127 ug/dl.

Una ventaja encontrada a favor del método de CTF, es que
en este método el complejo hierro-batofenantrolina es menos
afectado por tiempo, que en el método de CLF. En la tabla No. 2
se presentan los resultados de efecto de tiempo, para la CLF,
se obtuvieron siempre valores més bajos, haciendo la lectura de
DO-2 a las dos horas. Este fendmeno se debe probablemente a gue
la transferrina va soltando el hierro en forma lenta, y
logicamente va aumentando el hierro libre que es el que se

cuentifica en este método.

La tabla 3 muestra los resultados de Fe, CLFi y CLF en
sueros trabajados antes y después de liofilizar, en general se
obtuvieron valores mas bajos para las 3 determinaciones en el

suero liofilizado que su correspondiente suero fresco. Si

consideramos 100% el resultado obtenido en el suero antes de



liofilizar se tiene que para los sueros liofilizados en
promedio se obtuvieron los siguientes porcentajes: 97.1, 93.4
y 92.6 para Fe, CLFi y CLF respectivaﬁente. Las diferencias
observadas se pueden atribuir a errores introducidos porque se
diluye mas el suero al reconstituirlo con 3 ml de agua

desionizada.

Si consideramos que los 7 g/dl de proteinas del suero

ocupan aproximadamente un volimen de 0.21 ml (Zf%ﬁg = 0021}

tal vez deberian reconstituirse con 2.79 ml de agua en vez-de
3 ml.

La reproducibilidad entre duplicados en las tres técnicas
(Fe, CLFi y CLF) para sueros antes y después de liofilizar

oscild entre 0.8 y 3.1%.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES



Del anélisis de los resultados se puede llegar a las

siguientes conclusiones:

l.- En sueros frescos el método de CLF tiende a dar valores

ligeramente mas bajos que usando el método CTF.

2.- Con ambos métodos se tiene muy buena reproducibilidad
|

entre duplicados trabajados el mismo dia.

‘.

3.- E1 hecho de no haber encontrado grandes diferencias en
la capacidad de fijacidén de hierro a la transferrina en
sueros antes y después de liofilizar plantea las
siguientes posibilidades: que los iones bicarbonato
necesarios para la unibén especifica de hierro a la
transferrina provengan del agua usada para la reconstitucién
del suero lifilizado, quevel CO2 del ambiente se disuelva
en el suero y por Gltimo que el suero al liofilizarlo, no

pierda todos los iones bicarbonato.
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