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CAPITULO 1

OBJETIVOS 



El objetO de este trabajo es determinar el ef¿qto de la

1-Lofilizacion del suero en la capacidad de la transferrina de

fijar hierro, motivado por las siguientes consIderaciones: 

1,as dosif caciovies de hierro serico y capacidad de fijaci6n de

hi--rro de' 1.a túansferrina del; suero humano son hechas en el

laboratorio clínico para ayudar al, diagnóstico diferencial de

pacientes con anemia. :, 

Junto con la creación del análisis químico cop aplicación

clínica surge un problema7 el resultado de una medicióh es

diferente para cada laboratorio que la practique, variando la

magnitud,)de esta diferencia con la complejidad del metodo usado, 

la naturaleza del constituyente por determinar, la calidad del

trabajo del laboratorio as¡ como el material de que se dísponra

para trabajar. i i

La importancia de las dosificaciones de hierro y capacidad
f 1 , 

de fijaci6n ha preocupado últimamente a la Organizaci6n Mundial

de la Salud que ha' intentado uniforinar las cuantificaciones

hechasic---,n diferentes partes por de " Programas de

Estandariza,k,,i n". 

4n 1aiac- ualidad en el Instituto Nacional de lá Nutrici6n

se ha iniciado up Programa de Estandarización. ri!Cho programa

consiste en enViar, periódicamente a diferentp, laboratorios, 

equipos de trabajo contenien,dio: suuros liofilizados, reactivos

y protocolo de traba -lo. 
1



Desde 1949 Schade ( 5) ¿ ncontr6 que el bicarbonato tenía

pa--ticip ci6n en la uni6i del hierro a la transferrina. A

par
1

tir de entonces varios investigadores ( 9, 10) han tratado de

contestar la pregunta de si se requieren o no iones bicarbonato

ú otros aniones sinergístas ( p. ej. ácido nitrilotriacético, 

citratos) para que el hierro se una específicamente a la

transferrina. 

Bates y colaboradores ( 20) usando apotransferrina pura en

soluciAn, a pH f4L-- iOl6giCO, llegaron a la conclusi6n que para

1

que se efectuara la uni6n de Fe3+ a los dos sitios específicos

de la molécula de transferrina, se requería la presencia de

bicarbonato u otros aniones sinergistas, y que en ausencia de
1

estos se llevaba a cabo una uni6n no específica del Fe3+ a " La

transferrina. 

Por otro lado Dorantes ( 21) encontr6 que el contenido de

I

CO2 en plasmas liofilizados y reconstituidos con agua era

prácticamente cero. 



CAPITULO 2 1

GENERALIDADES

i

I



La transferrina es la proteína del suero humano encargada

del transporte del h erro, tiene una movilidad e.Iiectr,oforética

correspondiente, a una - globulina.; se le ha llamado de

diferentes maneras: 

Proteína fijadora de! hierro ( 1- 3) 1

C51 - globulina que combina metal ( 4) 

Siderofilina ( 5) 

El 94. 7% de su peso seco' está constituído por proteínas y : 

5. 3% son heterosacáridos con la secuencia propuesta por

Jamieson y colaboradores ( 6)

2- 6 1- 3 ( 4) 1- 3
NANA ------ GAL --------- GlcNAc ------ Man

1- 2 ( 4) 

Man

1- 2 ( 4) 

Man

1- 2 ( 4, 6) 

1- 3 ( 4) 

Man ------- GlcNAc— Asn

1- 3

2- 6 1- 3 ( 4) 1- 3( 4) 
NANA --- GAI --------- GlcNAc ------ GlcNAc



NANA =, Acido- N- Acetil- neuraminico

GAL Galactosa

GlcNAc N- Acetilglucosamina

Man Manosa

La secuencia de aminoácidos de la parte proteica de la

transferrina sérica human no se conoce, no obstante se han

hecho estudios pata cuantificarlos ( 7): 

Mann y colaboradores ( 7) Bezkorovainy
Aminoácido No. de resíduos colaboradores ( 8) 

No. de res5duos

Lis 51 58

His 19 16

Arg 24 24

Asp 81 74

Tre 30 26

Ser 40 i 351 1

Glu 58 55

Pro 30 28

Gli 54 46

Al a 59 53

Cis, 35 ( 32) 32

Val 43 34

Met 4 8

Ile 14 i4
Leu 57 56

Tir 24 23

Fen 28 26

Tri 9 7

La! tabla anterior fué elaborada considerando el peso de

carbohidrat-os de 6% y el peso molecular de 76, 600. 

En condiciones fisiol6gicas, la apotransferrina puede fijar

átomos de hierro ferrico en sitios específicos para unir metal, 

se une también una molecula, de bicarbonato por ea -da átomo de- 



de hierro, formando un complejo color salm¿n que tiene un

máximo de absorción
i
de luz visible alrededor de 46S. mm ( 9). 

Las estructuras de los sitios de unión para metal de la

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

en la unión de los átomos de hierro están involucrados tres

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

Fletcher, y Huehns ( 13), han propuesto que los dos sitio5
1

de unión de hierro de la traUferrina se comportan de diferente, 

manera con respecto a la transferencia de hierro a los te --,¡dos. 

1

Unisitio designado ' W1,'

libera su hierro preferentemente
y

a los eritroblastos, y el sitio
11BI, 

lo libera preferentemente

a otros tejidos como el hígado. 

Investigaciones poste
1

riores hechas in vitrb ( 14) e in vivo
1

15.) apoyaXi 6sta hip6tesis. 

i
i , 

El peso molecular para la transferrina sérica humana ha

sido obje o d'e esl--udio de muchos investigadores que han

propuésto valores desde 67 000 hasta 95 000, sin embargo, los

trabajos m. s, r . ecientes informan un peso inolecular cercano a

76 000 ( 7, 16) 

1

1

En condicioñes normales la transferrina es sintetizada en

el hígado, en e¡ torrente sanguíneo su concentración varía de

0. 24 a 0. 28 g/ dl ( 17) y solo la tercera parte del total de

transferrina circulante está saturada con hierro. 



Su funci0n principal es transportar el hierro de los sitios

de absorc Oii ( duodeno) 0 álmacenamiento ( hígado, bazo y médula

6 ea) a los sitios de utilización para la biosíntesis de

hemoglobina en las células eritroides. 

Se han propuesto dos modelos para explicar la captación

del hierro de la transferriná por el reticulocito. Jand1 y

colaboradores ( 18) piensan que la liberación del hierro se

lleva a cabo a nivel de membrana. otros como Morgan y

colaboradores ( 19) tienen evidencia del paso de la transferrina

1

dentro de la célula y piensan que la transferrina entra por

pinocitosis y se une a la mitocondria para liberar el hierro. 

i



CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS



1

En condiciones normales, ]- es moléculas de transferrinza del
1

suero, pueden existir' con 0, 1 6 2 átomos de hierro. La

proporci6n de los tres tipos de transferrina, con respecto a la

saturación con hierro; corresponden a una distribución al azar

de los átomos de hierro entre los dos sitios de unión de la

proteína, ésto ha -ce que, la cantidad total de hierro unido

corresponda aprbximadamente a la tercera parte de la capacidad

total de la transferrina para unir hierro, es decir esLá

saturada en un 30%. A este valor se le llama indice de

1
saturación de la transferrina. 

En el laboratorio clínico, la transferrina se mide por

métodos' indirectos; adicionando al suero o plasma problema- un

3+ 

exces,p de Fe ' para saturar completamente la transferrina

libre. Despues de éste primer paso coMUn, los metodos

disponibles en la actualidad, so pueden dividir en dos grupos., 

En el primero de ellos, se adiciona directamente un crom6geno

del hierro para cuantificar colorimétricamente el exceso de

hierro no unido, y la capacidad libre de fijación ( C1-2), -- e

1 calcula, restando al hierro total adicionndo, el Merro que

qued¿,!libre. En el otro grupo de métodos, el exceso de hierro

libre eslelimínado por adsorcion en un compuesto insoluble

p.. e. carizonato de magnesio, resina intercambiadora de iones

o carbón recubierto con hemoglobina). 

El hierro r.nido a la transferrina, que queda ei, I

sobrenadante representa la capacidad total de fijac-i ( CTF), 
1



que es entonces cuantificada por espectrofotometría o por

1

determinación radioisot6pica ( CLF). 

En el presente trabajo se usaron dos métodos diferentes

para cuantificar la capacidad de fijación de hierro: CI,r, por

método colorimetrico ( 22), y = ( 23) usando como adsorbente

carbonato de magnésio. Se dosific6 además hierro para poder

comparar CLF - CTF. 1

Para todas las cuantificaciones se usaron sueros de

pacientes del Instituto Nacional de la Nutrici6n. En los

experLmentos en los que se trabajaron, sueros antes y después

de liofilizar, se hicieron mezclas de sueros con CLF similares, 

hasta tener un total de 6 mi, los cuales se dividieron en dos

1

alícuotas de 3 inl, una de ellas fue lioEilízada. y la. otZa se us6

para la dosificación en suero fresco. Todos los sueros se

dosificaron por duplicado. 

PREPARACION DE REACTIVOS

BUFFER A CONCENTRADO

i. . 
En vaso de precipitados de 50- 100 m1, colocar 0. 711- g de

glicina y unos, 30 m1 de- agua. Disolver y ajustar a pH 1. 9 + 0. 02
0

con HC1 J\J. Aforar a 50 m1 en i-tiatraz volu.rii": t rico. GLi,ardar
i

refrigerado. 

BUFFER B CONCENTRADO

En u,-i , 7aso de. prc,7- i-pj.taO,,,-ns dc 510- 100 r-il, colocar 1. 21 9



de tris ( hidroximetiliaminomet ' ano) y 0. 98 g de anhidri ' do maleico

o bien 1. 16 g de ácido maleico).' Disolver por agitación en

unos 30 m1 de água. Ajustar a; pH 8. 5 con NaOH N. Al día

siguiente

1 , 

comprobar que el pH sea de S. S. En caso afirmativo, 

aforar a 50 m1 en matraz volumétrico. Guardar refrigerado. 

BATOFENANTROLINA

colocar 160 mg de batofenantrolina sulfonatada ( la forma

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

25 nil. Aforar con agua y disblver. 

SOLUCION MADRE DE HIERRO

En un matraz volumetrico de 250 m1 colocar 175. 5 mg de

sulfato ferroso amOnico hexahidratado o 25 mg de alambre de

hiero Q. P. Agregar 1. 5 m1 de ácido sulfúrico concentrado y. - 

aproximadamente 100 m]. de agua, si se trata de alambre de hierro

calentar hasta que . se disuelva completamente. Pesar 15 mg de

permanganato de potasio y disol-verlos en 10 m1 de agua
1

desionizada,'. 2 continuaci6n agregar el permanganato gota a gota

a la solución de hierro hasta que la adici6n de una gota le

confiera a la so,liación un . ligero tinte rosado. 

Aforar a 50 m1 con agua. Esta soluci6n es estable a

temperatura ambiente y contiene 100 ug/ rLA de hierro. 



SOLUCIONES DE TRAIBAJO

BUFFER A

La sQlución de trabajo se prepara agregando 1 m1 de agua

y 1 m1 de buffer A. concentradq. 

BUFFER B

La solución de trabajo se prepara agregando 1 m1 de una

solución de hierro de 6 ug/ m1 de ácido ascórbico al 0. 5% a cada

mililitro. de buffer ' B concentrado. 

SOLUCION DE HIERRO DE 10 uqZM1 : 

Colocar 1 m1 de la solución madre de hierro en un tubo de

15 X 125 mm y agregarle 9 m1 de agua. 

SOLUCION DE HIERRO DE 6 uqZml : 
i

1

Colopar' 6. m1 de- la solución madre de hierro en un matraz

volum trico de: 1,00 m1 y aforar a la marca con agua. 

NOTAS: 

1.1,*ate,ria!l de vifriería.- Todo el material, de vir-drio tisado

en todas l9s tecnicas debe estar libre de hierro. La cristalería

queáe libre, de hierro colocándola toda la noche en ácido nítric-- 

dilu do co un volumen igual de agua libre de hierro. Al d5a

siguiente se enjuaga 12 veces con agua destilada y tres veces

con agua librelde hierro, y se seca al aire colocándola boca

abajo sobre papel filtro li; ¡o. MP



Agua libre de hiei-ro.- Toda el agua utilizada en las

cuatro técnicas debe estar libre de hierro, para ello debe

pasarse por un sistema desmineralizador " Deeminac" 6

Deeminizek" de la Crystal Research Laboratories. Puede

sustituirse por soluci6n salina ísotónica sin introducir

errores., 

TECNICA DE HIERRO SERICO ( 22) 

En dos celdillas de 12 X 75 marcadas 1 y 2, colocar 0. 5 m1

1
de agua en el tubo 1 y 0. 5 m1 de suero problema en el tubo 2, 

A ambos tubos añadir 1. 5 mi de buffer -A recién preparado

según las instrucciones citadas en la parte de preparaci6n de

reacti-vos. Mezclar y dejar reposar 30 minutos. Leer la densidad

i

6ptica ( DO) del tubo 2 llevando a cero de densidad 6ptíca con

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

a 530 mm de longitud de onda en espectrofot6metro Coleman Jr. 

Añadir 0. 03 mi de batofenantrolina a ambos tubos y rnezclar

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

1 tubo 2 contra el tubo 1 ( DO 2) del tubo 2). La diferencia DO - 2

menos! D0- 1 es convertida a ug de hierro/ d1 de la curva de

calibracion. 

1 TE'CNICA DE CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION DE HIERRO ( CTF) ( 23) 

1 En un tubo de 113 X 100 mm qolocar 0. 9 mi de suero y

agregar 0. 9 mi de soluci6n de hierro de 6 ug/ ml. Mezclar e

incubar 20 minutos a temperatura ambiente. Agregar 180 nig de



carbonato de magnesio. Mezclar e incubar 5 minutos. 
1

Centrifugar 10 minutos a 3
1
000 rpm y -usar el sobrenadante para

t-,-í- 3b'ajarló exactamente igual al suero completo en la t(
1_=

ica

de hierro serico. 

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 m1 de solución de ácido asc6rbico al 0. 5% en el tubo 1 y

0. 5 m1 de suero problema en el tubo 2. A ambos tubos añadir

1. 5 m1 de- buffer B recién preparado según1las instrucciones ya

descritas. Mezclar ambos tubos y dejarlos reposar 15 minutos. 

Leer a 530 mm la Do del tubo 2 llevando a cero de DO con un

tubo conteniendo agua ( ésta es la DO - 1 deí tubo 2). Aftadír 0. 03

m1 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

las lecturas DO - 2 del tubo 2 y la DO del tubo l). 

La diferencia DO - 2 menos DO - 1 del tubo 2 y la lectura DO

del tubo 1 son convertidas a ug de hierro/ d1 de la curva de

calibración. Ta concentración de hierro del tubo 1 representa

i

hierro añadido y la del tubo 2, el hierro que quedó 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 fijaci6n del suero problema. 



CURVA DE CALIBIRACION

A partir de la soluci0n de hierro de 10 ug/ ml, preparar

las siguientes mezclas: 

Tubo Agua Sol de Fe Concentracion

f inal

1 5 0 0

2 4. 5 0. 5 100 ug/ dl
3 4 1 200 ug/ dl
4 3. 5 1. 5 300 ug/ dl
5 3 2 400 ug/ dl
6 2. 5 2. 5 500 ug/ dI

1

Colocar,, por duplicado, 0. 5 m1 de cada una de éstas

mezclas en celdillas de 12 X 75 mm. Afíadirles 1. 5 m1 de buffer

glicina -HCL diluído y 0. 03 m1 de batofenantrolina, Mezclar y

dejarireposar un mínimo de 1 hora. Leer a 530 mm las densidades

ópticas de los tubos 2 a 6 llevando a cero con el tubo 1. 

Trazar en papel milimétrico las DO en el eje de las ordennadas , 

y las concentraciones correspondientes a cada. tubo en el eje

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

diferentes concentraciones de la curva: 
i

1 Concentración

Factor ------------- 

DO

Los 5 factores deben ser similares. Pr

1

omediar' los factores

1

y multiplicar el factor promedio por la DO neta del problema

1 para obtener el hierro sérico ep ug/ dl. 
i ; 
1



Para la capac ¡dad total, de' fijacion, multiplicar el factor

por dos ya que el suero se diluye 1: 2 en la primera fase de

la técnica. El' resultado de la

multiplicaci6hi
será la capacidad

total de fijación en ug/ dl. 
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CAPIYULO

RESULTADOS



TABLA I

Resultado de hierro ( Fe), capacidad total de fijación ( CTF) 

y capacidad libre de fijación ( CLF) de hierro de la transferrína

en 24 sueros frescos. 

Fe CTF CLFi CLF

SUERO Uq/ di u_q¿d1 uq/ d1 ul/ dl CLF,¿CLFi) 100

1 59. 5 187 127. 5 130 101. 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

6 173 347. 5 174. 5 155. 5 89. 1

7 49 236. 5 197. 5 171 86. 5

8 132 330. 5 198. 5 192 96. 7

9 83 281. 5 199 176 88. 4

lo 76 278 202 180 89. 1

11 92. 5 296. 5 212. 5 183 86. 1

12 70 287. 5 217. 5 207. 5 95. 4

13 57 282 225 190 84. 4

14 4T. S 273 225. 5 202. 5 89. 8

15 82'- 317 235 215 91. 4

16 79. 5 346 266. 5 247 92. 6

17 44 327 283 246 86. 6

18 65 353. 5 288. 5 266 92. 2

19 28 383. 5 355. 5 343 96. 5

20 103' 434 331 309 93. 3

21 29 436 407 368 90. 4

22 90 515 425 397 93. 4

23 32 460. 5 428. 5 440 102. 6

24 169 538 469 467 99. 5

CLFi = CTF - Fe: 



RESULTADOS DE = Y CLF HACIENDO LECTUTRAS DE DENSIDAD OPTICA, DEL COMPLEJO
HIERRO- B.ATOFENANTROLINA I Y 2 HORAS DESPUES DE AGREGAR EL REACTIVO CROMOGENO

USZ/ dl) Diferencia CLF uq/ dl) Diferencia

Suero 1 hr 2 hr 2 hr - 1 hr 1 hr 2 hr 2 hr - 1 hr

296. 5 299. 5 3 183 167 16
2 281. 5 280. 5 1 176 157. 5 18. 5

3 328 2 - 246 236 10

4 436 440. 5 4. 5 368 358. 5 9. 5

5 383. 5 386. 5 3 3 4 3 339 4

6 434 439. 5 5. 5 309 299. 5 9. 5

7 347. 5 351. 5 4 155. 5 145. 5 10

8 236. 5 225 11. 5 171 164 7

9 346 359 13 247 240. 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

CLFiHIERRO ug/ d1
Suero Fresco Liofilizado

1 106 92

2 62 68

3 96 100

4 68 58

5 111 104

6 63 69

7 95 90

8 119 120

9 103 97

10 88 84

11 132 129

12 135 126

x 98. 16 94. 75

DE 23. 73 21. 94

CLFi ug/ dl
Fresco Liofilizado

249 235

275 236

179 159

355 342

228 230

321 287

289 277

268 238

289 274

281 268

217 196

222 224

264. 41 247. 16

46. 47 44. 91

CLF ug/ dl
Fresco Liofilizado

265 251

270 245

175 157

351 345

250 237

292 276

272 244

247 233

279 260

264 240

199 179

219 200

256. 91 238. 91

43. 52 45. 76
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CAPITULO

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 excepción de los sueros 1, 5 y

23 en los 21 sueros restantes se obtuvieron valores ligeramente

mas bajos para CLF. En la gráfica I se muestra la correlación

de los resultados de ambas técnicas. 

Hubo una buena correlación en todo el rango estudiado

127- 469 ug/ dl). Faltaría 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, qu'e 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 más bajos, haciendo la lectura de

DO - 2 a las dos horas. Este fenómeno se debe probablemente a que

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 despues de liofilizar, en general se

obtuvieron valores mas bajos para las 3 determinaciones en el

suero liofilizado que su correspondiente suero fresco. Si

consideramos 10T/. 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 respectivamente. Las diferencias

observadas se pueden atribuir a errores introducidos porque se

diluye mas el suero al reconstituírlo con 3 m1 de agua

desionizada. 

Si consideramos que los 7 g/ d1 de proteínas del suero

ocupan aproximadamente un volúmen de 0. 21 m1 ( 7 X 3 = 0. 21), 
100

tal vez deberían reconstituírse con 2. 79 m1 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

oscil6 entre 0. 8 y 3. 1%. 



CAPITULO

CONCLUSIONES



Del análisis de los resultados se puede llegar a las

siguientes conclusiones: 

1.- 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
1

entre duplicados trabajados el mismo día. 

3.- El hecho de no haber encontrado grandes diferencias en

la capacidad de fijación de hierro a la transferrina en

sueros antes y después de liofilizar plantea las

siguientes posibilidades: que los iones bicarbonato

necesarios para la-uni6n específica de hierro a la

transferrina provengan del agua usada para la reconstitución

del suero lifilizado, que el CO2 del ambiente se disuelva

en el suero y por último que el suero al liofilizarlo, no

pierda todos los iones bicarbonato. 
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