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INTRODUCCION

A« Metabolismo del hierro,

El hierro forma parte de la alimentacidn ordinaria -
en forma de compuestos orglnicos e inorgénicos. Su total en la

dieta diaria habitual #8 de 10 a 20 miligramos,

Para yue el hierro pueda ser absorbido es necesario
que esté en cotado idnico reducido ( ién ferroso ) lo cual se
lleva a cabo bajo el efecte del medio Acido del estémago y de
sustancias reductoras de la misma dicta, tales como el &cido -
asc8rbico y la cistefna. Antiguamente se crefa que para la io=
nizacibn del hierro era indispensuble el fcido clorhfdrico del
estézago; estudion recientes han demostrado que los fcidos or-
gfnicos contenidos en la alimentacidn ( acético, léctico y cf-

trico )} cumplen adecuadazente con esa funcién.

Lo cantidad de hisrro que se absorbe diariamente en
condicionus norsales equivale aproximadamente al diez por cien
to del que so ha ingerido, o sea 1l n 2 miligramos. La absorcién
tiene lugur, en ay aayor parte, en la parte proximal del intog
tino delgado { duodeno Y yeyuno ). El control de la absorcién

del hierro ve realiza rer um mecanismo incompletamente conoci

do (1l).
Una vel presente el hierro en lus cédlulas de la muco
o0 intestinal, se oxida Y se combina con la aroferritina, pro-

tefnn que nl enlnzarse con ios iones férricos se denomina fo--

rritina, derivado : s contiene un <3 por ciento de hierro. Ea-

ta ferritina c nutituve un degbnito temporai en el intestino -

Ya que ne reduce puevamento a 16n ferrono Y abandonn el integ-




tino para entrar al rlasma, en donde es inmediatamente oxidado
otra vez al estado férrico., Alll se combina con una protefna -

de truntiorte denominads transferrina o siderofilina ( beta -

globulina fijadora de hierro ) y en esta forma, la transferri-
na transporta el hierro de una manera muy parecida a como la =~
hemoglobina transporta el ox{geno en la sangre. Sin embargo, -
las dos terceras partes de la transferrina estan normalmente =~
desprovistas de hierro; esta porcién libre constituye la que -

se llanma la capacidad lutente o libre de fijacién de hierro.

Del plasma, el hierro puede ser utilizado, puede ir

a los érganos de almncenamiento o puede svr excretado,

La parte de hierro plasmdtico utilizado llega a la
médula Osea para la sintesis de la heroglobina principalmente
y otra pequefia cantidad es usada jara la formsacibn de mioglo-
bina y de diferentes enzimas respiratorias celulares: cito---

erormo oxddasa, dehidrogenass succinica y catalasa.

En los tejidos es almacenado en forma de ferritina
o hemosiderina. El h{gado representa el Srgano de almacena---

miento més importante, seguido por elbazo y la médula Ssea.

De los 27 miligraros de hierro que diariamente se -
movilizan como promedio de un multo de v Kg. a través del -
plasma, 20 miligramos derivan directamente del catubolismo de
loa eritrociton y el restunte proviene del ingerido y del ya
almacenado. Eato significa yue el hierro liberado en el cata-
bolimuo de lou glibbulous rojos es rfipldanente utilizado, como

1o es también el que entra en ln circulacidn proveniente do -



las células de la mucosa intestinal; el hierro de los sitios
de almacenamiento es utilizadc aparentemente en filtima ins--

tancia.

En resumen, el ciclo metab8lico del hierro dentreo
del ~rganismo es: del intestino al plasma y de éste a la me-
dula 8sea o a los &rganos de depbsito como higado y bazo. El
hierro de la m&dula Ssea es incorporado a la hemoglobina de
los eritrocitos y al destruir fatos, es reutilizado en la -
formacidn de hemoglobina para nuevos sritrocitos. De aqui -
que una caracterf{sticas muy importante del metabolismo del -
hierro, sea la forma tan eficiente como el organismo conser-
va este ental constituyendo virtualmente un sistema cerrado.
Su sxcrecién es muy baja y tiene lugar principalmente por -

las heces, orina, sudor, descamacién celular y en la mujer -

por la pérdida menstrual principalmente.




RESUNEN ES(UEMATICO DEL M=TABOLISMO DEL HIERRO (2).

Hierro ingeride
Depd8sito do reserva

Fo +4+4
EstGnago (hf{gado, bazo, etc.)
Fej +»
Intestino (ducdeno yeyuno) ' ////i:://
Absorcibn //:///’

/”

Hemorragias
mayor pérdides de hierro

\

Pequeda cantidad eliminada /J

( orina, heces, otc./L//

R

liemoglobina circulante

28duls Sasoa

Tejidoas (oxiducidn celutar) (sintusis de la hemoglobina)

N P



B.- Iaportancia clinica de las determinaciones de loa parfmetros
séricos del hierro. -

El estudio de los niveles de hierro plasm&tico es de
gran importancia ya que &ste aumenta o disminuye en diferentes
enfermedadea: anernias, hepatopatf{as, infecciones Y aquellas en

las que hay alteraciones en el metabolismo de la hemoglobina.

Citaremos algunas enfermedades en que el nivel de -
hierro plasmético se encucntra alterado para enfatizar la im--
portancia cl{nica de esta conatante, sobre todo en la diferen-

ciscidén de anemias,

En la gran mayor{a de las anemias hipocrémicas, el -
kierro sérico es bajo y la capacidad de fijacién alta; pero -~
uno de los casos en que las determinaciones de hierro sérico -
ason de gran importancia, ea en la diferenciacién de las ane---
mine hipocrémicas hipoferrémicas de las hiperferrémicas, ya -
que &l tratamiento en diametralmente opueato segin sea uno u -

otro tipo de anemia ().

En efecto, lams debidas a carencia de hierro ase carac
terizan por tener hierro sérico dajo y capascidad de fijacibn -
elevada, mientras que las hopucrdmicaam debidas a utilizacidn -
deficiente de hierro, énte sme encuecntra elevado en el sueroc y

la capacidad de fijacién es baja o nula (4).

En las anemian hemol{tica, pernicioma e hipopléstica,

el hierro sérico es alto y la capacidad de fijacibén baja (5).



En las infecciones y en el perf{odo de hemofpoyesis ac
tiva, el hierroc sérico es bajo y, por lo que e refiere a la -

capacidad de fijncibn, &sta es baja en las infecciones (6).

En las hepatitis se ha observado un aumento de hie--
rro sérico, en contraste con los valores normales de ambos pa~-
rédmetros vistos en is ictericia'dcbidu a obstrucciédn biliar -

extrahepltica.

En la hezocromatosins y después de transfuciones, es
comin encontrar un aumento de hierro sérico, a mencs que epgtén

presentes otras comjplicaciones como infecciones o neorlanias.

En el embarazo, el hierro sérico es generalmente ba-

Jo y la capacidad de fijacibn, alta (6).
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C.- Objets ie] trabajo.

En los (ltimos afos han aparecido diferentes métodos
para medir la concentracidén de hierro en el suero y la canti--
dad de transferrina del mismo, a log cuales se les han sefiala-
do dos ventajas fundamentales sobre los métodos previamsnte -
utilizados para tal fin:

a).- Ser técnicamente mis simples.
b).~ Dar resultados exacton en condiciones bajo las cuales los

métodos anteriormente empleados dan resultados erréneos.

Entre los métodos de aparicidn reciente destacan =
aquellos en que la base de las dosificaciones radica en el -
efecto gque tienen, sobre el complejo hierro-transferrina, los
cambioc en el pH del suero. A diferencia de los métodos anti--
guos, la dosificacién del hierro se hace en el mismo muero eli
mirdndose la etapa de desproteinizacidn del mismo. De elles, -
el primero en aparecer an la literastura médica fue el de Schade,
Oyama, Reinhart y Miller (8). Estos autores desarrollaron téc-
nicas para determinar tanto ei hierro sérico como la capacidad
de fijacién de hierro sin necesidud de deasproteinirer la mues-

tra.

Dada la utilidad, antes expuesta, que tiene en la -
clinica conocer los parhmetros séricos del hierro en los enfer
moo, as{ como lu ventaja que ne han setinlado parn los métodos
de Schade y Col., ne consider! c.onveniente comprobar la exacti
tud de ellos y su utilidad en aquellus situnc ones en que los
métodos mAs difundidon dan resultaden errdéneon, eo decir cuan-

do los rueron entdn lipémicon, fctiricon o hemolivadons,



MATERTAL Y METLDOS
El material cstuvo constituido por suercs obtenidos de:

1) Personas normales en ayunag.

2) Personas normales después de haber ingerido alimentos ricoe
en 1fipidos, a fin de obtener sueros lipémicos.

3) Sujetos con ictericia.

4) Mezclas de sueros "normalea"* con sueros lipénmicos o ict&ri
cos o bien de sueros '"normales' con cantidades significati-

vas de hemoglobina libre,

El efecto de la lipenis, la ictericia y la hemdlisis se in-
vestigd deterninando el hierro sérico y la capacidad de fijacibn

de hierro yor los métodos siguientes:

l,- Los de Schade y Cols. (8) para dosificar hierro sérico y -
capacidad de fijacibn de hierro: ambos se modificaron ya -
que se empled batofenantrolina en vezr de terpiridina para
lag dosificuclones.

2+~ El de Peters y Cols. (9) como patrdn de comparacibn para -
la doeificacifn de hierro sérico.

3.- £l de Rath y Finch (10) como patrén de comparacibdn para -

la medicién de lu capacidad de fijacién de hierro.

A continuucibn se describen los métodos empleados.

* Convencionulmente en ¢l curso del trabajo se designan como
suercs "normnles’ los sueros claros, oin lipemia, ictericia
o hemdliain.




A.- Método de Schade, Oymma, Keinhart y Miller (8) para determinar

-r
hierro uwerico,

le.- lrocedimiento original.

Fundamento.

Ente método comprende el empleoc de muestras de suero

o plase., pura dogificar le hierrn sérico a través de los -

pasor siguientean:

l.~- Ajuntnr ol pH por medio de un buffer de fosfatos para -

lograr que la unidn 16n férrico-transferrina se rompa -
de tal manera que pea capa: de combinarse el hierro li-

berado con un reactivo cromogénico adecuado.

2.- Formar un complejo ién ferroso-terpiridina que permita

dosificar la cantidad de hierro presente en ~1 nuero.

Reactivon,

1.- Buffer de fonfatom-Acido ancdrbvice.- Se prepara un buf-

ro

fer mclar de foufatos ajustado a un pH do 5.4 a partir

de solucionen molaures de hcido fosférico y fosfato disé
dico libres de hierro. A 100 ml. de osta solucibn buf--
fer ne le agregn 1 yr, de Acido nacdrbico; el pH de la

soluciédn reaultante en de 5.0,

Connervadx en el refrigerador ne mantiene estadle por -
lo menos una nemana,

Reactivo de toryirtdina al O.1v,~ Se prepara disolvien-
do 10 mg. de terpiridinn en % ml. de ntnnni abunoluto ¥y
dtluyendo con wrun n ho ml, aproximadamente; la suupen-

atdn lechnna renm:ltante ae aclara con la ndicidn de go-



tas de Acido clorhfdrico 0.2 N; lograda una aolucién
clara, se afora a un volumen de 100 ml. El pH de este
reactivo ea de 4.3,

3+~ Heactivoe de trabajo.- Ei reactive denominado "A" se
prepara memclando 4 partes del reactivo buffer fosfa-
tos-4cido ascérbico con 6 partes de agua. El reactivo
"B se prepara mezclando 4 partes de buffer foafatog-
kcido ascédrbico con 2 parten del reactivo de terpiri-
dina y 4 jartes de agua. El reactivo "A" ge usa para
el tubo designado blanco y el reactivo '"B" para el tu

bo problema,

Curva eaténdar de hierro.

Se prepara una solucidén madre de hierro queé conten-
ga 1 mg./ml.= 1000 mg./ml., disolviendo una sal de hierro
en un volumen ={nimo de Acido sulfiirico 0.1 N, y diluyen-
do posteriormente con agua libre de hierro. Se hacen dilu
ciones conteniendo 0.4, G.8, 1.2, 1.6, 2.0 ¥y a.hcig./nl.
& partir de la aolucién madre. De tales diluciones se os-
tablece una curva eatandar hierro-terpiridina bajo las -~

condiciones deliprobleul.

t rocedimiento,

Se coloca 0.5 ml. del nuero en cada una de dos cel-
dillan de 1 cm. de ancho: a una se le agrega 0.5 ml. del
reactivo "A" (tubo blanco) y a la otra, 0.5 ml., del reac-
tivo "B'" (tubo problema). El pH final en amboa tubos es -

aproximadamente de 6.0, Ambos tubos ne colocan en baio ma

-10-




r{n ~ 450C durante 20 minutos; decpués de eate periode -
se hece la lectura del tubo problema contra el tubo blan
co en un eapectrofotdémetro a 552 my. La densidad Sptica
obtenida, corregida por el blanco de reactivos ( 0.5 ml,
de agua mis 0,5 ml. del reactivo "B'" lef{do contra 0.5 ml.
de agua mis 0.5 ml, del reactivo "A'" ) da la cantidad de
hierro pressate en cada nl. de suero problema cuando se

lee en la curva estandar hierro-terpiridina.

~l1l~-




2.~ Procedimiento modificado.

La modificacién del método original consisti$ an 1la
utilizacidn de batofenantrolina en substitucién de la ter
piridina. El uso de este agente crombégeno permite medicio
nes mds exactas de hierro Ya que el complejo bntofenantrg
lina~1én ferroso posee un coeficiente de extincidn molar
mucho mayor que el ferroso-terpiridina, con lo que se lo-

gra mayor sensibilidad y exactitud en la dosificacién.

Reactivos,

l.- Buffer do fosfatos-&cido ascédrbico.- Se prepara en -
igual forma que para la técnica original.

2.~ Reactivb de batofenantrolina.- Se prepara una solu- -
cibéy al 0.16% en alcohol etflico libre de hierro.

Jc~- Reactivos de trabajo.- El reactivo "A" se prepara meg
clando 4 partes de buffer de fosfatoa-&cido ascédrbico
con 6 partes de agua. El reactivo "B" ge prepara mez-
clando % parten de buffer de fosfatos-Acido ascérbico
con 5.5 de agus y 0.5 de molucidn de batotonantrolina.
Ademis, se prepara un reactivo "C" compuesto de 4 par
tes de buffer de fosfatos-Acido ascd-bico, 2 partes -
de agua, 3.5 de glcohol etflico y 0.5 de reactivo de
batofenantrolina y un reactivo "D" hecho substituyen-
do el 0.5 ml, del reactivo de batofenantrolina usado

on el "C'" por 0.5 ml, mfAs de alcohol etflico.

-12-




Material.
Tubos de ensaye.
Pipetas de 0.2, 1, 4 y 5 ml,
Celdillams de espcctrofotémetro Coleman Jr. de 12 x 75 mm.
Papel '"parafilm".
Todo el materisl debe luvarse con &cido nftrico 6 N y en-

juagado varians veces con agua bidestilada y después con

agua libre de hierro.

Curva esténdar de hierro.

Se prepara un estfindar de hierro de 0.03 mg./ml.=

3000@;5.[100 ml. a partir de sulfato ferroso aménico en

solucidn de &cido sulflrico al 0.18%.

la curva de calibracidn se obtiene tratando igual

que al suero problema, a esténdares de 60, 120, 180, 240

¥y 300 ug./100 m1, hechos a partir de la solucidn original
de 3000 ug./100 ml. Con los valores de denasidad éptica ob
tenidos al leer los eastAndares, se traza una curva en la

cunl se puede obtener directamente la concentracién de -~
hierrc en Hg./lOO ml. ya que éata es la unidad de concen-
tracidn habitual para desigaar & este parémetro en ol‘aug

ro.

La grifica 1 muestra la curva estdndar obtenida con
este procedimiento. Cada punto representa el promedio de

L4 determinaciones diferentes.

-l3-




Procedimjento.

Se cnloca )} ml., de nuero en cada una de dos celdi--
llas de 12 =m. de ancho: a una se le agrepa 1 ml. del reac
tivo “A" (tubo blanco) y a 1a otra, 1 ml. del reactivo "B
(tubo problema). E) PH finsl en ambos tubos es aproximada-
mente de 6.0, Los tubon ne colocan en bafio maria a 450¢ du
rante 20 minutos; deapués de este perfodo, se hace la lec-
tura del tubo problema contra el tubo blanco en el espec--
trofotémetro Coleran Jr. a 592.5 mp*, La densidad Sptica -
cbtenida, corregida por los blancoas de reactivos ( 1 ml. -
de agua mAs 1 =ml. del reactive "C" lefdo contra 1 ml, de -
agua més 1 ml. de reactive "D" ) nos du la cantidad de hie
rro en 100 =l. del suero problema al hacer las lecturaa en

la curva esténdar hierro-batofenantrolina.

*Utilizada en lugar de la de 552 mu. de 2a técnica originel
ya que con el eapectrofotémetro usado (Coleman Jr. que po-
see una eacaln con intervalos de 5 mew) se facilita, en es
ta forma, un me jor ajuste de la longitud de onda.

14




B.- Método de Yetors y Cola. (2) para determinar hierro sérico.

Fundamento.
Este método consta de tres pagos fundamentales.
l.- Liberar el hierro de las protei{nas.
2.~ Precipitar las protefnus una vez saparado el hierro.
3.~ Formar un com,lejo coloride ién ferroso-batofenantro-

lina gue permita medir la cantidad de hierro presente

en el suero.

Reactivos,

l.- Acido clorhfdrice 0.2 N en solucibdn acucsa.

2.~ hcido tioglicdlico ( Acido 2-mercapto-etancico ) al -
80% en solucidn acuosa.

Jo= Acido tricloroncético al 30% en solucidn acuosa.

bo~ Soluciédn acuoss saturada de acetato de asodio.

Se~ Solucién de batofenantrolina al 0.02% en alcohol imo-
propilico.
Debe enplearse ngua libre de hierro en la preparacién

de todos los reactivos,
Material,

Tubos de ensaye de 15 x 125 mm.

Pipetas de 0.5, 1, 2, 3, 4y 5 ml.

Agitador de vidrio.

Celdillan del esjectrofotSmetro Coleman de 19 x 105 mm.
Papel "parafilm",

Todo el materinl debe lavarse con fcido nftrico 6 Ny en~
juagarse vurins veces con aguan tideatiliada y después, con

ngua libre de hierro.

-14=




Curva estdndsr de hierro-batofenantrolina.

La curva de calibracién se obtiene preparando a par
tir de una aal de hierro, estdndares de 50, 100, 150, 200,
250 y 300‘ug./100 ml. los cuales, procesados en igual for
ma que el suero problems, nos pPermite trazar una gréfica
de equivalencias para obtener directamente la concentra--

c¢ién de hierrc en¢Lg./100 =1,

I'roccedimiento.

l.- Se depoasitan 2 ml, de suero problema en un tubo de =
15 x 125 m=m,

2.~ Be mgregan 3 ml. del &cido clerhidrico y una gota del
dcido tioglicdlico; ae mezcla y se deja reposar 30 ai
nutos a temperatura ambiente.

3.~ 5S¢ mfisde 1 ml, del &cido tricloroncético; se mezcla -
con un agitador de vidrio y me deja reposar 30 minu--~
tos & texperatura umbiente, cubriendo el tubo con pa-
pel “parafila‘,

4.~ Se contrifuga a 2,000 r.p.m. durante un tiempo minimo
de 15 minutos,

5e~ Se separan & ml, del sobrenndante y se depositan en =
unn celdilla del eopectrorot6mctro Coleman Jr.; se agre
ga 0.5 ml, del acetato de sodio y 2 ml. de la solu--
cién de batoferantrolina y ce agita.

6.- Se de)a desarrollar el coclor a tdémperatura ambiente -

durante 15 cinutos,

-16-




7¢~ 30 loo 1a denmidad Sptica en el espectrofotémetro a =~
535 mM. contra un blanco que ha asido preparado usando
2 ml. de agua libre de hierro en lugar de suero proble
ma.

8.- Con 1a lactura obtenida en densidad §ptica, se determi
pa en ie curva de calibracién la concentracién de hie-

rro del suero probleaa.

-l7=



Co- N8tcdo de Schade, Cyama, Weinhart Miller (8) pa
do de Yama , i A para deter-
ainnr lﬂ capacidad de xxjncizn de %iorro. - et

l.- Frocedimiento original.

Fundazento.

Easto método consta de la determinacidn de la -
transferrina libre a través de los siguientes pasos:
le- Ajustar el i POr =ed.o de un buffer de "tris" de

aodo que ol complejo traraforrina~i8an férrico par
manerca sin diacciarse durante ol proceso.

2+~ Agregar un excenc de hierro al suerv, en cantidad
conoclda y suficiente para saturar toda 1ls transfe
rrina libre.

3.~ Foremar un complejo colorido del hierro en fXCOo80 -~
( no unido a la transferrina ) con la terpiridina
para dosificarlo.

La diferencia entre la cantidad de hierro agregada
al suers y la encontrada en exceso, o8 igual a la
capacidad latente de fijacién do nierro del euero
prodblema.

Reactivos.

l.- Buffsr molur de “tris',- "Tris" ( hidroximetil-ami
no-msotanc )-ajustado a pH de 8.5 con #cido clorhf-
drico 0.0l N,

2.~ Solucibn de hierro.~ Solucién con 25(43./ul.

3o~ Reactivo de "elon'".- "Elon" ( sulfato de pura-aotil

amiuo-fenol ) al 1¥ en solucién de bisulfito de -
asodio al 3X.

-18-




4

o~ Reactivo de terpiridina.- 3e prepara en igual forma -

que para ln dosificacién de hierro sérico de los mime-

206 autores.

Debe emplearse agua libre de hierro para todas las pre

paraciones de los reactivos.

Material,

Tubss de enoayse.

Pipetas de 0.1, 0.2, 0.4, 1 y 2 a1,

Celdillan del enjectrofotémetro Coleman de 12 x 75 am.,
Papel "parafila".

Todo el material debe lavarse con &cido nftrico 6 N. y en--
Juagorse varias veces con agua bidestilada y después, con

egua libre de hierro.

Procedimiento.

En dos celdillas de 1 c¢cm. de ancho ane coloca 0,5 ml.
de auero y ase le mgrega, & cada una de las celdillam, 0,2
al, del buffer y O.1 ml. de la molucibén de hierro. Loa dos
tubos ae tapan con papel "parafilm'" y se colocan en baflo -
de zarf{a a 45°C Jdurante 10 minutos para favorecer la forma
¢i8n del complejo hierro-transferrina. Al final de este pe
rfodo, a uno de los tubos que se toma como blanco, ss le -
agrega 0.1 =1, da agua y O.1 m=l. del reactivo do "elon': =~
al otro tubo proble=a se le agroga 0.l ml. del reactivo de
torpiridina y U.1 =1, del de "elon'. Ambos tubos se tapan
Yy se coiocan ern uafio de mar{a a 45°C durante 3U oinutos; -
dospubs de ente joriodo,se lee ol tubo jroblemas contra el

tubo control {(Lianco) a 92 3p. en el eapectrofotbézetro. -
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La densidad Sptica odtenida, corregids por los blancos de
reactivo ( 0.6 ml. de agua, 0.2 ml. de buffer, 0.1 ml, de
terpiridina y 0,1 m1, de "elon", lefdo contrs una muestra
idéntica en .a que se ha substituf{do ja terpiridina por -
8gua libre de hierro ), se lee en la curva del método de

bierro sérico de los aisros autores. Los cicrogramos de -
hierrn encontrados en eéxceso se le rostan a los microgra-
Boa agregados, rara obtener los micrograrcs de hierro por
mililitro de suaerc que es capaz de fijar la transferrina

libre presente en el suero,
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2.~ Procedimiento Modificado,

El método de dosificacién de 1n capacidad de fijacién
de hierro ae modificé, al igual que el de hierro sérico de
los mismos autores, subatituyendo la terpiridina por la ba-
tofenantrolina. Los @otivos non los mismos Ya oxpuestos pa-
ra la técnica de hierro sérico,

Reactivoan,
1.~ Buffer molar de "tris".- Se Prepara on igual forma a la
deacrita en la técaica original,
2e- Solucibn de hierro.- Se prepara ligeramente més concen-
trada que en ¢l método original: 30 4g./ml., es decir,
contiene 3,000ug./100 ml,
e~ Reactivo de "elon'",- Se prepara en igual forma a la -
demcrita en la técnica original.
4.~ Reanctivo de batefonantrolina.- Se prepara una solucién
al 0.16% en etanol libre de hiarro.
Debe ezploarse agua libre de hierro en todas laa prepa
raciones de los reactivos,
Material.
Tuboa de ensaye.
Pipetas de 0,2, 0.4, 1 y 2 m1,
Celdillan de espectrofotédmetro Coleman de 12 x 75 mm,
Papel "parafila', .
Todo el material !ebe lavarse con Acido nftrico 6 N. y en-

Juagarne varian vecen con agua bidestilada y después, con

agus libre de hiorro,




ﬁ

Frocedimiento,

-

En dos celdillag de 12 mm. de ancho ee colocs 1 ml,
de au;ro Y 6o le agroga, a cada una de las celdillas, 0,2
al. de buffer Y 0.15 al. de 1la 80olucidn de hierro. Los tu
bos se tapan con el papel "parafilg" Y 86 colocan en baio
de mar{a a 459C durante 10 ainutos para favorecer la for-
macidn del comrlejo hiarro-tranarorrina. Al final de este
perfodo, &l tubo que se toma cozmo blanco se le agrega -
0.35 al. ¢e "elon" ¥y 0.3 ml., de agua; al tudbo problema se
le agrega f{gusl cantidad de "elon", 0.1 ml, de la batofa-
nantrolina y 0.2 =i, de agua libre de hierro. Ambos tubos
89 tapan y se colocan en bdaio de marfa & 45°C durante 30
ninutos. Despufs nse hnce la lectura espestrofotométrica -
del tubo proble=a contra el blanco a 55845 mue La denBie--
dad Sptica obtenida, corregida jyor sl blanco de reactivoes
( un tubo jue contenga 0.6% ml. de agua zds 0.2 ml. de =
buffer akn 0.2 =mi. de "elon" afs 0.1 ml. del reactivo -
de batofenantrolina y 0.7 =ml. de alcohol etflico lefdo -
contra olro tubo que contenga los minzos reactivos pero
en el que se substituya el O.1 al. de batofenantrolina -
por 0.1 ml. extra de alcohol otflico) se determina la =
equivalencia e hierfro ompleundo lu curva esténdar hierro-
batofenantrolina del =métudo modlficado pura determinar -

hiorro sfrico o low miazmos autores. kEnta concentracién se

lo renta a 1n de &' HEe, 100 ml, ndicionados { 0.15 ml. -
contiernen “.“ ug, ) jara oltener ln capacidnd do fijacifn
de hicrro libre en e .uecro.

+ 9
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D.- Método de Raih y Finch (10) para dosificar la capacidad de fi-

Jaci8n de hierro en el asuero,

Fundamento.

Entre las protefnas del auero ge encuentra una beta-
globulina llamada transferrina o siderofilina, que tiene -
la propiedad de unirse a los iones férricos en so0luciones
neutras o ligeramente alcalinas para formar el coaplejo -
hierro-tranaferrina, La tranaferrina es de por sf incolors
pero, combinada con el hierro, desarrolla un color rosa -
saimén) consecuentemente, el cambio de color del suero, al
afiadir selas niaples de hierro, puede ser utilizado para -
medir el contenido mérico de la transferrina no unida al -
hierro,

En la técnica por describir, una vez determinada la
densidad Sptica dol Buero, re comienzan a afadir cantida--
den conoc{das de hierrc. Mientras exista transferrina 1i--
bre, la sdicién de lon lones methlicos provocard la forma-
cién del complejo lo que repercutird on un aumento de la -
densidad Sptica. Cuando toda la tranaferrina presente esté
unida a hierro, la denaidad Sptica de la muestra no aumen-

tark con nuevas adiciones dol metal.

Reactivon,
s ettt ety
l.- Solucién malina al 0.8%%.
2.~ Solucién con 20 (4g. de hierro por mililitro,

Debe emplemrne angun libre de hierro en la preparacién

de los reactivoos.




Material.
Celdillas del espsctrofotémetro Coleman Jr. de 19 x 105 mm.
Pipetas volumétricas de 2 y 5 ml.

Pipetus seroldégicas de 0.2 ml. graduadas en 0.0l ml,

Procedimiento.

l.- En upa celdilla se solocan 2.0 ml. de suero problema y
5.0 ml. de solucidn salina isoténica, se mezclan y se -
determina la densidad §ptica del sueroc contra un blanco
de agua a 520 apy. de longitud de onda.

2.— Se mgrega 0.05 ml, de la solucidn de hierro, se agita
Y oo deja reposar 3} minutos. Se lee nuevanmente la densi
dad 8ptica.

3,- Se repite el paso 2 mientrsas la densidad Sptica siga au
mentando después de cada adicidn de hierro; la prueba -
se considera termirnada cuando la densidad 8ptica no cam
bia después de 3 adicliones mucesivas.

L.~ Cada una de las adiciones de 0.05 ml. ( que contienen 1
pg. de hierro ) & 2 ml. de suero equivalen a adadir 50
MEe B 100 ml. de suero. Consecuentemente, si la densi ~
dad ce manten{a igual, por ejemplo, después de la cuar-
ta, quinta y sexta adiciones, la capacidad de fijacibn
se considerd de. 200 pg./100 ml. Si lo haci{a por ejemplo,
después de las adiciones sexta, sfptima y octava, la ca

pacidad de fijacibén se considerd de 300 ﬁg./lOO ml,

-1 'Y
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RESULTADOS

Dosificacibén de hierro sérico.

En la Tabla 1 se presentan comparativamente las determinacio-

nes de hierro sérico obtenidas por los métodos de Schade y =~

Cols: (8) y de Petera y Cola. (9) en sueros "normales' de au-

jetos con sideremia normal, baja o elevada, en sueros ictéri-

cos y en sueros lipémicoa. En los tres tipos de sueros anali-

zados no se observd diferencia significativa entre los resul-

tados obtenidos con ambos métodos ( p mayor de 0.10 por la =

prucba t de experimentos pareados ).

En la Tabla 2 se muestran los resultados de las pruebas de re
cuperacidén del hierro realizadas por ambos métodos. En ella -

puede apreciarse que las recuperaciones obtenidas con el méto

do de Schade son aceptables, con una recuperacidn promedio de

{ 99.9% ), al igual que la obtenida con el de Peters y Cols.

( 104.9% ).

En la Tabla 3 ¥y la gréfica 2 se nuestra el efecto que tiene la
presencia de hemoglobina libre sobre 1la dosificacién de hierro
sérico por los métodos citados. En ella puede apreciarse que -
la prenencia de copcentraciones ain elevadas de pigmento hemé-
tico no altera significativamente los resultados de hierro -
sbrico medido por el método de Schade, mientras que si lo hace
en forma creciente, cuando dicho indice ae determina por el -~

método de Petern.

e £l método de Schnde ¥y Cols. (8) empleado en lus determinacio
nen, en el modificado,

-0h-
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Tadbla 2

Estudio deo la recuperacién del hierro por los métodos
de Schade y Cols. y Peters y Cols,

Hierro Hierro sérico Recuperacida
agregado en ( Yg./100 at.) en %
Suerocs (M8+/100 ml.) Paters Schade Peters ; Schade
o 117.5 115 - -
A 75 200 196 110,0 108.6
150 275 268 105.0 102.0
225 348 345 102.0 102.2
0 125 124 - -
B 75 205 192 106.6 90.6
150 280 275 103.3 100.6
2as 355 339 102.2 95.5




Tabla 3

Efecto de la concentracidn de hemoglobina sobre los valores de

hierro sérico, medido por los dos métodos utilizados.

Concentraciédn ilierro sérico Incremento sobre
Sueron de Hb en suero ( Hs./lCO ml. ) Hierro sérico original
( gmn./100 ml.) Feters Schade Peters Schade
0.000 105 93 - -
0.150 115 97 10 4
A 0.375 155 94 50 1
0.750 240 102 135 9
1.125 359 100 245 7
0.000 140 147 - -
0,150 150 151 10 4
B 0.375 175 157 35 10
0.750 255 140 115 - 7
1.125 360 165 220 18
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GRAFICA 2
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Determinacién de la capacidad de fijacidn de hierro.

£n ia Tabla 4 ge presentan comparativumente los resultados de
las determinaciones de la capacidad de f{jacién de hierro por
los métodos de Schade y Cols. (8) y de Rath ¥ Finch (10), en
sueros ''noreales' obtenidos de sujetos con sideremia normal, -
alta o baja. No se observé diferencia significativa en los re
aultados de ambos métodos ( p mayor que 0.10 por la prueba t

de experimentos pareados ).

Comprobada la exactitud del método de Schade y Cela. en pue--
ros ''normales', se procedid a determinar si dicho u&todo ers
capaz de medir la capacidad de fijacibén de hierro en sueros -
ictéricos y envejecidos. A diferencia de los datos obtenidos
en gsueros fremcos "normales', en los sueros ictéricos (Tabla
5) y envajecidos (Tabla 6), ne obtuvieron diferencias signifi
cativas en los resultados de uno y otro método, ya que la ca-
pacidad de fijncién de hierro por el método de Schade siempre
fue mayor que los del métodc alternativo, Estos datos aon -
sugestivos de que la ictericia y el almacenamiento no afectan
los resultadoa de capacidad de fijacién de hierro por el méto
do de Schade y Coln, ya que es conocido qu2 con el de Rath y
Finch, los resultados son bajos en los sueros ictéricos y de-

crecen con el tiempo de almncenamiento en todos los sueros.

En bame a antos resultadns preliminures, se realizaron medi--
cionen de la capacidad de fijucidn de hierro en mezclus de -

tetéricon y de "normales" con 1lipémicos,

nueros '"normanlaen' o




Los resultadns de in adicién de cantidades variables de un
suero ictérico a un suero 'normal" sobre la determinacién -
de la cupacidad de fijacidn de hierro por el método en eatu
dio, se muestra en la Tabla 7. Esta pone de zanifiesto que
la presencia hasta e 22,88 ng. de bilirrubina directa por
10C ml. no influyé en 1a exactitud de la determinucidn. De
igual maners, como puede apreciarse en la Tabla 8, 1la lipe~
=ia tazpoco alterd la medicidén de la capacidad de fijaciédn

de hierro ror el método de Schade y Cols.

En canbio, la adicidn de hemoglobina & un suero ‘normal" g{
afectd la habilidad del método en eatudio como puede obger-
varse en lu Tabla 9, En ambas experiencias hubo, sorpresiva
mente, un aumento gradual en el dato de la capacidad de fi-
Jucibn de hierro a medida que auncntd la concentraciédn de -

hemoglobina del suero.

-27-




Tabla &

Comparacién entre los valores de capacidad libre de fi-
Jacibn de hierro obtenidos por los métodos de Rath y Finch =
(10) y Schade y Cole. (8 ) modificado, en sueros norzules.

Capacidad de fijacién de hierro
( Mg./100 =1, )
Casos Rath y Finch Schade y Cols. Diferencia
(1) (2) (2)-(1)
Suercs "Normalee" Diferencia de métodos (t=1,04;p>0.10)
1 100 98 - 2
2 150 141 - 9
3 150 150 0
4 150 150 0
S 150 151 + 1
6 150 159 + 9
7 200 175 - 25
8 200 198 - 2
9 200 207 « 7
10 200 210 + 10
11 200 214 + 15
12 200 2ho - ho
13 250 2ho - 1o
14 250 2k5 - 2
15 250 250 °
16 250 253 ¢ 3
17 250 255 + 5
18 300 325 ¢ 2




Table 5

Resultados comparativos de los mftodos de Rmth y
Flach y Schade y Cola. modificado, para dosificar la ca-
pacidad de fijacidn de hierro en sueros ictéricos.

Capacidad de fijacidén de hierro

Bilirrubina ( ug./100 ml. )
Casoa dirscta® Rath y Finch Schade y Cols. Diferencia
(ng. /100 ad.) (1) (2} (2)-(1)
1 Collb 250 310 + 60
2 0.28 150 280 + 130
3 0.40 200 310 + 110
4 1.30 (o] 250 +« 250
5 1.25 o] 320 + 320
6 .48 o} 100 + 100

* Los sueros 5 y 6 tenfan ademis bilirrubina indirecta: 3.2y
3.1 mg. por 100 ml. respeotivanentoe.




Tabla 5

Resultados comparativos de loa métodos do Rath Y
Fimch y Schade y Cols. modificado, pars dosificar la ca-
pacidad de fijacidén de hierroc en suercs ictéricoa.

Capecidad de fijacién de hierro
Bilirrudina { 4ge/100 m1,
Canos directa* Reth y Finch Schade y Cols. Diferencia
(mg./1CY m1,) (1) (2) (2)-(1)
1 O.1k 250 310 + 60
2 0.28 150 280 + 130
3 0.40 290 310 + 110
4 1.30 [o] 250 + 250
5 l.25 o} 320 + 320
6 1.438 o 100 + 100

* Los sueros 5 y 6 ten{an ademhs bilirrubina indirecta: 3.2y
3.1 mg. por 100 ml. respeotivamente.




Tabla 6

Resultados coaparativos de los métodos de Rath y
Finch y Schade y Cols. modificado, para dosificar la ca
pacidad de fijacién de hierro en sueros almacenados a -

¥wc. .
Capacidad de fijscién de hiero
Tiempo de ( u8:/100 m1. )
Cancs alsacenamiento Rath y Finch Schade y Cols. { Diferencia
(4fas) 1) (2) (2)-(1)
1 2 100 150 + 50
2 3 150 220 + 70
3 i 200 W5 + 1b5
4 6 150 202 + 52
] 6 150 240 + 90
[ 8 200 325 + 125
7 10 200 350 + 150




Efecto de 1a ictericia s-bre los val
cién de hierro por el método modificudo de

Tabla ?

de sueros 'norrmales" e ictéricos.

ores de capacidad de fija
Schade y Cols. en mezclas

Proporcién Concentracidn| Capacidad de fijacién
de suero de bilirrubina| de hierro (Mg./100 ml,
Pruebas | normal ictéricol en la mezcla | Esperado Observado Diferencia
(%) (%) (mg./100 mi.) (1) (2) (2)-(1)
100.0 0.0 - - 215 -
95.2 4.8 1.92 210 213 + 3
90.9 9.1 3.64 206 208 s 2
A 86.9 13.1 5,24 202 205 . 3
83.3 16.7 6.68 197 201 + b
0.0 100.,0 Lo.00 - 115 -
105.0 a0 - - 230 -
an,y G.l 7.28 218 218 0
83.3 16.7 13.36 208 210 + 2
B 76 .9 23.1 18,48 200 203 + 3
71.4 28.6 22.88 193 190 - 3
0.0 100.,0 80.0 - 100 -




Tabla 8

Efecto de la lipemia sobre los valores de capacidad de
fijacién de hierro por el método modificado de Schade y Cols.
en mezclas de gueros "norzules'" y lipdmicos.

Proporcién Capacidad de fijacibn
de suerc de hierro (wg./100 ml.)

Pruebas no lipémico ; lipémico Esperado Observado Diferencia
(%) (%) V) (2) (2)-(1)

200 0 - 2hs -

75 25 221 240 +19

50 50 137 200 + 3

! 25 75 17% 182 + 8

o] 100 - 150 -

100 ] - 245 -

75 25 234 230 - 4

50 50 222 205 - 17

’ 25 75 211 183 - 28

[o] 100~ - 200 -




clas de sueros “"Normales" y hemolizamdoas.

Tabla 9

Efecto de hemolisis sobre los valores de capacidad de fija
cién de hierro por el método modificado de Schade y Cols. en meg

Proporsidn Concentracidn Cepacidad Diferencia con
de suero de hemoglobina® | de fijacién la capacidad
Pruebsas | normal femolizado an la mescla de hierro de fijacién de
(%) (%) ( g=./100 al. )} (ug./100 =ml.) | muero sin Hbd.
100 0.0 - 205 -
98.0 2.0 0,160 216 + 11
96.1 3.9 0.312 220 + 15
' 92.6 L) 0.592 240 + 35
90.9 9.1 0,728 243 + 38
100 0.0 - 172 -
96.1 3.9 0.312 215 + 43
95.2 4.8 0.384 275 +103
2 2.6 7.4 0.592 317 +145
86.21 13.8 1,100 345 +173

* Calculada con la concentracifdn de hemoglobina del suerc hemolizado:
8.0 gm. x 100 ml. para anbus experiencias.




CCMENTARIO Y CONCLUSIONZS

En conjunto, los resultados del presente trabajo confir-
zan las observaciones de Schade y Cols. relativas a la simplicidad,
rapidez y exactitud de los métodos desarrollados por dichos auto--
res para det~rminar hierro sérico y capacidad de fijacién de hie--
rro per el suerv. En relacidn a la simplicidad y a la rapidez, pue
de deciree gue basta una hora para poder valorar ambas determina-~-
ciones en dier nuestr.s diferentes, lo que contrasta con las tres
horas requeridas al utilizar los procedimientos alternativos sim-
ples y mds ain, con las 2% a 48 horas Jue exigen los procedimien--

tos de digeotidn.

la exactitud del método de Schade y Cols. para dosificar

hierro s€rico, puedo ser comprobada de diferentes maneras:

1.~ Por la dosificacién de hierro sérico.- Comparando el mé-

todo sn estudio con el do Feters y Cols. En 46 sueros '"normales', -
10 sueros ictéricos y 7 lipémicos, los resultados fueron estad{sti
camente similares en los tres tipos de suero { p mayor de 0.10 por
la prueba t de ozperimentos pareados ) (Tabla 1),

2.- Por estidion de recuperacién de hisrro.- Este tipo de es

tudio se realizé en dos ocasiones, y en ambas la recuperacibén obte
nida por el método de Schade fue excelente en el rango do 115 a -
339 Mg-/100 ml. (Tabla 2},

J.- Jor_el estudio dol efecto de la hemflisis sobre los re--

sultadon.- Es conocido que tanto loa métodos de digestidn como ague
llos en que la prote{na ae precipita parn hacer la dosificacidn de
hierro, la presencia de hemdlisim aln ligera, afecta notablemente

los repultados porque durante el proceso de digentidn o de libera-
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cidén del hicrro sérico previo al precipitado de la protefna, se 11
bera tanmbién parte o todo el hierre hemoglobinico. Tor ello, todos
los métodos previamente utilizados incluy~ndo el de Peters y Cols.
daban resultados de hierro sérico .rtificiulmente elevados en sue-
roas hemzolizados (Tabla 3). Este efecto se observa con mayor clari-
dad en lau grifica 2 en la que con el mitodo de Peters, hay un ascen
80 en el valor de nierro sérico a medida que aumenta la cantidad =
de hemoglobina en dicho suero; por el contrario, con el método de
Schade y Cols., los resultados de hierro msérico son similares e =~

irrelevantes de la cantidad de hemoglobina presente.

En relacibén al método de Schade y Cols. para medir la ca
pacidad de fijacién de hierro, se realizaron los siguientes estu--
dios con objeto de determinar la exactitud en sueros con diversas
caracteristicaas.

l.- Primeramente se eatablacié la comparatividad del método
en rastudio con el de Ruth y Finch en sueros "normalesa'; los resul-
tados con ambos métodos fueron similares ( p mayor de 0.10 por la
prueba t de experimentos pareados ) (Tabla 4), En cambio, cuando -
ae tratd de sueros ictéricos o envejecidos, los resultados obteni-
dos con el método de Schade fueron constantemente mayores que con
el otro método (Tablus 5 y 6). Ecto nos sugirid que el método en -
eastudio no era afectado por estos factorem, ya que es sabido que =~
los resultados del de Rath y Finch as alteran por la presencia de
ictericia, lipemia, hemblisis y envejecimiento, obteniéndose resul
tados falsamente bajoa,

2.~ la presuncidn de que la ictericis no afecta los resulta-

don en el método de Schade, se comprobd en mezclas de susros 'nor-
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males' con gueros ictéricos en las jue habia de 1.92 a 22.58 mg. -
de bilirrudina cirecta jpor 100 nl, En todos log casos los resulta-
dor obtenidos coincidieron con el tebricazente esperado (Tabla 7).

3.~ Un exseriniento aimilar realizado en mexclas de sueros -
"“normalea”™ con oucron livésicon, ifualmente permitid comprobar que,
a difarenctia de lo juc “curre en el m&todo de Rath y Finch, el de
Schade y Cola. no da resu.tados errdneon en sueros lipemicos (Tabla
23,

.- Pinnl=cnte, se investipd la exactitud en sueros hemoliza
dos. Soryrerdentemsnte se obaervd jue en este caso, con el método
en entucdio asa obtienen resultados erréneamente altos (Tabla 9) y -

no bajfos coma nucede en el de Hath y Finch,

‘or te~Zio io ,nterier, reaulta obvio jque, salvo park la -
determinacidn de la capacidat de f1:u-1én !e hierroc en sueros heno
lizados, loa métodosn de Ichade y Zols. tienen grandes ventajas so-
bre otros, derivadas de wu 6implicidad, rapidez y exactitud. Ello

161 hace recosendables rara ser usados no nolo en los laborutorios

clf{ntcon, nino ta=bién pars trabsjoc de inventigacidn.
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