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I-INTRODUCCIONS,



La cuantificacidn de la hemoglobina en sangre to-
tal, (hemoglobinometrfa) ha recibido una gran atencidn do_numeroaos
investigadores en problemas hematoldgicos de la serie roja y; de ma
nera muy particular, desde que se generalizd el uso de equipoe auto-
matizados, El mejoramiento de la exactitud y precisidn de la cuanti
ficacidn de la hemoglobina, resultd de la aplicacidn del método de
la clanometahemoglobina, propuesto originalmente por Stadie en forma
de un método fotométrico muy sencillo, Fosteriormente Drabkin (16) -
introdujo algunos cambios en el reactivo y de esta manera logrd re-
ducir la turbidez que se producfa frecuentemente, Mas adelante, Van
Kampen y Zilstra (15) lograron reducir el tiempo de reaccidn a 4-5
minutos, mediante el uso de un reactivo estable por un tiempo rela-
tivamente largo.

El método tal como se realiza en la actualidad, tiene ca=-
racter{sticas satisfactorias, por lo que toca a reproducibilidad y
a precisidn. En el ampecto exactitud, también se ha requeride de u-
na grah cantidad de trabajo de laboratorio, para llegar a un método
de aceptacidn internacional, pero desde 1967 la Asamblea de Comités
de Estandarizacién, del Comité Internacional pawa la Istandarizacidn
en Hematologfa, did su aprobacidn para el uso del patrén primario de

cianometahemoglobina para la hemoglobinometria.



Debido a la gran importancia de la exactitud en estas me-
diciones v a la conveniencia de que un laboratorio de hematologfa
disponga permanentemente de un patrdn primario adecuado, se consideré
ie utilidad prdctica realizar este trabajo, que ha permitido la pre-
paracidn de un pequedio lots‘de patrdén primario de hemoglobina y la
determinacidén de su concentracidn por un método de exactitud recong

cida, como lo es la cuantificacidn del idn férrico de la hemoglobina.



IT - GENERALIDADES SOBRE HEMOGLOBINOLOGIA.



Hasta 1956, en los albores de la hemoglobinologfa moderna,
exist{an dos teorfas principales para explicaf el desarrollo de las
células sangufneas, La teorfa Monofildtica exponfa que todas las
células provenian de un hemohistioblasto que se consideraba totipoten
te, la teorfa Folifilética consideraba que los primeros precursores
de las células sanguineas, los mas primitivos que podfan encontrarse,
ya estaban formando parte de una familia celular de maduracidn o desa
rrollo especifico., Actualmente, se estima que las células medulares
pueden provenir de un progenitor reticuloendotelial comin, que corres
ponderia al hemohistioblasto de la literatura antigua.

La célula reticuloendotelial primitiva (hemohistioblasd )
es una célula grande que va a dar origen al Hemocitoblasto que se en
cuentra en médula dsea, ganglios linfdticos, bazo e higado. Algunas
de estas células muestran clertas caracteristicas de la serie de c§

lulas que van a originar,

Los factores que regulan el pasc de las células de médula
a sangre se conocen mal, Ademds de células rojas o eritrocitos, se en
cuentran en la sangre gldbulos blancos de diversas caracteristicas y

funciones, como son los granulocitos, linfocitos, monocitos Yy mega-

cariocitos,

En el embridn, las células de la sangre, excepto los linfo



citos, provienen del tejido conjuntivo embionario ( mesénquima).

FIGURA 1.
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las primeras células son eritroblastos primitivos en les

islotes sanguineos del saco vitelino, pero en el segundo mes de desa

rrollo el hfzado ya se ha vuelto hematopoyético y han aparecido leuco

citos de serie granulocitica.

En el cuarto mes la médula 6sea se -



vuelve el centro mas importante de produccidén de células sanguineas.
La médula ésea que se encuentra en las cavidades de todos los huesos
puede adoptar dos variedades: la médula amarilla, o médula dsea inag
tiva y la médula roja activa, que produce células de las series: mie
loide, eritroide y megacariocitica.

El pronormoblasto o proeritroblasto es una célula de me-
diano tamafio, semejante al mieloblasto. Su nicleo sule verse bien y
muestra un anillo delgado de citoplama homogéneo y de color azul obs
curo. En el normoblasto baséfil® el micleo presenta una red gruesa de
cromatina, cuando disminuye de tamaifio y aparecen los primeros indi-
cios de hemoglobina cerca del micleo, se le llama normoblasto poli-
cromatéfilo. Al seguirse formando hemoglobina elcitoplasma adquiere
un color cobre mate y es llamado normoblasto ortocromitico, en éste
el nicleo se encoje para formar una masa densa y regular que finalmen
te es expulsada del cltoplasma,

El reticulocito es un glébulo rojo joven, que contiene una
red de material baséfilo que puede tefiirse con azul brillante de cre
silo y madura en 2 a 4 dias; su abundancia en la circulacidn perifé
rica es un fndice de actividad eritropoyética, considerdndose normal
la presencia de 0.5 a 1.5 & de reticulocitos en sangre periférica.

(Ver la Figura 1).



Zl eritrocito madurc se forma cuando el reticulocito pierde
su material baséfilo, dando crigen a un eritrocito intensamente acidd
filo( ccsindfilo); es un disco circular, bicdncave, sin micleo, que
posee una menbrana compleja de lfpidos y protefnas con una arquitectu
ra parecida a la de una esponja que contiene hemoglobina. En personas
adultas la cifra normal de eritrocitos (por mm3 de sangre ) es de
4,8 millones en mujeres y de 5.4 millones en hombres . (9)

El componente mas importante del eritrocito es la hemo-lo-
bina, Esta es una hemoprotefina cuya parte protefca se llama globina,
incalora y constitufda de cuatro cadenas peptfdicasque forman asas
complicadas; la otra porcidén se llama heme,

La hemoglobina normal del adulto ( Hb A), cuyo pesoc mole=-
cular es de 68,000 tiene dos pares de cadenas alfa y dos pares de ca
denas beta, Cada cadena alfa posee 141 aminodcidos en un orden conc-
cido. Empleza con valina y termina con arginina. La cadena beta poses
146 aminodecidos ( con valina en un extreme e histidina en el otro),
En el adulto existe una pequefia proporcidn de hemoglobina fetal (Hb F)
en la cual las cadenas beta son substitufdas por cadenas gamma que
tienen diferentes sucesidén de aminodcidos y‘ello hace que su movili-
dad electroforética sea diferente y su resistencia a los dlcalis sea

bastante mas alta que la de la hemoglobina normal. La cantidad de Hb I



es normalnente mas alta en la infancia que en la edad adulta y aumen
ta en ciertos estados patoldgicos. (10)

Otro componente secundario de la hemoglobina del adulto es
la Hb AZ' en la cual las éadenas beta son substitufdas por cadenas
delta., Si el orden de los aminoéci&os en la cadena pept{iica difiere
de las variedades alfa y beta habituales,o si deja de formarse una ca
dena o se produce una recombinacidn andmala, se producen hemoglobinas
anormales, Ixiste otra variedad, todavfa mal conocida, pero distinta
de las mencionadas, en la que las cadenas peptidicas adoptan una -
disposicidn helicoidal, lo que dd a2 1la molécula una estructura esfe
roide. (9).

Un eritrocito humano contiene 280 millones de moléculas de
hemoglobina., Cada molécula contiene 64,500 veces el peso del dtomo
de hidrdzeno y estd hecha de alrededor de 10,000 dtomos de hidrdgeno,
carbono, nitrdgeno, oxfgeno y azufre, y cuatro dtomos de fierro., Cada
dtomo de fierro se encuentra en el ;entro de los grupos de dtomos que
forman el heme, lo que le dd color a la sangre y capacidad para com-
binarse con el oxfgeno. El heme es una porfirina del hierro y su mo
lécula es un producto final delpetabollsmo de 1as porfirinas (figu
ra z), durante el cual se construye la complicada estructura a partir

de substancias relativamente éimples.
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El primer precursor del heme, el dcido delta aminolevul{ni
co, se forma por la condensacidn de dos aminodcidos: glicina y suced
nil Coenzima A (este dltimo puede ser formado por diferentes vias: el
ciclo de dcidos tricarboxilicos & ciclo de XKrebs es generalmente su
nrocursor, aunque también puéde formarse al reaccionar el succinato
con Qo A ¥y guanosin trifosfato en presencia de suceinil CoA sintetas3.

la condensacidn de glicina con suceinil JoA se lleva a ca-
Do en presencia de la sintetasa del dcido delta aminolevulinico (ALA),
Zl nivel de esta enzima, que es muy importante,se controla por la in-
duccidn y represidn de la sintesis 3e enzimas, las hormonas sexuales
J sus d;rivados pueden inducirlas; las dietas a base de zlucosa y al
tos carbohidratos bloquean la induccidén de la enzima. El hene, pro-
ducto final de esta sintesis, reprime la sintesis de la ALAsintetasa.

La sintesis de ALA requiere ia participacidn de dos vitami
nas, piridoxina, en forma de fosfato de piridoxal y écido pantoténico,
Zl fierro es un cofactor en la reaccidn.

EZn la siguiente etapa, dos moléculas de ALA se unen en pre
sencla de la enzima dehidrasa delta aminolevulfnica »ara formar jolob
fobilindzeno, un monopirrol que tiene cadenas de &cido acético y dci
10 propidnico. La enzima requiere grupos sulfhidrilo para activarse,

se ivhibe con plomo y se estabiliza con zlutatidn.



"

Cuatro moléculas de porfobilindseno se condensan para for=
maxr uroporfirinégeno. la reaccidn neceeita de dos enzimas, la ein-
tetasa de uroporfirindzeno y la cosintetasa de uroporfirinégeno III,

Se forma el coproporfirindzeno III a partir del uroporfiri
ndzeno por decarboxilacién de cuatrc cadenas de £cido acético, Esta
reaccién es catalizada por la enzima uroporfirindgeno decarboxilasa.
La conversidén de coproporfirindzenc III a protvsporfirina requiere
de una enzima mitocondrial llamada coproporfirindreno oxidasa, In
tejidos de nam{feros y en bacterias asrobias la reaccion necesira de
ox{zeno molecular.

la dltima etapa de la sfniesis del heme es catalizada por
una enzima llamada hemesintetasa,donde el flierro en su estado ferroso

es insertado en el anillo porfirfnico. (16)

Cada grupe heme es envuelto por una de las cuatro cade=-
nas de aminodcidos que constituyen la globina., El enlace entre heme
y la cadena polipeptfdica se debe a la histidina,cuye grupo imidazol
desempefla un papel muy importante en la amortiguacidn iénica., El plie
cue de las cuatro cadenas de hemoglobina hace que se clerre igual que
une cadena de mioczlobina, protefna transportadora de oxigeno en el

misculo, cuya estructura ha sido dilucidada en detalle. La correlacién
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de las estructuras de las dos protefnas nos permite especificar por
métodos fisicos donde se encuentra cada aminodcido respecto al en-
roscamiento de cada cadena., Es obvio que el andlisis de la hemoglo-
bina por Rayos X es mucho mas complicado que el de la mioglobina, -
puesto que la primera es cuatro veces mayor y posee cuatro veces nmas
dtomos capaces de producir difraccidn. (11)

Tanto las cadenas alfa como las beta poseen una estructura
alfa helicoidal, como ocurre con las cadenas de la mioglobina,., las
cadenas alfa y beta son mu& seme jantes en su estructura terciaria,

Y se acoplan en configuracidén tetraédrica caracterfstica.

La hemoglobina es el compiémente de los eritrocitos que a
través de las arterias transporta ox{geno desde los pulmones hasta
los tejidos, y através de las venas ayuda a llevar 002 a los pulmo-
nes. En ausencia de este transportados de oxfgeno, un litro de sangre
arterial a la temperatura del cuerpo puede transportar no mas de tres
mililitros de oxfgeno; La presencia de la hemoglobina, incrementa
esta capacidad setenta veces., Al llevar a cabo esta actividad quf-
mica la hemoglobina sufre un cambio estructural: dos de estas cua-
tro cadenasge alternan entre ellas, se adelgazan cuando la molécu-
la de oxfgeno se une a la hemoglobina y se ensanchan cuando el ox{

geno es liberado. Cada uno de los cuatro dtomos de hierro puede ser
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ocupado por una molécula de oxf{geno, La reaccidn es reversible en el
sentido de que el oxf{geno entra cuando hay exceso de 02, como ocuxrre
en el pulmén y sale cuando hay carencia, como ocurre en las células
de los tejidos., La reaccidn va acompafiada de un cambio de coloracidn:
la hemoglobina gue oxfgeno (oxihemoglobina) hace que la sangre arte-
rial se vea rojo escarlata, reducida, libre de 02, hace que la sangre
venosa se vea purpirea. (3)
El fierro (Fe+2), adquiere su capacidad de ligarse a una

mqlécula de oxfgeno solamente a través de su combinacidn con heme y

.globina, E1 heme solo no puede ligarse al O_, pero el medio quimico

2
espec{fico de la globina hace que la combinacidn sea posible, La fun
cién de la globina va mas alld, pues hace posible que los cuatro &-
tomos de Fe dentro de la molécula interaccionen de' una manera fisio
logicamente ventajosa. (11) La hemoglobina jueza un papel muy impor-
tante en la tolerancia al C02 formado por los tejidos y regresadoc a
los pulmones, Cuando el coz entra al eritrocito es convertido a 4-

cido carbdnico (HZCOB)' por accidn de la enzima anhidrasa carbdnica,

Esto causa incremento de la concentracidn de H+.

cO, + Hy0 ) HCOS*H‘"’
anhidrasa carbdnica
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FIGURA 3
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la disosiacidn de la hemoglobina oxizenada a hemoglobina des
oxigenada y oxfseno es favorecida por la presencia de H+, que decrece

la afinidad de la hemoglobina.por el oxigeno.

n H+ generado del 32003 tiende a ligarse a la hemo;1ﬁ33
na oxigenada formando HHbO2 que reduce la afinidad por el oxfgeno y
la disocia a la forma dcida de hemoglobina desoxigenada (HEb), libe-
rando el oxIgeno. El ox{geno sale de la célula para entrar a los teji
dos. El1 002 es transportado por la sangre venosa en el plasma como
HCOS- Para prevenir un desajuste del medio idnico el Cl~ entra del
plasma al eritrocito.

Cuando la sangre venosa llega a los pulmones, sale el Cl™ y
entra 02 Yy HCOS. Por la accidn de una anhidrasa carbdnica el H2003 es
convertido a 062 y HZO. El COZ se difunde en el plasma y entra a los
pulmones. ( ver la Fig ura 3 ) (3)

La hemoglobina no solo es responsable del transporte de
ox{geno sino que también es un amortiguador, puesto que al producir-
se H+ del H2003 el pH de la sangre venosa decrece, pero muy poco. Zxis

te otro sistema amortiguador secundario en la sangre: el de fosfatos

en sangre no es suficiente como para acomodar todd el H+ producido,



III - CONCEPTOS SOBRE CONTROL DE CALIDAD

APLICADOS A ANALISIS CLINICOS:



16

Ll control de calidad se apoya en un sistems estadfs-
tico que permite determinar la reproducibilidad o grado de precisidén
de los procedimientos empleados. Este sistema no mide exactitud de u-
na determinacidn, pero s{ toma en cuenta todas las variables inhertes
a una determinacidén, en nuestro caso:

a) Reproducibilidad del método y condiciones de los reactivos.
b) Fericia de la persana que efectia el ensayo.

¢) Limpieza del material de vidrio,

d) Exactitud de los dispositivos de medicidn,

e) Método utilizado para calcular resultados.

Todas estas variables pueden afectar el grado de precisidn
de una determinacidn, en particular en el trabajo de rutina. (6)

Se consigue un control de calidad correcto tomando en cuen
ta dos elementos: exactitud y precisi&h.

Ixactitud siznifica la medida correcta de una cantldad y re
presenta la aproximaciéh del resultado obtenido en una serie de deter
minaciones al valor real de una muestra; permite detectar errores sis
temdticos y depende siempre de un factor espec{fico; como cuando se
emplean pipetas mal calibradas o cuando se deseca una sal inadecuada-

mern*=2 y con ella se prepara un patrdn de una concentracidn determina-

da. (5)
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Al efectuar el control de calidad, el problema ‘reside prin-
cipalmente en la dificultad de disponer de soluciones de referencia
adecuadas, Tomo se sabe, es realmente diffeil precisar que significan
los valores reales o efectivos. For otre lado, estos valores aslesnados
con mayor o menor exactitud dependen, desde luezo, de una serie de
factores que son vdlidos exclusivamente para el método Y condiciones
en los que se llevaron a cabo todas y cada una de las determinaciones,

21 patrdn primario indispensable para lograr esta exactitud,
es una solucidn de un producto qufnico que se supone estd absolutamen
te‘correcto en cuento a su concentracidn e identidad, In los dltimos
pasos de la téenica se compara la muestra con el color producido por,
o el titulo de valoracidn de un patrén puro como base rara calcular
la concentracidn de un componenée de la muestra. (6)

Precisidn es la reproducibilidad de una serie de valores
obtenidos, empleando un método determinado con reactives especi{fi-
co0S ¥y en condiclones constantes, Un Método Precisoc no necesariamente
es exacto, In la prébtica. es diffe1l saber qué valor debe ser consi
rado como reil . Por lo general, cuando se va a llevar a cabo un pro
grama de control de calldad, se seleccionan los sueros control, que

pusden existir ya en el mercadec con el unico problema de que su pre-
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clo es elevado y de que algunas veces estos sueros control no expresan
los valores para el método que se estd utilizando, (12)

E1 "Valor Normal" (que =n lo sucesivo serd denominado "Valor
de Referencia", llamdndole asf porque varfa segln las circunstancias
del paciente) de un componente bloquimico presente en liquidos, secre-
clones y excrecliones de un organismo es aguel que se observa en la
nayorfa de los individuos de una poblacidn que pudiera considerarse
normal,en determinadas condiciones, de tal manera que un "Valor Nor-
mal" para un individuo puede NO SPILO para otro, aunque éste sea con-
slderado normal en las condiciones particulares en que vive, Para es
tablecer los'limites de "Referer~ia" se utiliza un andlisis estad{sti
co de datos obtenidos de un nimero determinado de individuos conside
rados "normales"., (6) En nuestro caso, los valores de referencia de
la hemoglobina serdn:

In hombres adultos entre 13 y 18 g/100ml y 11 - 14 g/100ml en muje
res adultas, (16)

Existen algunas variables a estos valores, entre los que en
contramos:

Zdad: Al nacer el nifio tiene entre 14 ¥ 23 7100 ml; alrededor del

mes de nacido este valor baja ¥y lo encortramos entre 12 y 16 g/100m1;
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al cumplir un aflo apzoximadamento? el valor baja un poco mas: 10 -

14 g/100ml; despies de los dos afios hay un incremento gr;dual hasta
llegar a los valores del adulto, que se alcanzan en la adolesencia,
Reza: No hay diferencia entre caucdsicos, negros y orientales.
Ejerciclo; Existe un incremento del valor de referencia debido al e-
Jercicio, del 3 - 10 % por decremento de volimen sangufneo.

Altitud: Se ha establecido que individuos que viven a gran altitud
tienen elevados sus valores normales por la baja tensidn de 02.. Los
rangos en mujeres y hombres son los sigulentes: 15.5 - 21.7 y 17.23-24
z/100ml, respectivamente . (16)

Postura: Se ha demostrado que la hemoglobina baja un 7% en perso-

nas que han estado acostadas un perfodo relativamente largo, =in em=-
bargo existen otros autores que niegan este decremento. (6)
Temperatura : Cuando hay cambios en el vdlumen sansufneo, la concen-
tracidn de la hemoglobina decrece, en un medio ambiente caliente y se
incrementa en uno frfo, pero no hay ningin cambio en la cantidad de

hemoglobina total circulants. (16)

Bs necesario que cada laboratorio tenga un patrdn primario

¥y un suero control para poder llevar a cabo un control de calidad -
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nas adecuado y exacto. De esta manera se podrd obtener una mayor segu
rided en el resultado que se estd reportando. (12)

Un suero control simula la composicidn quimica y las carac
terfsticas de la muestra que se estdi analizando; el suero control pa
sa a través de los diferentes pasos de la técnica y, durante todo el
proceso, estd sujeto a los mismos errores sistemdticos, debidos al a
zar, que la muestra problema. X1 valor del suero control inclufdo
Junto a cualquier srupo de muestras problema , se calcula respecto a
los valores de los patrones, de igusl forma que son calculadas las
nuestras problema. %1 valor as{ obtenido para el suero control se com
nara con el valor del patrdn. Se dird que la prueba estd dentro o fue
ra de control semin el grado de concordancia observado entre el valor
calculado y el valor del patrén,

A fin de establecer un intervalo de variacidén permisible,
@s necesario orimero determinar la desviacidh estandard.

la desviacidn estandard es la medida matemdtica de disper-
sidn de los valores respecto al valor medlo o valor promedio. Se ob.
tiene la diferencia,con respecto al valor medio, de los valores ob_
tenidos, se eleva al cuadrado y se suman todos los cuadrados. Zste
total se divide por el nimero de determinaciones menos una, y la ra

iz cuadrada de este valor se toma como desviacién estandard.
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D.E =

D.E., = Desviacidén Estandard.
i = Media Aritmética.
X = Valores Individuales,
n = Nimero de Valores.
Bs necesario conocer el coeficiente de variacién ( C.V), pues
to que indica la variacidn en forma de porcentaje y se puede czlculas

de la sigzuiente manera:

oV, = ———eliBt __ o 100 (11)

Por lo general, se considera un minimo de 30 pruebas para
obtener un valor aceptable., 54 se ilustra esta desviacidn estandard
en una curva de Gauss, podremos observar como un nimero menor de prue-
bas hard que la desviacidn estandard se incremente y un nimerc mayor,
de 30 a 50 hard que decrezca hasta hacerse relativamente pequefia, (Fig 4).

Después de calculada la desviacidn estandard, estos valores
pueden ser expresados grdficamente pars preparar una'grifica de con-
trol de calidad" ., Esta se usa para registrar los valores aiarios ob-

tenidos para el suero control. ( Fig,.5)



Una vez preparada la grifica de control de calidad, las
determinaciones futuras, usando el control conocido, deberdn caer -
dentro de . 2 desviaclones estandard. Cuando los valores caen dentro
de este intervalo, ello indica que el procedimiento estd funcionando
normalmente y los valores estdn dentro de los lfmites de confianza

o intervalo de variacidn admisible. (5)
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Es importante que el control de calidad para la determina
cidn de hemoglobina se lleve a cabo con sumo cuidado, ya que existen
enfermedades en las que los valores de ésta se encuentran en limites
cercanos al valor de referencia, (2) En un paciente anémico, su he-
moglobina, eritrocitos y hematocrito muestran cifras inferioree a las
normales. la capacidad de transporte de ox{zeno de su sangre esté re

ducida y hay un cambio en el volumen total de sangre.

Porraezones practicas los estandares de hemoglobina ee hen
preparado desde el puntec de vista de la exactitud; por lo tanto, el
problema radica en cuantificar la cifra de hemoglobina presente en el
material de referencia.

Aunque es uno de los, procedimientos mas utiles en clfnica
nédica, la medicidn de la hemozlobina fué poco satisfactoria durante
muchos afios. Dsto se debid a una proposicidn introducida por Hayenm
a comienmos del siglo, quien eugirid expresar la hemoglobina en por=
centaje. Para implantar dicha proposicidn, los fabricantes de hemo-
globindmetros eligieron en forme arbitraria una amplia gems de valo-
res equivalentes a 1007 en un instrumento y a Bl % en otro; Poste-

riormente la comisidén internacional para la estandarizacidn de he-
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moglobina establecid 64,458 como su peso molecular y 0.34% su conteni
do de hilerro y recomendé una solucidén de cianometahemoglobina de con
centracidn conocida, como patrdn internacional, (7)con lo cual quedd
correzida la anomalfa.

Ixiste una amplia gzama de instrumentos para medir la hemo-
globina; desde la escale Tallgvist, inexacta e imprecisa, ideada en
1900, que consiste en una serie de colores litogrdficos, que represen
tan los valores de hemoglobina en grados del 10 al 100 % y en que
la sangre sin diluir , recogida en un trozo de papel absorbente, se
comparaba con los colores de la escala, el marzen de error era del
20 al 507 , hasta los aparatos espectrofotométricos muy cosiozos, pe
ro capaces de alcanzar elevada precisidn.

@ntre los hemoglobindmetros figura el de Sahli, relativamen
te barato, en el cual la sangre recogida con una pipeta, se diluye
con una solucidn de dcido clorhfdrico, compardndose el color de la
mezcla resultante con un patrdén. Un poco mas costoso pero mas fdciles
de usar son los instrumentos dotados de una fuente luminosa fija que
no requiere que se diluya la sangre. Ademds, estdn los espectrofotd-
metros que son de dos tipos: los fotdmetros de filtro y los espectro

fotémetros, EZn los primeros se hace pasar luz blanca por filtros para
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obtener luz de una gama de longitud de onda que coincida con la re-
gidn del espectro que la solucidn colorida absorbe mas. Zsta luz fil
trada pasa por un determinsdo espesor de la solucidn y el porcentaje
de luz filtrada que la solucidn transmite, se capta en una celda fo-
toeléctrica y se registra con un galvandmetro; la concentracidn de
la substancia colorida es proporcional a la densidad dptica., En el
espectrofotdmetro se hace pasar una estrecha banda de luz de deter-
minada longitud de onda, a través de la solucidn de concentracidn -
desconocida y se mide la absorcidn de luz; dicha concentracidn se
calcula por comparacidn con la absorbancia de una solucidén estandard
de concentracidn conocida.

Los procedimientos para medir la hemoglobina se clasifican
en cuatro grupos:
1.- Colorimétricos,- Por medios visuales o fotoeléctricos:
a) Oxihemoglobina : lLa sangre se diluye con agua y se compara a sim
ple vista con ura solucidn patrdn de picrocarmin. Se han disefiado
instrumentos mas modernes como el hemoglobindmetro de Spencer.
b) Fematina dcida; (Sahli 1895) .- Se diluye la sangre con HC1l 0.1N
para que se convierta en hematina dcida parda. Esta se diluye con a=

gua y se compara con el patrdn de vidio pardo.
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¢) Clanometahemozlobina.- Se explicard cuidadosamente en el siguien

te capitulo.

2.~ Métodos Gasométricos: In ellos se determina la capacidad de oxigze
nacidn de la sanszre.

El procedimiento para el empleo de éstos m3todos es muy -
costoso, pero se llesa a un 99.5% de exactitud. Solo se mide la hemo
zlobina funcional y los valores resultan un 2 7% mas bajos que los de
terminados por el método de cuantificacidén del hierro en la hemoglo-
bina,

3.~ Densidad de la Sangre : Muy poco utilizado y poco confiable.

)

L,- 1étodos Quimicos : Como el método del hierro, serd explicado en

el préximo capftulo. (2)



IV - MATERIAL Y METODOS.
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Un grupo de investigadores inglesesque incluye a 3Bartholomew,
Sisson, Donaldson y King (6) , encontrd que las técnicas que.daban re-
sultados con errores menores al 3% eran:
a) Dosificacién de hierro de la hemozlobira,
b) liétodo de oxinemoglobina.
¢) tétodo de cianometahemoglobina.

La determinacidén de cianometahemoglobina en sangre total ha sido
considerada como la técnica mas exacta para la determinacidn directa
de hemoglobina en sangre y por eso es recomendada por el Comité Inter
nacional para la Estandarizacién en Hematologfa (ICSH):

a) Los laboratorios clfnicos pueden usar el método de cianometahemo=
7lobina exclusivamente para la determinacidn de hemoglobina en sangre.
b) 71 término gramos (de hemoglobina) por 100ml (de sangre) debe ser
usado para expresar la concentracidn de hemoglobina.

¢) Para determinaciones rutinarias diarias, debe usarse como estandard

una solucién estéril de cianometahemoglobina 60 - 85 mg/100ml prepa-

rada y probada de acuerdo a condiclones especificas,

71 hecho de que la cianometahemoglobina sea el dnico deri-
vado de la hemoglobina cuya estabilidad es de un afio o mayor, la ha

convertido en el material de referencia preferido para la determina~
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cidn fotométrica de la hemoglobina., Ademds, sus propiedades especiales
hacen que el mdtodo de cianometahemoglobina sea suficientemente exacto
y digno de confianza, afn en el caso de utilizar fotdémetros sencillos
de filtro. El espectro de absorcién de la cianometahemoglobina exhibe
un mdximo alrededor de los 540 nm, por lo que es fdcil conseguir un
filtro que permita obtener una banda especial en la regidn de absor-
cién mdxima,

La solucidn de cianometahemoglobina obedece a la ley de Zeer,
puesto que el diluyente tiene una absorbancia a esta longitud de onda
debe ser usada como cero y puede obtenerse una 1fnea de calitracién
con solo ir adicionando diferentes cantidades del estandard. Otra ven-
taja de este método es que todos los derivados comunes de la hemoglo-
bina pueden ser convertidos rapidamente a cianometahemoglobina., Isto
elimina los errores debidos a la presencia simulténea de diferentes
derivados de la hemoglobina,

Sin embarszo, este patrén tiene también sus desventajas (ba-
jo condiciones normales), se requieren algunos minutos para la forma-
cidn de la cianometahemoglobina y si hay carboxihemoglobina presente
la lectura no deberd hacerse sino hasta después de 90 minutos a tem-

peratura ambiente. También la presencia de restos de eritrocitos, si
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por almin motivo no hubo hemdlisis completa, puede causar cierto gra-

do de turbidez

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA =N SANGRE POR EL METODO

DE CIANOMNETAHZMOGLOBINA,

PRINCIPIO:

El idn ferroso del heme de la hemoglobina, oxihemoglobina
v carboxihemoglobina es oxidado al estado férrico por el ferricianurs,
formando la metahemoglobina; &sta se combina con ioneé clanuro para
producir la clanometahemoglobina estable que se mide fotometricamente
a 540 nm. E1 pH de este reactivo ha sido reducido para acelerar la
reaccidn, y se le ha afadido detergente para prevenir la turbidez -
que podrfa presentarse al bajar el pH,
REACTIVOS:

Solucion de Drabkin:

Disolver 200 mz de KBFe(CN)é. 50 mg de KCN y 140 mg de KHZPOu en 900

mililitros de agua. Afladir 0.5 ml de STEROX -3SZ y mezclar culdadosa-
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mente hasta que se disuelva, Ajustar el pH a2 7.2 1 con HBPOu 0.1 o
con XOH 0,1N y diluir a un litro con agua destilada, osta solucidn es
estable por varios meses si se guarda en un frasco dmbar sn refrizeras
cidn,
PATRON: 60 mzg/100ml ,- Se obtiene sangre humana fresca y se agregan 2
ml de citrato de sodio al 3.2% por cada 10 ml de sangre. Se centrifu
ga y se decanta el plasma, Los eritrocitos se lavan dos veces con sQ
lucidn salina al 0,97 y dos veces con szlucidn salina al 1,27%, A un
volifmen de células lavadas se le agresa un volumen icual de clorofor
mo{ grado analitico), Ce mezcla con culdado y se deja 12 horas 2 ¥°z
luezo se centrifuga a alta velocidad durante 30 minutos, La capa su-
perior acuosa que contiene la hemozlobinase transfiere a un frasco -
limplo, filtrdndose a través de un papel filtro y se determina su con
centracién por el método de cianometahemoglobina y por el método de
fierro, Je diluye con solucidn de Drabkin hasta obtener una concentra
cidn de hemoglobina de 60mg/100ml,

Despuds se esteriliza por filtracidn a través de un filtro
Seitz y se coloca asépticamente en frascos ambar de 10 ml, los que son
sellados con tapones de hule, Su pureza se verifica examinando el ex-
pectro de absorcidn entre 450 y 504 nm, la cual debe de ser entre -

1.58 y 1.62. La turbidez se verifica observando por el fendmeno de
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Tyndall,

Los patrones que contiensn 507 de glicerol parecen ser menos
suceptibles al crecimiento bacteriano, Si se usan asf, deben leerse
contra blancos que contengan 50% de glicerol.

lLos patrones de hemoglobina son estables por lo menos duran
te un afio en la obscuridad y a temperaturas amblente, pero no det .n
conzelarse, (6) La desviacidn estdndard de la absorbancia del patrdn
de clanometahemozlobina ha sido calculada en 1% del valor establecido,

con base a pruebas realizadas en 40 laboratorios clinicos. (13)

Procedimiento para cuantificar la hemozlobina por el méto-
do de clanometahemoglobina,
1,- Medir 5.0 ml de reactivo de hemoglobina en un tubo de ensaye,_a
gregar 0,020 ml de sangre bien mezclada con antlcoagulante. Con una
pipeta tipo Sahli o similar, Dicha pipeta debe ser del tipo TC (to -
contain de modo que después de llenarla hasta la marca , se requlere
limpiar la parte exterior de ella con un papel absorbemte o algo-
dén y enjuagar su contenido tres veces en el diluyente, Después se
mezcla,
2.- Reposar los tubos 5 minutos cuando menos, ledir absorbancla con-

tra blanco de reactivo de hemoglobina a 540 nm, o usando el filtro a-
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propiado para la longitud de onda,
CALCULOS:
Para espectrofotdmetro: 540nm, cubetas de 1.0 cm de paso

de luz y considerando un coeficiente de extincidn milimolar de 11,0 mz-
dtomo de Fe (55.85 mg) por litro.:

g Hb / 100ml= AS&O x 36.8

Para fotdmetros de filtro:
g Hb/100ml = Aguo X F

gib/100ml (del patrdn) -
Rpnce Be|, AS#O (el patrdn) (€

NOTAS
1.~ In estudios anteriores se habfa obtenido el valor de 11,5 para el
coeficiente de extincidn milimolar de la cianometahemoglobina; ultima
mente ha sido cambiado a 11.0 por evidencia experimental abrumadora y
este valor es ya aceptado en generzl,

la confiabilidad de los cdlculos de concentracidén de hemo-
globingdepende de la confiabilidad de las lecturas de absorbancia en
cualquier espectrofotdmetro.
2.- Al pH del reactivo de hemoglobina se necesitan menos de 5 minu-
tos para completar la conversidn de hemoglogina a cianomet#hemoglobi-
na. El color del patrdn es estable por un periodo de 9 a 12 meses cuan

do menos, siempre que se conserve al abrigo de la luz. (15)
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3.= Zn la calibracidn de las pipetas tipo Sahli manufacturadas por va_
rias empresas, se ha demostrado que solo aproximadamente 2/3 de ellas
tienen un error menor de 1-3 % y alrededor del 6% de ellas tienen un
error mayor del 5%, Es por éllo conveniente verificar la calibracidn

de las pipetas que se vayan a usar.

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA SANGUINEA POR EL
METODO DE FIERRO.
PRINCIPIO:
La sangre es digerida con una mezcla de dcidos: HZSON’.HNO3
Asf, el fierro sale del complejo heme y se oxida a Fe‘a. Una parte de
este fierro se precipita como Fe2(804)3 ; por lo cual se aflade HCl pa
ra tener el Fe en la solucidn.

El pH se ajusta a 4 - 5 y se afiade hidroquinona para reducir

el Fe+3 y,el color desarrollado por la ortofenantrolina se mide a 510nm.,
REACTIVOS:
- H,80, conc, grado analftico.,

- HNO3 conc. grado analftico.
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HC10, 707% grado analftico.

HC1l conc. grado analftico.
- HClOu-HNOB, mezclar volimen a valimen antes de usarlo.

--Acetato de Amonio al 507 en agua destilada,

Hidroquinona al 17 en agua destilada, Preparar cantidades pequeiias

(10ml) diariamente, seguin el nimero de pruebas,

O-fenantrolina al 0.2% en agua destilada. Es estable en refrigeracidn

hasta por un afio.

Patrdn de filerro,100 mg/100 ml: Limplar uma pieza de alambre de hie

rro puro (cuando menos 99.8 % de Fe) con HC1l 6N y luego con agua. Se=
car, Pesar 100 mg de alambre limpio en un matraz erlemeyer de 250 ml,

afiadir 10 ml de HNO3 conc y 40 ml de agua destiiuda. Calentar ligera-

mente hasta disolucidn completa., Enfriar y pasar cuantitativamente a

un matraz volumétrico de 100 ;1. Aforar y mezclar perfectamente. Es-

estable hasta por un afio cuando menos.

- Patzén de filerro, de trabajo, 1 mg/100ml, Diluir 1 ml del patrdn

de fierro con 99 ml de agua destilada. Preparar fresco diariamente,
CUIDADO DEL MATERIAL: Este debe ser lavado con HC1l caliente, diluf-

do volimen a volumen con agua y enjuagado con agua.

El agua destilada simple es satisfactoria para la preparacidn

de los reactivos y para la prueba misma.
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PROCEDIMIENTO:
1,- Foner 1 ml de sangre bien mezclada en el fondo de un matraz de
KJjeldhahl de 100 ml, Poner 1 ml de agua en otro matraz igual para que
sirva de blanco.

2,- afladir cuidadosamente 3.0 ml de H SOu conc y 4 ml de =ZNO_ conc.

2
Calentar hasta que se lleve a cabo la digestidn y el contenido dsl
natraz tome un color café.

3.~ Afladir 2 ml de mezcla HClOL,_-HNO3 a cada matraz y calentar hasta
que aparezcan humos de SO3 ( el afladir estos dcidos en mezcla es me-
jor que cada uno por separado, pues se evita una reaccidén violenta),
Il contenido tomard un color amarillo pdlido y posiblemente se obser
ve un precipitado de ?e2(304)3.

4,- &friar, afadir 20 ml de agua y calentar otra vez hasta la a-
paricidén de humos.

5.= Afladir 2 ml de HCl conc. y hervir 25 segundos, (Si se hierve mds
se plerde HCl y se precipita el Fez(sou)j. )

6.- Afladir 20 ml de agua, calentar a ebullicidén, enfriar a tempera-
tura amblente.

7.~ Afadir acetato de amonio al 5077 a obtener un pH 4.2 - 4.4 0 a-

Justar con HC1l diluido si es necesario.

8.~ Aforar a 100 ml con agua destilada.
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9.~ Pasar a tubos aforados a 10 ml en la siguiente forma:

Manco: 4 ml del blanco digerido,

Estandard; 4 ml del blanco digerido + 2 ml del patrdn de trabejo.

Desconocido: 4 ml de la dilucidn de sangre digerida,
10.~ Afladir acetato de amonio al 50%, para ajustar el pH a 4.2 = 4,4,
11,--Affadir un ml de hidroquinona al 1 /7, mezclar y agregar 2 ml de so-
lucidn de ortofenantrclina, aforar con agua a 10 ml y mezclar perfecta-

mente.

12,- ZEsperar aproximadamente 60 minutos las absorbancias contra a-

gua a 510 nm,

CALCULOS :
ng Fe/100 nl = AX =8By 507 x 100 100
g Hb/100 nl = uly ?oéioo ml

Doude s Ax = Absorbancia del preblema.

Ab = Absorbancia del blanco.

As = Absorbancia del estandard. (6)



V-RESULTADOS.
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Se prepard un lote de 100 ampolletas con 10 ml de patrén pri-
merio de hemoglobina, se conservaran entre Ly 7°c.

Se higcieron 30 determinzciones de hierro en diferentes ampolle
tas del patrdn primario. Los valores correspondientes de hemoglobina a=-
parecen en la Tabla 1, asf{ como los mg de hierro y los valores celculadoes
de: (X =X) y de (x—‘)z.

Il valor promedio fué de 59,55 que se refiere a la concentra-
cidn de la hemozlobina en mg/100 ml en el patrdn orimario.

E1 cdlculo de la desviacidn estandard se llevd a cabo de la €l

guiente forma:

ooz o 02

n-1
DeEe = 0064163

Se obtuvo también el coeficiente de vatiabilidad :

DIE.

CeVem X

CeVem 1,0774 %

59.55 ¥ 1 D:E. <§§§g 1fnites.
59,55 ¥ 2 D,E.= <§ggg 1fnites.
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59,55 & 3 n.m.-<i§;:gz 1fnites.

Con los valores obtenidos ' se graficd una curva de distribuéién
de frecuencias, que se muestra en la Figura 6. Si bien se observa una des
viacidén a la derescha,(valores arriba de la media), la curva es dsl tipé
normal o de Gauss, como exra de esperarse,

Debido a que se considerd que las pruebas 5 y 9 estuvieron fue
ra de control ( mas de 3 D.E.) , se repitieron y los valores observados
fueron:

5.= 59,40 mg Hb/100ml.
9.~ 59.28 mg Hb/100ml.
Z1 valor consezuido fuéd el siguiente:
X= 59,406
D.3= 0,38617
CeVm 0,650

No se considerd necesario repetir la Tabla 1 con los datos co-

rregidos de las pruebas 5 y 9, pero es evidente el efecto negativo de

los valores fuera de control en la D.Z. y C.V.
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También se corrid una curva por triplicado con el patrén prime
rio, cuyos resultados aparecen en la Flzura 7.

Se verificéd la pureza del patrdn primario examinando el expec-
tro de absorcion entre 450 y 700 nm y los valores obtenidos se srafica-
ron en la 'Figura 8, Tamblén se determind la relacidn de absorbancia e
504 y 540, dando 1,60, Como puede verse estos resultados fueron satisfac
torios, y en cuantc a los limites de confianza para % y D.E., también
puede considerarse que fueron excelente:. De acuerdo con Henry, debe eg

perarse un C,V, de 1 % aproximadamei:'e,



TABLA No. 1

PRUEBAS mg Fe/100 ml mg Hb (x)/100 ml (x- x x - D2
1 2.0552 59.23 ' 0.32 0.1024
2 2.1097 | 60.8 1.25 ' 1.5625
3 2.055 59.23 0.32  0.1024
4 2.055 e 59.23 0,52 o 0.1024
5 2.134 61.5 ' 1.95  3.8025
6 2.0511 = - 59.11 0.44 0.1936
7 2.0511 ' 59.11 0.44 0.1936
8 2.0511 59.11 ' 0.44 0.1936
9 2.134 61.5 1.95 3.8025 =
10 2.0511 59.11 : 0.44 0.1936
i 2.0604 59.38 0.17 0.0289
12 2.088 60.20 0.65 0.4225
13 2.0604 59.38 0.17 0.0289
" 2.0604 59.38 0.17 0.0289

-—
v

2.0604 59.38 0.17 ' °0.0289




16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
21
28
29

mg Fe/100 ml

2.0889
2.0535
2.0535
2.0535
2.0587
2.0587
2.0587
2.0604
2.0604
2.0604
2.0604
2.0604
2.0629
2.0629
2.0029

CONTINUACION DE LA TABIA No. 1

(x)
60.2
59.18
59.18
59.18
59.33
59.33
59.33
59.38
59.38
59.38
59.38
59.38
59.45
59.45
59.45

mg Hb/100 ml

|

x-Xx

0.65
0.37

0.37

0.37
0.22
0.22
0.22
0.17
0.17
0.17
0.17
0.10
0.10
0.10

il

« - 0%

0.4225
0.1369
0.1369
0.1369
0.0484
0.0484
0.0484
0.0289
0.0289
0.0289
0.0289
0.010

0.010

0.010
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CURVA ESTANDARD PARA HEMOGLOBINA FIGURA 7
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VI - CONCLUSIONES.
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El trabajo realizado did como resultado un patrén primario
cuya concentracidn de hemcglobina fué determinada con la mayor exac-
titud y precisidn, gracias al empleo de un patrdn primario de fierro
que puede ser considerado como material de referencia y de un método
que los expertos consideran particularmente exacto y preciso, como es
la cuantificacidn del ién ?e+2 por desarrollo de color con reactivo de
ortofenantrolina.

Este material fué evaluado comparativamente en pruebas rutins
rias del laboratorioc de hematologia del Hospital del Nifioc D.I.F.

De lo antetrior sacamos las siguientes conclusiones:

a) Los resultados fueron muy satisfactorios.
b) Si bien la preparacidén y normalizacidén de un patrén de hemogzlobina
no es tarea sencilla, podrfa resultar conveniente y econdmico para la-

boratorios que lo utilizan constantenmente.
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