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Resumen

Se evaluaron tres métodos de laboratorio para la determina-
cién de hierro sérico (FeS) y capacidad total de fijacién de hie-
rro sérico (CTFFeS): el método de Beale (método de referencia)
y un método comercial tanto con sus reactivos originales como
cen reactivos preparados en el laboratorio, con el fin de susti-
tuir el método utilizado como referencia ya que es muy tedio-
so y consume mucho tiempo. Se realizaron los espectros de ab-
sorcidn, intervalos analiticos, estabilidad de los complejos co-
loreados, precisién en un misme dia y dfa a dia durante 20 di-
as consecutives, recuperacién, interferentes como hemoglobi-
na, bilirrubina y cobre y un estudio de correlacién entre estos
métodos. Se concluye que a pesar de que el método de Beale no
posee la mejor aplicabilidad analftica, si presenta un desem-
pefio analitico superior a los otros dos métodos evaluados, per
lo tanto sigue siendo el método de eleccién para este medio.

Palabras clave: Hierro sérico * capacidad de fijacién de
hierro * anemia crénica * hemocromatosis * métodos.

S ummary

Three laboratory methods for the analysis of serum iron (FeS)
and iron binding capacity (CTFFeS) were evaluated: the Beale’s
method (reference method) and a commercial method using the
original reagents as well as the reagents prepared in the labora-
tory in order to substitute the tedious and consuming time refe-
rence method. The absorption spectrum; analytical range; stabi-
lity of the colored complex; accuracy day to day and within day;
recovery analysis; interferents as hemoglobin, bilirubin and cop-
per; and correlation study were realized to these methods, Although

the Beale’s method didn’t have the best practicality characterts.-
tics it has a better analytical reliability than the other two met-
hods.‘ For that reason it is still the best alternative for the de-
termination of serum iron and iron binding capacity in our la-
boratories,
Key words: Serum iron * iron binding capacity * chronic
anaemia * haemnochromatosis * methods.
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Introduccién

Las determinaciones de hierro sérico
(FeS) y la capacidad total de fijacién de hie-
rro sérico (CTFFeS) se han convertido en
pruebas indispensables para el diagnésti-
co de desérdenes hematolégicos tales co-
mo deficiencia de hierro, siderosis, hemo-
cromatosis y anemia crénica. También se
utilizan en obstetricia, ginecologia y pe-
diatria (1) (2).

Hay més de 50 métodos descritos para
la cuantificacién de FeS (3-5), pero atn no
existe un método de referencia aceptado uni-
versalmente (6). Estos métodos incluyen téc-
nicas sofisticadas como la dilucién de isé-
topos, inmunoprecipitacién (7), inmunoe-
lectroforesis y espectroscopia de absoreidn
atémica (8), asi como métodos automati-
zados (1) (3) (4) (9-16). Se han utilizado di-
ferentes agentes reductores o cromégenos
(9) (17-23). Sin embargo, el Comité Inter-
nacional de Estandarizacién en Hemato-
logia (ICSH) ha recomendado el uso de 4ci-
do tioglicélico como agente reductor y ba-
tofenantrolina (24) o ferrozina como cro-
mdégenos (25).

En general, todos los procedimientos dis-
ponibles para la determinacidn de FeS tie-
nen un uso clinico limitado dado su alto cos-
to, falta de disponibilidad, grandes volii-
menes de muestra requeridos (26), son te-
diosos, consumen mucho tiempo y deman-
dan equipo especial de laboratorio (2) (3).

Parala determinacién de la CTFFeS tam-
bién se han sugerido muchas metodologi-
as tales como la determinacién quimica di-
recta, la utilizacién de Fe radioactivo, la
prueba no radioactiva con exceso de Fe re-
movido con adsorbente (resina de inter-

cambio iénico o carbonato de magnesio), la

precipitacién de la transferrina saturada
con Fe y determinacién de la CTFFeS, la
espectroscopia de Absorcién Atémica, o el
uso de principios inmunolégicos. No obs-
tante, alin sigue vigente el problema rela-
cionado con el establecimiento de un mé-
todo de referencia para medir la CTFFeS
(5). Segiin el ICSH el método que utiliza
la adsorcién de carbonato de magnesio no
cumple con el criterio de un método de re-
ferencia debido a su gran variabilidad en
precisién y exactitud (24) (27). La separa-
cién de la proteina unida al Fe del Fe li-
bre y el establecimiento con exactitud del
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grado de saturacién ha sido un problema
por afios (3). Recientemente se ha reco-
mendado el empleo de resinas de inter-
cambio iénico (28).

E!l método comercial utiliza una solucién
amortiguadora de acetato pH 4,5, hidro-
cloruro de hidroxilamina como agente re-
ductor, ferrozina como cromégeno, un Uni-
co patrén de hierro con 5.000 ug/ly se in-
troduce la incubacién a 87 °C con las ven-
tajas de que reduce el tiempo de reaccién
v omite la utilizacién de carbonato de mag-
nesio (29).

El propésito de este trabajo es preparar
en el laboratorio los reactivos utilizados en
el método comercial y comparar este mé-
todo con el método recomendado por la
ICSH asi como con el método comercial ori-
ginal, complejidad, tiempo, exactitud, pre-
cisién y correlacidn.

Materiales y métodos

Se utilizaron varias mezclas de suero pro-
venientes de pacientes que acudieron a la
donacidén en un banco de sangre. Para las
pruebas de precisién se usaron tres mez-
clas de suero con concentraciones de hie-
rro bajas, normales y altas. Para las prue-
bas de recuperacién e interferencia se uti-
1iz6 una mezcla de suero con concentracién
normal de hierro. El estudio de correlacién
entre los tres métodos se realizé con un to-
tal de 40 muestras de suero provenientes
de estudiantes de secundaria.

Las mediciones fotométricas se realiza-
ron en un espectrofotémetre Shimadzu mo-
delo UV-160 con cubetas de pldstico dese-
chables. Toda la cristaleria fue lavada y su-
mergida en dcido clorhidrico 12 M diluido
1:2 por 24 horas y luego enjuagada escru-
pulosamente con agua desionizada.

PROCEDIMIENTO

Se realizé el método descrito por Beale
et al. modificado por Loria y Monge (5) co-
mo método de referencia; el método de la
casa comercial Sigma Diagnostic segin el
procedimiento nimero 565 (29), y el mé-
todo comercial pero con reactivos preparados
en el laboratorio de la siguiente manera:

Solucién de trabajo FeS: hidrocloruro de
hidroxilamina al 1,5 % (P/V) en amorti-
guador de acetatos 0,44 mol/L pH 4,5.
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Solucién de trabajo CTEFFeS: Tris ami-
nometano 0,5 mol/L pH 8,1.

Reactivo de color: ferrozina al 0,85 %
(P/V) en solucién de hidrocloruro de hi-
droxilamina.

Patrén de hierro: 5.000 yg/l de hierro en
solucién de hidrocloruro de hidroxilamina.

A los tres métodos en investigacién se
les aplicé el protocolo de evaluacién de mé-
todos recomendado por Tietz (30) y laIFCC
(31) que incluye el espectro de absorcién,
el intervalo analitico, la estabilidad del com-
plejo coloreado, pruebas de precisién en un
mismo dia y dia a dia, pruebas de recupe-
racién, pruebas de interferencia, coeficiente
de correlacién, ecuacién de regresion line-
al y error estandar.

Resultados

ESPECTRO DE ABSORCION DEL PRODUCTO
FINAL COLOREADO

Se llevaron a caho los espectros de ab-
sorcién para cada método con suero y con

solucién patrén. Para el método de Beale
se obtuvo un pico maximo de absorcién en-
tre los 530 y 540 nm. Con el método co-
mercial, tanto con los reactivos originales
como con los reactivos preparados en el la-
boratorio, se obtuvo un pico méximo de ab-
sorcién a 560 nm.

INTERVALO ANALITICO

Al analizar el intervalo analitico obte-
nido con cada método se observé que en to-

dos ellos, aiin a una concentracion de hie-
rro de 8.000 tg/l, se mantuvo la linealidad.

ESTABILIDAD DEL PRODUCTO FINAL
COLOREADO

La estabilidad del complejo coloreado se
realizé con suero y con solucién patrén pa-
ra cada método, tanto para FeS como para
CTFFeS. Con el método de Beale para FeS
el patrén se estabilizé entre los 15 y los 55
minutos, tiempo a partir del cual comenzé
a aumentar su absorbancia. El suero se es-
tabilizé entre los 35 y 45 minutos aumen-
tando también su absorbancia después de
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este lapso. La CTFFeS en el suero se esta-
biliz6 desde el inicio de la reaccién.

Con el método comercial para FeS el pa-
trén se estabilizé entre 6 y 30 minutos, dis-
minuyendo luego su absorbancia. El suero
se estabilizé hasta los 45 minutoes y luego
de 1 hora y media disminuyé su absorbancia.
El producto final coloreado para CTFFeS
se estabilizé entre los 10 y 80 minutos.

Con el método comercial con reactivos
preparados para FeS el suero se estabili-
z0 entre los 10 y 30 minutos y con patrén
entre los 7y 30 minutos. La intensidad del
color para la CTFFeS fue constante entre
los 12 y 60 minutos.

IMPRECISION DE LOS METODOS

Las tablas I y II muestran los resulta-
dos de la precisién realizada a los tres mé-
todos en un mismo dia; y dia a dia respec-
tivamente.

RECUPERACION

En la tabla III se encuentran los valo-
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res obtenidos de recuperacién para cada mé-
todo.

ESPECIFICIDAD ANALITICA

En la tabla IV se muestra el efecto pro-
ducido por la interferencia de sustancias
como bilirrubina, hemoglobina y cobre en
los tres métodos bajo estudio.

ESTUDIO COMPARATIVO

El estudio de correlacién se llevé a ca-
bo obteniéndose la ecuacién de regresién
lineal, coeficiente de correlacién (r) y el error
estdndar (S y/x) entre el método de Beale
y el método con reactivos preparados, en-
tre el método comercial y el método con re-
activos preparados y entre el método de Be-
ale y el comercial, tanto para FeS como pa-
ra CTFFeS.

Entre el método de Beale y el método
con reactivos preparados se obtuve para FeS
un r = 0,976, una ecuacién de regresién li-
neal dey =-121,01 + 1,050 X yun S y/x =
180 pg/l.
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Para la CTFFeS el r fue de 0,729, la ecua-
cién de regresién lineal y = 766,59 + 0,387
XyelSyx="766pg/l

En la comparacién entre el método co-
mercial y el método con reactivos prepa-
rados para FeS se obtuvounr=0,951, una
ecuacién de regresién lineal y = 67,4 + 0,835
X yun S y/x = 104 pg/l.

. Para la CTFFeS el r = 0,568, la ecua-
cién de regresién lineal y = 1.060 + 0,8312
X yelSy/x="T4T7 pgl

Entre el método de Beale y el comercial
para FeS el r = 0,929, la ecuacién de re-
gresién lineal y =93 + 0,914 X y el S y/x
=44 yg/l. Parala CTFFeSr =0,342, la ecua-

cién de regresion lineal y = 2.193 + 0,289
X yel Sy/x=552pg/l

Discusién y conclusiones

Segiin los espectros de absorcién obteni-
dos con cada método, las longitudes de onda
utilizadas en cada uno de ellos son las mds
apropiadas, a saber 535 nm para el método
de Beale y 560 nm tanto para el método co-
mercial como para el método en estudio.

Todos los métodos presentaron un in-
tervalo analftico lineal aun hasta una con-
centracién de 8.000 pg/l de hierro.
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En cuanto a los datos obtenidos sobre la
estabilidad del compuesto coloreado se pue-
de generalizar que los tiempos de incuba-
cién indicados en cada método son los 6p-
timos. Para el métedo de Beale y segiin las
modificaciones que se le han realizado (5)
se debe incubar el FeS y la CTFFeS al me-
nos 40 minutos. El plazo méximo para am-
bas determinaciones no deberd ser mayor
a una hora. Los datos obtenidos con el mé-
todo comercial indican que necesariamen-
te se debe obtener la lectura para Fe y CTF-
FeS al tiempo exacto de 10 minutos des-
pués de agregado el cromégeno, tanto pa-
ra la muestra como para el patrén. La mis-
ma situacién se presenta para el método
con reactivos preparados, el cual debe ser
incubado por 10 minutos exactos. En caso
de excederse el tiempo de lectura los valo-
res de FeS y CTFFeS dardn mds altos de
lo esperado.

Analizando los datos de precisién para
FeS y CTFFeS (tablas I y I1) se observa c¢é-
mo los coeficientes de variacién (CV) de los
tres métodos evaluados son més altos cuan-
do se realizan las pruebas dia a dia que
cuando se hacen en un mismo dia. Este he-
cho es de esperarse, ya que las variables
involucradas en el andlisis de las muestras
en diferentes dias son mayores (voltaje, ho-
ra de andlisis, equipo, personal de labora-
torio, etc.). Cabe destacar que los CV de
los tres métodos en estudio son similares
a concentraciones bajas, normales y altas
de FeS, tanto en un mismo dia como dia a
dia. Fue a concentraciones bajas de FeS don-
de se obtuvieron los CV ms&s altos en los
tres métodos y las mejores precisiones se
obtuvieron a concentraciones altas de FeS.

Con respecto a las pruebas de exactitud
(Tabla III} el método de Beale presenté el
mejor promedio de recuperacién (101 %). Sin
embargo, los tres métodos evaluados pose-
en una buena exactitud, ya que lo espera-
do es que el promedio de los porcentajes de
recuperacién no sea menor del 95 % ni ma-
yor del 105 % (30).

En cuanto a las pruebas de interferen-
cia (tabla IV), con el método de Beale se
obtuvo una interferencia negativa para las
tres sustancias evaluadas. Cada mg/! de Hb
disminuye en un 0,006 % el valor de FeS
obtenido, asi como cada mg/l de bilirrubi-
na lo disminuye en un 0,025 % y cada pg/l
de cobre lo disminuye en un 0,003 %. En
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el método comercial se observa cémo la Hb
y el cobre producen interferencia positiva
mientras que la bilirrubina produce inter-
ferencia negativa. Cada mg/l de Hb aumenta
en un 0,002 % el valor de FeS obtenido, ca-
da mg/l de bilirrubina disminuye en un
0,071 % este valor y cada pg/l de cobre lo
aumenta en 0,087 %. El método con reac-
tivos preparados presenté un comporta-
miento muy semejante al comercial en
cuanto ainterferentes. Cada mg/l de Hb au-
menta en un 0,005 % el valor del FeS, ca-
da mg/l de bilirrubina produce una dismi-
nucién de 0,061 % y cada pg/l de cobre lo
aumenta en 0,162 %. Por lo tanto el cobre
es un interferente muy importante en la
determinacién de FeS cuando se utiliza fe-
rrozina como agente cromdégeno.

E] estudio de correlacién entre métodos
sefiala coeficientes de correlacién cercanos
a 1,0 lo que indica una buena correlacién
entre estos métodos para FeS. Contrario a
esto, los coeficientes de correlacién para la
CTFFeS son bajos: 0,342, 0,568 y 0,729.

Analizando el conjunto de datos anteriores
se puede concluir que a pesar de que el mé-
todo de Beale no posee la mejor aplicabili-
dad analitica desde el punto de vista de ser -
un método tedioso, que requiere de mucha
muestra y largos periodos de incubacién, sf
presenta el mejor desempeifio analitico en-
tre los métodos evaluados en cuanto a exac-
titud y especificidad analitica.

Tanto el método comercial como el mé-
todo con reactivos preparados presentan una
aplicabilidad analitica superior al método
de Beale pero no asi en cuanto a desem-
pefio analitico principalmente desde el pun-
to de vista de interferentes y de la exacti-
tud al no correlacionar la CTFFeS de es-
tos métodos con el de referencia.

Por lo tanto el método de Beale sigue
siendo el método de eleccién para realizar
el andlisis de FeS y CTFFeS en nuestro me-
dio.
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