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RESUMEN

Se determinaron los niveles séricos de hierro
por espectrometria de emisién atémica con plasma
acoplado por induccion (ICP-AES) y colorimetria
(hierro-fereno) en treinta nifios bogotanos, de 9
afios de edad, clinicamente sanos. Por espectrome-
tria una tercera parte de la poblacion presento si-
deremias inferiores a 60 pg/dL, mientras que por
colorimetria solamente un nifio evidencié concen-
traciones bajas de hierro. Puesto que la deficiencia
de hierro, ain en ausencia de anemia, se acompaiia
de alteraciones del crecimiento corporal y del
aprendizaje, nuestros resultados sugieren la nece-
sidad de evaluar las técnicas que actualmente se
utilizan en los laboratorios clinicos del pais para la
medicion de este micronutriente.

Palabras clave: Hierro sérico - Espectrome-
tria de emisién atémica con plasma acoplado por
induccién - Colorimetria (hierro-fereno).
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SUMMARY

SERUM IRON DETERMINATION BY A
COLORIMETRIC METHOD AND BY
INDUCTIVELY COUPLED PLASMA

ATOMIC EMISSION SPECTROMETRY

Serum iron levels were measured by inducti-
vely coupled plasma atomic emission spectrometry
(ICP-AES) and colorimetry (iron-ferene) in thirty
clinically healthy nine years old children living in
Bogotd. With the spectrometric method, one third
of the population displayed serum iron levels lower
than 60 pg/dL, whereas with the colorimetric
method only one child showed an iron concentra-
tion under this level. Since iron deficiency, even
when anemia was not present, has been associated
with body growth and cognitive alterations, our
results support the need of evaluating the techni-
ques that are being used in colombian clinical
laboratories for the measurement of this micronu-
trient.

Key words: Serum iron - Inductively coupled
plasma atomic emission spectrometry - Colorime-
try (iron-ferene)

INTRODUCCION
El hierro es un elemento indispensable para

la sintesis de la porcién hemo de la hemoglobina y
de la mioglobina. También es necesario en protei-
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nas férricas sin grupo hemo y en moléculas intra-
celulares como citocromos. Dada su reactividad, el
hierro es empleado en multiples reacciones bio-
quimicas y la actividad de un amplio nimero de
enzimas involucradas en ellas se reduce durante la
deficiencia de este mineral (1). La carencia de
hierro conduce en primer lugar a una disminucién
de las reservas de este mineral, seguida por una
reduccién de la eritropoyesis lo que conduce a un
descenso de las concentraciones de hemoglobina y
a la reduccion del transporte de oxigeno a las cé-
lulas. Ademads se presenta una baja de las concen-
traciones de mioglobina, de la actividad de la cito-
cromo oxidasa y del transporte de electrones. La
disminucién de mioglobina y otras proteinas que
contienen hierro en el misculo esquelético provo-
can una reduccién de la capacidad aerébica del
miuisculo (2). Las manifestaciones clinicas de la
deficiencia de hierro varian segin el grado de
carencia e incluyen disminucién del crecimiento
corporal (3) y problemas de aprendizaje (4,5). La
deficiencia de hierro se acompaifia de una disminu-
cién de la resistencia a las infecciones causada por
una reduccién de la accién de los fagocitos sobre
las bacterias y a una disminucién de la prolifera-
cién de las células T. Esto se presenta antes de
observarse una disminucién de los niveles sangui-
neos de hemoglobina y es debido a un descenso de
la actividad de la ribonucleétido reductasa y la
micloperoxidasa (6).

La deficiencia de hierro es debida principal-
mente a una ingesta que no suple las necesidades
de los individuos y constituye la carencia de mi-
cronutrientes mas frecuente en la tierra (7). Se
presenta en paises desarrollados y en via de desa-
rrollo; se calcula que més de 2 billones de personas
en el mundo padecen de deficiencia de hierro y que
més de la mitad de ellas son anémicas (8).

La deficiencia de hierro ha sido determinada,
en el transcurso de los afios, mediante muiltiples
métodos: célculo de la ingesta diaria de hierro,
estudio de la morfologia del eritrocito, hematocri-
to, hemoglobina, hemoglobina celular promedio,
volumen celular promedio, indice eritrocitario
promedio, protoporfirina eritrocitaria libre, hierro
sérico, capacidad total de unién del hierro, transfe-
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rrina sérica, saturacion de la transferrina, ferritina
sérica y receptores de la transferrina sérica. Estos
métodos varian considerablemente en sensibilidad
y especificidad (9,10).

La carencia de este micronutriente se observa
con mayor frecuencia en mujeres embarazadas y en
infantes menores de 2 afios, pero su prevalencia es
también significativa en los nifios de edad escolar
(11,12). Dada la importancia y la factibilidad de la
suplementacién de hierro en la anemia ferropénica
y en la deficiencia de hierro, es necesario disponer
de herramientas adecuadas que permitan su diag-
néstico. En el presente trabajo se pretende estudiar
los niveles de hierro sérico por dos técnicas: es-
pectrometria de emision atémica con plasma aco-
plado por induccién (13,14) y colorimetria (forma-
cion del complejo azul hierro - fereno) (15), co-
rrelacionar estos dos métodos y establecer posibles
relaciones con los niveles de hemoglobina y he-
matocrito.

PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo se inici6, previa autorizacion de los
padres, con 37 nifios de 9 afios de edad, clinica-
mente sanos, voluntarios, que respondieron a una
convocatoria realizada entre los alumnos de se-
gundo a cuarto grado de primaria de una escuela
publica de Santa Fe de Bogota.

Se trabaj6 con la edad centrada; se estudiaron
individuos con edades mayores a 8.5 afos y meno-
res o iguales a 9.5 afios.

Después de un ayuno de 12 horas, se les tomo
muestra de sangre venosa en tubos vacutainer
secos y en tubos con citrato - libres de contamina-
ci6n exbgena de metales-. Las muestras fueron
centrifugadas a 3000xg durante 5 minutos. Se
eliminaron las muestras hemolizadas. Cada uno de
los sueros fue distribuido en dos alicuotas, para la
medicién de hierro por espectrometria de emisién
atémica (13,14) y por método colorimétrico (15).
Se descartaron 7 sujetos porque sus muestras fue-
ron insuficientes para realizar todos los estudios o
por presencia de hemdlisis.

Los niveles séricos de hierro fueron determi-
nados en un equipo Perkin-Elmer, modelo Optima
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3000, mediante la técnica de espectrometria de
emisién atémica con plasma acoplado por induc-
cién (ICP-AES). Se utilizé una solucién patrén
multielementos, incluyendo hierro (ICP-Mehrele-
ment-standardlosung 1 (Merck-15474)). Se selec-
cioné la banda correspondiente a la longitud de
onda de 259.94 nm de acuerdo a recomendaciones
del fabricante del equipo. El equipo presenta una
linealidad de 4 6rdenes de magnitud (es decir que
la respuesta del detector es proporcional lineal-
mente a la concentracién del analito, en un rango
que comprende de 1 hasta 10000. En este rango, la
respuesta del detector es funcién de la concentra-
cién del analito sometiéndose a la ley de Lambert-
Beer). La curva de calibracién presenta un coefi-
ciente de correlacién de 0.99995 para concentra-
ciones entre 1 y 16000 ppb (partes por billon).
Cada uno de los patrones y de las muestras es ana-
lizado seis veces. El procesamiento de los datos se
desarrolla en el software del equipo Optima 3000
(ICP-Winlab). Con esta técnica, los coeficientes de
variacion intra-ensayo son menores al 3.5%.

El método colorimétrico para determinar el
hierro sérico empled la formacién del complejo
azul hierro - fereno (A-GENT® IRON, ABBOT
LABORATORIES DIAGNOSTICS DIVISION) el
cual fue leido en el equipo ABBOTT SPEC-
TRUM?® de acuerdo a las recomendaciones de la
casa matriz. La variacién intra-ensayo es menor o
igual al 3%. El equipo se somete a calibracion con
un patrén suministrado por la casa matriz
(ABBOTT A-GENT Iron Stock Standard). El
equipo presenta una linealidad de 2 6rdenes de
mag-nitud con una correlacién de 0.96.

El valor limite de 60 pug / dL de hierro sérico
es utilizado para dividir a los sujetos en normales y
deficientes (16).

La hemoglobina fue determinada por el mé-
todo espectrofotométrico de Drabking (17). El
hematocrito fue establecido por centrifugacion en
presencia de anticoagulantes.

El estudio estadistico se realizé utilizando el
test t de Student y el coeficiente de correlacion de
Pearson. Se considerd significancia estadistica a
partir de p < 0.05.
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RESULTADOS

Se realizaron todos los exdmenes en 30 suje-
tos, de los cuales 13 eran mujeres y 17 varones.

Los promedios y los rangos de hemoglobina,
hematocrito, sideremia obtenida por método colo-
rimétrico y por espectrometria de emision atémica
se reportan en la Tabla 1. '

No se observaron diferencias significativas en
los niveles de hemoglobina, hematocrito, sideremia
determinada por colorimetria y espectrometria
entre los 2 sexos (Tabla 2).

Se encontrd una correlacién entre los niveles
de sideremia determinados por los 2 métodos (r =
0.56, p <0.001). El contenido de hemoglobina y el
hematocrito no se correlacionaron con los niveles
de sideremia obtenidos por colorimetria, ni con los
observados mediante espectrometria de emision
atémica. A su vez, los niveles de hematocrito se
correlacionaron con los de hemoglobina (r = 0.91,
p < 0.0001).

Segin la técnica de espectrometria de emision
atémica 10 sujetos presentaron concentraciones
séricas de hierro por debajo de 60 pg / dL, mien-
tras que por el método colorimétrico se observaron
niveles de hierro inferiores a este valor dnicamente
en un sujeto (Tabla 3).

Tabla 1. Sideremia, hemoglobina y hematocrito en la
poblacion estudiada

Determinacién Niveles*
Sideremia
+ -
(espectrometria) ug / DI 71£24 (32-134)
Sideremia
+ -
(colorimetria) ptg / dL 107427 (43 -156)
Hemoglobina 142 +£1.2(12.0-16.5)
G/dL
Hematocrito 45.7 £3.5(39.0-54.0)
%

*Los resultados se expresan como promedio + DS.
Los rangos aparecen entre paréntesis (nivel minimo — nivel miximo)
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Tabla 2. Sideremia, hemoglobina y hematocrito en los 2 sexas

Determinacion

Varones*

Mujeres*

Sideremia (espectrometria) pg/dL

74+25 (40-134)

67+21 (32-96)

Sideremia (colorimetria) pg/dL

109+ 31 (43-156)

104 +£22 (64 -135)

Hemoglobina g / DI

143+ 1.1 (12.0-16.5)

13.9 + 1.3 (12.0 - 15.4)

Hematocrito %

46.0 + 3.6 (40.0 - 54.0)

45.4 + 3.6 (39.0 - 50.0)

* Los resultados se expresan como promedio & DS. Los rangos aparecen entre paréntesis (nivel mfnimo - nivel maximo).

Tabla 3. Sideremia, hemoglobina y hematocrito en
los sujetos agrupados segiin el punto de corte de
60 pg / dL de sideremia (espectrometria)

Sideremia Sideremia
<60pe/dL | 260 pg/dL
Niimero de sujetos 10 20

Sideremia (espectro- 46+ 8 83+ 18 *
metria) pg / dL (32-58) (62 -134)
Sideremia 93131 114 £23
(colorimetria) pug /dL. | (43 - 144) (81 £ 156)
Hemoglobina 143+1.0 141+1.3
g/dL (12 - 16) (12-16.5)
Hematocrito 462+ 3.8 455+35

% (39-54) (40 -50)

Los valores se expresan como promedio £ DS. Los rangos apare-
cen entre paréntesis (nivel mfnimo - nivel maximo).
Significancia estadfstica: * p < 0.0001

DISCUSION

Los niveles promedio de hierro sérico (71 £
24 ug / dL) obtenidos en el presente estudio, por
espectrometria de emisién atémica con plasma
acoplado por induccién se asemejan a los observa-
dos en una investigacién realizada en Venezuela,
en la que por medio de espectrometria de absorcién
atémica se determinaron concentraciones de 70 +
23 pg / dL en una poblacién de nifios de 9 afios
(18). No se observan, al igual que en el estudio
venezolano, diferencias entre los dos sexos.

Por otra partc en un estudio realizado en
Norteamérica que incluia 17 adultos voluntarios
sanos, se determinaron las concentraciones séricas
de hierro por medio de un método colorimétrico
recomendado por el Comité Internacional para la
Estandarizacién en Hematologia encontrdndose
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niveles promedio de 75 + 28 pg / dL (10), lo que se
asemeja al resultado obtenido en el presente estu-
dio por espectrometria de emisién atémica.

En este trabajo se determinan los niveles
séricos de hierro por espectrometria de emisién
atémica con plasma acoplado por induccién y una
técnica colorimétrica. Si bien se encuentra una
correlacion entre los dos métodos, se observa que
de los 10 sujetos en los que se detectan niveles
bajos de hierro (< 60 pg / dL ) por espectrometria
de emisién atémica, s6lo uno presenta concentra-
ciones disminuidas de este micronutriente por la
técnica colorimétrica. Lo anterior podria ser debido
a menores interferencias en las técnicas espectro-
métricas respecto a las colorimétricas. De todas
maneras €s necesario mencionar que dado el me-
nor costo de los equipos y facilidad de manejo de
las muestras los métodos colorimétricos para la
determinacién de hierro sérico son mds amplia-
mente utilizados en los laboratorios clinicos.

Los niveles de hemoglobina no se correlacio-
nan con los de hierro. En un trabajo previo (19) se
demostré la poca utilidad de la determinacion de
hemoglobina para detectar individuos deficientes
en hierro cuando se midieron pardmetros como
concentracion de ferritina y concentraciones pro-
medio de protoporfirina eritrocitaria. En el pre-
sente estudio, ningln nifio presenta niveles de
hemoglobina por debajo de 12 g / dL, limite infe-
rior de normalidad segin varios autores (16,19).
Lo que permite concluir que si bien parte de nues-
tra poblacién es deficiente en hierro, el grado de
carencia no es lo suficientemente severo para pro-
vocar anemia ferropénica. De todas maneras, es
necesario recalcar que se han demostrado efectos
benéficos de la administracién de suplementos de
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hierro en el rendimiento escolar de los individuos
que presentan deficiencia de este micronutriente
ain sin anemia ferropénica (20).

En conclusién en el presente estudio no se
detectan niveles bajos de hemoglobina o hemato-
crito que permitan considerar el diagnéstico de
anemia en los sujetos evaluados. Cuando se emplea
la técnica de espectrometria de emisién atémica
con plasma acoplado por induccién, se observa que
una tercera parte de la poblacién estudiada pre-
senta una deficiencia de hierro sérico, mientras que
por colorimetria se detecta carencia de este mineral
unicamente en uno de los treinta sujetos valorados.
Por lo tanto se considera necesario interpretar con
cautela los resultados de los niveles séricos de este
micronutriente obtenidos mediante técnica colori-
métrica (formacién del complejo azul hierro -
fereno) y evaluar los diferentes métodos colorimé-
tricos que vienen siendo utilizados en los laborato-
rios clinicos del pais.
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