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ABSTRACT

The present study was carried out 1985 at the International Center for Control of Nutritional Anemia (ICCNA) in
the Medical Faculty of the University of Kansas (City, U.S.A., and is based on the study of differences in plasma ferritin
concentration between venous and capillary blood by Luis Mejia and Fernando Viteri from the Panamerican Health Organi-
zation (Washington, 1982) (1). We have included in our study measurements of serum iron, transferrin and protoporphy-
rin. Blood samples were taken from the cubital vein and the fingertip of the same subject on three occasions with 4 week

intervals.

Serum and plasma were separated by centrifugation for the measurements. Serum iron was measured by means of a Fe-
rrochem I Analyzer, ferritin and transferrin concentration by the enzyme linked immunosorbent assey technique (ELISA).
and erytrhocyte protoporphyrin (PE) by means of a Hematofluorometer. Since we did not find significant differences in the
concentrations of serum iron, ferritin, transferrin and protoporphyrin between venous and capillary blood, to the contraty of
other investigators, the present study will be continued in La Paz, Bolivia.

RESUMEN

En conocimiento de un estudio realizado el afo
1982 por Luis Mejia y Fernando Viteri (1), sobre la di-
ferencia de concentracién de ferritina en plasma de
sangre venosa y capilar, amplié esta investigaciéon con
el estudio de hierro sérico, transferrina y protoporfi-
rina, trabajando en el International Center for Control
of Anemia (ICCNA). Kansas, USA. La sangre fué reco-
gida tanto de la vena cubital como del pulpejo del
dedo del mismo sujeto en tres oportunidades con
intervalos de cuatro semanas.

El suero y plasma para las determinaciones, fue-
ron separados por centrifugaciéon. La cuantificacion
de hierro sérico se realizé con el Analizador Ferro-
chem 1l, la concentracion de ferritina y transferrina
por el método de ELISA (Enzyme Linked lmmunosor-
bent Assey) y la protoporfirina eritrocitica (PE) por el
método del Hematofluorémetro. No habiéndose en-
contrado una significativa diferencia de la concentra-
cion de hierro sérico, ferritina, transferrina y proto-

porfirina en la sangre venosa y capilar, como citan
otros autores, este trabajo piloto se continuara en
La Paz - Bolivia.

INTRODUCCION

El hierro es requerido para una amplia variedad
de procesos metabdlicos en el organismo. La mayor
cantidad es utilizada para la sintesis de las hemoglobi-
nas, pero todas las células tienen un metabolismo ac-
tivo del hierro y normalmente hay un equilibrio entre
las demandas de la eritropoyesis y las de otros teji-
dos. La normal regulacion del balance de hierro en el
organismo, asegura la presencia de una adecuada tasa
de hierro.

El hierro estd contenido en dos principales com-
partimientos: Hierro funcional y Hierro de reserva. £l
compartimiento funcional consiste en una gran canti-
dad de hierro en la hemoglobina circulante, pero in-
cluye una fraccion pequena en la mioglobina y algu-
nas otras proteinas. Aunque no se conoce exactamen-
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te el rol fisiolégico del hierro, sin embargo, su defi-
ciencia es importante desde el punto de vista de la
salud y socio-econémico, por las manifestaciones he-
matologicas y funcionales de la anemia.

El compartimiento del hierro de reserva no tiene
otra funcion fisiologica que la de reemplazar las pér-
didas del compartimiento funcional. Las reservas de
hierro del organismo, se encuentran como ferritina y
hemosiderina en las células reticulo-endoteliales del
higado, bazo y médula ésea. (2).

La ferritina es una proteina de almacenamiento
de hierro, teniendo en cuenta que la ferritina puede
ser detectada en la sangre circulante, muchos estu-
dios han demostrado que existe una estrecha relacién
entre concentracion de ferritina sérica y valores de
hierro no heminico. En la anemia por deficiencia de
hierro, las concentraciones de ferritina sérica son me-
nores de 12 ug/litro, en cambio en las anemias hemo-
liticas y transfusionales, pueden observarse valores de
ferritina de varios miles de ug/litro; pueden también
estar elevados en enfermedades hepiticas e infeccio-
sas, pero en estas condiciones puede ser que la con-
centracion de ferritina sérica no refleje exactamente,
el valor de reserva de hierro (3).

La transferrina es una glicoproteina ligada al hie-
rro; juega un rol importante en el transporte y meta-
bolismo del hierro de animales vertebrados. El valor
de transferrina sérica varia con el estado del hierro;
esta incrementado en la anemia por deficiencia de
hierro, pero esta disminuido en el Kwashiorkor
(Reeds et al, 1976) en el ayuno agudo, en el debili-
tamiento crénico renal, inflamacion crdnica y en la
sobrecarga de hierro.

Su cuantificacion es util para definir la causa de la
anemia y estimar el estado nutricional. Ademis de
estas dos importantes dreas, la transferencia tiene un
rol de defensa contra las infecciones y un rol recien-
temente descrito involucra la proliferacién de las cé-
lulas (Brock 1981).

La protoporfirina se acumula en cantidades incre-
mentadas en los globulos rojos, cuando hay insufi-
ciente hierro disponible para combinarse con ella y
formar el heme. La protoporfirina eritrocitaria esta
aumentada en la deficiencia de hierro y usualmente
en un grado mis alto en el envenenamiento por plo-
mo. La cuantificacion de la PE ha sido por esto usada
para resguardar principalmente a los mifios en las
dreas urbanas y de bajos ingresos, donde ambas con-
diciones son comunes. En tales situaciones, un valor
marcadamente elevado de PE, generalmente garantiza
seguir estudios para investigar envenenamiento por
plomo y deficiencia de hierro (4). La PE estd también
incrementada en enfermedades infecciosas e inflama-
torias (5).

Se ha observado que los niveles de la PE perma-
necen aun elevados en la deficiencia de hierro hasta
una o dos semanas despues de iniciado el tratamien-
to. Mientras que los niveles de hierro sérico y ferriti-
na sérica, se normalizan mas rapidamente.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en 11 sujetos de 25 a 47 afios
de edad todos de nivel socio-econémico medio, 6
norteamericanos, 2 coreanos, 1 inglés, 1 egipcio y 1
boliviano, siendo en total 6 hombres y 5 mujeres.

Se recolecté sangre venosa de la vena cubital y
sangre capilar del pulpejo del dedo. De la sangre ve-
nosa sacada en cantidad de 4 ml, fueron colocados 3
ml en un tubo sin anticoagulante y 1 ml en un tubo
heparinizado, para el analisis de PE. El tubo con la
sangre sin anticoagulante se centrifugd para separar
el suero para la cuantificacion de hierro sérico, ferri-
tina y transferrina. La sangre capilar fué recogida en 5
tubos capilares heparinizados, los que fueron centri-
fugados a 10.000 rpm, después cortados a nivel exac-
to de la interfage celula -plasma; el plasma fué utiliza-
do para el andlisis de hierro, ferritina y transferrina.

Cuantificacion de Hierro

Se realiz6 usando el analizador Ferrochem I, ins-
trumento destinado para el anilisis de hierro y TIBC.

El tiempo de anilisis en este aparato es de 30 se-
gundos y se utilizan solo 10 ul de suero o plasma,
haciéndose la lectura directamente en ug/d| en el
mismo aparato.

Concentracion de Ferritina

Se midi6é por el método de ELISA, que fué desig-
nado especificamente para medir el estado de hierro
en control de poblaciones (6). El volimen de muestra
requerido para este ensayo, fué reducido a 10 ul de
suero o plasma, los que se disuelven en tampén fos-
fato salino. La curva standard fué preparada analizan-
do las siguientes concentraciones de ferritina: 0, 2, 5,
10, 20, 50 y 100 ug/litro, preparadas diluyendo las ali-
cuotas de standard de ferritina que contienen 1.000
ug/1 de ferritina, con tampdn fosfato salino (PBST).

La concentracion 0 del standard, fué usada para
determinar la ligazén ‘no especifica” y la concentra-
cion de 100 ug/1, para calcular la ligazon maéxima.
Cada standard fué corrido en triplicado, lo mismo
que las muestras de plasma y suero.

Para diluir los standards y las muestras se utilizo
una pipeta automatica GYLSON, usando solamente 10
ul de plasma o suero para el anilisis, teniendo mucho
cuidado de enjuagar la punta de la pipeta en un poci-
to de la placa, para no arrastrar nada de ferritina al
siguiente pozo. El ensayo de ferritina de sangre veno-
sa y capilar del mismo sujeto, se hizo simultaneamen-
te, es decir en la misma corrida.

La lectura de las placas de ELISA, es ahora grande-
mente facilitada por el uso de instrumentos que mi-
den la D.O. automdticamente en cada uno de los-96
pozos, en este estudio, se hizo la lectura utilizando el
“Titertek Multiskan”’ acoplado a una computadora, a
una longitud de onda de 492 nm,
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Cuantificacion de Transferrina

Se realiz6 por el método de ELISA usando la mis-
ma técnica que para ferritina, cambiando sélo el anti-
cuerpo e incrementando el tiempo de incubacion de
las placas a 30 minutos mas. La curva standard fué
preparada del analisis de las concentraciones de
transferrina correspondientes. Cada standard fué co-
rrido en triplicado lo mismo que las muestras de plas-
ma y suero. La lectura se hizo en el Titertek Multiskan

Cuantificaciéon de la Protoporfirina

Se realizé en el Hematofluorémetro, instrumento
que proporciona una inmediata lectura de la fluores-
cencia de una delgada capa de sangre total. La exita-
cion de la luz a una longitud de onda de 415 nm es
enfocada en la superficie mas baja de un cubre-objeto
horizontal cubierto con una delgada pelicula de san-
gre.

El método del Hematofluorémetro, tiene ciertas
ventajas: no requiere la medicion del volimen de
sangre a analizar, el instrumento es portitil, y el resul-
tado puede ser obtenido en menos de un minuto.

RESULTADOS

Para el hierro sérico usando el Ferrochem 1l, se
han obtenido los resultados directamente, haciendo
la lectura de su concentracion en el mismo aparato.
La Fig. 1 muestra que en el mismo sujeto analizado,
los valores de hierro sérico en muestras de sangre ve-
nosa y capilar, son similares.

Las concentraciones de ferritina y transferrina de
las muestras de sangre venosa y capilar han sido de-
terminadas en la curva graficada con los standards
respectivos, observandose en las Fig. 2 y 3 que no
existe una marcada diferencia de los valores obteni-
dos de muestras de sangre venosa y capilar. Los valo-
res de protoporfirina eritrocitaria, se han obtenido di-
rectamente por lectura en el Hematofluorémetro, de-
signado para la cuantificacién de protoporfirina en
ug/d| de glébulos rojos. Fig. 4.

Los resultados encontrados de hierro sérico, fe-
rritina, transferrina y protoporfirina de muestras de

sangre venosa y capilar, se pueden observar en la
tabla I.

DISCUSION

En este estudio piloto, no se ha encontrado una
significativa diferencia de los componentes férricos
en muestras de sangre venosa y sangre capilar contra-
riamente a estudios anteriores (1) que mostraron que
la concentracion de ferritina de sangre capilar excedia
a los valores encontrados en sangre venosa. Existe la
posibilidad que la diferencia encontrada por los otros
autores se debia a la ferritina liberada de las células
sanguineas por friccién de los eritrocitos y leucocitos
al penetrar en el estrecho tubo capilar para hemato-
crito, o por presion del dedo. Otros investigadores
encontraron que los leucocitos en general y en parti-
cular los monocitos, tienen grandes cantidades de fe-
rritina. La concentracidon de ferritina en los leucocitos
alcanza a 24 ug/1 (7), y en los monocitos es aproxima-
damente 7.5 veces mas que la encontrada en otras cé-
lulas leucocitarias (8). La liberacion de la ferritina de
estas células contaminaria el plasma incrementando
su concentracion de ferritina. Es también posible que
el incremento de ferritina que los otros autores en-
contraron en sangre capilar, se pueda deber a la ferri-
tina mitocondrial liberada por ruptura del tejido.

Se concluye indicando que en el presente estudio
las muestras de sangre capilar fueron obtenidas de la
sangre que fluia despues de la puncién del dedo, sin
hacer mayor presién en el mismo para obtener las
gotas; talvéz sea esta una razén para no haber encon-
trado una diferencia importante en los valores de hie-
rro sérico, ferritina, transferrina y protoporfirina en
muestras de sangre venosa y capilar.

Sin embargo, teniendo en cuenta el reducido nu-
mero de sujetos estudiados en el presente trabajo,
continuaremos el mismo con un nimero mayor para
poder corroborar estos resultados.
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TABLA |.— COMPARACION DE HIERRO SERICO, FERRITINA, TRANSFERRINA
Y PROTOPORFIRINA EN MUESTRAS DE SANGRE VENOSA Y CAPILAR

SANGRE VENOSA

SANGRE CAPILAR

VALORES NORMALES

Hierro sérico
Ferritina
Transferrina
Protoporfirina

90 ug/dl

77 ng/mi
271 mg/dl

68 ug/dl de G.R*

92 ug/dl

74 ng/ml
267 mg/dl

69 ug/dl de G.R*

70 - 150 ug/dl
12- 300 ng/ml
200 - 350 mg/dl

+ 50 ug/dl de G.R.*

% Globulos rojos

ug/dl
150

140
130
120

30
20
10

ng/ml
190
180
170
160
150
140
130
120

110

100

888388

20
10

Venosa

Capilar

Venosa

Capilar

Fig. 1.- Contenido del Hierro sérico en muestras de  Fig. 2.- Contenido de Ferritina en muestras de sangre
sangre venosa y capilar.

mg/di
340
330
320
310
300
290
280
270
260
250
240
230
220
210
200

venosa y capilar.

ug/dl

110

100-|

30

20

10

Venosa

gre venosa y capilar.

Capilar
Fig. 3.- Contenido de transferrina en muestras de san-

Venosa

Capilar

Fig. 4.- Contenido de protoporfirina en muestras de
sangre venosa y capifar.




