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INFLUENCIA DE LOS ANTICOAGULANTES EN FL (1)

ENSAYOQ INMUNORRADIOMETRICO DE FERRITINA

INTRODUCCICN,

La ferritina es un alfa globulina hidrosoluble y
termostable, su peso molecular varia principalmente por el ni
mero de dtomos que ¢ontiene, pero se acepta un peso molecular
promedio de 450,000 daltones para la apoproteina., Estd consti
tufda por 24 subunidades con un peso molecular -entre 18,000 y
19,000 daltones cada una. Tiene forma de esfera hueca, mide -
aproximadamente 8 X 12 nmi, tiaene 6 canales por donde circula
el hierro, gque miden 0,9 nm en su parfe interna y 1.2 nm en la
externa, Fata protefna puede almacenar en su interior hasta -
4,500 dtomog de hierro en forma férrica, Mediante isoelectro-
enfoque, Se han reconocido en el humano 13 isoferritinas. Fs-
tas pueden ser dcidas, bdsicas o tntermedias, y el patrdn -~
electroforético de las iscferritinas estd dado por las pro -—-
pias subunidades {dcidas o bdsicas) que conforman a la protel
na, lLas isoeferritinas dcidas tienen menos dtomnos de hierre -
gue las bdsicas: las primeras se localizan principalmente en
el corazén y el cerebro, y las bdsicas e¢n el higado y ba; . -
Fn teoria, cualquier ¢élula del organismo es capaz de prou. “ir
ferritina cuya gintesis cos postranscripcional y probablemente

esté mediada por la carga de hierro (5,6,20-24),
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_Laufbcrger descubrid la ferritina en 1937, por entonces se pen
86 que s6lo existia dentro de las células. Fn 1950 Mazur y --
sherr (25) y afies despudés Reissman y Dletrich (26), demostra--
ron su existencia e el sueru de ciertos enfermos, En 1972 —--
Addison desarrollé un ensayo inmunorradiométrico muy sensible
con ol que demostrd ferritina en el suero de sujetos pormales,
y sugirid una relacidn directa entre ferritina sérica y magni-
tud de la rescrva de hierro (1), situacidn que ha gido confir-
mada en pacientes con deficiencia o sobrecarga de hierro (2-4,
18,19), Se ha sugerido que I ug/L de ferritina sérica equivale
a8 mg de hicrro almacenado en sujetos normales (4), y se ha =
encentrado una correlacidén inveraa entre ferritina sérica y la
capacidad de fijacidn total de transferrina (3). Numeroscs au-
tores han dosificado ferritina en personas normales, en suje--
tos con defictiencia o sobrecarga de hierro asi como en pacien-
tes con infeccidn, cdncer, enfermedades hepaticas, etc.(2-4,9,
17,19,27-29,31,32), Fn cada uno de estos estudios existe una -
amplia distribucidén de valores, entre sujetos normales aqué --
llos oseilan entre & y 400 ug/1L, en los hombres y entre 3 y 200
ug/L en las mujeres,
fxisten cambios fisioldgicos en la concentracidn de fervitina
sérica en dlferentes etapas de la vida humana, que reflejan -

cambios en los depdsitos de hierro. Al nacimiento los niveles
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Bon tan altos como en el varén adulto (I00 ug/L) y contindan -
aumentande hasta el mes de edad en que se registran niveles has
ta de 260 ug/L, después bajan hasta 30 ug/L a loa 6 meses, ni-
vel que persiste hasta la pubertad (17,29). Loa niveles de fe-
rritina s¢rica generalmente se encuentran elevados en laa ane-
mias que sc asocian a infeccidn, inflamacién y ¢lncer. Cuando
existe remisidn de la enfermedad primaria, se obaserva disminu-
cidén del nivel de ferritina sérica. En las neoplasias, es posi
ble que exista un aumento adicional de ferritina sérica sin un
incremento correspondiente en los depdsitos de hierro, lo cual
se explica por sintesis y liberacidn de grandes cantidades de
ferritina en las células malignas (31,32), Uno de los campos -
en que la dosificacidn de ferritina sérica ha demostrado una -
enorme utilidad es el de las anemias nutriciopales, Dentre de
este grupo en la anemia por deficiencia de hierro, que por su
frecuencia constituye un problema de salud piiblica, la dosifi-
cacidpn de ferritina sérica ha permitido detectar con mayor pre
cisién, el estado de las reservas de hierro en diferentes po--
blacicnes, y por ende, establecer la incidencia y prevalencla
de la deficiencia prelatente de hierro (7,8), Es por esto que
la dosificacidn de ferritina representa uno de los métodos fun
damentales, que permite obtener informacidn para la planeacién

racional de estrategias profilécticas, en el mejoramiento nu--

.
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tricional de una comunidad.,

Existen varios métodos para cuantificar ferritina {9-12),que -
pueden clasificarse en 2 categorias: aonélisis inmunorradiométri
co (IRA} y radioinmupoandlisis (RIA)., En el IRA se utiliza un -
anticuerpo contra ferritina marcado con lodo radiactivo y en el
RIA lo ‘que estd marcado con este isdtopo es el antigeno ferriti
na.‘Eyalquiera que sea el método utilizado, es importante cono-
cer la variabilidad, la precisidn y la reproducibilidad del =~-
ensayo, asfi como la influencia de las distintas variables que -
pueden afectar a la muestra como sopn la hemdlisis, presencia del
alcohol,}ﬁntiCOagulantes y el almacenamiento. (12,14,20), Toda
esta gama dc¢ factores hace necesario que cada laboratorio conez
ca su ensayo de tal forma que le permita interpretar los resul-
tados con apego & la realidad. En este contexto, se ha estudia-
.do la influencia de los anticeagulantes en la cuantificacidn de
ferritina, siendo el suerc el material biolédgico de referencia
y compardndose con laa dosificaciones efectuadas en plasma hepa
rinizado y plasma-gDTA, Al respecto, Birgergard ( 14), utilizan
do un RIA encuentra que la dasificacidn en plasma-EDTA resulta
‘en valores que en promedio son 23% Menores que cuando la dosifi
cacidén de ferritina se hace en suero, Kubasik {33), por el con-
trario, utilizando el RIA de un estuche comercial, no encuentra

diferencias en las determinacicnes efectuadas en los 3 materia-
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les bioldgicos antes menclonados, Solamente existe un trabajo,
el de Miles { 12), que utiliza un ensayo inmunorradiométrico,

y compara las dogificaciones de ferritina sdrica con las efec-
tuadas en plasma anticoaqgulado con heparina y con EDTA; desgra
cladamente no muestra los resultados, pero afirma gque no exis-

ten diferoncia significativas,

OBJETIVO. '

conocer al efecto de la heparina y el EDTA utilizades
en la toma de la muestra de sangre, acbre la cuantificacidén de

ferritina,
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MATERIAL ¥ METODO.

Se estudiaron 19 sujetos aparentemente 5anos
de acuerdo con un interrogatorio, quienes después~de informr-
seles los propdsitos del estudio, aceptaron donar una muestra
de sangre. Las muestras estudiadas correspondieron a 7 mujeres
y 12 hombrea, con edades entre los 1B y 45 afos (promedio 27).
La muestra de sangre se tomd con el sujeto en ayuno, de una ve
na del antebrazo, entre las B y las 11 horas; las 19 muestras
fueron reunidas en el transcurso de upa semana, la muestra de
sangre se divididé en cuatro alicuotas, una para la citologia -
hemdtica y tres para obtener suer¢, plasma heparinizado y plas
ma-EDTA. La concentracién de heparina fue de 48 Ul/ml y la de
EDTA de 1.2 mg/ml de sangre, Las nuestras se dejaron en reposo
aproximadamente una hora, se Centrifugaron a 3,000 rpm por 10
minutos, y los suercs y plasmas fueron Colectados con pipeta -
Pasteur; si éstos ain tenian eclementos formes de la sangre vi-
sibles, se ceptrifugaban nuevamente a la misma velocidad por -
5 minutos, Las muestras fueron tapadas y_almacenadaa a -20% -
hasta el dia de su procesamiento. La citologia hemidtica se rea
1iz6 el mismo dia de la obtencidén de la muestra de Eingre en un
contador electréniéo de particulas,

Las dosificaciones de ferritina de los 19 sujetos, en Suero, -
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plasma heparinizado y plasma-EDTA se efectuaron en un solo en-
sayo para elimipar la variacidén interensaye, En 43 muestras la
dosificacidn se practicd por octuplicado y en las 14 restantes
se hizo en 6 & 7 replicados,

1.a cuantificacién de ferritina Se realizé con el método de Mi-
lea (I2) modificado por Alvarez y Lorfa (15), Tanto el anti---

cuerpo frio come el marcado con 125,

, se obtuvieron inmunizan-

do conejos con ferritina hepidtica humana., A continuacidn se --

describe el procedimiento seguidoi

DIA 1

l,- Seleccionar tubos de peliestireno de fondo plano de 10 x -
25 mm eliminando el polvo mediante aire.

2,.,- Colocar 200 ul de anticuerpo frio diluido 1:400 en amorti-
guador de carbenatoa 0,05 M,pH 9.2

3.- Incubar a 4% por 24 horas.

BIa 2

l.- Aspirar el anticuerpo en excesoc de los tubos,

2.- Caolocar 400 ul de amortiguador de fosfatoe salinoc C,1.M, --
pi 7.4 (AFS) en cada uno de los tubos. Este AFS debe conte
ner albimina sérica bobipna al 0,5%,

3.- Incubar a 4% por 24 horas.

DIA 3

l.- Tavar los tubos 3 veces =on 400 gl de AFPS en cada ocasidn,




Mluir el suero o plasma problema I:7 con AFS, y colocar -
200 ul de la dilucién en cada uno de 8 tubos.

3.- Colocar 200 ul del esténdar respectivo de ferritina (0,5,-
10,15,20,50,100 y 500 ug/L) diluido en AFS, en cada uno de
los 8 tubos de cada estiandar previamente preparados.

4.- Incubar a 4° por 24 horas,

DIA 4

l,- Lavar los tubos 3 veces con 400 ul de AFS en cada ocasidn.

2,~ Poner 200 ul de antiferritina marcada con 1251 a una dilu-
cidn de 1:400 (25,000 cpm) en cada unc de los B8 tubosa co—-.
rrespondientes a cada uno de los sténdares y problemas.

3,~- Incubar a 4% por 24 horas,

DIA 5

1.- Lavar los tubos 3 veces con 400 ul de AFS en cada ocasién.

2,~ Contar la radiactividad unida en un contador de radiacio--
nes gama durante 1 miputc,

CAICULOS,

1,- Obtener el promedio y el coeficiente de variacidn de las -
‘cuentas por minuto {cpm)} de logs 8 tubos de cada uno de log
.eatdndares y problemas.

2.~ 541 el coeficiente de variacién es mayor del 7% es necesa--

(8)

rioc eliminar el ¢ los tubos que tienen las cpm wmdés discor-
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dantes con respecto al promedio, para que dicho coeficien-
te sea igual o menor del 7%,

3,- Con los promedios de las cpm de los estidndarcs, se traza -
una curva en papel milimétrico, peniendo en las ordenadas
las cpm, ¥ en las abscisas la concentracidn de ferritina
en ug/L. La curva estandar obtenida se muestra en la figu
ra 1.

4.- A partir de esta curva se calculan las concentraciones de
los problemas, multiplicindose por el factor de dilucidn

inicial.

Los resultados se analizaron mediante la prueba de t pareada
de 2 colas, La interpretacidn clinica se realizé de acuerdo -
con los valores normales de nuestro laboratorio (16) que en -

mujeres son de 20 a 203 y en varones de 37 a 317 ug/L.
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RESUL"I‘ADOS .

Los resultades de la citologfa hemidtica de los 19 su
jetos se muestran en la tabla I y las concCentraciones de ferri
tina medidas en sueroc, plasma heparinizado y plasma-gDTA se -~
anotan en la tabla 2., La cifra promedio de ferrritina es mayor
en el plasma-EDTA que en el plasma heparinizado y en éste a su
vez e5 mayor que en el suero. No se observan diferencias esta-
disticamente significativas entre las cuantificaciones efectua
das en suerc ¥y los plasmas: en cambio, las diferencias entre -
ambos plasmas s8f son estadisticamente significativas (p menor
de 0.05) ain embarge,aqui debe enfatizarse gque el material --
bjolégico de referencia es el suero. En la misma tabla 2 se -
muestran las diferencias entre los 3 sistemas expresadas en -~
forma percentual. Como puede observarse, existen diferencias -
positivas, negativas y resultados idénticos, Fl promedio de di
fercncias porcentuales entre suero y plasma-gDTA es mayor que
el de suero versus plasma heparinizado., En la tabla 3 se inter
pretan las deosificaciones de ferritina efectuadas en sueré, -
@lasma heparinizado y plasma-EDTA, de acuerdo con los valores
de referencia obtenidos en nuestro laboratorio. Hdtese la pre-
sencia de incongruencias respecto al criterio de normalidad.lLa

frecuencia de resultados incongruentes es igual (10,5%),cuando
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se compararon suero y plasma heparinizado que cuando Se compa
raron suero y plasma-CDTA,

DISCUSION.

Nuestros resultados demuestran que no existen diferan
cias estadisticamente significativas, cuando se comparan las -
dosificaciones de ferritina en suero con las efectuadas en --
plasma heparinizado y plasma-EDTA, lo cual estd de acuerdo con
lo encontrado por Miles (12}). Sin embargo, las concentraciones
de ferritina muestran una discreta tendencla a ser wayores en
plasma heparinizado, que ge hace mds aparente en plasma-EDTA, -
al considerar el suero como el material biocldgico de referen--
cia; y esta tendencia, tiene significancia estadistica cuando
se comparan ambos plasmas; si bien, esto no invalida la afirma
cidn inicial, ante tales tendencias, es importante considerar
la posibilidad de estar frente a un error estad{stico de tipo
beta, an ese caso podria ser interesante ostudiar una muestra
mayor de sujetos que incluya algunos con niveles supranormales
de ferritina, Por otra parte, esta propensidn a valores mas al
tos, puede tener significado cuando a la cifra obtenida se le
de una interpretacidn clinica. Cuando nuestros resultados ae -
interpretan de acucrdo con 108 niveles normales de ferritina -
realizados en nuestro laboratogio (16}, muestran gue la cuanti

flcacidn de ferritina en una misma persona utilizando suero,--
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plasma heparinizade, o plasma-KD'MA, tiene riesge de incongruepn
cia con respecto a la normalidad en un cierto porcentaje. Esto
podria explicarse porgue nuestros valores de referencia son re
lativamente mds altous, Muchos autores fijen ol limite inferior
normal entre 10 y 12 ug/l, §1,5,9,27,24) y Jacobs {2) en esty--
dios con flebotomia encontrd gue 10 ug/l de ferritina sérica,-
representa al limite inferior de hierro de depdsito, gue adn -
eg adecuado para cubrir las demandas do la eritropoyesis, 51 -
Adedatros resultados Be interpretan con ¢sos limites inferiores
no se observan incongtuencias, Por lo anterior, se deduce que

habréd error de interpretacién en la dosificacidn de ferritina

solamente cuando a un mismo individuo se¢ le practiguen dosifi-

caciones seriadas y se utilice indistintamente suero y plusha,
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CONCLUSIONES.

l,- La cuantificacidn de ferritina no se ve afectada de manera
significativa cuando la muestra es aticoagulada con hepar}
na o EDTA,

2.- Es necesario confirmar esta afirmacién ampliande el nuimero
de observaciones,

J.- Por lo anterior, es recomendable que las dosificaciones de
ferritina efcctuadas en forma longitudinal, se realicen --
elempre en un mismo material, ya sea suero, plasma heparil-

nizado o plasma-EDTA.
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TABLA I

DATOS HEMATOLOGICOS DE LOS 19 SUJETOS

SUJETO ShX0 EDAD b Ht VGM HCM  LEUCOCITOS
Ne, tgzdl}  (#)  (£1) (pg) (x 10°/ L)
1 P 45 14.5 44 87 29 8.4
2 F 23 13,9 a1 88 0 6,1
3 r 23 1.1 45 a4 29 6.8
4 " 25 14,8 44 g1 28 7.4
9 F 21 15,5 47 90 31 6,9
6 F 18 14,9 44 %0 31 7.2
7 P 20 14.5 43 91 30 5.0
8 M 26 16,3 590 B2 27 5.7
9 M 30 15.6 47 90 11 6.8
10 M 19 6.2 49 90 31 5.8
11 M 18 17.1 51 91 32 iy
12 M 23 181 54 91 32 6.2
13 M 27 15.1 44 %} 29 6,5
14 M 22 16,1 48 81 ’8 1.2
15 M 20 16,3 48 a2 28 9.1
16 M 18 16.4 47 86 30 4.3
17 ! 36 16,0 37 B3 29 7.0
18 M 24 16,0 47 86 29 6.8
19 y 28 16,6 50 86 29 6.2




TABLA 2 (16)
COMPARACION ENTRE LOS NIVELES DE FERRITINA DOSIF ICAROS

EN SUFRO, PLASMA HEPARINIZADO Y PLASMA-EDTA

FERRITINA (ug/L) DIFERENCIA %
SUJETO SUERRD PLASMA PLASMA SULRO V5 PLASMA SUERO V5 PLASHA
- Ne., HFPARINIZADO EDTA HEPARINIZADO EDTA
1 95 (5) 86 (6) 92 {7 - 9.5 - 3.
2 34 {4} 26 () 16 (&) - 23,5 + 5.9
J 24 (4} 22 (6) 17 (8} - 4,1 - 29.1
4 15 (5) 22 14y 17 (8) + 16,7 + 11,3
5 12 47} 10 {7) 12 t6) - 16,7 0.0
6 11 {8) 12 (4) ?{7) + 9,1 - 36,4
7 11 {7} 1147 17 {6} 0.0 + 54,5
8 95 (7) 187 (8) 122 (7) + 96,8 + 28,4
9 93 {5) 112 {5) 145 (7) + 21,5 . + 53,9
10 87 (6) 96 (1) 18) (@) + 10,3 +110.3
11 78 {4} 78 {6) 85 {7 g.0 + B.9
12 72 (8) 72 14) M (5} 0.0 + 2.B
13 52 {6} 47 15) 14 {8) - 9.6 - 15,4
14 40 (M 37 (6) 41 N - 1.5 + 2.5
15 34 (5} 42 16) 41 47 + 21,5 + 20.6
16 ELIENS] 28 (8} 28 (5} - 17.6 - 1.6
17 29 (5} 24 (6) i {n - 17,2 + 6.9
18 23 {6} 25 {6) 25 (8} + 8.7 + 8,7
19 19 {8) 18 (N 19 (5] - 5.3 0,0
PROMEDIO 45.1 50.3 54,5 + 5.3 + 11.4
PRUFDA t 0,0644 1,62907
VALOR DE p mwayor de 0,4 mayor de 0,05

108 nimeros entre paréntesis indican el nimero de muestras inclufdas para obte
ner el date de ferritina, Los primerca 7 sujetos son mujeres y el resto son va

Tronea,
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INTERPRETACION CLINICA DE LAS DOSIFICACIONES DE FERRITINA

EFECTUADAS EN SUERO, PLASMA HEPARINIZADO Y PLASMA-FDTA; DE

ACUERDO CON VALORES NORMALES DE NUESTRO LABORATORIO.

SUJETO SEX0Q SUERO PLASMA HEPARINIZADO PLASMA-EDTA
N@.

1 F N N N

2 P N N N

3 F N N DEFICIENTE
4 F DEFICIENTE N DEFICIENTE
5 F DEF IC IENTE DEFICIENTE DEF ICIENTE
6 .F DEFICIENTE DEF ICIENTE DEFICIENTE
7 F DEFICIENTE DEFICIENTE DEFICIENTE
B8 M N N N

9 M N N N

10 M N N N

11 M N N N

12 M N N N

13 M N N N

14 M N N N

15 M DEFICIENTE N N

16 M DEFICIENTE DEFICIENTE DEFICIENTE
17 M DFF ICIENTE PEFI1CIENTE DEF ICIENTE
18 M DEFICIENTE DEFICIENTE DEFICIENTE
1% M DEFICTIENTE DEFICIENTF, DEFICIENTE

N= Normal
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