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RESUMEN

La determinacion de hierro sérico es uno de los estudios validos para la valoracion del estado de
este mineral en los neonatos. Para una correcta interpretacion de los resultados es necesario el
establecimiento de valores normales teniendo en cuenta las exigencias actuales en cuanto a las
garantias de calidad en el Laboratorio. En este trabajo se describe la evaluacion del desempefio
del método colorimétrico de la ferrozina para la cuantificacion confiable de hierro en sangre del
cordon umbilical. También se describe la obtencién y comparacion de valores de referencia de
este mineral en recién nacidos de Villa Clara, Cuba, determinados por el método colorimétrico
evaluado y el de absorcién atomica. Para el desarrollo del estudio se utilizaron muestras de
sangre del cordon umbilical de neonatos sanos de ambos sexos. Para evaluar el desempefio del
método colorimétrico se utiliz6 una mezcla de los sueros sanguineos y se estudiaron los
indicadores: repetibilidad, precision intermedia y robustez, acorde a los requerimientos de la
Regulacion No. 41-2007: Validacion de métodos analiticos, de la Republica de Cuba. Para
establecer los valores de referencia se procesaron 91 muestras por el método colorimétrico y 59
por el de absorcion atdmica. Se demostré la adecuacion del método colorimétrico a la
cuantificacion confiable de hierro en este tipo de muestra sanguinea, pues cumplié los criterios
de aceptacion para los indicadores evaluados. Los intervalos de referencia determinados por
ambos métodos no presentaron diferencias significativas al compararlos, y se encontraron

cercanos al rango publicado para cada caso.
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SERUM IRON IN HEALTHY NEWBORNS OF VILLA CLARA, CUBA. STUDY FROM
TWO ANALYTICAL METHODS

ABSTRACT

The determination of serum iron is one of the valid studies for assessing the state of this mineral
in neonates. For a correct interpretation of the results is necessary to establish normal values

taking into account the current requirements in terms of quality guarantees in the laboratory. This
paper describes the performance evaluation of the ferrozine colorimetric method for reliable
quantification of iron in cord blood. It also describes the collection and comparison of reference
values of this mineral in newborns of Villa Clara, Cuba, determined by the colorimetric method
evaluated and atomic absorption method. For the development of the study samples of blood of
the umbilical cord of healthy neonatos of both sexes were used. To evaluate the performance of
the colorimetric method a mixture of the sanguine serums it was used and the indicators were
studied: repeatability, intermediate precision and robustness, according to the requirements of the
Regulation No. 41-2007: Validation of analytic methods, of the Republic of Cuba. To establish
reference values 91 samples were processed by the colorimetric method and 59 by the atomic

absorption method. It demonstrated the suitability of the colorimetric method for reliable
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quantification of iron in this type of sanguine sample, because it completed the approaches of

acceptance for the evaluated indicators. The reference intervals determined by both methods

were not significantly different when compared, and were found near the range reported for each

case.

KEY WORDS: iron-serum, newborns, umbilical cord blood, atomic absorption, ferrozine.

INTRODUCCION

En los ultimos afios la sangre del corddn
umbilical ha sido de interés cientifico como
un medio atil para la determinacion de
varios pardmetros que brindan una
informacion detallada del estado nutricional
y metabdlico del individuo al momento de
su nacimiento (1). Entre estos pardmetros
resulta de particular importancia el hierro
por considerarse imprescindible en un
sinnimero de procesos bioldgicos que

ocurren en nuestro organismo (2).

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

El hierro, como otros oligoelementos, se
encuentra en pequefias cantidades en el
organismo  para intervenir en  su
metabolismo y  nutrir  su  sistema
inmunoldgico. La deficiencia de hierro da
lugar a  desordenes  musculares y
disminucion de la capacidad fisica al
esfuerzo, anomalias en el comportamiento
como apatia, somnolencia e irritabilidad, y
disminucion del rendimiento intelectual. Si
se produce durante el embarazo, la
deficiencia de este mineral provoca una

incidencia mas elevada de infecciones en
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nifios y un aumento de la morbi-mortalidad
feto-maternal (2-4). El diagnostico de déficit
de hierro se establece basidndose en los
sintomas y en los resultados de analisis de
sangre; la determinacion de hierro sérico es
uno de los estudios validos para la
valoracion del estado de este mineral en el
organismo (5).

Para esta determinacién existen varios
métodos, entre ellos la espectrofotometria de
diferentes

absorcién atémica y

modificaciones de los métodos
colorimétricos que han sido propuestos por
los comités internacionales ®®. Ente estos
ultimos estd el método que emplea la
ferrozina, que es ampliamente utilizado por
su bajo costo y facil desempefio. Sin
embargo este tipo de determinacion tiene
como limitacion la gran variabilidad en sus
valores, debido a mdaltiples factores
fisioldgicos y técnicos (6).

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

Teniendo en cuenta estas razones y los
requerimientos actuales respecto a la
necesidad del establecimiento de pruebas
que aporten un alto grado de seguridad de
que un proceso planificado se efectuara
uniformemente en conformidad con los
resultados previstos (7), reviste gran
importancia la evaluacion del desempefio de

este método.

Por otro lado, se conoce que los valores de
referencia dependen del método analitico
con que son evaluados, incluso del
equipamiento utilizado, y que deben ser
calculados para cada poblacion en particular
ya que pueden depender de otros muchos
factores (8,9). En el caso especifico del
hierro sérico existen muy pocas referencias
de estudios en nuestra poblacion que aporten
valores referenciales de este mineral en

sangre del cordon umbilical, a partir de
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métodos analiticos validados que permitan

obtener resultados de alta fiabilidad.

Por lo expuesto, los propositos del presente
trabajo son: evaluar el desempefio del
método colorimétrico de la ferrozina para la
cuantificacion confiable de hierro en sangre
del cordon umbilical, acorde a la Regulacion
No. 41-2007: Validacion de métodos
analiticos, de la Republica de Cuba; asi
como determinar y comparar los valores de
referencia de este mineral en recién nacidos
en Villa Clara, utilizando el método
colorimétrico evaluado y el de absorcién

atémica.

METODOS

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

Se utilizé6 como muestra el suero de sangre
del cordén umbilical de recién nacidos sanos
de ambos sexos provenientes del salén de
partos del Hospital Universitario Gineco-
obstétrico “Mariana  Grajales” de la

provincia de Villa Clara, Cuba.

De acuerdo con nuestros criterios de
inclusion 'y exclusion se aceptaron las
muestras pertenecientes a recién nacidos con
examen fisico normal, productos de
embarazos entre 37 y 41 semanas de
gestacion y con peso al nacer adecuado a la
edad gestacional. Se rechazaron las muestras
de hijos de madres con factores de riesgo de
posible enfermedad perinatal, seropositivas
al VIH o Hepatitis B, 0 que tuvieran habitos
toxicos; asi como aquellas muestras en las
que se constatd hemolisis o ictericia durante

el proceso de centrifugacion.
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La toma de muestra sanguinea (150
muestras) se realiz6 en dos momentos: en el
primero se incluyeron 91 muestras de recién
nacidos (46 femeninos y 45 masculinos),
cuyas determinaciones de hierro serico
fueron realizadas a través del método
colorimétrico que utiliza la ferrozina en un
equipo Spekol 11 y se utilizo el juego de
reactivos producido por la empresa
Laboratorios HELFA (10).

En un segundo momento fueron incluidas 59
muestras (30 femeninos y 29 masculinos),
en las que las mediciones se realizaron por
el método espectrofotométrico de absorcién
atbmica utilizando un equipo SP9 Pye
Unicam (Philips); la preparacion de los
reactivos 'y muestras, asi como las
condiciones de trabajo empleadas fueron las
publicadas por los fabricantes del

equipamiento utilizado (11).
Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

Evaluacion del desempefio del método
colorimétrico de la ferrozina

Se estudiaron los indicadores de desempefio
analitico: repetibilidad, precision intermedia
y robustez del método colorimétrico de la
ferrozina, acorde a la metodologia descrita
para la evaluacion del desempefio de
métodos normalizados y estandarizados en
la Regulacion No. 41-2007: Validacién de
métodos analiticos (7).

Para el estudio de estandarizacion se utilizo
una mezcla de sueros  sanguineos,
conformada por alicuotas de las 91 muestras
destinadas a la cuantificacién de hierro por
el método colorimétrico de la ferrozina.

Para determinar el comportamiento de la
repetibilidad, se realizaron seis réplicas de
la mezcla de sueros con condiciones
homogéneas para el andlisis, y se calcul6 la

media de la concentracion de hierro, la
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desviacion estandar y el coeficiente de
variacion de los seis resultados obtenidos.

El estudio de la precision intermedia se
desarrollé realizando el experimento anterior
por dos analistas en tres dias diferentes. Los
valores obtenidos en los tres dias se
analizaron en un solo grupo y se evalud la
media de las concentraciones de hierro, la
desviacion estdndar y el coeficiente de
variacion. Se realiz6 ademas un analisis de
varianza (one way ANOVA, a = 0,05) para
determinar el valor de Fcaculado CON €l
objetivo de conocer si existian o0 no
diferencias significativas entre los resultados
de los diferentes dias.

A partir del test de F se calculo el
estadigrafo de Cochran (C) para conocer la
homogeneidad de varianza en cada dia por
separado, para ello se computo la varianza

de cada dia (i) y se dividio la mayor

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

(maxima varianza) entre la suma de todas
ellas.

El ensayo de robustez se desarrollé a través
del andlisis de tres factores que podrian
originar fluctuaciones en los resultados de
las determinaciones por este método, ellos
son: equipos de marcas diferentes para la
lectura, lote de reactivos quimicos
(recientemente abierto y con varios dias de
uso), y tiempo de estabilidad del complejo
en la determinacion (a tiempo cero y a 1
hora después de desarrollado el color). Para
el estudio del factor equipo se empleo,
ademas del Spekol 11, un espectrofotometro
UV-VIS Génesis 10.

Para diseflar la prueba de robustez se
otorgaron dos valores (normal y alternativo)
a cada uno de los tres factores de
variabilidad y se desarrolld6 un disefio
factorial 2°. Las tres condiciones se

designaron con las letras A, By C y los

Acta Bioclinica 2013:5(3) 123



ACTA BIOCLINICA

Trabajo Original

T. Gémez y Col

Volumen 3, N°5, Enero-junio 2013
Deposito Legal: PP1201102ME3815

ISSN: 2244-8136

valores cambiados, con las correspondientes
letras minusculas. Se efectuaron 8 anélisis
de la mezcla de sueros y cada analisis fue

una combinaciéon diferente de los tres

factores.
Factor de  Normal Alternativo
variabilidad
Equipo Spekol  Génesis 10
(Afa) 11(A) @
Reactivo Reactivo Reactivo
(B/b) nuevo  usado (b)

(B)

Tiempode Tiempo 1 hora(c)

estabilidad 0 (C)
del complejo
(Clc)

Se obtuvieron las diferencias de los
promedios de A-a, B-b y C-c y se

consideraron con efectos sobre el método

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

aquellos  factores  cuyas  diferencias
resultaran sustancialmente mayores que las

diferencias asociadas con otros factores.

Determinacion y comparacion de los
valores de referencia

El andlisis estadistico de los niveles de
hierro sérico determinados por los métodos:
colorimétrico de la ferrozina y absorcion
atbmica se llevd a cabo mediante el
programa SPSS, version 18.0. Se efectud el
test de Kolmogorov-Smirnov con correccion
de la significacion Lilliefors para comprobar
la normalidad de los niveles de hierro sérico
obtenidos por ambos métodos y, segun las
caracteristicas de la distribucién, se
utilizaron pruebas paramétricas (t de Student
para dos muestras independientes) para
determinar diferencias entre los sexos en
cada uno de los grupos de estudio y

comparar las medias de la concentracion de
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hierro obtenida por cada método. Se
establecieron los valores de referencia
(media aritmética + 1 desviacion estandar)
para el hierro en sangre del cordén umbilical
por cada uno de los métodos analiticos
sefialados. Los resultados se expresaron en

pmol/l.

Aspectos éticos

La investigacion fue disefiada teniendo en
cuenta las normas éticas para la
investigacion cientifica en muestras de
origen humano, y considerando las
particularidades de las investigaciones con
embarazadas y recién nacidos (12); el
protocolo y consentimiento informado para
el estudio fueron aprobados por el Comité
de Etica de la Institucion. A las madres que
participaron se les explico el protocolo y los
objetivos del estudio, y se les proporciond

un modelo de consentimiento informado

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

acerca del uso que se daria a su muestra

sanguinea (12).

RESULTADOS

Evaluacién del desempefio del método
colorimétrico de la ferrozina:

Los resultados del estudio de repetibilidad,
obtenidos bajo condiciones homogéneas de
andlisis, y de precision intermedia,
efectuado en tres dias diferentes se muestran

en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros de la repetibilidad y
precision intermedia teniendo en cuenta

los resultados experimentales.
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En la tabla 2 aparecen los resultados del
andlisis del efecto de los tres factores
seleccionados para el estudio de la robustez
(equipos, reactivos y tiempo de estabilidad

del complejo).
Tabla 2. Resultados de la prueba de
robustez
Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

T. Gémez y Col ISSN: 2244-8136
Valores Diferencias para cada
Parametros factor
estadisticos  Repetibilidad Precision intermedia
Da (equipo) 0,057
n 6 18
Media 25,511 25,691 Dg (reactivo) 1177
(umol/l) Dc (tiempo) 0,432
Desviacion 0,173 0,378
estandar
(umol/l)
Coeficiente 0,677 1,474 . -, .,
o Determinacion y comparacion de los
de variacion
(%) valores de referencia
Fcalculado 17.589 - . P -
Se estudiaron los niveles séricos de hierro en
Ftabulado 3680
(F(0.05,2,15)) 150 muestras de sangre del cordon
Ccacua o 0.640 ap- - -,
e umbilical; en 91 de ellas la determinacién
Cabulado 0.707

se realizd por el método colorimétrico que
emplea como agente cromoégeno a la
ferrozina y en las 59 restantes por el método
espectrofotométrico de absorcion atomica.
En los datos recogidos de cada una de las
muestras se observa que ambos grupos
estuvieron conformados por un 51 % de
recién nacidos del sexo femenino y 49 % del

sexo masculino.
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Con el fin de observar la distribucion de los
valores de hierro en sangre del corddn
umbilical obtenidos por ambos métodos
utilizados, se realizaron los gréficos que se
presentan en la figura 1 para los niveles de
hierro.

Se analizaron ademas los niveles séricos de
hierro por cada método segln el sexo y se
comprobd que no existieron diferencias
significativas (p>0.05). En consecuencia se
establecieron los intervalos de referencia
considerando en ambos casos la muestra
como Unica, sin distincién de género.

El valor medio de los niveles de hierro
sérico, obtenidos por el  método
colorimétrico de la ferrozina, fue 22,78
umol/l y la desviaciéon estandar 7,62. Con
estos datos se propuso como intervalo de
referencia un rango entre 15,16 y 30,40
umol/l.

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

La concentracion media de hierro, calculada
en las muestras analizadas por el método de
absorcion atomica, fue 21.78 umol/l y la
desviacion estandar 6.53. El intervalo de
referencia propuesto en este caso oscild
entre 15,25 - 28,31 pmol/l.

Se analizo la existencia o no de diferencias
entre los valores de concentracion de hierro
sérico determinados por cada método y se
obtuvo para el estadigrafo (t de student) un
valor de 0.88, con una significacion asociada
de 0.380. Se concluye de este analisis que no
existieron diferencias significativas entre los

resultados obtenidos por ambos métodos.

DISCUSION

Evaluacion del desempefio del método
colorimétrico de la ferrozina
Actualmente se recomienda fuertemente que

la seleccion y desarrollo de métodos
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analiticos necesita previamente de una
validacion o evaluacion de su desempefio,
que permita obtener datos y resultados
experimentales que demuestren la aptitud
para el uso que se destina (7,13). Asi
mismo, se ha establecido que los métodos
normalizados y estandarizados no requieren
validacion sino una evaluacion de su
desempefio; y que, para la introduccién de
los mismos, cada laboratorio definird sus
criterios de evaluacion caso a caso, tomando
en consideracion las caracteristicas del
método y la experiencia que se tenga en la
caracterizacion de la muestra en cuestion .
La técnica que combina el método
espectrofotométrico UV-VIS con el uso de
la ferrozina para la cuantificacion de hierro
sérico ya esta validada a nivel nacional. Sus
criterios de desempefio y principales
limitaciones estan publicados y son

conocidos por la comunidad cientifica ‘9,
Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

no obstante en el presente trabajo se
consider0 necesaria la evaluacion de los
indicadores de desempefio  analitico:
repetibilidad, precision intermedia vy
robustez para demostrar la efectividad del
método para el tipo de muestra empleado
(sangre del corddn) en nuestras condiciones
de trabajo.

El estudio de la repetibilidad evalta la
variabilidad intrinseca del proceso al ser
llevado a cabo en las mismas condiciones,
sobre la misma muestra, por un mismo
analista, en el mismo laboratorio con los
misSmos equipos Y reactivos, y generalmente
en un corto intervalo de tiempo. Se ha
establecido que la evaluacion de la
repetibilidad no debe exceder el 3% de
variabilidad total en los métodos
espectrofotométricos (7,13,14). Segln lo
expuesto en tabla 1, para la repetibilidad del

método, los resultados cumplen con el
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criterio de aceptacion de este pardmetro
debido a que el coeficiente de variacion
obtenido (0,68%) es menor que un 3%.

La evaluacion de la precision intermedia es
una medida de la variabilidad dentro del
Laboratorio cuando se emplea una muestra
homogénea y se analiza en condiciones
diferentes, es decir analista diferente y dias
diferentes (7,13). A través del andlisis de la
precision intermedia, expuesto en la tabla 1,
se obtuvo que los valores de F obtenidos de
ANOVA evidencian que Fcaiculado > Frabulado €
indican que los resultados obtenidos en los
tres dias son significativamente diferentes,
posiblemente por el cambio de los analistas
en cada uno de los dias estudiados. El
resultado anterior no es excluyente para la
evaluacion de la precision intermedia
porque la comparacion del valor de la C de
Cochran calculado con el tabulado muestra

que Ccarculado < Crabulado ,» POr lo que la
Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

variacion del método no es considerada
significativa para los tres dias estudiados.
Este es un criterio que avala la precision
intermedia del método, teniendo en cuenta
que la prueba de Cochran es recomendada
para evaluar la variabilidad dentro del
laboratorio (13,14).

El estudio de Robustez permite evaluar los
efectos de pequefios cambios en las
condiciones operacionales del analisis sobre
la fiabilidad del método analitico (7,13,14).
En este trabajo se evaluaron tres variaciones
razonables (equipos, reactivos y tiempo de
estabilidad del complejo) deliberadamente
efectuadas con el propoésito de identificar
factores que originen fluctuaciones menores
y variaciones significativas en el método de
ensayo. Se muestra en la tabla 2 que el
factor reactivo sobresale como la condicion
causante del mayor efecto sobre los

resultados analiticos en comparacién con las
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restantes dos condiciones. No se intento
hallar la significacion de esta diferencia; lo
que se ha hecho es reservar estas
condiciones para realizar, muy
probablemente, un estudio adicional. No
obstante este resultado sirve como alerta
para que se extremen en el Laboratorio las
medidas de precaucion destinadas a proteger

la calidad del reactivo.

El estudio desarrollado para la evaluacion
del desempefio demuestra que el método
colorimétrico de la ferrozina es fiable para la
cuantificacion de hierro en sangre del
cordon umbilical, pues cumple los criterios
fundamentales de repetibilidad, precision

intermedia y robustez.

Determinacion y comparacion de los

valores de referencia

Recibido: 01-08-2012

Aprobado: 20-03-2013

Diversas fuentes especializadas coinciden en
la necesidad de calcular y establecer valores
de referencia en cada laboratorio, ya que son
dependientes de la genética, los estilos de
vida y ambientales, de la edad y el sexo;
ademas del método analitico con que son

evaluados (8,9).

En el presente estudio se constaté que las
concentraciones  séricas de hierro
determinadas por ambos métodos no
difirieron significativamente entre recién
nacidos femeninos y masculinos. Se conoce
que los hombres poseen mayores reservas de
hierro que las mujeres (6), pero la causa de
esta diferencia estad relacionada con las
pérdidas ciclicas de la menstruaciéon y no

concurren en los recién nacidos.

Otros resultados de nuestro estudio
indicaron que no existieron diferencias

significativas entre los niveles séricos de
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hierro en sangre del cordon umbilical
determinados por los dos métodos analiticos
utilizados. Es interesante sefialar que
aplicando métodos con principios diferentes
los rangos de referencia determinados
fueron similares; sin dudas en este resultado
tuvo gran influencia el cumplimiento
estricto de los criterios para la inclusion de
las muestras en el estudio, asi como la
observancia de determinadas variables que
deben ser controladas porque pueden influir
en los resultados. Entre esas variables se
encuentran: homogeneidad en el
procedimiento de obtencion de la muestra
bioldgica, tiempo entre la obtencion y el
proceso de las muestras, inexistencia de
interferentes analiticos como hemodlisis e
ictericia y tratamiento correcto de la
cristaleria y material utilizado, aspectos que

apoyan la validez interna del estudio.
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Al analizar los intervalos de referencia
determinados por cada método se observa
que por el colorimétrico de la ferrozina los
valores presentan una diferencia en el limite
inferior respecto a los reportados por la
empresa productora del juego de reactivos
empleado (8.95 a 30 pumol/l) (10); en nuestro
caso queda por encima del publicado.
Similar comportamiento se aprecia en los
valores normales obtenidos por el método de
absorcion atébmica respecto al rango
establecido para este método (7 a 29 umol/l)
(11). Es valido aclarar que en ninguno de los
valores publicados que se citan se
especifican las caracteristicas de la
poblacion estudiada para establecerlos.

El conocimiento del hierro sérico como
variable para la valoracién del neonato
resulta de gran utilidad pues brinda un
acercamiento a la realidad del estado
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nutricional del nifio al nacer, lo que seria de
gran ventaja en el caso de que existan
posibilidades de alteraciones de los niveles
de este metal, en orden de establecer una
terapia de inicio temprana para prevenir las
consecuencias nocivas de la ferropenia o del

exceso de hierro.
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