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Valores séricoes de calcio y fosforo en Costa Rica
Dr. Kar] Schosinsky* y  Dr. German F. Saenz**
INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones de quienes laboramos en labora-
torios de andlisis clinicos, es la de obtener una correcta interpretacién de los
resultados de los analisis, especialmente si tomamos como base las "normales”
establecidas en otros pafses. Esta situacién es particularmente importante, en lo
que se refiere a elementos o compuestos cuya concentracién en la sangre pueda
tener alguna relacidn con los factores variables, entre ellos, dieta y raza. Con
esta inquietud nos hemos interesado en conocer los niveles sanguineos de calcio
y fostoro en nuestro medio, siguiendo asi la politica de otros autores nacionales.

El calcio se presenta en el plasma como calcio enlazado a proteinas (no
difusible) y como calcio difusible, que a su vez esti formado por calcio ionizado
y no ionizado, constituido por sales organicas, citratos, carbonatos y fosfatos (28).
Aproximadamente del 45 al 55% del calcio total se encuentra en forma i6nica (5).
Se sabe que la hormona paratiroidea ejerce su influencia principal o total sobre
la fraccién difusible o ionizada, que probablemente es la tinica porcién fisiolgica-
mente activa del calcio sérico (8). Este catién toma patte en fenémenos fisiold-
gicos de gran importancia para el organismo, como son la excitabilidad neuro-
muscular, permeabilidad de vasos capilares y membranas celulares, contraccién
muscular, transmisién de impulsos nerviosos, coagulacién sanguinea y activacién
de algunos sistemas enzimaticos (8). Los valores que se citan como normales
para calcio, varian dentro de limites bastante amplios, lo cual se podria deber
en parte a la gran variedad de métodos y modificaciones, es decir, a un problema
analitico. Por esos motivos, BURDICK ¢t 4. (7), han expresado que las determi-
naciones de calcio sérico son un serio problema en los laboratorios clinicos, por
la. multiplicidad de pruebas disponibles. Asi, se citan como valores margen
normales, desde 8,5 hasta 11,5 mg %,

* Divisibn Hematologia, Laboratorio, Hospital Nacional de Nifios y Cétedra de Hemi-
tologia, Departamento de Analisis Clinicos, Facultad de Microbiologia, Universidad
de Costa Rica.

** Citedra de Hematologia, Departamenitc de Anélisis Clinicos, Facultad de Microbio-
logia, Universidad de Costa Rica.

127



128 REVISTA MEDICA DEL HOSPITAL NACIONAL DE NIROS

La mayoria de los métodos para la determinacién de calcio, se basan en
su precipitacién, para luego hacer la cuantificacién por medio de procedimientos
gravimétricos, volumétricos, nefelométricos, colorimétricos o compleximétricos
(35), sin dejar de citar los métodos directos fluorométricos (23, 24), flamomé-
tricos (4, 13), compleximétricos (11, 12, 14, 33) y de absorcién atomica (38).

Desde 1871 PriBRAM (29) recomendaba hacer la cuantificacién de cal-
cio, precipitandolo como oxalato. Posteriormente CLARK, citado en REINER (30),
entre otros, utiliza el mismo agente precipitante, Sin embargo, no es sino hasta
1921 que KraMER y TisDALL (25) cuantifican el calcio sangnineo precipitindolo
como oxalato de calcio, titulando con permanganate el icido oxdlico formado, al
disolverse el precipitado de oxalato de calcio con icido sulfarico diluido. Pos-
teriormente TisDALL, citado en BUrDICK (7), propuso una ligera modificacion
al método.

Afios después, CLARK y Corrip (10) varian ligeramente el procedimien-
to propuesto originalmente por KRAMER y TispALL, citado en BURDICK (7). Esta
técnica es la mis usada en nuestro medio y tal vez universaimente,

Desde entonces a la fecha, Ja metodologia para la determinacién cuanti-
tativa de este ién, ha ocupado la atencién de un importante nimero de investi-
gadores. Algunos han sustituido el i6n oxalato por el i6n fosfato en un me-
dio de écido tricloroacético alcalinizado, cuantificindose indirectamente el i6n
por métodos colorimétricos (26, 31, 32). Trert (36), en 1954 propuso un
método que consiste en [a medida colorimétrica del descenso del color de una
solucién de 4cido cloranilico, por la remocién de parte de este acido al precipi-
tar como cloranilato de calcio. En 1957 Ferro y HaM (19, 20), idearon mé-
todos colorimétricos, en los que precipitan el calcio con édcido cloranilico o con
doranilato de sodio, para luego disolverlo con la sal tetrasédica del scido ctilen-
diamino tetra-acético, dando una solucion rosada que aumenta de intensidad en
proporcién directa a la concentracién de calcio. Estos métodos, al igual que los
de otros autores (4, 7, 33, 36), fueron valorados tomando como referencia el de
CLarx y CoLup (10), obteniéndose resultados pricticamente iguales.

Por tltimo y como se ha sefialado, varios autores han ideado métodos di-
rectos para cuantificar el calcio, con la ventaja de que todos ellos requieren po-
ca muestra y de que la determinacidén se realiza en un tiempo menor.

Aunque algunos investigadores se oponen al usc del procedimiento de
Crark y CoLrip (10), como método patrén para las determinaciones cuantita-
tivas de calcio sérico, FALEs, citado en SELIGSON (33), ha llegado a la conclu-
sién de que cualquier medida directa de una mezcla completa, como es el suero,
debe realizarse por ¢l método de aislamiento. El autor considera que la concor-
dancia de los resultados obtenidos con el método de Crark y Corrip (10) y
otros (4, 7, 15, 20, 33, 36), elimina las dudas con respecto a este procedimiento
antiguo, pero aparentemente fidedigno. No obstante, el mismo FALES, citado en
SELIGSON (33), sefiala que siempre es mds digna de confianza una determina-
cion hecha con el método compleximétrico (directo), que cualquiera en que
se utilicen procedimientos de aislamiento, ya que con las técnicas de determi-
nacién directa se eliminan las etapas de precipitacién y lavado, con lo que se
evitan posibles causas de error (pérdida de precipitado, lavado incompleto, etc.).
Seglin otras opiniones (11, 14), el método de aislamiento con posterior determi-
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nacién compleximétrica directa del calcio, es mis fidedigno que el métode de
Crark y CoLLiP (10), ya que no hay pérdida de calcio en ¢l lavado y los efec-
tos reductores de trazas de proteinas y de otras impurezas no se presentan. Por
Gltimo, SENDROY (34), eén un estudio exhaustivo de los factores que afectan la
determinacién de calcio sérico por precipitacién con oxalato, sostiene que ¢l mé-
todo mds indicado es el que utiliza el procedimiento de precipitacién directa,
por ser el que presenta €l minimo de detalles técnicos y de errores.

Por otra parte, BRANDSTEIN ef al. (4) compararon las determinaciones
de calcio por fotometria de llama y por el método de CLark y CoLrip (10),
obteniendo resultados exactamente iguales cuando usaron sueros tratados con
-resinas, pero mis bajos por flamometria, cuanda usaron sueros intactos debido
a la interferencia que producen otros iones, principalmente sodio.

Las objeciones aue s¢ le hacen a la fotometria de llama para la deter-
minacién de calcio, se basan cn que la prerencia de otros iones que ticnen la
misma banda de emisidn del calcio, da lugar a fendmenos de interferencia
sobre Ja estrecha banda de emision del mismo.

También se ha utilizado resinas de intercambio i6nico, para la determina-
cién de calcio en suero por Jos métodos compleximétricos, con el interds de elimi-
nar las interferencias por hemoglobina y por lipidos, con las correcciones del
caso. CHEN y Dottr (15), quienes aplicaron un método de esta naturaleza,
obscrvaron una estrecha relacion con ¢l procedimiento clisico de CLARK y COLLIP
(10).

Tomando en consideracién los argumentos anteriormente expuestcs y an-
te Ia realidad de que el método de Crark y CoLrip (10), Ilena a satisfaccion
los requisitos de exactitud, reproductibilidad y bajo costo, hemos utilizado este
precedimiento en el presente trabajo, bajo la premisa también, de que es el me-
todo mis difundido en todo el mundo y bajo el cual se confrontan la mayotia
de los problemas clinicos causados por las alteraciones de Ia calcemia.

Tal vez la principal objecién que se le hace al método de CLarK y CoLLIP
(10), esiriba en el volumen de suero que requiere e] macrométodo. Sin embar-
£0, autores como SUMMERS (35) han propuesto recientemente una microtécnica,
que ofrece la misma confianza que la técnica original, en cuanto a exactitud y
reproductibilidad.

El fésforo, que junto con el calcio son los principales constituyentes in-
orginicos del hueso, es indispensable en el metabolismo humano, desde los pro-
cesos de absorcidn intesiina] hasta los mecanismos de excrecidn urinaria, pasando
por todas las ctapas del metabolismo intermedio (fosforilacion) (8).

El fdsforo existe en el suero en forma mineral y orgénica. Juega un
papel primordial en les mecanismos energéticos y forma parte de la estructura
quimnica de importantes lipidos, enzimas, écidos nucleicos y nucléotidos (8).

Como se verd mis adelante, para el plasma sanguineo se citan como mar-
gen normal, valores de 2 a 5 mg %, que incluyen bdsicamente fésforo inorgd-
nico (2).

La mayorfa de los métodos usados para la cuantificacion del fésforo inor-
génico, se basan en la combinacién de éste con el ién molibdato, para formar
uo complejo activado que es reducido por diversos agentes, entre ellos el 1-2-4
amino-naftol sulfénico para producir color (21). Muchas variaciones de la
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metodologia giran alrededor del complejo coloreado obtenido (16). La can-
tidad del complejo coloreado de molibdeno reducido, depende de la concentra-
cion de fosfato, de la naturaleza del agente reductor y de la acidez de la mez-
cla final (1).

La activacién del molibdeno por ¢l fosfato, se conoce desde hace tiempo
como debida a la formacién de MyPO,. 10MoO;. Mo:05 (1). Este es un com-
puesto, de los muchos posibles de molibdeno, que es ficilmente reducido al es-
tado de azul de molibdeno, Para cada concentracién de fosfato, una determina-
da concentracién de molibdeno es reducida. Esta es la base del método de Fiske
y SusBAROW (21), que hemos utilizado en el presente trabajo.

GoMORI, citado en REINER (30), considera que la sensibilidad, exacti-
tud y facilidad de reproducis resultados con los métodos para fosfatemia, depen-
den fundamentalmente de la “tolerancia 4cida" que permite el agente reductor
utilizado. El autor utiliza elon (sulfato dc para-metil amino-fenol) mds bi-
sulfito de sodio como reductor, KUTTINER y COHEN (26), entre otros autores,
sugieren el uso del cloruro estafioso como agente reductor; también se ha sefia-
lado a la fenil hidrazina, la hidroquinona en solucién de bisuifito (3), el N-fenil
p-fenilendiamina (16), el amidor (14) y el icido ascorbico (1), como reducto-
res del 4cido fosfomolibdico formado.

FiskE y SuBBAROW (21) al criticar el uso de otros agentes reductores co-
mo sustitutivos de los usados en su método original, llegan a la conclusion de
que ¢l acido 1-2-6 aminonaftol sulfénico o su isémero 1-2-4 aminonaftolsulfénico,
son los mis apropiados porque dan un color en menos tiempo, lo cual tienc fa
ventaja de que permite observar si la reaccién se lleva a cabo normalmente y si
es completa, ya que la presencia de cualquier sustancia interferente se revelaria
automiticamente por un cambio en la lectura colorimétrica de un minuto a otro,
en tanto que un aumento ripido en el grado de reduccidn, ofrece una proporcio-
nalidad de color exacta sobre un rango elevado sin tener que esperar mucho
tiempo_

Para FiskE y SuBBAROW (21), €] reactive de 4cido aminenaftol sulfé-
nico, la sustancia mas delicada e inestable, sobre la cual re han suscitado la mayor
parte de las objeciones al método, tiene un periodo de vencimiento miximo de dos
semanas. Otros autores sefialan mds tiempo (32).

MATERIAL Y METODOS

Se hicieron determinaciones de calcio y fGsforo en suero de adultos nor-
males de uno y otro sexo, con edades comprendidas entre los 17 y los 50 afios,
provenientes de Bancos de Sangre, de un grupo de estudiantes de la Universi-
dad de Costa Rica y del personal del Laboratorio del Hospital Nacional de
Nifios,

Los sueros, obtenidos en ayunas, libres de hemoglobina, se separaron del
codgulo en un lapso de dos horas después de obtenida la muestra. Las deter-
minaciones cuantitativas se realizaron entre [as ocho horas siguientes a fa toma
de la misma. Los sueros, cuando no fueron trabajados de inmediato, se conge-
laron hasta el momento de ]a detetminacién.

El método que usamos para la determinacién de calcio es el que usual-
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mente se¢ [lama de CLARK y CoLuip (10); sin embargo, después de una amplia
revision de la literatura, compartimos el criterio de otros autores (22, 30), de
que debe llamérsele con €l nombre de los autores de la técnica original que fue-
ron KRAMIR y TISDALL (25).

Métodao para Calcemia
(Kramer y TisparL (25), modificado por CLark y Corue (10).
Reactivos:
1. Solucion saturada de oxalato aménico.

Se¢ afiade a 100 ml de agua, alrededor de 20 g de oxalato amoénico, sc
agita repetidamente y se deja reposar toda la noche.

2. Agua amoniacal.
Se diluyen con agua hasta 100 ml, 2 ml de NH,OH.
3. Acido sulfarico 1 N.

En un matraz aforado de 100 ml, que contenga 40-50 ml de agua, se vier-
ten 2,8 ml de 4cido sulférico concentrado. Se mezcla y enrasa con agua
destilada.

4. Preparacién y normalizacién de la solucion de permanganato potisico
O,IN.

a) Solucién de permanganato potdsico: se disuelven 3,16 g de KMnOq
en un litro de agua. Debe guardarse por lo menos durante una se-
mana en una botella de vidrio opaco con tapdn de vidrio.

b) Solucién de 4cido oxilico: Se tritura acido oxalico (H2Co04, 2H,0)
hasta convertirlo en polvo fino y se expone al aire, en la oscuridad,
sobre un vidrio reloj durante 2 horas, removiendo de cuando en
cuando. Se pesa a continuacién 6,3035 g y se diluye en un matraz
aforado hasta 1 litro. De esta manera se obtiene una solucion O,1 N,

c) Normalizacién de la solucidn de permanganato: Se toman con una
pipeta, 10 ml exactos de dcido oxdlico O,IN y se vierten en un
matraz etlenmeyer de 250 ml, afiadiendo a continuacién 7,5 ml de
acido sulftrico 1:5 (10 ml de H,SO; concentrados, en 40 ml de
agua) y alrededor de 100 ml de agua destilada (calentada a 80°C).
Se valora la mezcla caliente con solucidon de KMnoO; colocada en una
bureta de 25 ml, hasta la aparicién del primer color rosado, que
persiste durante 30 segundos. Se calcula la media de 3 valoraciones.
La normalidad de la solucion de permanganato es en este caso, el re-
ciproco del ntimero de mililitros usados.
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5. Solucién de permanganato de potasio 0,010 N.

Se mide la cantidad exacta de solucién 0,1 N de KMn0; que fue nece-
saria para oxidar 10,0 ml de acido oxdlico 0,1N y se vierte en un ma-
traz aforado de 100 ml; se completa hasta el ras con agua destilada. La
solucién de permanganato 0,01 N conservada a 4°C, es estable durante
dos semanas.

Procedrmiento

Se mezclan 2 m] de suero con 2 ml de agua, en un tubo conico de 15 ml.
Se afiade 1 ml de solucién saturada de oxalato amonico, se mezcla y se deja re-
posar durante media hora por lo menos. A continuacién se coloca en la cen-
trifuga a unos 2.000 r. p. m. (Centrifuga International, tamafio 1) durante 10
minutos. Se decanta el liquido sobrenadante y se invierte el tubo, dejindolo
drepar sobre papel fillro durante unos 5 minutos; se seca la boca del tubo y se
lava el precipitado contenido en su interior, vertiendo sobre él 4 ml de agua
amoniacal. Una parte de esta agua amoniacal se usa para lavar las paredes del
tubo de centrifuga, inmediatamente después se centrifuga y se climina el liquido
sobrenadante, como la vez anterior. Se adicionan 2 m] de 4cido sulftrico y se
calienta en bafio de agua hirviendo hasta que se disuclva el precipitado. Se va-
lora el dcido oxdlico liberado, todavia en caliente, con permanganato 0,01 N
hasta la aparicién del primer color rosado que persista durante 30 segundoz, Sc
valora un blanco de 2 ml de 4cido sulffrico hasta el mismo punto final, em-
pleando una microbureta de 2 ml graduada en 0,01 ml, Es conveniente reducir
el tamafio de las gotas de la solucion de KMn0, tocando la pared del tubo con
la punta de la bureta.

Calenlos
a) 1 ml de KMn0y 0,01 N = 0,1 mg de calcio
b) (m! de KMn0; usados en el problema — ml de KMn0y empleados
en ¢l blanco) X 10 = mg de calcio por 100 ml de
SUEro

¢y (ml de KMn0, usados en el problema — ml de KMn0, empleades
en cl blanco) X 5 = mEq de calcio por litro de
suero,

Una de las modificaciones hechas a este método es la que permite tra-
bajar con 0,2 ml de suero, es decir, bajo condiciones de microtécnicas (38),

Cuando sc consideré pertinente, se hicieron controles de los reaciivos co-
rrespondientes, utilizando suero liofilizado Lab-Trol de Ja Casa Dade Reagent.

El método que se siguié para la cuantificacién de fésforo inorginico fue
cl de FiskE y SuBBAROW (21).
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Reactivos
1. Acido tricloroacético al 5 %.
Se disuelven en agua 5 gramos de dcido tricloroacético, completando has-
ta 100 ml,

2. Molibdato de amonio al 2,5 %.

Se disuelven en agua 2,5 g de molibdato de amonio Q. P. hasta comple-
tar 100 ml. Esta solucién no debe tener mis de un mes de preparada
y no se debe usar cuando ya se le haya formado sedimento,

3. Reactive de icido aminonaftolsulfénico.

En un frasco volumétrico de 200 ml, se disuelven en agua 30 gramos de
bisulfito de sodio Q. P.; se agregan 0,5 gramos de dcido 1-amino-2-naf-
tol 4-sulfénico puro y se completa con agua destilada hasta 200 ml. Se
agita a intervalos y se deja de un dia para otro en un frasco oscuro. No
debe exponerse a la luz fuerte. Esta solucién no debe usatse después
de un mes de preparada,

Procedimiento

En un tubo de ensayo se le afiaden a2 1 ml de suero, 9,0 ml de icido tri-
cloroacético (reactivo 1). Se mezcla y centrifuga o filtra hasta que e obtenga
un liquido completamente claro,

En dos tubos colorimétricos marcados 1 y 2 se ponen, en el primero 3 m!
de filtrado claro y en el otro 3 ml de dcido tricloroacético (reactivo 1). Todas
las operaciones siguientes deben efectuarse en ambos tubos, el primero de los
cuales representa [a incgnita y el segundo [a concentracién cero:

Se afiaden 0,5 ml de molibdato de amonio (reactivo 2), 0,5 ml del reac-
tivo de dcido aminonaftolsulfénico (reactivo 3) y 4 ml de agua destilada, se
mezcla y se dejan cn un sitio oscuro durante 10 minutos,

Se lee en el colotimetro, usando un filtro rojo 650 mu, el porcentaje de
transmisién de la incdgnita, en comparacién con la solucién de concentracién
cero como blanco ajustado a 100 % de transmision.

Calculos

Con la cifra de transmisién que se¢ obtenga se busca directamente el re-
sultado en la curva o tabla de calibracién, la cual da miligramos por ciento de
fésforo frente a las lecturas de las transmisiones.

Para preparar una curva de calibracién, se hace una solucién de fosfato
monopotisico de 100 mg de fosforo por 100 ml, disolviendo 4,39 g de fosfato
monopotdsice puro y seco (KH:PO.) en agua destilada, hasta completar un
litro.

Se diluye con icido tricloroacético (reactivo 1), 1 ml de esta solucién
hasta formar 100 ml. Se diluyen respectivamente 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ml de es-
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ta solucién diluida, con 4cido tricloroacético (reactivo 1), hasta formar 10 ml.
Estas diluciones equivalen 2 muestras de sucro que contengan respectivamente
0,2, 4, 6,8y 10 mg 9% de fésforo,

En 6 tubos colorimétricos se ponen respectivamente, 3 ml de cada una de
estas diluciones. Se adiciona a cada uno de los 6 tubos, 0,5 ml de molibdato
de amonio (reactivo 2), 0,5 ml del reactivo de acido aminonaftolsulfénico (reac-
tivo 3) y 4 ml de agua destilada, se mezcla y se dejan en un sitio oscuro por
10 minutos,

Usando como blanco la solucién de concentracién cero y ajustando en el
fotémetro a 100 9% de transmision, con filtro rojo de 650 mu, se lee ¢l porcen-
taje de transmision de los otros 5 tubos. Si la calibracién se lleva a cabo de-
bidamente, a 6 mg por ciento de fosforo debe corresponder alrededor de 45%
de transmision.

En un papel semilogaritmico para grificas, se asigna al eje de las con-
centraciones (eje de las abscisas), los valores de 0 a 12,5 mg por ciento de fos-
foro y se marcan los puntos correspondientes a las cinco lecturas de transmision
arriba de los correspondientes valores de concentracién. Los puntos marcados
quedarin situados aproximadamente en una linea recta que corta el cje de las
transmisiones en el punto correspondiente al 100 .

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se sciialan los valores séricos de calcio y fasforo inorgi-
nico, obtenidos en 419 muestras de sangre de adultos normales, de uno y otro
sexo, bajo el procedimiento de KramEer y Tisparr (25), medificado por Crark
y Corup (10) y Fiske y SuBBAROW (21), respectivamente.

CUADRO 1

Valores séricos de calcio y fdsforo inorginico

Calcip ** Fésforo inorginico *##
mg% mg %
Promedio (X) 104 (1) 3,25
Desviacién  estindar (S) 0.47 0,53
Margen (¥) 92 -11,3 (2) 24 - 45

Nimero de muestras 419 419

( *) E! margen incluye aproximadamente el 95% de los casos.

( **) Segin el método de KraMER y TrspaLr, modificado por Cragx y COLLIP,
(**%) Segin el método de FISKE y SUBBAROW.

(1) (52 mEq/L).
(2) (46- 565 mEq/L),
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De la literatura consultada se deduce que los anilisis de calcio en san-
gre, asi como los del fésforo, se hallan sujetos a una serie de ligeras modifica-
ciones introducidas por muchos investigadores desde que aparecieron los méto-
dos originales de los autores que sentaron las bases del andlisis cuantitativo de
estos dos cationes, tan importantes en quimica clinica. En la introduccién se
sefialan sucintamente, los procedimientos que se utilizan para la cuantificacién
del calcio sérico.

El calcio de la sangre se encuentra en el plasma en tres fracciones:
45-55 9 como calcio ionizado, S 9 como calcio inorgénico no ionizado y un
45-50 9 come calcio unido 2 proteinas. Como la mayoria de los anticoagulan-
tes que sc utilizan in vitro, reaccionan con el calcic eliminindolo por prec_ipita-
cién, el suerc sanguinec libre de hemoglobina es el material bioldgico que se
debe utilizar para el anilisis de este catién, sin embargo, también se puede usar
plasma heparinizado (9, 27). En el métoda que hemos utilizado en nuestro
estudio, el calcio del suero sanguineo se precipita como oxalato cilcico, disoi-
viéndose el precipitado con dcido sulftrico diluido y valorando en caliente el
dcido oxilico asi formado, con permanganato de potasio. FEste procedimiento
de Crark y CoLLP (10), que no es sino una ligera modificacion del método
original propuesto por KRAMER y TispALL (25), ofrece algunas ventajas sobre
los varios que se han propuesto para este fin, aunque en lo que se refiere a la
técnica analitica misma, no es nuestra intencién hacer un amplio anilisis cri-
tico de los diferentes métodos propuestos, ya que a esos efectos el Jector puede
consultar los trabajos citados en la literatura (14, 17, 33, 34).

En primer lugar este método es relativamente ripido, de precipitacion
directa del calcio y en donde sélo un reactivo, el permanganato potdsico, debe
ser cuidadosamente preparado. Por otra parte, es el mis difundido en el mun-
do y las normales que ce aceptan en quimica clinica para calcemia, parten fun-
damentalmente de los resultados que aporté este método hace mis de cuaren-
ta afios. La bondad del mismo se pone en evidencia en Ia literatura, en la que
sc destaca que en la mayoria de los métodos para calcio (4, 7, 33, 36) y muy
especialmente en los que utilizan cloranilatos y soluciones EDTA, se toma co-
mo método comparativo de referencia, el de CLARK y CoLLp (10). Su exacti-
tud quedd demostrada cuando los resultados de 200 determinaciones de cal-
cemia, obtenidos por los métodos de Crark y Corup (10) y el espectrofoto-
métrico de absorcién atémica, guardaron un marcado paralelismo (38). Esta
técnica, en fin, a pesar de ser antigua, es exacta y sin mayores complicaciones,
pues toda la manipulacién se hace en el mismo tubo de centrifuga y la posible
reduccién del permanganato por material orginico se anula practicamente (27)
al lavar el precipitado cuidadosamente con el agua amoniacal.

En vista de la difusién que para estos fines esti tomando en nuestro me-
dio el método de FERRO y Ham, debemos hacer algunas consideraciones al res-
pecto. En este procedimiento, como en otros similares, el calcio se precipita
por el icido cloranilico (o su sal sédica), formando un cloranilato de calcio in-
soluble, el cual se lava con alcohol isopropilico al S0 ¢ para librarlo del exce-
so de dcido cloranilico y luego se disuelve en la sal tetrasédica del acido etileno-
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diaminotetra acético (EDTA), formando asi una solucién rosada soluble de
cloranilato de sodio, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de calcio
precipitado y que se lee a una longitud de onda de 520 mu. Es muy significa:
tivo el hecho de que la mayoria de los autores que han utilizado dcido clorani-
lico o su sal (19, 20), encontraron valores muy semejantes a los obtenidos por
CLARK y Corup (10). En uno de los trabajos, precisamente la mayor desvia-
cién en exactitud fue de 1,4 ¢, con una desviacion promedio de 0,49 %.
Desde que se introdujo ¢l método de precipitacion y titulacion de KRAMER
y TispaLL y la modificacion de éste por CLarRk y CoLurp (10) para calcemia,
se acepta que los valores normales de la misma son del orden de 4,5-5,5 mEq,/L
de calcio por litro de suero, es decir de 9 a 11 mg/100 ml. En otra cita (27)
y con el mismo procedimiento, se senalan de 9 a 11,5 mg %, lo que correspon-
derfa a 4,5 - 5,7 mEq/L. Los autores de la técnica con cloranilato y EDTA
(20), dan valores de calcio sérico en adultos normales, dentro de los limites
del método de precipitacion directa y titulacién con permanganato de potasio.
Si nos referimos concretamente a los resultados que hemos obtenido en la po-
blacién estudiada, compuesta por individuos de uno y otro sexo y en edades en-
tre los 17 y los 50 afios, vemos que los valores margen de 9,2 a 11,3 mg %
(4,6 - 5,65 mEq/L), guardan cstrecha relacién con los que se han citado pa-
ra este procedimiento en otros paises. Asimismo es interesante la concordan-
cia en los valores de calcemia, bajo los procedimientos de CLARK y COLLIP y
FERRO y HaM, los dos mis difundidos en [a actualidad en nuestro medio. Por
Gltimo se han sefalado algunas drogas y sustancias que interfieren con la de-
terminacién de calcio, ya sea porque elevan los resultados y dan lugar a "fal-
sos positivos” o porque los disminuyen provocando “falsos negativos” (9, 18,
37). Podriamos establecer las mismas consideraciones para la critica analitica
del anilisis del fosforo sérico, tal como lo hemos hecho para la calcemia, por-
que estudiando la abundante literatura sobre este tGpico, nos encontramos con
que un procedimiento original, clisico por asi decirlo, como es el de FISKE y
SUBBAROW (21), descrito hace méds de cuarenta afos, sufrid una serie de ligeras
modificaciones que han dado lugar, dentro de Ia anarquia actual de la quimi-
ca clinica, a una serie de métodos, que en justicia se apartan muy poco del fun-
damento originalmente descrito por los autores sehalados. En el método de
FISKE y SUBBAROW (21) las proteinas séricas se precipitan con dcido tricloro-
acético y el filtrade se trata con una solucién icida de molibda‘o, para formar
icide fosfomolibdice a partir de los fosfatos inorginicos presentes en ese fil-
trado. El 4cido fosfomolibdico incoloro es finalmente reducido por la accién
de 1, 2, 4-aminonaftolsulfénico, produciéndose un color azul de éxidos de mo-
libdeno, cuya intensidad es proporcional a la concentracién del fosforo presente.
Las principales modificaciones al método se refieren al agente reductor utiliza-
do (1, 3, 14, 16, 26, 30). A pesar de que la sustancia propuesta por los au-
tores, ha sido objeto de muchas criticas, por tratarse de un reactivo inestable
y poco sensible, lo cierto es que si se guardan los cuidados analiticos del caso y
ce utilizan reactivos frescos y compuestos quimicamente puros, el método permi-
te obtener valores fidedignos de fosfatemia. En abono a estas consideraciones
técnicas, cabe citar que DryrrR (16) sefiala que el agente reductor de Fiske
y SUBBAROW, probablemente es el que tiene la mayor aceptacion por prowi ar
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desarrollo de color de alto grado de estabilidad (16). Definitivamente la mejor
modificacién que se le ha hecho al método de Fiske y SusBArROW, ha sido la
propuesta por GoMmorl, citado en REINER (30), cuyos resultados en varios cen-
tenares de andlisis de suero, presentaron excelente concordancia con los obteni-
dos por el método de Fiskr y Sussarow. El autor aclara sin embargo, que en
comparaciéon con ese método, su modificacién con el uso de elon como sus-
tancia reductora, posee considerables ventajas, entre ellas, la relativa estabilidad,
la escasa sensibilidad a sustancias no fosforadas y la exactitud dentro de un am-
plio margen de acidez. Su inconveniente estriba en que se necesita casi una
hora, para lograr una méxima absorcién de las soluciones coloreadas (16).
Con respecto a la acidez, GoMori se refiere con amplitud al hecho de que es
uno de los factores mas importantes en el andlisis del fésforo sanguineo, cuan-
do se utilizan procedimientos de reduccién de complejos de molibdeno.

Los limites normales de fdsforo inorginica en el suero de adultos y ba-
jo el método utilizado en el presente trabajo (21), sin modificacién alguna,
vade 2,52 5 mg % (27) y de 2,5 a 48 (6). GOMORI, con su importante-mo-
dificacién al método, encontré en 100 donadores de sangre sanos, una oscila-
cién de los valores de 2,4 a 4,7 mg 9, con una media de 3,68 mg 9.

Si estudiamos los valores que obtuvimos en 419 muestras analizadas para
fosfatemia, encontraremos una excelente concordancia tanto con los ofrecidos por
los autores del método, como con los senalados anteriormente por GOMORI con
su modificacién al mismo. Los valores margen de 2,4 a 4,5 mg %, con una
media de 3,25 mg %, reflejan la concordancia de nuestros resultados.

Tgual que para el calcio, se han reportado muchas drogas y sustancias
que afectan las determinaciones de fésforo en el sentido de elevar o disminuir
falsamente los valores o de provocar falsos positivos o negativos (18, 37).

Por dltimo es interesante observar, como los valores de calcio y fésforo
que hemos obtenido, mantienen una proporcionalidad muy estrecha, en un todo
de acuerdo con el equilibrio bioldgico que estos dos cationes mantienen siem-
pre en condiciones fisiologicas,

RESUMEN

Se comentan aspectos generales sobre los procedimientos técnicos y anali-
ticos, que se utilizan para las determinaciones cuantitativas de calcio y fésforo
en suero,

Se efectan determinaciones séricas de calcio por el método de KRAMER
y TispaLL (25), modificado por CLarx y Corrrp (10), en poblacién adulta
de uno y otro sexo, con edades comprendidas entre los 17 y los 50 afios. Para
fosforo en suero se utilizé el procedimiento original de Fiske y SuBBAROW (21)
en la misma poblacién y en el mismo niamero de casos. Los valores obtenidos
fueron los siguientes: para calcio 9,2 - 11,3 mg % (10,4 mg %) (4,6 - 5,65
mEq/L); para fésfore 2,4 - 4,5 mg % (3,25 mg).
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