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PROLOGO

La Bioguimica Clinica es una herramienta del diagnéstico médico que es
dindmica y va cambiando conforme la ciencia médica lo va haciendo.

En el presente manual se encuentran una serie de procedimientos, a manera de
practicas, de importancia diagnéstica y que se considera que el alumno debe
conocer, pero de ninguna manera es todo lo que la Quimica Clinica abarca. Cada
practica incluye el procedimiento analitico, un seminario para exposicion, un
cuestionario y una corta bibliografia de apoyo, especifica para el tema que se esta
tratando, y que es complementaria a la que se presenta al final del manual.

En esta 42 version de este manual, se incluyen las técnicas predominantes en la
rutina. Aunque en la actualidad para la mayoria de las determinaciones el
procesamiento de las muestras en Quimica Clinica es automatizado, es importante
qgue, en un primer contacto, éstas se realicen manualmente para comprender el
fundamento y poder detectar los posibles errores cuando se realicen en un equipo
automatizado.

En varias practicas se presentan metodologias diferentes debido a que existen
comercialmente diversas alternativas de medicion.

Con la estructura de las actividades planteadas en este manual se pretende que
el alumno conozca las diferentes determinaciones que son de apoyo diagnostico y
su interpretacion clinica, y de esta forma obtengan una formacion para laborar como

profesionales de la Quimica Clinica.

DRA. MARTHA A. SANCHEZ RODRIGUEZ
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INTRODUCCION

Hoy en dia, se considera que la Quimica Clinica comprende una actividad
analitica central, concerniente a la composicion quimica de materiales y elementos
bioldgicos, como: sangre, orina, células, tejidos, érganos, secreciones, excreciones,
etc., necesaria para el diagndstico, prondstico, tratamiento, control de tratamiento e
investigaciones relacionadas con la enfermedad. Por tanto, podemos decir que es
una parte esencial de la Medicina, considerdndose como una extension de la
exploracion fisica, por lo que es un apoyo fundamental para el profesional de la
salud (médico, odontdlogo, psic6logo).

Una de las personas encargadas de trabajar en la Quimica Clinica es el QFB;
por ello, con este manual se pretende preparar al alumno de QFB con orientacion
Bioquimica Clinica para el enfrentamiento con la realidad profesional y crearle la
conciencia del importante papel que desempefia dentro del equipo de salud.

Aunque en la actualidad la mayoria de los laboratorios clinicos ya cuentan con
metodologias que incluyen el uso de equipos automatizados y semiautomatizados,
es importante que el quimico clinico conozca los métodos manuales ya que con ello
comprendera los fundamentos de las técnicas y la interpretacion clinica de las
diferentes determinaciones.

Un aspecto béasico para establecer la confianza del resultado de un
procesamiento analitico es el control de calidad. Esta herramienta se ha convertido
en un eje central para los laboratorios clinicos en los ultimos afios, principalmente
en el estudio de la Quimica Clinica, por lo que este manual comienza con ese
importante tema; posteriormente se encuentran las practicas.

Otro punto importante es el reporte de los resultados. A nivel internacional cada
vez es mas comun el uso del Sistema Internacional de Unidades (SI) para el informe
de los pardmetros de laboratorio, por lo cual se anexa en cada apartado el factor de
conversion de unidades tradicionales a unidades Sl y los valores de referencia en
ambas unidades.

Se incluyen también algunos procedimientos que no pueden ser realizados en
la facultad por riesgo o falta de equipo, que son tratados como seminarios, para
cubrir la mayoria de las pruebas diagndésticas de Quimica Clinica.

Es importante resaltar que mas del 90% de la bibliografia sefialada en cada
actividad de laboratorio es de acceso libre y puede obtenerse de las bases de datos
PubMed, medigraphic, Imbiomed o redalyc, la primera para referencias en inglés y
las tres ultimas en espafiol; y toda la bibliografia general esta disponible en las
bibliotecas de la facultad.

Finalmente, en el anexo se encuentra la preparacion de soluciones necesarias
para algunos procedimientos, las cuales estan identificadas con un nimero entre
paréntesis en el apartado correspondiente.
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1. GARANTIA DE CALIDAD Y CONTROL DE CALIDAD INTERNO

La relacidn de los servicios de medicina clinica y los de laboratorio clinico, no
puede restringirse Unicamente a la solicitud de examenes por parte de unos, y a la
toma de muestras y andlisis de los especimenes de los otros. El laboratorio clinico
no es una fabrica de bioanalisis, en él, los informes de las mediciones deben
evaluarse, correlacionarse entre si, conocer el valor de las estadisticas, de su
variacion, la sensibilidad y especificidad de los métodos; todo esto con fines
interpretativos adecuados y garantizando la confianza en ellos.

En este sentido, actualmente se habla de garantia de calidad en los laboratorios
clinicos, la cual comprende un programa total de normas y procedimientos que
asegura de manera continua que los servicios, productos o resultados son
confiables, pertinentes y oportunos. Los componentes basicos de los sistemas de
garantia de calidad son: control de calidad interno, evaluacién externa del
desempefio, trazabilidad, auditorias, educacion continuada, bioseguridad,
mantenimiento de equipos e infraestructura y documentacion de todo lo anterior,
entre otros, y esta regulado a través de la NOM-007-SSA3-2011.

Se define como control de calidad Interno al conjunto de acciones que se aplican
durante la ejecucion de cada prueba para asegurar que los resultados, productoso

servicios pueden ser entregados, y que el médico y el paciente obtengan una
informacion correcta en el menor tiempo posible. Es considerado un problema
multifasético que va mas alla de la inclusién de materiales con valores conocidos en
cada una de las pruebas que se efectian en el laboratorio, ya que abarca desde las
instrucciones a los pacientes y toma de muestras hasta la entrega de los resultados.

La parte del control de calidad interno en la que haremos mas énfasis en este
manual es la llamada analitica 0 examen, que es la fase en la que se realizan las

mediciones y observaciones de los especimenes.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l/
LABORATORIOS DE DOCENCIA

% MANUAL DE LABORATORIO DE QUIMICA CLINICA l\/ *?{"S

,{j i\ ZARAGOZA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 8/143

1.1 VERIFICACION DEL FUNCIONAMIENTO
DEL ESPECTROFOTOMETRO

Objetivos
— Aprender a verificar el funcionamiento del espectrofotometro, que es el
instrumento de trabajo diario en el laboratorio de analisis clinicos.
— Conocer el funcionamiento y la manera de detectar problemas en el
espectrofotometro.

Introduccion

En el trabajo diario en el laboratorio de analisis clinicos, es conocido que la
mayoria de las mediciones quimicas se realizan a través de la cantidad de energia
radiante absorbida por una solucion; para ello utilizamos el espectrofotémetro, ya
sea como instrumento Unico o integrado a un equipo automatizado o
semiautomatizado. De aqui que sea de suma importancia su mantenimiento y
verificacion de funcionalidad.

El tener un espectrofotdmetro en mal estado implica entregar resultados
erréneos para un paciente, por ello debe verificarse que emite las longitudes de
onda adecuadas desde el momento de la compra y consecuentemente al usarse,
considerando la vida de la lampara, llevando un mantenimiento preventivo, etc.

En la actualidad, ya no es posible que nosotros calibremos los equipos, pues
son sistemas cerrados, pero si es factible verificar el funcionamiento, aunque sean
equipos semiautomatizados con fotocolorimetros de filtros, y asi hacer el reporte de
las desviaciones para su compostura.

Por procedimientos muy simples y poco costosos, es posible revisar el
funcionamiento del aparato. Cabe mencionar, que no son métodos muy modernos
ni muy exactos, pero nos dan una muy buena idea de como se encuentran, siendo
entonces posible detectar los principales problemas que pueden ocurrir al mismo.

Material
- Espectrofotometro
- Hoja de papel blanco
- Soluciones de anaranjado de metilo en concentraciones de: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y
10 MG/AL. e (1-6)
- Tubos de ensayo de 13X100 mm
- Celdas para espectrofotometro
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1.1.1 Verificacion de la longitud de onda utilizando el disco de Newton
Técnica

Solo es aplicable a espectrofotometros de barrido.

Hacer una tira de papel blanco de un tamafio que entre en la celda del
espectrofotometro y barrer el espectro a partir de la menor longitud de onda a la
mayor. Colocar el ojo en la celda, de tal manera que se pueda ver el color de la luz
reflejada en el papel, si es necesario, tape la luz externa lo mas que pueda para
observar la luz. Observar que coincidan los colores con la longitud de onda marcada
en el centro de cada color de acuerdo al disco (Figura 1).

610
620 600

660 585

Rojo Amarillo

700 580

Morado

380
530

| 500
420

Figura 1. Representacion del disco de Newton para verificacion de la longitud
de onda. Los puntos marcados son los valores de la longitud de onda en nm.

1.1.2 Linealidad espectrofotométrica con anaranjado de metilo
Fundamento
El anaranjado de metilo en diferentes concentraciones proporciona una curva
gue cumple exactamente con la Ley de Lambert-Beer proporcionando una linea
recta perfecta.
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Técnica
Medir las absorciones de las soluciones de anaranjado de metilo a las
concentraciones: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/dL, a 465 nm.

Realizar una gréafica de absorcion vs. concentracion en papel milimétrico,
calcular la regresion para verificar la linea perfecta (valor r =0.999).

1.1.3 Calibracion de cubetas
Hoy en dia, el precio de las cubetas o celdas ha aumentado considerablemente,
por lo que se hace necesario calibrar nuestros tubos para poder emplearlos como
celdas. Esto es posible si los tubos son de marca conocida (Pyrex o Kimax) y
nuevos, ya que aseguran las paredes lisas y un cristal homogéneo.

Técnica

Llenar una celda con agua destilada y ajustar a 0 de absorcion a 585 nm,
después llevar la escala del espectrofotometro al 50% de transmision. Colocar el
tubo seleccionado, también con agua destilada en el portacubetas, y tomar la
lectura, la cual no deberé variar mas que en + 1%. Si varia mas, rote el tubo hasta
gue obtenga la variacién minima. Marcar los tubos en la variacidbn minima y tratarlos
como celdas posteriormente.

Seminario: ESPECTROFOTOMETRIA

Cuestionario
¢, Qué importancia tiene conocer el disco de Newton en espectrofotometria?
¢,Cual es el fundamento de la ley de Lambert-Beer?
Haga el esquema de un espectrofotdmetro simple y sefiale sus principales
partes.
Defina qué es:
Linealidad espectrofotométrica
Curva de calibracion
Luz monocromatica
Ancho de banda
Luz extrafia, espuria o parasita
. ¢,Como se verifica la exactitud y linealidad fotométrica en un equipo
automatizado?

WwnN e

cabwnpE A
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1.2 PUNTOSISOSBESTICOS.
USO DE LAS PIPETAS

Objetivos
— Determinar el uso de los puntos isosbésticos para la verificacion de la longitud
de onda espectrofotométrica.
— Calcular la precision de la medicion con pipetas serologicas de cada alumno.

Introduccion

Continuando con la verificacion del correcto funcionamiento del
espectrofotometro, también se puede hacer uso de los puntos isosbésticos para
verificacion de la longitud de onda. Los puntos isosbésticos permiten encontrar una
concordancia entre la longitud de onda que indica el selector del espectrofotdmetro
y la longitud de onda de referencia.

Otra herramienta importante para el trabajo analitico es el material de laboratorio
gue cumple con funciones primarias de contencién, medicion y realizacion de
reacciones. Los utensilios mas utilizados estan construidos en vidrio, aunque hay
muchos, actualmente, en una variedad de plasticos.

Existen muchas variedades de material de vidrio disponible comercialmente que
varian en su resistencia a la traccioén, el calor y la luz. Dado que los vidrios blandos
no son recomendables para el laboratorio, la mayor parte de los utensilios estan
construidos en vidrio de borosilicato.

Asi mismo, en la mayoria de los métodos de Quimica Clinica se requieren
mediciones de volumen exactas. En el trabajo de precisibn nunca es seguro suponer
gue el volumen contenido o extraido de un material de medicién es exactamente el
indicado por la marca de graduacion. Idealmente todo material volumétrico habra
de compararse con un certificado de calibrado o ser calibrado por un analista.

Dentro del material volumétrico mas empleado en los analisis clinicos estan las
pipetas, instrumentos de vidrio, plastico o pistbn empleados para dispensar,
contener y medir volimenes. Siendo éstas de suma importancia en los analisis
guimicos, es necesario que sepamos emplearlas correctamente ya que es una
herramienta en el trabajo cotidiano.

Material
- 10 tubos de ensayo de 18X150 mm
- 3 tubos de ensayo de 13X100 mm
- 1 pipeta graduada de 10 mL
- 1 pipeta graduada de 1 mL
- Solucion madre de rojo de Cresol al 1%0.......ccuuvvvvieieiiiii i (7
- Solucion de rojo Congo 1A MQ/L. .. .. (8)
- Solucion de dicromato de potasio al 10%0...........cooeeeiviiiiiiiiiiiiiiieeee e (9)
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- Espectrofotometro

1.2.1 Determinacion de puntos Isosbésticos del rojo de cresol
Fundamento
El rojo de cresol (o-cresolsulfonftaleina) es un indicador de pH muy sensible que
tiene dos virajes de color: uno de pH 0.0 a 1.0 (rojo a amarillo) y otro de pH 7.0 a
8.8 (amarillo a purpura). Esto significa que su espectro en la region visible es
diferente en solucién &cida o alcalina y en el intervalo de pH de 1.0 a7.0.

Técnica

Preparar tres diluciones a partir de la solucion madre de rojo de cresol para
obtener una concentracion de 0.0005% del colorante en medio acido, alcalinoy a
pH 4.0 como sigue:

Afadir 100uL de la soluciéon madre a:

- 100 mL de acido sulfarico (500 mmMOI/L).........c.cooiiiiiiiiiiiiiiieieenen. (10)

- 100 mL de hidréxido de sodio (500 mMmOI/L)........ccoieiiiiiiiiiiiinne. (11)

- 100 mL de solucion amortiguadora pH 4.0.

Las soluciones acida y basica solo son estables por 1 hora.

Medir la absorcibn de cada solucibn contra blanco de agua en el
espectrofotometro variando la longitud de onda a intervalos de 20 nm desde 360
hasta 700 nm.

Realizar las graficas de absorcion contra longitud de onda para cada solucion en
un mismo papel milimétrico.

1.2.2 Determinacién de puntos Isosbésticos del rojo Congo
Fundamento
El rojo Congo tiene la particularidad de que los espectros de las formas acida y
basica en igual concentracion presentan la misma absorcién a una longitud de onda
denominada punto isosbéstico.

Técnica

Preparar dos disoluciones a partir de la solucién de rojo Congo, una acida y otra
alcalina:

Afnadir 5 mL de la solucién de rojo Congo a un tubo A (acido) y tubo B (alcalino).
Las soluciones son estables 1 hora.

- Altubo A agregarle 20 pL de &cido clorhidrico5N.............cccoiiiiiiennts (12)

- Al tubo B afadirle 20 uL de hidréxido de sodio 5N..............coevieeennnn. (13)

Ajustar el espectrofotdmetro con blanco de agua a 520 nm. Medir la absorcién
de cada solucion en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda: 520,
525, 530, 535, después variando un nm hasta 545, 550, 560, 570 nm, sin volver a
ajustar a 0.
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Realizar las graficas de absorcion contra longitud de onda para cada solucion en
un mismo papel milimétrico. El punto isosbéstico tedrico en las condiciones de
experimentacion es 541 nm.

Célculos: obtener el corrimiento que presenta el instrumento de la siguiente manera:

600000000 60~ O G000
Interpretacion
Intervalo éptimo: Corrimiento entre = 2 nm
Limites de aceptabilidad: Corrimiento entre + 3 nm

©i 65009000 90960

1.2.3 Pipeteo
Técnica
Diluir la solucion madre de dicromato de potasio 1:50 con agua destilada 10
veces por persona en tubos por separado. Usar para ello pipetas de 10 mL y de 1.0
mL. Mezclar cuidadosamente cada tubo y leer contra blanco de agua a 507 nm.
Calcular: media, desviacion estandar y coeficiente de variacién para cada
analista.

*NOTA: Si derrama algo de solucion, limpie inmediatamente con abundante agua.

Interpretacion
Precision 6ptima: %CV < 5%
Precision aceptable: %CV 5 — 10%

Seminario: TIPO Y USO DE LAS PIPETAS

Cuestionario
1. ¢Por qué los puntos isosbésticos permiten verifican el corrimiento de lalongitud
de onda de un espectrofotébmetro? Explique su respuesta.
Diga cudl es la diferencia entre una pipeta Mohr y una serolégica.
Describa como se realiza la medicion con una pipeta de vidrio y con una de
piston.
4. Describa de qué forma se pueden calibrar las pipetas de piston.
5. Defina que es exactitud y que es precision.

wn
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2. GLUCOSA
Objetivos

— Cuantificar la concentracion de glucosa en una muestra biolégica por un método
enzimético.
— Interpretar el resultado en un contexto clinico.

Introduccion

La concentracion de glucosa es uniforme en la fase acuosa del plasma y
eritrocitos. El plasma contiene aproximadamente 12% mas agua que la sangre
completa, de aqui se deduce que la cantidad total de glucosa en 100 mL de plasma
es aproximadamente 12% menor que en 100 mL de sangre completa.

Es importante tomar en cuenta que la concentracion de glucosa varia en el
eritrocito, la sangre completa y el plasma, por ello se ha decidido convencionalmente
gue las determinaciones de glucosa se realicen en plasma o suero, para evitar
confusiones de interpretacion clinica debido a la discrepancia de los valores. Asi
mismo, la sangre posee componentes reductores, como los compuestos
sulfhidrilicos, glutationa y ergotioneina que se encuentran en los eritrocitos,
incrementando con algunos métodos el valor total de glucosa en sangre completa
en aproximadamente 20 mg/dL sobre el valor "real”.

Antiguamente las determinaciones se hacian por métodos quimicos, pero
ninguno era especifico para la glucosa; por lo que se desarrollaron nuevas
tecnologias en donde el empleo de enzimas es un procedimiento alternativo para
conseguir una mayor especificidad.

Se utilizan dos enzimas especificas para la determinacion de glucosa, la glucosa
oxidasa y la glucosa hexoquinasa

Obviamente, estos métodos son comerciales, pues es necesario que la enzima
esté purificada para que se pueda efectuar la reaccion, ademas de que son
metodologias que incluyen una cadena de reacciones acopladas para obtener,
finalmente, un producto que sea facilmente leible en el espectrofotbmetro.

La determinacion de la glucosa sanguinea es un parametro basico en la clinica,
de tal forma que es el componente de la quimica sanguinea que mas se procesa en
los laboratorios clinicos, ya que el médico y el odontélogo lo solicitan por diferentes
circunstancias como conocer el estado de salud de un paciente, control de
embarazo, control de diabetes, parte de los prequirargicos, etc.
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2.1 METODO DE GLUCOSA OXIDASA-PEROXIDASA (GOD-PAP O TRINDER)

Esta enzima fue descubierta por Muller en 1928 y es especifica para B-D-
glucosa. En el organismo la glucosa se encuentra de forma o en un 36% y de forma
B en un 64% y se conoce que la GOD solo reacciona con la forma B; por ello, la
oxidacion de la glucosa sanguinea requiere de una mutorrotacion de la forma o a la
B para hacer una cuantificacién total. Algunos preparados comerciales de GOD
contienen una enzima mutorrotasa que acelera la reaccion. Este método se ha
adaptado a equipos automatizados con mucho éxito.

Fundamento y reaccion:
La glucosa oxidasa (GOD) oxida a la glucosa segun la reaccion:

B-glucosa + O2 &) B-glucono-6-lactona + H20:2

Peroxidasa
H202 + 4-amino-fenazona (PAP) + Fenol ——— 4-(benzoquinona-monoimino)

fenazona
(Quinonaimina)

Figura 2. Reaccién de determinacion de glucosa por el método de GOD-PAP.
Tomado de: Pesce y Kaplan 1990.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de glucosa por este método.
Material biolégico: suero, plasma o cualquier liquido bioldgico.

Técnica

Debido a que el procedimiento es dependiente del estuche comercial que se
tenga para la practica, la metodologia no serd incluida. Debe seguirse al pie de la
letra el procedimiento especificado y tomar en cuenta si existen notas aclaratorias.

*NOTA: Generalmente los procedimientos son microtécnicas, por lo cual el volumen
final es de 500 o 1000 uL, tomar en cuenta esto, pues las celdas del Spectronic 20
necesita un volumen minimo de 2.5 mL, lo que hace necesario que se dupliquen o
tripliquen las cantidades equivalentemente.

Célculos: los indicados en el procedimiento del estuche utilizado.

Factores de conversion: @@@€/'L = €g/€. X0.055

©/© = S X18.02
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Valores de referencia
Muestra Tradicional SI
Sangre total, suero o plasma 50 — 100 mg/dL 2.8 — 5.6 mmol/L
LCR (lumbar) 45 — 70 mg/dL 2.5 - 3.9 mmol/L
Orina Hasta 30 mg/dL Hasta 1.7 mmol/L

2.2 METODO DE GLUCOSA HEXOQUINASA

Este procedimiento habitualmente se ha empleado para la determinacién de
glucosa en sangre, orina y liquido cefalorraquideo y da resultados que coinciden
excelentemente con las técnicas con base en Glucosa-oxidasa. Este se ha
adaptado también a equipos automatizados. Es el método considerado como de
referencia, aunque no tan popular como el GOD-PAP porque su medicion es en UV.

Fundamento

La hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa por el trifosfato de
adenosina (ATP) para formar glucosa-6-fosfato (G-6-POa) y difosfato de adenosina
(ADP). Una segunda enzima, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD),
cataliza la oxidacién de glucosa-6-fosfato por el dinucle6tido de nicotinamida-
adenina-fosfatada (NADP™) para formar el compuesto reducido NADPH. El aumento
de la absorcién del NADPH se mide a 340 nm, el cual es directamente proporcional
a la concentracién de glucosa en la muestra.

Reaccion:

CH ,0P0 ;% CH,0PO5*
o  NADP' NADPH + H" —0Q,

0 \_/ HO 0

>
OH OH CH
OH OH
Glucosa-6-fosfato 6-fosfogluconato

Figura 3. Reaccidon de determinacion de glucosa por el sistema glucosa
hexocinasa. Tomado de: Newsholme y Leech, 1987.
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Reactivos: estuche comercial para determinacion de glucosa por este método.
Material biolégico: suero, plasma o cualquier liquido biolégico.

Técnica
Este procedimiento también es dependiente del estuche comercial disponible,
por lo que se recomienda seguir al pie de la letra el que se emplee.

Célculos: los indicados en el manual de procedimientos de acuerdo al estuche
utilizado.

Valores de referencia y factores de conversion: igual al método anterior.
Seminario: DIABETES MELLITUS

Cuestionario

1. Mencione brevemente el mecanismo por el cual la insulina introduce la glucosa
a las células. Puede ayudarse de un esquema.

2. ¢Enqué padecimientos se encuentran alterados (aumentados y disminuidos) los
valores de glucosa?

3. Diga brevemente cual es la fisiopatogenia de la diabetes mellitus y sus
complicaciones.

4. ¢Qué examenes de laboratorio deben utilizarse para el seguimiento del paciente
diabético?

5. ¢Qué es el sindrome metabdlico y como se diagnostica?
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3. PROTEINAS SERICAS

Objetivos
— Realizar las determinaciones de proteinas totales y de la fraccion de albumina
por métodos colorimétricos.
— Calcular e interpretar los componentes no medidos de las fracciones proteicas.
— Establecer su importancia como elementos de diagndstico.

Introduccion

Las proteinas, en general, participan practicamente en todos los procesos del
ser vivo: transporte, catalisis enzimatica, control homeostatico, regulacién hormonal,
coagulacion sanguinea, inmunidad, crecimiento, herencia, etc.

Del total de proteinas en el organismo, desde el punto de vista clinico las mas
importantes son las llamadas proteinas séricas. A pesar de encontrarse en el mismo
espacio, las diversas proteinas del plasma no tienen su origen en la misma fuente.
El higado es el 6rgano principal para la sintesis de albumina, ademas de las ay B
globulinas, y quizd de algunas y globulinas no inmunes, entre éstas figuran las
proteinas de la coagulacion y transporte en la sangre. Las células del sistema
fagocitico mononuclear (bazo, médula 6sea, nodos linfaticos) son la fuente de
anticuerpos, y globulinas inmunes y quiza de algunas f globulinas.

Los valores de proteinas séricas tienen una variacion diurna de 0.5 g/dL, y son
el reflejo de los pequefios cambios entre el liquido vascular y el no vascular en el
curso de la actividad diurna, lo que indica que la medicidon debe hacerse durante la
mafiana, cuando los niveles son mas constantes.

La concentracion de proteinas en una solucion se expresa universalmente en
forma de peso de las mismas por unidad de volumen obtenida, principalmente por
métodos gravimétricos. Los métodos gravimétricos son un tanto complicados, por
lo que no son aplicables a la rutina. De aqui que los métodos de determinacion
empleados en el laboratorio sean estandarizados por los métodos gravimétricos.

Debido a la complejidad de algunas proteinas, se ha propuesto establecer como
base la determinacion del contenido en polipéptidos. Las proteinas séricas pueden
cuantificarse en total o fraccionadas. El nimero de fracciones encontradas depende
del método de analisis empleado y el propdsito del mismo.
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3.1 PROTEINAS TOTALES
METODO DE BIURET

Las proteinas totales son comunmente determinadas por alguna modificacion de
la reaccion de Biuret, en la cual las proteinas dan un color violeta con una solucion
de tartrato cuprico alcalino.

El méximo de absorcién del complejo proteina-Biuret, en la zona de la luz visible,
se produce a 545 nm cuando se hace frente a un blanco de agua. Este complejo
también tiene otro pico de absorcion méaxima a 300 nm, teniendo una sensibilidad
cuatro veces mayor, pero la interferencia por turbidez en la solucién es también
potenciada.

La reaccion se efectta directamente con suero diluido o no diluido. En el suero
estan presentes algunos péptidos, pero no contribuyen al aumento de color en el
Biuret. Los iones amonio (NH4") interfieren por amortiguar el pH a un nivel bajo, pero
la concentracion de iones amonio en suero es tan baja que no llega a interferir en la
medicion.

Con la mayoria de los métodos basados en la reaccién de Biuret se pueden
determinar proteinas en el intervalo de 0.5 a 1.5 ng de proteina por alicuota que se
mide. Los resultados que se obtienen por este método son reproducibles y coinciden
con los del método Kjeldahl, considerado como el método de referencia.

Fundamento

Las proteinas y los péptidos, al contrario de otros compuestos nitrogenados
como urea, creatinina, acido Urico, etc., forman en solucion alcalina, un complejo
color violeta con iones de cobre. La reaccion se lleva a cabo con el enlace peptidico
y para que se efectle requiere como minimo dos enlaces peptidicos.
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Reaccion:
/NH s H2N\
o—C cC=—=0
NH, \N N/
NH2 . 4
—_ / O=C/ * . \C=o
C=0 — ° C\NH + NH \ ‘\‘\ "l /
-~ 3 > NH, %, HyN
o0—-=C \Cuz"
NH \ NH, 0 HeN
NH, / . \
(En exceso) o—¢ Rt \ c=—o0
N N
Urea Biuret “ \C_O

Complejo de cobre

Figura 4. Reaccion de proteinas totales en el método de Biuret, el ejemplo es con
urea. Tomado de: Henry, 1980.

Reactivos: estuche comercial para determinacion de proteinas totales por el método
de Biuret.

Material biolégico: suero, plasma o cualquier liquido biolégico.

Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Debe seguirse al pie de la letra
las instrucciones.

Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.
Factor de conversion: no se pueden expresar en moles debido a la variedad de

estructuras quimicas, por lo que se reportan en g/L, de ahi que el factor de
conversion es 10.
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Valores de referencia

Muestra Tradicional Sl
Suero
Mujeres* 0 — 3 afios 6.1 -8.2 g/dL 61-82¢g/L
> 4 afos 6.2 —8.2 g/dL 62 — 82 g/L
Hombres* 0 — 3 afios 5.9-7.5g/dL 59-75¢g/L
> 4 afios 6.5—8.2 g/dL 65 —-82g/L
LCR (lumbar) Adultos y nifios 15 — 45 mg/dL 0.15-0.45g/L
Recién nacidos hasta 90 mg/dL hasta 0.9 g/L

LCR: liquido cefalorraquideo. *Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes
G, 2013.

3.2 FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS

Todos los liguidos biolégicos contienen una mezcla heterogénea de proteinas,
muchas de las cuales se encuentran en trazas, por ejemplo, las enzimas y las
hormonas. La separacion quimica o fisica de los componentes proteicos de tales
mezclas se denomina "fraccionamiento".

De todas las proteinas séricas, dos son los grupos mas importantes desde el
punto de vista diagndéstico, la albimina y las globulinas, pudiéndose obtener la razén
albumina/globulinas como un simple fraccionamiento, ya que en algunos estados
patol6gicos disminuye la albimina y aumentan las globulinas modificando el valor
de la razon.

Si se desea obtener un mejor fraccionamiento proteico, el método principal es la
electroforesis; pero hay algunos métodos quimicos que dan buena resolucion para
la cuantificacion de albumina y demas proteinas componentes de las fracciones de
globulinas.

Hay dos métodos quimicos de fraccionamiento proteico que son simples y
cdmodos para realizarse en trabajos analiticos rutinarios:

- Fraccionamiento salino, en el que se efectla la separacion de albumina y

globulinas por grupo, que da informacion clinica muy util.

- Cuantificacion con colorantes, donde reacciona la albumina y por diferencia

se obtienen las globulinas.
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3.2.1 Albumina
METODO DE UNION A COLORANTES

Las técnicas para la determinacion de albumina por conjugacion con colorantes
aprovechan la propiedad de algunos de éstos de formar un complejo colorante-
proteina que muestra propiedades Opticas diferentes a las que posee el colorante
libre. Los radicales a los que se une el colorante son capaces de unirse también
reversiblemente a otras sustancias como: bilirrubinas, acidos grasos libres y algunos
farmacos.

Fundamento

Cuando la albumina es adicionada a una solucién amortiguada de un colorante
indicador, se une por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals al colorante,
produciendo un cambio en el color de la solucién.

En ciertos rangos, la cantidad del cambio de color es proporcional a la cantidad
de albumina presente, las demas seroproteinas no reaccionan. Este método emplea
verde de bromocresol, a pH 4.0, que presenta una menor interferencia con
bilirrubina que otros colorantes.

Reactivos: estuche comercial para determinar albumina por este método.
Material biolégico: suero, plasma o cualquier liquido biolégico.

Técnica
Dependiente del estuche comercial disponible. Debe seguirse al pie de la letra
las instrucciones.

Célculos: para la concentracion de albumina, seguir los indicados en el instructivo
del estuche utilizado.

Fraccion globulinica:
60000000 g / ©) = P GNOHINNNN 9/ @) — 196 OBy /O
A0 OO g/ @)

. RO/ 9= 0000006/ ©
Factores de conversion: <3@#/L = /€ X 0.151

9/ €= <OWLXO6.65



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l/
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE QUiMICA CLINICA li\< i
Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 26/ 143

Valores de referencia

Tradicional SI
Albdamina
Suero o plasma 3.5-5.1¢g/dL 0.53 - 0.77 mmol/L
Globulinas totales
Suero 2.3 —-3.5mg/dL 23 -35¢g/L
Razon albumina/globulinas 11-18 1.1-1.8

Seminario: MIELOMA MULTIPLE

Cuestionario
¢En qué padecimientos se encuentran alterados los valores de proteinas 'y sus
fracciones (aumentados y disminuidos)?
¢, Qué es una gamapatia monoclonal?
¢,Cuales son las caracteristicas de la proteina de Bence-Jones?
¢, COmo se detecta la presencia de la proteina de Bence-Jones en el laboratorio?
¢, Qué pruebas de laboratorio complementan el diagnostico de mieloma multiple?

=

abrwn

Bibliografia

- Dhakal B, Girnius S, Hari P. Recent advances in understanding multiple
myeloma. F1000Res 2016; 5(F1000 Faculty Rev): 2053. doi:
10.12688/f1000research.8777.1

- Hong J, Lee JH. Recent advances in multiple myeloma: a Korean perspective.
Korean J Intern Med 2016; 31: 820-34.

- Olay-Fuentes G, Diaz-Piedra P, Hernandez-Gémez R, Cervantes-Villagrana RD,
Presno-Bernal JM, Alcantara-Goémez LE. Determinacion de intervalos de
referencia para quimica clinica en poblacion mexicana. Rev Latinoam Patol Clin
2013; 60(1): 43-51.

- Castagnino JM. Analisis de las proteinas humanas y de sus aportes al laboratorio
clinico [Ed]. Acta Bioquim Clin Latinoam 2010; 44(1): 1-2.

- Davids MS, Murali MR, Kuter DJ. Serum free light chain analysis. Am JHematol
2010; 85: 787-90.

- Kyle RA. Rajkumar SV. Multiple myeloma. N Engl J Med 2004; 351: 1860-73.

- Graziani MS, Merlini G. Measurement of free light chains in urine [Letter] Clin
Chem 2001; 47: 2069.

- Attaelmannan M, Levinson SS. Understanding and identifying monoclonal
gammopathies. Clin Chem 2000; 46(8B): 1230-8.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

' MANUAL DE LABORATORIO DE QUIMICA CLINICA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 271143

4. PERFIL DE LIiPIDOS

Objetivos
— Determinar los componentes del perfil de lipidos: colesterol, triglicéridos y HDL-
colesterol.
— Reconocer y calcular el LDL-colesterol y el colesterol-no-HDL.
— Interpretar los resultados obtenidos del perfil de lipidos en el contexto clinico.

Introduccion

Los lipidos son derivados de los acidos grasos que con otros compuestos
adquieren propiedades similares de solubilidad: insolubles en agua y solubles en
solventes no polares. Anteriormente eran denominados lipidos sanguineos, pero
actualmente son considerados como lipidos séricos, pues el eritrocito contiene
lipidos en su membrana que no estan considerados dentro del metabolismo de
lipidos, por lo que no se toman en cuenta.

La quimica clinica se ocupa fundamentalmente de los lipidos del suero o del
plasmay de las heces. Los componentes de mayor interés son los triglicéridos, los
fosfolipidos, el colesterol y sus ésteres, los acidos grasos libres y las lipoproteinas.
En la sangre, como minimo, el 95% de los lipidos estdn en combinacién con
proteinas constituyendo las lipoproteinas. El manejo y analisis cuantitativo de lipidos
requiere escrupulosa atencién a los pormenores y plantea algunos problemas que
no se presentan en analisis de otro tipo de moléculas. Como en general los lipidos
son insolubles en agua, se emplean cominmente en su manejo muchos disolventes
volatiles e inflamables y ello representa un riesgo constante.

Los lipidos que se encuentran en mayor concentracion son el colesterol y sus
ésteres y los fosfolipidos, los cuales estan presentes en cantidades aproximadas de
150-300 mg/dL en individuos normales (sanos). La cantidad de triglicéridos es mas
o0 menos de 50-150 mg/dL y los demas tienen concentraciones mucho mas
pequefias. Actualmente la medicién de los ésteres de colesterol no tiene ninguna
importancia clinica, de tal forma que se realiza la cuantificacion de colesterol total.

Al ser las lipoproteinas las transportadoras de los lipidos en el plasma, ahora
forman parte del diagndstico, sin ser necesario cuantificarlas todas, sino Unicamente
la HDL-colesterol y la LDL-colesterol.

Por otro lado, se denomina perfil en quimica clinica, al grupo de determinaciones
gue en conjunto nos dan apoyo para un diagnostico; en este sentido, debido a que
la determinacion de lipidos totales no brinda realmente una informacion diagndstica,
fue eliminada del perfil por ser considerada actualmente una prueba obsoleta, de
ahi que el perfil de lipidos esta conformado por colesterol total, triglicéridos y
lipoproteinas.
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4.1 COLESTEROL TOTAL
METODO ENzIMATICO. CHOD-PAP (TRINDER)

El colesterol en el suero o plasma se encuentra libre o esterificado con acidos
grasos, lo mismo que en el eritrocito, solo que, en diferente proporcion, 1:3 en el
primero y 4:1 en el segundo. Las cifras de colesterol sérico son alteradas por
algunos factores que no afectan la concentracion de este compuesto en el interior
del eritrocito, siendo por ello preferible efectuar la determinacién de colesterol total
en suero o plasma en lugar de hacerlo en sangre total.

En la actualidad, prevalecen los métodos enzimaticos sobre los quimicos para
las diferentes determinaciones, y en el caso de colesterol, el método rutinario
enzimatico es el mas especifico para su determinaciéon y emplea dos enzimas:
colesterol esterasa y colesterol oxidasa. Este método se puede utilizar para la
determinacién de colesterol libre, no afladiendo la esterasa, aunque no es comun
hacerlo. Si es que se lleva a cabo el analisis del colesterol libre debe efectuarse el
mismo dia de la extraccion de la sangre o congelarse el suero. El colesterol total es
estable en las muestras durante 7 dias a temperatura entre 2° —8°C.

Fundamento

El colesterol se determina en el suero después de ser hidrolizado para liberarlo
de sus ésteres, y oxidado enzimaticamente. En la oxidacion se produce H202 que,
en presencia de peroxidasa, por reaccion con 4-amino-fenazona (PAP) y fenol se
transforma en un colorante de quinonimina que puede ser valorado por fotometria,
por lo que se ha automatizado.

Reaccién:
i Colesterol
Esteres de colesterol + H20 oslerasa Colesterol + Oz + 4c. grasos
Colesterol
Colesterol + O2 ————> Colesten-3-ona + H202
oxidasa
Peroxidasa
2H202+ 4-amino-fenazona (PAP) + Fenol > Quinonaimina + 4H20

Figura 5. Reacciones acopladas para determinar colesterol enzimaticamente.
Tomado de: Pesce y Kaplan, 1990.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de colesterol enzimatico
CHOD-PAP (Trinder).
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Material biolégico: suero o plasma.

Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Deben seguirse las
instrucciones como lo indica la casa comercial.

Céalculos: los indicados en el instructivo del estuche usado.

Factores de conversion: <3@8y L = <p/€ X 0.026

©/ €= WL X 3867

Interpretacion: en el caso en particular del perfil de lipidos, los valores de referencia
no son de utilidad, deben considerarse de importancia los valores de corte clinico,
de acuerdo a la NOM-037-SSA2-2012. La interpretacion se hace de todos los
componentes del perfil, por lo que se presentan al final de esta seccion.

4.2 TRIGLICERIDOS
METODO ENzIMATICO GPO-PAP (TRINDER)

Los triglicéridos se mantienen en soluciéon unidos a proteinas, principalmente
con las B (LDL) y las pre-B (VLDL) lipoproteinas. Se encuentran también en suero,
aunque en pequeifias cantidades, mono y diglicéridos.

Los triglicéridos del plasma son mas altos que los del suero del mismo sujeto
debido a que, durante la formacion del codgulo, una cierta cantidad de los mismos
guedan atrapados en las mallas de fibrina, a pesar de todo, casi todos los estudios
sobre triglicéridos publicados en la literatura se han efectuado sobre suero.

Las reacciones para la cuantificacion de triglicéridos se realizan con el glicerol,
por lo que es necesario hacer una hidrolisis de los acidos grasos, la cual
actualmente se hace enzimaticamente. El glicerol es cuantificado por una serie de
reacciones enzimaticas acopladas para medir, finalmente, la coenzima NAD*
oxidada o reducida, dependiendo del sentido de las reacciones.

Hoy en dia, se ha difundido un método Trinder, en donde el glicerol es oxidado
para producir H202 el cual es medido por reaccion de oxidacion de 4-
aminofenazona, el cual ha sido automatizado.

Fundamento

Los triglicéridos en el suero son hidrolisados por una lipasa (LPS), liberando el
glicerol. Posteriormente, éste es fosforilado a glicerol-3 fosfato por medio de la
enzima glicerol cinasa (GK). El glicerol-3-fosfato es a su vez sustrato de la glicerol
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fosfato oxidasa (GPO) que produce H20:2 en la reaccion. El H2O2 oxida a la 4-
aminofenazona formando una quinonimina que se puede leer fotométricamente.

Reaccion:
CH,OH H,OH
GK
HC—OH +ATP — > H(|:—OH + ADP
CH,OH CH,0PO4
Glicerol Glicerol-3-fosfato
CH>0H CH,OH
GPO
HC—OH —-—— > (|::o + H,0,
CH,0PO4 CH,0PO,
Glicerol-3-fosfato Glicerol-3-fosfato

H,0, + 4-aminofenazona —— Quinonimina + 4H,0

Figura 6. Reacciones acopladas para la determinacién de triglicéridos
enzimaticamente. Modificado de: Anderson, 1995. GK: glicerol cinasa, GPO:
glicerol fosfato oxidasa.

Reactivos: estuche comercial para determinacién de triglicéridos por método
Trinder.

Material biolégico: suero o plasma.

Técnica
Segquir cuidadosamente el instructivo del estuche comercial.

Céalculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: <@L = /€ X 0.011

©/©= 8L X 8854



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE QUIMICA CLINICA

Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 31/143

4.3 HDL-COLESTEROL, LDL-COLESTEROL Y COLESTEROL-NO-HDL

Las lipoproteinas son particulas esféricas que estan constituidas por una porcion
interna hidrofébica rodeada de una capa externa hidrofilica. Se reconocen cuatro
lipoproteinas que se nombran de acuerdo a su densidad y movildad electroforética:
quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) o pre-B, lipoproteinas de
baja densidad (LDL) o B, y lipoproteinas de alta densidad (HDL) o a. Desde el punto
de vista clinico las liproproteinas de importancia son la LDL y la HDL.

Inicialmente, las lipoproteinas en el laboratorio clinico eran identificadas y
cuantificadas por electroforesis. Con el estudio de la composicion de ellas, se pudo
observar que tanto la LDL como la HDL tenian como principal componente el
colesterol, s6lo que en la Ultima éste se encuentra esterificado.

Al realizar investigaciones sobre el papel patogénico de ambas lipoproteinas, se
le atribuy6 a la LDL un alto poder aterogénico, mientras que a la HDL un papel
protector. Con este giro en el estudio de las lipoproteinas, fue que se considero
como de mayor importancia el cuantificarlas.

Como ambas contienen colesterol en sus moléculas, se desarrollaron
procedimientos denominados HDL-colesterol y LDL-colesterol, ya que se cuantifica
el colesterol. Se utiliza la propiedad que tienen la LDL, VLDL y quilomicrones de
formar complejos con iones polifuncionales parecidos a la heparina y al sulfato de
dextrdn que precipitan en presencia de ciertos cationes como Mg?* y Mn?*,
guedando soluble la HDL que puede ser separada rapidamente.

Recientemente se indica que el colesterol no unido a HDL es potencialmente
aterogénico e indica riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular, por lo que
debe aumentarse este calculo al perfil.

Fundamento

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL) se
precipitan con acido fosfotingstico en presencia de iones magnesio y pueden ser
removidas por centrifugacion. En el sobrenadante claro quedan las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). El colesterol-HDL puede valorarse utilizando el método CHOD-
PAP, ningun otro pues hay interferencia con la reaccion.

Reactivos:

- Reactivo precipitante para HDL

- Estuche comercial para la determinacion de colesterol por el método CHOD-
PAP.

Material biolégico: suero o plasma
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Técnica
Realizar la determinacién del colesterol como se indica en el inserto de la casa
comercial.

Célculos: los indicados por la casa comercial para cuantificacion de colesterol.

Para obtener la concentracién de LDL, se cuantifica el colesterol en el
sobrenadante y el colesterol total en la muestra y se aplica la formula:

(( Triglicéridos(mg/dL)) }
LDL(mg/dL) =Colesterol(mg/dI)—| | |+ HDL(mg/dL)
\ 5 J )

Esta férmula es valida para las muestras de suero/plasma con triglicéridos < 400
mg/dL, ya que con valores superiores no es factible la correcta separaciéon de las
lipoproteinas.

El colesterol no HDL (C-no-HDL) se calcula a partir del colesterol total y HDL-
colesterol con la formula:

©- 00— 09 (¢y/ 9) = 900000000000000(¢y/¢.) — 66.(9y/ )

También es importante calcular los indices considerados para la interpretacion
de riesgo cardiovascular:

Factores de conversion: los mismos que para colesterol.

Valores de corte clinico
Para el perfil de lipidos, de acuerdo a la NOM-037-SSA2-2012, se considera

dislipidemia si:

Lipido Tradicional Sl

Colesterol total > 200 mg/dL > 5.2 mmol/L
Triglicéridos = 150 mg/dL = 1.65 mmol/L
HDL-colesterol <40 mg/dL < 0.91 mmol/L
LDL-colesterol > 130 mg/dL > 3.38 mmol/L

Colesterol-no-HDL > 160 mg/dL > 4.16 mmol/L
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Riesgo Col/HDL LDL/HDL
Mujer Promedio 4.4 3.2
2X promedio 6.4 3.7
3X promedio 7.5 5.0
Hombre Promedio 5.1 3.5
2X promedio 6.8 4.2
3X promedio 7.8 52

Seminario: ATEROESCLEROSIS

wn

Cuestionario
¢, Cuadl es la composicion quimica de cada una de las lipoproteinas y cual es su
funcién principal?
Escriba la clasificacion de las dislipidemias segun la NOM-037-SSA2-2012.
De acuerdo a la NOM-037-SSA-2012, ¢qué se debe incluir para un buen
diagndstico de dislipidemia?
Explique la fisiopatogenia de la ateroesclerosis.
¢, Qué papel juegan las lipoproteinas en el proceso aterogénico?, explique.
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5. IONES INORGANICOS SERICOS
(ELECTROLITOS)

Objetivos

— Reconocer los diferentes métodos para la cuantificacion de los principales iones
inorgénicos séricos: sodio, potasio, cloruros, calcio y fosforo.

— Aplicar los métodos de determinacién de cloruros, calcio y fosforo.
— Interpretar los resultados en el contexto clinico.

Introduccion

Los electrolitos se clasifican como aniones o cationes segun su carga eléctrica
y su migracién en un campo eléctrico, hacia el anodo o el catodo.

Aungue los amino&cidos y proteinas en solucion también llevan carga eléctrica,
en Quimica Clinica se clasifican de ordinario a parte de los electrolitos.

Los principales electrolitos (sodio, potasio, cloruros, fosfatos, calcio y magnesio)
se encuentran generalmente como iones libres, mientras que los elementos trazas
ocurren de manera primaria en alguna combinacion especial con proteina y por eso
se clasifican diferente, ademas de que los electrolitos estan en el organismo en
mayor concentracion.

Los electrolitos desempefian multiples funciones en el cuerpo humano. Casi no
existe ningun proceso metabdlico que no dependa o no sea afectado por ellos.

La determinacién de electrolitos es una de las funciones importantes del
laboratorio clinico. En los ultimos afios se ha podido disponer de una serie de
instrumentos que facilitan la determinacion analitica. Entre las herramientas que se
emplean actualmente se encuentran diversos micrométodos y macrométodos,
basados en espectrofotometria, espectrografia de emision, espectrofotometria de
flama, analisis de activacion neutronica, espectroscopia de absorcion atémica,
analisis columbimétrico y electrodo ion selectivo (EIS), considerandose el de
referencia la absorcidn atbmica, aunque es poco practico para la rutina.

El método rutinario de eleccién es el electrodo ion selectivo, por su facilidad para
incluirse en los autoanalizadores y la sencillez de los procedimientos.
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5.1 Sobio Y Potasio

El sodio y el potasio son generalmente determinados electrodo ion selectivo
(EIS). Los detalles analiticos varian con el aparato que se utilice, por lo que se deben
leer cuidadosamente las instrucciones del mismo antes de realizar la determinacion.

Los métodos con electrodos para iones usan una membrana de vidrio que

permite el intercambio idnico de sodio y una membrana transportadora neutra de
valinomicina para la medicion de potasio. Los electrodos tipicos para sodio tienen
una selectividad diez veces mayor para Na* que para K*y no son afectados por pH
superiores a 1.

La relacibn Na'/K* en suero es aproximadamente 30. El potencial de cada
electrodo se mide con un voltaje fijo y estable, determinado por el electrodo de
referencia. Cada electrodo genera un voltaje que varia con la concentracion de
iones a la cual responde. La relacion entre el voltaje generado y la concentracion
del ion percibido es logaritmica y se expresa a través de la ecuacion de Nerst.

En este Ultimo sistema existen dos tipos generales de mediciones: directas, que
utilizan la muestra sin diluir, o indirectas, que miden la actividad iénica en una
muestra diluida (1:100, generalmente).

En la actualidad, la determinacion de estos iones por EIS ha adquirido
importancia por la facilidad de la automatizacion.

Técnica
Por carecer del equipo para hacer la medicion, esta actividad serd Unicamente
de seminario.

Valores de referencia:

Suero o plasma Tradicional Sl
Sodio 136 — 145 mEqg/L 136 — 145 mmol/L
Potasio* 3.7-5.2mEqg/L 3.7 - 5.2 mmol/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.
SEMINARIO: ABSORCION ATOMICA Y ELECTRODO ION SELECTIVO

Cuestionario
1. ¢Qué es un estandar interno en absorcion atdbmica y con qué elementos
guimicos se debe utilizar para su cuantificacion?
¢, Cual es el fundamento del electrodo ion selectivo?
Realice un esquema de un EIS para sodio.
¢,Cudles son las funciones fisioldgicas del sodio y el potasio?

hwn
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. ¢En qué trastornos clinicos aumentan y disminuyen los niveles de sodio y
potasio?
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5.2 CLORUROS
VALORACION MERCUROMETRICA

El ion cloruro es el principal anion extracelular, con 103 mEg/L de concentracion
en el suero, siendo el total de los aniones de 154 mEg/L; intervienen de un modo
importante en el mantenimiento de la hidratacion y la presion osmotica aproximada
y del balance anion-cation normal en el mismo compartimiento.

La mayoria de las técnicas habitualmente utilizadas para la determinacion de
cloro recurren a una conjugacion previa de este elemento con plata o mercurio para
formar cloruro de plata o cloruro de mercurio no disociados.

Se ha determinado también mediante el analisis del desplazamiento del ion
cromato de su forma inicial de cromato de plata o cromato potasico, y con ion
tioscianato.

El principal problema de estos métodos, es que son basicamente gravimeétricos,
por lo que el error humano puede ser muy grande.

Fundamento

Se titulan los iones cloruro (CI7) con una solucién patrén de mercurio Il (Hg?*), lo
que da lugar a la formacion de HgCl2z no disociado pero soluble. El punto final de la
titulacion viene detectado por la aparicion de un color violeta que se produce cuando
el exceso de Hg?* forma un complejo con el indicador difenilcarbazona.

Reaccion: _ o4
2CI~ + Hg(NO3)2—— HgCl2+ 2NOs + Hg (exceso) + Difenilcarbazona

Complejo violeta

Figura 7. Reaccién de determinacion de cloruros por el método mercurométrico.
Tomado de: Pesce y Kaplan, 1990.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de cloruros por el método
mercurometrico.

Material biolégico: suero, plasma o liquido cefalorraquideo.
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Técnica
El procedimiento depende del estuche comercial disponible. Debe seguirse al
pie de la letra las instrucciones del fabricante.

*NOTA: El material de vidrio debe estar bien limpio y enjuagado con agua
preferentemente bidestilada.

Calculos: los indicados en el instructivo del estuche empleado.

Factores de conversion: <3@8y L = <gp/€ X 0.282
/&= G8WL X 3545

@8 =g/L X 2821

Valores de referencia

Muestra Tradicional Sl

Suero 334 — 395 mg/dL 94 — 111 mmol/L
102 - 112 mEg/L 102 — 112 mmol/L*

Orina 6-909/24 h 170 — 250 mmol/24 h

LCR 410 — 470 mg/dL 115 - 132 mmol/L

LCR: liquido cefalorraquideo. *Para poblacién mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes
G, 2013.

Seminario: DESHIDRATACION

Cuestionario

1. ;Qué otros métodos existen para la determinacién de cloruros? Explique el
fundamento de dos de ellos.

2. Esquematice el desplazamiento de cloruros en el eritrocito para el
mantenimiento del equilibrio acido-base.

3. ¢ Cudles son los sintomas clinicos y hallazgos de laboratorio en una
deshidratacion?

4. ;En qué padecimientos se encuentran alterados (aumentados y disminuidos) los
cloruros plasmaticos y en LCR?

5. Defina qué es una deshidratacion isoténica, hipotdnica e hiperténica.
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5.3 CALclO Y FOSFATO

Los metabolismos de calcio y fésforo estan tan intimamente ligados que se
justifica examinarlos al mismo tiempo. Se han publicado en la literatura una gran
cantidad de técnicas para la cuantificacion de calcio, incluyéndose entre ellas:

- Reaccion con un anion, seguida de la cuantificacion del anion.

- Quelacién con EDTA.

- Precipitacion con acido cloranilico 6 acido naftilhidroxamico, seguida de una
determinacién fotométrica del anion.

- Medida espectrofotométrica directa de productos de reaccion coloreados
formados por varios indicadores.

- Fotometria de llama.

- Absorcion atomica.

- Electrodo i6n selectivo.

De todas éstas, las mas exactas son las tres ultimas, siendo la fotometria de
llama y la absorcion atbmica menos accesibles y mas costosas por el equipo que
se emplea y su mantenimiento. Las demas presentan muchos problemas a nivel
técnico que deben tomarse en cuenta cuando se hace la determinacion y se
consideran casi equivalentes. La técnica colorimétrica de reaccion con un indicador
es la mas utilizada debido a que tiene menos dificultades técnicas y es mas facil de
estandarizar en el laboratorio, siendo muy reproducible.

El fésforo se encuentra en la sangre fundamentalmente en forma de fosfatos
inorganicos y organicos. El fosforo total se determina como fosfato inorgénico,
después de una digestion humeda de la sangre con acido sulfurico/acido perclérico,
acido nitrico o peréxido de hidrogeno. Si en lugar de estos agentes se emplea acido
tricloroacético, se denomina fésforo acido-soluble, que incluye los iones fosfato,
inorganicos y algunos organicos. Las técnicas de determinacion de los iones fosfato
se basan en que, en condiciones adecuadas, los molibdatos, arsenitos y silicatos
reaccionan con los fosfatos para formar compuestos heteropolimeros, como son el
molibdodifosfato amoénico (fosfomolibdato de amonio, (NH4)3[P(Mo03012)4]). La
mayoria de las técnicas habitualmente empleadas involucran la determinacién de
azul de molibdeno formado por reduccion del molibdodifosfato mediante una amplia
variedad de agentes reductores.
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5.3.1 Calcio

METODO DE REACCION CON UN INDICADOR

Se han empleado varios indicadores especificos para calcio que cambian de
color en presencia o ausencia del mismo, como el purpurato aménico (murexida)
gue es de color purpura azulado en ausencia del ion y rosa en su presencia; negro
eriocromo T [4c. 1-(1 hidroxi-2-naftilazo)-5-nitro-2-naftol-4-sulfénico] que da un color
rojo cuando el pH es inferior a 6.3 y azul cuando es superior a esta cifra; y la o-
cresolftaleina complexona (metalftaleina de Schwarzenbach) que forma un
complejo color rojo con el calcio a pH entre 10 y 12. Este ultimo es el mas utilizado
en la rutina actualmente.

Fundamento
En solucién alcalina el calcio ionizado (Ca?*) forma un complejo violeta con la o-
cresolftaleina complexona.

Reaccion:
HOOCH ,C /CHZCOOH o OOCH 2c\ /CH 2L00 \:a
N
/\N T\ ™ cocH c/N | Nen,coo /
HOOCH o™ | CH,COOH & He 2
HZC CH2 2 o)
CH2 OH
2 Ca’*+ HO J \ > HO
CHs
CH3
— /
HaC c_o\ HsC c” o
CcC=0 C=0
o-crosolftaleina Complejo
complexona violeta

Figura 8. Formacién del complejo de calcio con o-cresolftaleina complexona.
Tomado de: AMBC, 1989.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de calcio por el método de
reaccion con o-cresolftaleina complexona.
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Material biolégico: suero o plasma heparinizado.
Técnica
Segquir al pie de la letra las instrucciones del estuche comercial disponible.

Calculos: los indicados en el instructivo del estuche comercial empleado.

Factores de conversion: OO . = €/€9X0.25

/= GO LX40
S . = S X 05

S = SSWL X 2.0

Valores de referencia:

Muestra Tradicional* Sl

Suero o plasma
0 - 12 afos 9.2 - 10.9 mg/dL 2.3 -2.7 mmol/L
> 12 afos 8.7 — 10.3 mg/dL 2.2 — 2.6 mmol/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

5.3.2 Fosfato
METODO COLORIMETRICO

El proceso de formacion del azul de molibdeno es bastante complejo e
indudablemente heterogéneo. Las distintas técnicas de reduccién propuestas
difieren fundamentalmente en el agente reductor utilizado: cloruro estanoso,
fenilhidrazina, hidroquinona, ac. aminonaftolsulféonico, &ac. ascorbico, p-
metilaminofenol y N-fenilenediamina.

El p-metilaminofenol (Elon), produce un color con bastante tolerancia acida, muy
estable y con una sensibilidad considerable, por lo que es un método recomendable
para estandarizar en el laboratorio.

Fundamento

El fosfato inorganico presente en el suero y otros liquidos corporales forma
fosfomolibdato con molibdato de sodio. Por reduccion con A&cido
aminonaftolsulfénico se transforma el fosfomolibdato en azul de molibdeno. La
cantidad de azul de molibdeno formado es proporcional a la de fosfato inorganico
existente.
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Reaccion:

PO4% + Na2M0oOs ————— Naz[P(M03010)4]
Molibdato Fosfomolibdato
de sodio de sodio

Naz[P(Mo03010)4] + p-metilaminofenol ——— = Azul de molibdeno

Figura 9. Reacciones llevadas a cabo en la determinacion de fosfato por el
método de azul de molibdeno.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de fésforo por el método
colorimétrico.

Material biol6gico: suero, plasma u orina diluida. La orina se prepara afiadiendo 1.0
mL de HCl al 25% a 1.0 mL de orina y se completa con agua destilada hasta 20 mL
0 50 mL. Después de mezclar se toman 0.1 mL de esta solucién para su analisis.

Técnica
El indicado por la casa comercial del estuche que se disponga, deben seguirse
las instrucciones exactamente.

Célculos: los indicados en el instructivo de la casa comercial.

Factores de conversion: <@L = /€ X 0.322

©/©= S8 X 3.097

Valores de referencia

Muestra Tradicional Sl
Suero
Nifios 4.0 — 7.0 mg/dL 1.3 - 2.3 mmol/L
Adultos* 2.3 -6.0 mg/dL 0.7 — 1.9 mmol/L
Orina 0.7-159/24h 225 — 483 mmol/L
LCR 0.9 — 2.0 mg/dL 0.3 — 0.6 mmol/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.
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Seminario: RAQUITISMO

=

abrwn

Cuestionario
¢En qué padecimientos se encuentran aumentados y disminuidos ambos iones
y cudl es su relacion?
¢, Qué importancia tiene la cuantificacion de calcio urinario?
¢ Cuél es la diferencia entre raquitismo y osteomalacia?
Explique, ¢cdmo interviene la vitamina D en el metabolismo de ambos iones?
¢ Qué otros hallazgos de laboratorio e imagenes complementan el diagnostico
de raquitismo?
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6. ELEMENTOS TRAZAS

Objetivos
— Reconocer el papel y la importancia de los elementos traza en el organismo.

— Determinar la concentracién de hierro en una muestra bioldgica, como ejemplo
de los elementos traza.

Introduccion

El aumento fenomenal del conocimiento tanto basico como aplicado acerca de
los elementos trazas sigue constituyendo una sorpresa tanto para los investigadores
como para los clinicos. Los avances en la bioquimica, la biologia molecular, los
meétodos analiticos y la inmunologia han enriquecido el campo de la investigacion
de los llamados oligoelementos o elementos trazas.

Cada nutriente esencial tiene un rango caracteristico de concentraciones
tisulares y de ingestas compatibles con el mantenimiento de funciones y de salud
satisfactorias. Un objetivo fundamental de la investigacion en la nutricion es definir
los niveles de ingesta que son seguros desde el punto de vista de toxicidad y
adecuados para satisfacer los requerimientos.

El requerimiento absoluto de un nutriente es la cantidad promedio que debe ser
absorbida diariamente para mantener las funciones especificas, principalmente
enzimaticas, que dependen de dicho elemento, estas funciones no mejoran, aunque
los niveles de ingesta se sigan aumentando, convirtiéndose en toxicos pues en su
mayoria son metales que no se eliminan facilmente.

Tanto en el caso de los elementos anidnicos como catidnicos, el organismo
responde a los niveles excesivos de ingesta aumentando la excrecién y, en algunos
casos, disminuyendo la absorcion intestinal. En el caso de las moléculas anionicas
de pequefio tamafo, el exceso que no se puede excretar es almacenado
rapidamente en los parénquimas; los elementos catiénicos estan sometidos a un
control homeostatico mas estricto ya que sélo se produce su entrada excesiva a los
parénquimas cuando se sobrepasa la capacidad de transporte y almacenamiento
en las proteinas especificas. Investigaciones efectuadas durante la ultima década
han identificado como oligoelementos a algunos que habian sido considerados
toxicos en el pasado, como: selenio, cromo, niquel, arsénico y posiblemente el
plomo y el cadmio, pero siempre manteniendo niveles muy bajos.

Uno de los metales esenciales para el organismo es el hierro, que forma parte
de la hemoglobina, por ello sera el elemento trazas que servira de ejemplo.
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6.1 HIERRO SERICO

Existen pruebas irrefutables de que el suero o plasma contiene mas hierro
atribuible a la hemoglobina. Este "hierro sérico” ha recibido diferentes nhombres
segun los autores, habiéndole llamado: hierro no hemoglobinico, hierro de
transporte, hierro débilmente conjugado o hierro ultrafiltrable.

Casi la totalidad del hierro en suero esté unida a una p-globulina, la transferrina,
en forma de un complejo Fe®*-proteina, el resto esta conjugado con aminoacidos
libres; por lo que la mayoria de las técnicas para la determinacion de hierro sérico
involucran la ruptura del complejo hierro-proteina con HCI.

También se ha demostrado que el Fe3* es coprecipitado con las proteinas
séricas por el acido tricloroacético (TCA), en tanto que el Fe?* no loes.

Entre los reactivos utilizados para la cuantificacion espectrofotométrica del hierro
estan: tiocianato, 1,10-fenantrolina 'y 4,7-difenil-1,10-fenentrolina (bato-
fenantrolina), siendo este ultimo es mas utilizado en la rutina.

Fundamento:

El hierro unido a proteinas es escindido en un amortiguador de fosfatos
débilmente acido. Se reduce el Fe3* a Fe?* con ascorbato de sodio y se forma un
complejo rojo con batofenantrolina sulfonada.

Reaccion: He
Transferina-Fe3* > Fe3* + Transferrina

Fe3* + Ascorbato de sodio — Batofenantrolina + Fe?* — Complejo
sulfonada rojo

Figura 10. Reacciones para cuantificar el hierro por el método de batofenantrolina.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de hierro sérico por el método
colorimétrico de batofenantrolina.

Material biolégico: suero reciente no hemolizado.
Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir al pie de la letra el

instructivo.

Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l/
LABORATORIOS DE DOCENCIA

FES

MANUAL DE LABORATORIO DE QUIMICA CLINICA lit/

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 48 [ 143
Factores de conversion: u<38%L = /€ X 0.179
ng/ €= <L X 5585
Valores de referencia:
Muestra Tradicional* Si
Suero
Mujeres 10 — 150 pg/dL 1.8 — 26.9 umol/L
Hombres 15 - 167 ug/dL 2.7 —29.9 umol/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

SEMINARIO: DEFICIENCIA DE HIERRO

=

S

Cuestionario
¢, Cual es la importancia del plomo, cromo, cobre, zinc y hierro en elorganismo?
¢En qué muestras pueden cuantificarse estos metales?
¢, Qué es la capacidad de fijacibn de hierro y cuales son sus valores de
referencia?
¢En qué casos se cuantifica el hierro sérico y por qué?
¢, Cuales son las consecuencias del exceso de hierro en el organismo? Explique
el mecanismo.
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7. ANALISIS GASOMETRICO

Objetivos
— Identificar los componentes de un analisis gasométrico.
— Distinguir los cuidados que deben tenerse en la toma y conservacion de las
muestras.
— Discutir los diferentes métodos empleados para realizarlo.

Introduccion

El andlisis gasométrico, gasometria o analisis de gases en sangre, suele llevarse
a cabo a fin de evaluar el estado &cido-base o el estado de oxigenacion respiratoria
del paciente. Los parametros basicos de un analisis gasométrico son: presion
parcial de CO2 (pCOz), presion parcial de Oz (pOz2), pH, CO: total y concentracién
de bicarbonato (HCOs"), aunque hay instrumentos que miden ademas la saturacion
de O2(sOz2) en la hemoglobina y calculan el exceso de base.

La gasometria en la actualidad se realiza con microelectrodos, amperimetros y
co-oximetros, sustituyendo los equipos cuyo principio de medicion del gas es
manomeétrico (diferencia de presiones a volumen y temperatura constantes) o
volumeétrico (diferencia de volumenes a presion y temperatura constantes).

Dentro de las consideraciones a tomar en cuenta cuando se hace un analisis
gasomeétrico es la temperatura y la altura del lugar en donde se esta realizando y de
donde reside el paciente. Si no se efectla el analisis a la temperatura especificada,
ha de aplicarse un factor de correccion; y la altura es importante para la
interpretacion, ya que cambian los valores de referencia.

En la actualidad, la mayoria de los analizadores de gases en sangre disponibles
requieren de muestras de sangre total de menos de 250 pL y miden
simultaneamente pH, pCO2 y pOz2; aspiran la muestra automaticamente, reduciendo
asi errores provenientes de la introduccién manual. Muchos son controlados por
microprocesadores, de modo que la calibracion es automatica, a intervalos
prefijados, y una vez completado el analisis se muestran en una pantalla los
parametros medidos y los calculados.

También se han desarrollado instrumentos no invasores que miden pO2zy pCOz,
a través de electrodos transcutaneos que tienen una excelente correlacion con la
técnica automatizada. La dificultad que plantea el uso de rutina del electrodo
transcutaneo de pCO2 es que no provee una medicion de pH para la evaluacion
completa del estado acido-base.

Técnica
Por carecer del equipo para hacer la medicion, esta actividad sera Unicamente
de seminario.
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Factores de conversion: ©= 99y X 0.133 . _ _
El pH en unidades Sl se expresa en concentracion de hidrogeniones (H*),
recordando que:

90= — log[@']
[©] = 600i&» (— S0
Valores de referencia:

Parametro Sangre arterial Sangre venosa
pH* 7.41—-7.48 7.39 - 7.44
Concentracion de hidrogeniones
(nmol/L)* 33-39 36-41
pCO2 (mmHQg)* 27 - 33 31-38

(kPa)* 3.6-4.4 41-5.0
pO2 (mm Hg)* 56 - 70 30-35

(kPa)* 74-93 40-4.6
CO2 (mmol/L) 23 - 27 25-29
HCO3_ (mmol/L) 22 _ 26 24 — 28

*Altura de la ciudad de México (~ 2200 m/NM)
Seminario: ANALISIS GASOMETRICO

Cuestionario

1. ¢Quétipo de muestra se toma para la determinacion de gases sanguineos y que
cuidados preanaliticos deben tenerse al hacerlo?

2. ¢Hay alguna diferencia entre la medicion de una gasometria en sangre venosa
y en sangre arterial? Explique y fundamente su respuesta.

3. ¢Cual es el fundamento para la determinacion de cada uno de los parametros
medidos y calculados en la gasometria?

4. ¢Qué es el efecto Bohr? Realice un esquema que muestre las curvas de
disociacion de la hemoglobina en funcion del pH y la cantidad de COo..

5. ¢Qué es la brecha de aniones y cudl es su importancia en la gasometria?
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8. PERFIL BIOQUIMICO RENAL

Objetivos
— Reconocer los componentes de un perfil bioquimico renal.
— Determinar los componentes del perfil renal, tanto los séricos como el examen
general de orina.
— Reconocer el papel de estas mediciones como elementos de diagnostico de
problemas renales.

Introduccion

Existen numerosos sindromes que, aislados o en combinacion, tienen la
posibilidad de provocar un dafio renal.

La evaluacion del dafio renal se lleva a cabo por la medicion de varios
componentes séricos y la orina, lo que conforma los perfiles renales. Son dos los
perfiles renales, uno que se encarga de ver la funcionalidad del rifion evaluando sus
tres principales actividades: filtracion, eliminacién y concentracion; y el perfil
bioguimico renal conformado por las principales sustancias nitrogenadas no
proteicas (nitrdgeno uréico o urea, acido Urico y creatinina) y el examen general de
orina (EGO).

El perfil bioguimico renal es mas solicitado por los médicos que el de
funcionamiento, porque como consecuencia de una menor funcion renal, se
observan mayores concentraciones de sus componentes y alteraciones en la orina.
Forma parte de la llamada quimica sanguinea, por lo que muchos profesionales de
la salud no identifican que se trata de un perfil especifico.

El perfil de funcionamiento renal es solicitado por los especialistas, ya que es
mas especifico y ayuda a aclarar el diagndstico de un dafio renal.

El diagnéstico de enfermedad renal se hace en gran medida en el laboratorio de
guimica clinica, ya que los signos y sintomas clinicos pueden ser minimos o faltar
totalmente, y aun, cuando los hubiera, no siempre reflejan la gravedad o el
prondstico al paciente y pueden ser confundidos con los originados en otro érgano
cercano; por ello, las pruebas que miden la retencion de compuestos nitrogenados
no proteinicos en plasma son de suma importancia. Mediante la determinacion de
los sintomas clinicos de un individuo y de las anormalidades en los resultados de
laboratorio, el clinico intenta establecer el diagndstico del trastorno renal presente.

Asi mismo, la medicidén de la urea y la creatinina es basica para el seguimiento
y prondstico de una enfermedad renal establecida, ayuda a la diferenciacién de si
es aguda o cronica, al establecimiento del tratamiento y seguimiento del tratamiento,
dentro de las acciones mas importantes.
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8.1 UREA

La urea es el producto final principal del metabolismo proteinico. Se forma en el
higado, se vierte a la sangre y es eliminada por el rifidn. Constituye
aproximadamente el 45% del nitrégeno no proteico total del suero o plasma.

La cantidad producida esta acelerada por una dieta con elevado contenido
proteico o bien por un aumento del catabolismo proteico endégeno, debido a una
desnutricion grave o a un dafio histico.

La capacidad del rindbn normal para excretar urea es notable, y en presencia de
una funcién renal normal, solo las dietas extremadamente ricas en proteinas pueden
originar un aumento de la uremia superior a los niveles de referencia.

Los métodos para la determinacion de urea pueden dividirse actualmente en
dos:

— Indirectos: Determinacion del amonio resultante por accion de la ureasa

sobre la urea.

— Enzimaticos/acoplados: Medicion, a través de reacciones acopladas, de un
producto formado que es directamente proporcional a la concentracién de
urea.

Debido a que los resultados del analisis de urea en sangre se expresaba
originariamente en términos de nitrdgeno liberado, la concentracion de urea se
reportaba en mg de nitrégeno de urea (BUN, Blood Urea Nitrogen)/volumen.
Lamentablemente, esta forma ha sobrevivido a los afios y los cambios en la
metodologia, por lo que actualmente, aunque el fundamento de las técnicas sea
diferente, continGia su uso; ademas, si reportamos los resultados en unidades SI, el
calculo en mmol/L es en funcién el nitrdgeno uréico.

Las técnicas indirectas son llamadas asi porque no se cuantifica directamente el
metabolito, sino algin producto de degradacion del mismo o el de otra reaccién. Las
técnicas indirectas para la urea recurren a la enzima ureasa (urea amidohidrolasa,
E.C. 3.5.1.5.) para descomponer la urea en amonio y CO2. Después de la reaccion
se cuantifica cualquiera de los dos productos de reaccion, principalmente el amonio.
La reaccion mas comunmente empleada es la del indofenol de Berthelot, el cual
cuantifica el ion amonio producto de la reaccion. Existen comercialmente algunas
modificaciones al método de Berthelot, y la diferencia radica en los reactivos
utilizados para cuantificar el amonio, formando productos mas estables y con
técnicas menos complicadas.

Asi mismo, hoy en dia existe comercialmente otro método enzimatico que utiliza
glutamato deshidrogenasa (GLDH) y NADH en una medicion indirecta, pero tiene la
desventaja que deben hacerse las lecturas a 340 nm. Otro método comercial
colorimétrico es una medicion directa de la urea aprovechando su propiedad de
modificar al o-ftalaldehido, técnica que se esta haciendo muy popular por su
sencillez, precisiéon y rapidez, es un método cinético.
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8.1.1 odo de Berthelot

Fundamento:

La ureasa hidroliza la urea en amonio y anhidrido carbdnico; el amonio liberado
reacciona con fenol e hipoclorito de sodio para formar p-quinonacloramina; ésta,
con una segunda molécula de fenol, produce un compuesto indofendlico de color
azul, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de urea presente. La reaccion
se activa en presencia de nitroprusiato de sodio.

Reaccion:
(@)
” Ureasa

NH—C——NH, + 2H,0 + H* ——3 (NH,),CO3 + H*—— 2NH,* + HCOj3’

Urea

NH;" + OH———» NH3 + H,0 o)

OH

NaOH

NH3 + NaOCI + 2 —
NayFe(CN)sNO

o
Indofenol

Figura 12. Reaccion de la urea por el método de Berthelot. Tomado de: Pescey
Kaplan, 1990.
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La reaccién ha sido modificada para que se pueda introducir a un autoanalizador,
sustituyendo el fenol por salicilato de sodio y activando con nitroprusiato de sodio
para formar el indofenol, por lo que el ultimo paso de la reaccion es:

Nitroprusiato de sodio
NH4+ + Salicilato de sodio > |Indofenol

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de urea por el método de
Berthelot modificado.

Material biolégico: suero o plasma.

Técnica
Esta es dependiente del equipo comercial disponible. Debe seguirse al pie de la
letra las instrucciones.

Céalculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: <9S8 L = SO/ € X 0.166

/O = GOV L X 6.006
SO L. = N, €/ € X 0357

©/© =N, €8 X 2.801

Valores de referencia:

Muestra Tradicional* Sl
Suero o plasma
Mujeres 0 — 50 afos 13 — 41 mg/dL 2.1 - 6.8 mmol/L
6 — 19 mg N2/dL
> 50 afios 17 — 56 mg/dL 2.8 — 9.3 mmol/L
8 — 26 mg N2/dL
Hombres
0 — 50 afios 15 - 43 mg/dL 2.5 - 7.1 mmol/L
7 — 20 mg N2/dL
> 50 afios 19 — 58 mg/dL 3.2 -9.6 mmol/L

9 — 27 mg Nz/dL
Relacion BUN/Crea
Mujeres Hombres 8.1-26.0 NA
8.1-228
*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013. BUN/Crea:
nitrégeno uréico/creatinina; NA: no aplica.
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8.1.2 odo de o-ftalaldehido
Fundamento:

La urea presente en la muestra reacciona con o-ftalaldehido en medio acido
originando un complejo colorido que absorbe a 510 nm. Es una medicion directa,
por lo que la intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de urea
en la muestra ensayada.

Reaccion:

+

H
Urea + o-ftalaldehido ——— = Isoindolina

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de urea por el método de o-
ftalaldehido.

Material biolégico: suero o plasma.

Técnica
Esta es dependiente del estuche comercial disponible. Debe seguirse al pie de
la letra las instrucciones.

Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.
Factores de conversion: los especificados en el método anterior.
Valores de referencia: los mismos que en el método anterior.
Seminario: GLOMERULONEFRITIS

Cuestionario

Realice un esquema del ciclo de la urea e indique las enzimas que participan.

2. ¢Qué hallazgos de laboratorio son importantes para el diagnostico de
glomerulonefritis?

3. ¢Cual es el papel de la proteinuria en el seguimiento de un paciente con
glomerulonefritis? Explique su respuesta.

4. ¢En qué otros padecimientos, a parte de la glomerulonefritis, se encuentran
alteraciones del nitrogeno ureico?

5. ¢Como se clasifican las enfermedades renales crdonicas?

=
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8.2 Acipo Urico
METoDO URICASA-PAP

El &cido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en el hombre,
y es una de las sustancias nitrogenadas no proteicas. Parte del circulante es
enddgeno y parte es exdgeno y principalmente se excreta por orina.

Las investigaciones efectuadas sobre la metodologia de las determinaciones de
acido urico se han encaminado a mejorar la especificidad de las técnicas. La
reduccién del acido fosfotingstico a azul de tungsteno por soluciones alcalinas de
acido urico fue aplicada por primera vez al analisis de este compuesto en sangre en
1912, siendo aun un método utilizado en México.

En la basqueda de mejores métodos, hace tiempo que se recurre a la enzima
uricasa para aumentar la especificidad, aprovechando que, ésta oxida el acido Urico
a alantoina y peroxido de hidrégeno. La alantoina, a diferencia del acido urico, no
posee un pico de absorcién en la regién de 290-293 nm del espectro de luz
ultravioleta, por lo que se han empleado mediciones de absorcidn a estas longitudes
de onda antes y después de la incubacion de la muestra con uricasa para
cuantificarlo, pero no todos los laboratorios tienen espectrofotometros con
capacidad de lectura en esas longitudes de onda, por lo que no es muy practico
para el analisis en rutina.

Una alternativa fue acoplar la reaccién para la obtencién de un compuesto
colorido que sea mas accesible para los laboratorios, desarrollandose un método
gue se basa en la oxidacién del peréxido de hidrégeno, producto de la reaccion,
midiendo su respuesta cromogénica con varios oxidantes, el mas utilizado
actualmente es la 4-aminofenazona, por lo que es un método PAP o Trinder
adaptado a los autoanalizadores y por ello el método de rutina actualmente.

Fundamento:

Es una medicion indirecta. El acido urico se convierte, catalizado por la uricasa,
en alantoina y H202. El H202 formado, catalizado por la peroxidasa, oxida el acido
3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfénico y la 4-aminofenazona para dar un compuesto
de quinoneimina rojo-violeta que se mide espectrofotométricamente a 520 nm.
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Reaccion:
Uricasa

Acido Urico + 02+ HLO —— > alantoina + H202

2H202 + Ac. 3,5-dicloro-2-hidroxibencensulfonico + 4-aminofenazona Peroxidasa

N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulfonato-p-
benzoquinonaimina

Figura 13. Reacciones para la determinacion de acido urico por el método
uricasa-PAP.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de &cido urico.
Material biolégico: suero, plasma u orina diluida 1:10.

Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
inserto.

Caélculos: los indicados en el inserto del estuche utilizado.

Factores de conversion: U= /X 59.48

©/© = 1EHX 0.016

Valores de referencia:

Muestra Tradicional Sl
Suero*
Mujeres 2.4 — 7.2 mg/dL 143 — 428 umol/L
Hombres 3.2-9.2 mg/dL 190 — 547 umol/L
Orina 250 — 750 mg/24 h 14.9 - 44.6 mmol/24 h

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

Seminario: GOTA
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Cuestionario
¢, COmo se realiza la sintesis de acido urico en el hombre? Realice unesquema.
¢En qué padecimientos se encuentran alterados los valores de referencia de
acido urico? Tanto aumentados como disminuidos.
¢, Qué es un tofo y por qué se forman en el proceso gotoso?
¢, Qué pruebas de laboratorio complementan el diagnostico de gota?
¢ Cuél es el mecanismo de accion de la colchicina en la gota?
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8.3 CREATININA

La creatinina es el anhidrido de la creatina y es formada en gran parte en el
musculo por la eliminacion irreversible y no enzimética de agua del fosfato de
creatina. Tanto la creatina como la creatinina son considerados compuestos
nitrogenados no proteicos.

La mayoria de los métodos para la determinacion de ambos se basan en la
reaccion de Jaffé descrita en 1886, y que tiene la distincion de ser el método de
guimica clinica mas antiguo aun en uso. Este ensayo esta basado en la reaccion de
la creatinina con una solucion alcalina de picrato de sodio. Desgraciadamente este
método, tan simple, no es especifico para creatinina, existiendo muchas sustancias
en la sangre que también reaccionan con el picrato alcalino, ademéas de ser
dependiente de: la concentracién de &cido picrico, temperatura, precipitacion de
proteinas y pH.

Folin y Wu aplicaron la observacion de Jaffé a la cuantificacion de creatinina y
creatina en un filtrado desproteinizado preparado a partir de sangre total, ya que
siendo ésta una reaccion de punto final, los grupos a-cetometilo o a-cetometileno
gue se encuentran en las proteinas reaccionan con el picrato alcalino dando
complejos muy coloreados.

Posteriormente se propuso un método cinético siguiendo la reaccion de Jaffé
gue requiere de instrumentos capaces de realizar lecturas con intervalos precisos y
reproducibles, ya que se realizan lecturas seriadas en un intervalo de 10 a 60
segundos, método que auln existe comercialmente.

En cuanto a métodos enziméticos dos han sido las enzimas empleadas para
este andlisis: la creatinina amidohidrolasa (EC 3.5.3.10), también denominada
"creatinasa" o "creatinina hidrolasa"; y la creatinina deiminasa (EC 3.5.4.21),
también denominada "creatinina iminohidrolasa”, aunque no son tan populares
porgue sus lecturas son UV.

El método mas recientemente desarrollado es el que utiliza creatinasa y
sarcosina oxidasa para finalmente observar la reduccion del H202 y la formacion de
guinonaimina (PAP).
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8.3.1 Método cinético de Jaffé

Dentro de los cuidados que se deben tener con la reaccion de Jaffé estan el
tiempo de desarrollo de la reaccién y la temperatura. Si el tiempo excede a los 15
min. y la temperatura a la cual se lleva a cabo la reaccion esta por encima de los
30°C, el aumento de color que se observa se debe, casi seguramente, a la
formacion de metilguanidina y picramato en la reaccion.

El método cinético sigue la reaccion tradicional, pero con algunas modificaciones
gue lo optimizan:
- Tiene una baja concentracion de &cido picrico que no produce precipitacion de

proteinas, por lo que se puede emplear suero o plasma sin desproteinizar.
- Debido al répido transcurso de la reaccion, no interfieren reacciones secundarias

gue inician mas tarde.

Fundamento:
La creatinina reacciona con el picrato alcalino para formar el picrato de creatinina
alcalina (complejo de Janowski) de color anaranjado que se mide fotométricamente.

Reaccion:
HO

/H O NO, H3C

0 X O,N NO, \N NH
>:NH + —3» O,N \’/
N\ NH
CHy NO, NGz O

Creatinina Acido picrico Complejo de Janowski

Figura 14. Reaccion de la creatinina con &cido picrico por el método de Jaffé.
Tomado de: Narayanan, 1980.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de creatinina por el método
cinético.

Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
instructivo al pie de la letra.
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*NOTA: Es muy importante realizar las lecturas EXACTAMENTE a los tiempos
especificados en el instructivo.

Calculos: los indicados en el inserto del estuche utilizado.

Factores de conversion: LWL = p/€X884

©/€©= WL X0011

Valores de referencia:

Muestra Tradicional Sl
Suero*

Mujeres 0.6 — 1.0 mg/dL 53.0 — 88.4 umol/L
Hombres 0.8 — 1.3 mg/dL 70.7 — 114.9 pmol/L
Orina 7.3 — 24.6 mg/kg de 0.065 — 0.217 mmol/kg de

peso en 24 h peso en 24 h

Depuracion de
creatinina (mL/min)

Adultos
Mujeres 70-130
Hombres 75 -140
> 60 afos
Mujeres 50 - 100
Hombres 55-115

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

8.3.2 odo Trinder
Fundamento:

Es una serie de reacciones en dos pasos esenciales. En un primer paso se
degrada la creatina presente en la muestra con creatinasa, para después con
sarcosina oxidasa producir H202 que es eliminado por una catalasa. En el segundo
paso, la catalasa presente es inhibida por la azida de sodio para posteriormente
afadir creatininasa y producir creatina. Se repiten las dos reacciones anteriores
para cuantificar finalmente el H202 generado en la reaccion con 4- aminofenazona
(PAP). Unicamente el H202 producto de la reaccion sobre la creatina generada a
partir de la creatinina de la muestra es el cuantificado.
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Reaccion:
Primer paso
Creatinasa
Creatina + HHO —— > Sarcosina + Urea
Sarcosina
oxidasa

Sarcosina + O2 + HHO — > Formaldehido + Glicina + H202
Catalasa

H20

Segundo paso

Creatininasa
Creatinina + HHO ———— > Creatina

Creatinasa
Creatina + HHO —— > Sarcosina + Urea

Sarcosina

oxidasa
Sarcosina + O2 + HHO — > Formaldehido + Glicina + H202

Peroxidasa
2H202+ 4-amino-fenazona (PAP) — Quinonaimina + 4H20

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de creatinina por el método
Trinder.

Técnica

Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
instructivo al pie de la letra.
Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: los especificados en el método anterior.

Valores de referencia: los mismos que en el método anterior.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE QUIMICA CLINICA lit/

Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML31 19/04/2016 0 66 /143

Seminario: FILTRACION GLOMERULAR, ACLARAMIENTO O DEPURACIONRENAL

Cuestionario

. ¢Por qué la cantidad de creatinina sérica se mantiene constante en el
organismo?

. ¢ Qué sustancias se emplean para la determinacion de la filtracion glomerular,
aclaramiento o depuracion renal?

Mencione qué caracteristicas deben tener una substancia para poder ser
utilizada para medir el aclaramiento renal y por qué.

. ¢ Qué otras férmulas, diferentes a las de depuracion de creatinina, existen para
el célculo del aclaramiento renal?

. ¢Qué es la cistatina C y qué ventajas tiene sobre la creatinina para ser
considerada de utilidad en el aclaramiento renal?
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8.4 ANALISIS GENERAL DE ORINA

Normalmente, al andlisis de la orina se le denomina examen general de orina
(EGO), examen de orina o uroanalisis.

El andlisis de orina con fines diagnosticos se ha practicado durante siglos y
probablemente es el mas antiguo de los procedimientos de laboratorio que se
emplean actualmente en Medicina. Puede decirse que es una "biopsia del cuerpo”
porque nos da informacion sobre todos los 6érganos y sistemas del cuerpo, ademas
de ser un estudio no costoso, con espécimen de facil obtencién y con resultados
disponibles en minutos.

El uso de pruebas sencillas como son las de: proteinas, azlcares y el examen
del sedimento urinario, facilitan habitualmente al médico informacion valiosa
respecto al metabolismo de hidratos de carbono, funcién renal, infecciones del
sistema urinario, equilibrio acido-base y condiciones hemoliticas.

El andlisis de orina lo podemos dividir en tres partes:

- Examen fisico

- Examen quimico

- Examen de sedimento urinario

Para el analisis quimico, se utilizan pruebas cualitativas con tiras o tabletas
reactivas y métodos cuantitativos para algunos componentes como proteinas. Con
la introduccion de estas técnicas sencillas, en vez de hacer el proceso quimico
completo, se hacen mas faciles y rapidas las determinaciones ya que Unicamente
hay que realizar la observacién de un cambio de color, aumentando a su vez el
numero de éstas. En la actualidad hay varias casas comerciales que producen este
tipo de productos en México.

Por otro lado, debido a que los pacientes diabéticos pueden cursar con
nefropatia y no ser detectada a tiempo por el limite de detectabilidad de proteinas
en las tiras reactivas comunes, se han introducido al mercado unas tiras reactivas
especiales para semicuantificar albumina en muy pequefias concentraciones
(microalbuminuria).

En ocasiones, las muestras urinarias presentan sustancias que impiden efectuar
una correcta interpretacion de los colores de las tiras reactivas como pueden ser:
metabolitos de algunos farmacos, colorantes vegetales, etc., por ello es necesario
tener presente que, de no poder realizarse una correcta lectura de las tiras reactivas,
deben implementarse métodos quimicos para llevar a cabo el analisis.

Hoy en dia, el uroandlisis también se ha automatizado, existiendo lectores de
tiras reactivas que tienen como fundamento la reflactancia y equipos que cuantifican
los componentes del sedimento a través de citometria de flujo.
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Reactivos:

Frasco con tiras reactivas comerciales para determinacion de parametros en orina
con escala de colores.

Solucién de acido sulfosalicilico al 3% P/V......oeeeiiiiii e, (14)
Frasco con tiras reactivas comerciales para deteccion de microalbumina.

Material biolégico: Orina recién emitida.

8.4.1 Examen fisico
Es la parte inicial de un andlisis de rutina. Comprende la evaluacion del volumen,
color, aspecto, olor (cuando es diferente del normal) y densidad.

Volumen
El volumen en una muestra al azar puede no ser muy importante, pero es
conveniente reportarlo como referencia de la cantidad de muestra en la que se
realizé el analisis.

Técnica
- Agitar cuidadosamente la muestra antes de comenzar el analisis.
- Vaciar el contenido en una probeta y medir el volumen total de la muestra.

Color y Aspecto

La orina normal debe ser color amarillo paja. Los colores anormales pueden ser
causados por padecimientos. Medicamentos o alimentos.

La orina normal debe ser clara o transparente. Cualquier turbidez u
oscurecimiento aparente de la orina debe ser reportado. La causa exacta de la
turbidez podra corroborarse con el examen microscépico, habiendo una buena
correlacién, a mayor turbidez mas sedimento.

Técnica

Observar el color de la muestra bajo buenas condiciones de luz y a través del
recipiente contra un fondo blanco. Clasificarlo de acuerdo al cuadro 8.4.1.

Para la turbidez, mezclar perfectamente la muestra y examinarla a través de un
recipiente claro, observando con una buena fuente de luz contra un fondo que tenga
letras negras o una linea gruesa del mismo color. Anotar la apariencia de la muestra,
indicando si es: transparente, ligeramente turbia, turbia o lechosa, Si se aprecian
las letras es transparente, si se ven un poco borrosas es ligeramente turbia y si no
pueden leerse se reporta como turbia. Si la apariencia es francamente turbia, se
reporta como lechosa.
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Cuadro 8.4.1. Clasificacion del color de la orina.

Color a reportar Observacion

Incoloro No presenta coloracion, semejante al agua

Amarillo | Color amarillo paja

Amarillo 11 Color amarillo canario

Amarillo 111 Color amarillo intenso

Naranja Francamente anaranjado

Ambar Color ligeramente café

Rojo Rojo en cualquiera de sus tonos

Café Color semejante a una cerveza obscura

Otro Cualquier otro color debe informarse
Olor

La orina no tiene olor, excepto por una ligera fragancia aroméatica. Un fuerte olor
a amoniaco indica la presencia de bacterias. Otros olores pueden ser causados por
alimentos o medicamentos.

Técnica
Al destapar el frasco percibir el olor que despide la orina. Registrar cualquier olor
fuerte o poco caracteristico.

Densidad

La densidad o gravedad especifica de la orina es definida como el peso de la
orina comparada con el peso de un volumen igual de agua destilada a la misma
temperatura.

Indica la cantidad de sustancias disueltas en la orina, y es una medida parcial de
la capacidad del rifion para concentrar orina.

Se puede realizar con un densitometro, hidrémetro, urinébmetro o pesa orina; con
un refractometro o con tira reactiva.

Fundamento:

Los componentes de la orina, asi como los elementos formes que se encuentren
en ella van a darle una densidad diferente a la del agua, mientras mas componentes
y elementos formes tenga, mayor sera la densidad.

Técnica con densitometro

- Se requiere de un volumen minimo de 15 mL.

- Colocar un parte de la muestra en una probeta especial para medir la densidad
(aproximadamente 2/3 de la capacidad).
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- Introducir el densitometro en la muestra haciéndolo girar sobre la superficie para
asegurarse que flote libremente y que no haya formacion de burbujas alrededor
del densitometro.

- Leer la escala observando que el densitometro no toque las paredes o el fondo
del recipiente.

- La densidad es afectada por la temperatura y el contenido de proteinas y
azucares de la orina, por lo que hay que restar 0.004 por cada 10 g/L de glucosa,
0.003 por cada 10 g/L de proteinas y 0.001 por cada 3°C por debajo de los 25°C.

Técnica con refractometro
Los refractdbmetros miden los sélidos totales en un liquido por determinacion del

indice de refraccion (IR) de la orina.

- Limpiar primero las superficies de la tapa del refractometro con un lienzo himedo
y luego secar.

- Verificar la calibracion del refractometro con agua destilada, el valor debe ser
1.000.

- Aplicar una gota de orina con una pipeta Pasteur en la parte ranurada de la
cubierta de manera gue fluya sobre la superficie prisméatica por accion capilar.

- Dirigir el refractdmetro hacia la fuente de luz y leer directamente en la escala de
densidad, teniendo en cuenta la linea definida entre la luz y el contraste obscuro.

- Si la densidad es superior a 1.030, diluir la orina a la mitad con agua y leer.
Multiplicar los tres ultimos digitos por 3.

Técnica con tira reactiva:

La medicién de la gravedad especifica (SG) por medio de tiras reactivas esta
basada en las fuerzas idnicas de la orina. Seguir las indicaciones del analisis
guimico con tira reactiva que esta a continuacion.

8.4.2 Examen quimico
El andlisis quimico de la orina comprende la determinacién de los diversos
componentes disueltos en este espécimen y que son utiles en el diagndstico.

Medicion con tira reactiva
Estas mediciones han permitido al laboratorio clinico generar resultados
guimicos cualitativos o0 semicuantitativos de los componentes urinarios mas
importantes de una manera rapida, precisa y eficiente.
Las tiras reactivas estan formadas por una tira de plastico que contiene una o
mas areas con reactivos quimicos impregnados. Una reaccion colorida se desarrolla
al entrar en contacto estas areas con la orina.
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Técnica

- Extraer del envase una tira reactiva y volverlo a tapar herméticamente.

- Mezclar la orinay llenar con la muestra un tubo de 13X100 mL aproximadamente
hasta % partes.

- Sumergir la tira reactiva en la muestra impregnando perfectamente, remover el
exceso de orina colocando la tira de manera lateral y horizontalmente sobre un
papel secante (papel sanitario o pafiuelo facial).

- Comparar el color obtenido en la tira con la carta de colores del frasco en un
lugar bien iluminado. Cada parametro quimico debe evaluarse dentro del
periodo especificado en las instrucciones del fabricante, realizando las lecturas
en los TIEMPOS EXACTOS, por lo que hay que tomar el tiempo con cronémetro.

- Los resultados positivos requieren confirmacion mediante el diagnostico y
métodos quimicos y microscopicos si es necesario, segun sea el caso.

- Es importante tener en cuenta las indicaciones de los fabricantes respecto a la
identificacion de fuentes de inhibidores y resultados falsamente positivos y
negativos de cada una de las secciones de la tira reactiva.

Método semicuantitativo para proteinas

La albumina no es la Unica proteina encontrada en la orina. La proteinuria puede
ser causada por varios tipos de proteinas, como la de Bence-Jonesy las globulinas.

Fundamento:

Las proteinas presentes en la orina en condiciones no normales son
desnaturalizadas por un reactivo anionico, como el acido sulfosalicilico, precipitando
y haciendo que la muestra de orina se vuelva mas turbia cuanto mayor sea la
concentracion de proteinas.

Reactivos:
- Solucion de acido sulfosalicilico al 3% (P/V)...oovvieiieei e, (14)

Técnica

- Colocar en un tubo de ensayo de 13X100 mm 3 mL de orina centrifugada.

- Agregar cuidadosamente, resbalando por las paredes del tubo, 3 mL del reactivo
de acido sulfosalicilico, mezclar por inversion tapando el tubo con parafilm.

- Dejar en reposo durante 5 min. Observar el grado de turbidez o nebulosidad.

- Una turbidez apenas evidente se clasifica como + 5-10 mg/dL, aunque debe
reportarse en grados crecientes de turbidez o nebulosidad de + a ++++, de
acuerdo al cuadro 8.4.2.
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Cuadro 8.4.2. Interpretacion de la prueba de turbidez con acido sulfosalicilico para
proteinas en orina.

Grado Turbidez Proteinas (mg/L)
Ninguno Claro Negativas
Trazas Se puede leer con facilidad un impreso a través del <200

tubo.

1+ Se puede leer con dificultad un impreso a través 300 - 1000
de la muestra.

2+ El impreso se puede ver, pero no leer facilmente a 1000 - 2500
traves del tubo.

3+ El impreso no se puede ver a través del tubo. 2500 — 4500

4+ Se forma un precipitado. > 4500

Método para deteccidén de microalbuminuria

Es una prueba para el reconocimiento y el control del curso de una nefropatia
incipiente; por ejemplo, en diabetes o hipertonia. La microalbuminuria es la
excrecion de albumina de 20 a 200 mg/L.

Fundamento:

En la tira reactiva, la orina pasa por una zona que contiene un conjugado de
anticuerpo-enzima soluble que se fija especificamente a la albimina en la orina. El
exceso de conjugado se detiene por una zona interceptora que contiene albimina
humana inmovilizada, de manera que solo el conjugado cargado con albumina
alcanza la zona reactiva. Ahi la enzima f—galactosidasa reacciona con el sustrato
formando un colorante rojo, cuya intensidad de color es proporcional, después de
exactamente 5 min., al contenido de albumina en orina.

Técnica

- Disparar el cronébmetro y sumergir la tira reactiva durante 5 seg. hasta la zona
azul, a continuacion, retirarla. No tocar la pared del recipiente con la tira
reactiva ni al sumergirla ni al retirarla.

- Poner la tira reactiva sobre una superficie no absorbente de forma horizontal.

- EXACTAMENTE, midiendo con cronometro, después de 5 min. comparar el
color de la reaccion con la escala cromatica indicada en la etiqueta del envase.
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Para la evaluacion es importante sélo el color predominante. Pequefios lugares
de colores divergentes no deben tenerse en cuenta.

8.4.3 xamen de sedimento urinario

Una precisa identificacion microscopica es importante para un reconocimiento
temprano de condiciones infecciosas, inflamatorias y neoplasicas que afectan al
organismo Yy al sistema urinario.

Son varios los procedimientos microscopicos para el examen denominado del
sedimento urinario:

- Microscopia de campo claro sin coloracion o examen en fresco.

- Microscopia de campo claro con coloracion.

- Microscopia de fase e interferencia.

- Recuento de Addis.

- Meétodo combinado de citocentrifugacién-Papanicolau.

El mas comun de los métodos es la microscopia de campo claro sin coloracion.
La microscopia comun en fresco sin coloracion emplea iluminacion reducida para
delinear los elementos figurados mas transparentes de la orina como: cilindros
hialinos, cristales y filamentos mucosos.

Recientemente se ha intentado automatizar el sedimento urinario pero dada la
variedad de estructuras ha sido un poco complicado sustituir el ojo humano,
detectandose por esta metodologia Unicamente eritrocitos, leucocitos y cilindros con
alguna certeza.

Por ello sigue siendo de importancia la capacitacion de los quimicos clinicos en
la lectura microscopicas del sedimento urinario.

Técnica
La muestra de orina debe examinarse inmediatamente, ya que las células y

cilindros se comienzan a desintegrar en el término de 1-3 h.

- Mezclar bien la muestra evitando la formacion de remolinos.

- Colocar aproximadamente 10 mL de orina en un tubo de 13X100 mm.

- Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min.

- Decantar el sobrenadante hasta dejar aproximadamente 1 mL.

- Resuspender el sedimento mediante golpecitos en el fondo del tubo.

- Colocar una gota de la suspension sobre un portaobjetos limpio y cubrir con un
cubreobjetos de 22X22 mm evitando a formacion de burbujas.

- Verificar la iluminacion del microscopio empleando la técnica de Kohler.

- Antes de comenzar a observar al microscopio es conveniente realizar una
revision de los resultados del examen fisicoquimico.

- Examinar al microscopio a seco débil (10X) y seco fuerte (40X).
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- El examen con seco débil debe efectuarse con poca luz para la busqueda de
cilindros.

- ldentificar los elementos formes que se observen, con ayuda de un atlas de
sedimento urinario.

- Tomar en cuenta las siguientes indicaciones:

e Los cilindros se encuentran a menudo a lo largo del borde del
cubreobjetos. Se debe contar el nUmero de cilindros por campo de seco
débil en 10 campos. Para identificarlos debe realizarse la observaciénen
seco fuerte.

e Los eritrocitos, leucocitos y células de epitelio renal se identifican con
objetivo de 40X y se cuentan en 10 campos. Las células de epitelio
escamosos Y de transicion son reportadas por apreciacion de + a +++.

e La presencia de bacterias y levaduras deben advertirse, lo mismo que los
cristales, reportdndose como escaso, moderado o abundante.

Elinforme del analisis de orina debe ser numérico siempre y cuando sea posible,
por eso suele promediarse el contenido de 10 campos representativos.

Valores de referencia:
Hay variacién en cuanto al volumen y la densidad, comparando nifios con
adultos.

Nifios
Edad Volumen Densidad
(mL/24 h) (g/cm?3)

2 — 3 dias 130 1.004 — 1.005
4 — 5 dias 70 — 200 1.004 - 1.005
6 — 10 dias 200 — 300 1.003 - 1.004
1 -2 meses 250 — 420 1.004 - 1.007
1 -2 afos 500 - 700 1.010-1.014
3 -5 afios 600 — 1200 1.010-1.014
6 — 8 anos 800 — 1300 1.010-1.019

9 — 12 afos 1000 - 1500 1.010 - 1.020
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Adultos
Parametro Valor Tira reactiva
Volumen 700 — 1800 mL/24 h
Color Amarillo | — dmbar
Aspecto Transparente
Densidad 1.005 — 1.030 g/cm?
pH 55-7.7 5.0 - 8.0
Proteinas 15 — 150 mg/24h Negativo
Cetonas 120 — 125 mg/24h Negativo
Bilirrubina 0.02 mg/dL Negativo
Sangre 3 — 5 eritroc/uL Negativo
Urobilinbgeno 1 -4 mg/dL Negativo
Nitritos 0 Negativo
Leucocitos 0 —5/pL Negativo

Sedimento

Leucocitos 0 — 5/campo
Eritrocitos 0 — 3/campo
Cilindros Negativo
Bacterias Negativo 0 escasas
Levaduras Negativo
Paréasitos Negativo

Seminario: EXAMEN GENERAL DE ORINA

Cuestionario

1. Diga el fundamento para la determinacién de: pH, proteinas, glucosa, cetonas,
bilirrubina, hemoglobina, leucocitos, urobilinégeno y nitritos en la tira reactiva.

2. Diga el fundamento de la tira reactiva para la determinacion de la gravedad
especifica y por qué es considerada equivalente a la densidad.

3. ¢Por qué algunas casas comerciales incluyen una seccién para medir acido
ascorbico en las tiras de orina? ¢ Cual es su valor diagnéstico?

4. ¢Qué son los cilindros? Mencione por lo menos 5 diferentes, indicando las
patologias en que es usual encontrarlos.

5. ¢Cudl es el fundamento de la medicion del sedimento urinario automatizado?
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9. PERFIL HEPATICO

El higado es el principal 6rgano en lo que respecta al metabolismo de los
hidratos de carbono, proteinas, lipidos, porfirinas y acidos biliares, o sea, es la sede
el metabolismo primario. Es capaz de sintetizar la mayor parte de las proteinas
organicas, excepto las gammaglobulinas y la hemoglobina (aunque en etapa fetal
si sintetiza esta proteina). También representa el principal sitio de almacenamiento
de hierro, glucogeno, lipidos y vitaminas. Ademas, desempefia un papel importante
en la destoxificacion de xenobidticos y en la excrecién de los productos metabdlicos
finales como bilirrubina, amoniaco y urea.

El estudio del higado se divide en dos: pruebas de funcionamiento hepético y
perfil hepético.

Las pruebas de funcionamiento hepatico son generalmente utilizadas para
identificar hepatopatias en ausencia de ictericia o cuando la ictericia es el resultado
de una enfermedad hemolitica y existen dudas acerca de la presencia de una
enfermedad hepética concomitante.

El perfil hepético estd conformado de métodos analiticos que tienen como
objetivos fundamentales: detectar si existe inflamacion y/o necrosis celular y, en
caso afirmativo, apreciar su extension, medir su capacidad de sintesis de proteinas
y conocer el estado de su participacion en el metabolismo de las sustancias
endogenas. Se puede decir que el perfil hepatico se divide en dos partes:

- Un perfil bioquimico hepatico

- Un perfil enzimatico hepatico

El perfil bioquimico hepatico comprende la serie de determinaciones
bioguimicas, dentro de las cuales los pigmentos biliares y la albimina tienen un
papel muy importante.

El perfil enzimético hepético comprende varias enzimas que son localizadas en
abundancia en ese 6érgano, y cuya liberacién hacia el torrente circulatorio nos indica
un dafio hepatocelular.

Por otro lado, se denominan pigmentos biliares a los productos del metabolismo
de la hemoglobina, hemoproteinas (citocromos, mioglobina, etc.) y eritrocitos
inmaduros. Son originados en las células fagocitico mononucleares del higado
(incluyendo las células de Kupffer), bazo, médula 6sea y ganglios linfaticos, en
donde son destruidos los eritrocitos viejos. Los metabolitos que pertenecen a este
grupo son: biliverdina, bilirrubinas, urobilinbgenos y urobilinas; y los mas
importantes desde el punto de vista diagnéstico son las bilirrubinas y el
urobilindgeno. Las lesiones hepatocelulares (agudas o cronicas), pueden interferir,
en grado variable, las distintas secuencias que tienen lugar en el interior de la célula
hepatica relacionadas con el metabolismo de la bilirrubina, por lo tanto, ésta es
considerada como el pigmento biliar mas importante y el que rutinariamente se
determina para ver funcionalidad hepética.
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9.1 BILIRRUBINAS
METODO DE JENDRASSIK-GROF (DIAZORREACCION)

Objetivos
— Determinar las bilirrubinas como principales pigmentos biliares y parte del perfil
bioquimico hepatico.
— Reconocer el papel de estas mediciones como elementos de diagndstico de
problemas hepaticos.

Introduccion

En el laboratorio clinico se efectla generalmente la determinacién de bilirrubina
total, bilirrubina conjugada o directa y la no conjugada o indirecta. Se podria decir
gue hay tres métodos basicos para la determinacién de bilirrubinas séricas:

- Indice ictérico

- Meétodo directo

- Diazorreaccién

Un aspecto importante a considerar es que la bilirrubina es una molécula
fotosensible, por lo que las muestras deben ser analizadas lo mas pronto posible y
almacenadas cubiertas de la luz, ya sea natural o artificial. Esta particularidad de la
molécula, asi como su insolubilidad en agua, hacen que también sea dificil tener un
estandar puro como en los demas analitos, recurriéndose a soluciones con matrices
proteicas o a factores para obtener los calculos.

En 1883, Erhlich describid la reaccion de copulaciéon de bilirrubina con acido
sulfanilico diazotado, con formacién de un pigmento azul, en soluciones fuertemente
acidas o alcalinas. Van der Bergh aplic6 esta reaccion a la determinacion
cuantitativa de bilirrubina en suero; al seguimiento de la reaccion de Van der Bergh
se ha observado que la bilirrubina prehepética, plamatica o libre solo reacciona
después de afadirle una sustancia que facilite la reaccién y, por lo tanto, es llamada
indirecta a la reaccion de Van der Bergh. La poshepéatica, soluble o conjugada
reacciona rapidamente con el diazorreactivo, por lo que es llamada directa. En el
método de Jendrassik-Grof se solubiliza la bilirrubina indirecta con una mezcla de
cafeina, benzoato y acetato de sodio, para poder cuantificarla, empleando el
reactivo de Van der Bergh.

Fundamento:

La bilirrubina total en la muestra se determina por copulaciébn con acido
sulfanilico diazotado tras la adicion de cafeina, benzoato y acetato de sodio,
formando una azobilirrubina azul. La bilirrubina directa se mide sin la adicién del
alcali ni mezcla de cafeina-benzoato de sodio-acetato de sodio, como colorante
azoico rojo. La bilirrubina no conjugada o indirecta se calcula por la diferencia entre
la total y la conjugada.
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Figura 15. Reaccioén de bilirrubina en la diazorreaccién. Tomada de: Pesce y
Kaplan, 1990.
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Reactivos: estuche comercial para la determinacion de bilirrubinas por este método.
Material biolégico: suero o plasma recién obtenidos.

Técnica

Es dependiente del equipo comercial disponible. Seguir al pie de la letra las
indicaciones del inserto, recordando que es una metodologia para la bilirrubina
directa y otra para la total.

Calculos: los indicados en el instructivo del equipo utilizado, recordando que hay
calculos para bilirrubina total y bilirrubina directa. Para la bilirrubina indirecta:

Bilirrubina indirecta (mg/dL) = Bilirrubina total - Bilirrubina directa

Factores de conversion: LWL = /X171

©/© = 1LSWL X 0058

Valores de referencia:

Suero o plasma* Tradicional Sl
Bilirrubina total 0.22 — 1.04 mg/dL 3.76 — 17.78 umol/L
Bilirrubina directa 0.12 — 0.42 mg/dL 2.05 —7.18 umol/L
Bilirrubina indirecta 0.09 — 0 .65 mg/dL 1.54 -11.12 umol/L

*Para poblacion mexicana a partir de 1 mes de edad. Tomado de: Olay-Fuentes
G, 2013.

Seminario: SINDROME HIPERBILIRRUBINEMICO (ICTERICO)

Cuestionario

1. Mencione brevemente en qué consiste la determinacion de bilirrubinas por el
meétodo de indice ictérico y que inconvenientes tiene.

2. Mencione la importancia de la medicion de la bilirrubina transcutanea en
neonatologia y diga cual es el fundamento de la prueba.

3. Diga ¢a qué se le llama bilirrubina delta y cual es su importancia diagnostica?

4. ¢Cuantos tipos de ictericia se conocen y cOmo se encuentran los pigmentos
biliares en ellos?

5. ¢Qué pruebas de laboratorio complementan el estudio de la ictericia?
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10. PERFIL ENZIMATICO HEPATICO

Est4 constituido por la determinacion de la actividad de las enzimas que son
liberadas al torrente circulatorio en casos de dafio hepatocelular, con o sin necrosis,
con o sin ictericia, o por inflamacion, que nos ayudan al diagnostico del tipo de dafio
y, en ocasiones, a determinar la magnitud del mismao.

Lo conforman las enzimas: aspartato aminotransferasa (AST, ASAT, GOT,
TGO), alanina aminotransferasa (ALT, ALAT, GPT, TGP), colinesterasa
(pseudocolinesterasa, CHE) y gamma glutamil transferasa (y—-GT, GGT), como las
principales.

Objetivo
— Reconocer la importancia de cada una de estas enzimas en el diagndstico de
diferentes problemas de lesion y disfuncién hepatica.

10.1 AMINOTRANSFERASAS

Objetivos
— Determinar la actividad enziméatica de las aminotrasferasas en muestras
bioldgicas.
— Interpretar la actividad enzimatica de las aminotransferasas como parte
importante del diagndstico del perfil enzimatico hepatico.

Introduccion

Son enzimas que se encuentran en mayor abundancia en higado, corazén,
rifién, tejido muscular, plasma, bilis, liquido cefalorraquideo (LCR) y saliva. Una
destruccion aguda de tejido da como resultado una rapida liberacién de las enzimas
en el suero.

Constituyen un grupo de enzimas que catalizan la interconversion de
aminoacidos y a-cetoacidos, por transferencia de grupos amino. El &cido L-
glutamico actia como donador del grupo amino en la mayoria de las reacciones de
transaminacion; el fosfato de piridoxal (vitamina Bs) y su analogo amino,
fosfopiridoxamina, funcionan como coenzimas en estas reacciones. La
nomenclatura para aminotransferasas o transaminasas especificas varia y puede
basarse en los dos aminoacidos que intervienen, en uno de ellos y el oxiacido con
el cual reaccionan o sélo en un aminoacido bajo el sobreentendido que el otro
aminoacido es acido glutamico. Actualmente se ha acordado el nombrarlas en
funcion del aminoacido sustrato de la reaccion.

De todas las aminotransferasas existentes en el organismo, sélo dos son las
empleadas para el diagnadstico clinico: la L-alanina-2-oxoglutarato aminotransferasa
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(ALT, antiguamente TGP, EC 2.6.1.2) y la L-aspartato-2-oxoglutarato
aminotransferasa (AST, antiguamente TGO, EC 2.6.1.1).

La AST se encuentra localizada en la mitocondria y el citoplasma de las células,
mientras que la ALT esta solo en el citoplasma, de ahi que en el dafio hepatocelular
moderado, la ALT alcanza niveles superiores a la AST, mientras que esta Ultima
predomina en los casos en que existe algun dafio hepatocelular acentuado y una
necrosis. La ALT tiene una vida media mas grande que la AST en el suero, por lo
gue los valores elevados persisten a menudo durante un largo periodo de tiempo.
Para detectar el dafio hepatocelular deben determinarse ambas enzimas.

10.1.1 Método de Reitman-Frankel

El sistema de andlisis para medicion de la actividad de aminotranferasas
contiene dos aminoacidos y dos a-cetoacidos, y por ello se presentan ciertos
problemas en la evaluacién de la actividad de la enzima. No se dispone de un
método comodo para determinar uno y otro aminoacido presente en el sistema de
reaccion, por ello, ha de recurrirse a la medicion de los a-cetoacidos, ya sea el acido
consumido o el acido formado en la reaccion. Los o-cetodcidos pueden
determinarse colorimetricamente por copulacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina; sin
embargo, estos métodos tienen algunos inconvenientes:

Hay presentes dos a-cetoacidos que pueden formar la fenilhidrazona del acido
(producto colorido).

A medida que la reaccion transcurre, un a-cetoacido aumenta de concentracion a
la par que el otro disminuye.

En la reaccién catalizada por AST, el oxaloacetato es relativamente inestable.

La reaccidbn comienza con un a-cetoacido presente (un sustrato) y por ende los
testigos de reactivo tienen una alta absorcion.

La concentracion de sustrato debe mantenerse en el minimo, para reducir lo mas
posible las lecturas altas con el testigo, y por ello pueden ser un factor limitante de
la velocidad de reaccion.

a-cetoacidos como el piruvato, normalmente presentes en suero, producen color
con fenilhidrazina y contribuyen a una alta absorcion del testigo.

A pesar de estas limitantes, el método colorimétrico sigue siendo factible pues
las hidrazonas de los productos de ambas reacciones, la catalizada por la AST y la
catalizada por la ALT, son consideradamente mas cromogénicas que las del o-
cetoglutarato; ademas de que los métodos son relativamente simples. Los
resultados obtenidos son comparables con los que se obtienen por los métodos
cinéticos.
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ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT) [EC2.6.1.2]

Reaccion enzimatica:

COzH cl:OZH
CH CH
I CH ALT i ik
CHNH, + | — —Q0 + Cl:H
o~ [
COH c—o0 COH CHNH,
COzH COZH
Alanina Ac. a-cetoglutarico Ac. pirivico Ac. glutamico

Figura 16. Reaccion llevada a cabo por alanina aminotransferasa (ALT). Tomado
de: Anderson, 1995.

Fundamento:

La alanina aminotransferasa (ALT, GPT) cataliza la transferencia del grupo
amino del glutamato al piruvato. Se deja actuar el suero problema en solucion
amortiguada sobre a-cetoglutarato y alanina, se mide la cantidad producida de
piruvato al reaccionar con 2,4-dinitrofenilhidrazina y formar la hidrazona que se mide
espectrofotométricamente.
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Reaccion:
R ~
C—0 + H;N—/HN NO, —_—
/
R
O,N
o-cetoacido 2,4-denitrofenilhidrazina
R
C=—N—HN NO, * H20

O2N

2, 4-dinitrofenilhidrazona

Figura 17. Reaccién de formacion del complejo colorido en la determinacion de
actividad de transaminasas segun Reitman-Frankel. Tomado de: Pesce y Kaplan,
1990.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de ALT por el método
colorimétrico de Reitman-Frankel.

Material biolégico: suero o plasma reciente, no hemolizado.

Técnica
Sequir al pie de la letra las indicaciones del inserto correspondiente.

*NOTAS:

- Para cada problema se requiere de un blanco testigo o blanco de suero.

- La temperatura y el tiempo de incubacion son criticos y deben mantenerse
EXACTAMENTE. Una variacion de temperatura en un grado representa
aproximadamente un 7% de error.

Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado. Generalmente debe
realizarse una curva de calibracion e interpolar las lecturas en ella para obtener el
valor de los problemas.
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Factores de conversion: QOO L=U/LX16.67
U/L=n¢@e/ LX60
Valores de referencia:
Tradicional Si
Suero o plasma Hasta 17 U/L Hasta 283 nkat/L

ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST) [EC2.6.1.1]

Reaccion enzimatica:

COsH CO2H
TOZH | CO,H
CH H
H2 | 2 AST, CH2 T
'T * CH | ' CH
» 12
CHNH, ° -— 4
| C=—0 | CHNH,
CO,H | CO,H
COzH COZH
Ac.aspartico Ac. a-cetoglutarico Ac. oxaloacético  Ac. glutamico

Figura 18. Reaccion llevada a cabo por aspartato aminotransferasa. Tomado de:
Anderson, 1995.

Fundamento:

La aspartato aminotransferasa (AST, GOT) cataliza la transferencia del grupo
amino del glutamato al oxaloacetato. Para determinar su actividad se deja actuar el
suero problema en solucion amortiguada sobre a-cetoglutarato y aspartato y se
mide la cantidad producida de oxaloacetato.

El oxaloacetato formado reacciona en solucion alcalina con 2,4-
dinitrofenilhidrazina para formar la hidrazona que se mide fotométricamente.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de AST por el método
colorimétrico de Reitman-Frankel.
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Material biolégico: suero o plasma recientes y no hemolizados.
Técnica

Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones al pie
de la letra.
* NOTAS: las ya indicadas para la ALT.
Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado. Por lo general, para
estas determinaciones es necesario realizar una curva de calibracion para interpolar
los resultados.

Factores de conversion: igual que para ALT.

Valores de referencia:

Tradicional Sl
Suero o plasma Hasta 20 U/L Hasta 333 nkat/L

10.1.2 Método Cinético

La naturaleza labil de las enzimas y el hecho de que la determinacion de la
actividad enzimatica esté basada sobre la cuantificacién del grado de una reaccién
en la cual ellas funcionan como catalizadores, presentan aspectos particulares de
técnica que no se encuentran en otros métodos usados en quimica clinica, donde
en su mayor parte, se determinan compuestos estables.

Se denominan métodos cinéticos a los procedimientos en los cuales, una vez
gue se ha iniciado la reaccion por el agregado de la muestra a una mezcla de
amortiguador, sustrato y algunas veces activadores, el grado de reaccion se
determina por el monitoreo a distintos intervalos de tiempo. La mayoria de las veces
se realiza por medio de reacciones acopladas, para medir finalmente la presencia
de un producto secundario en una reaccion o la presencia de una coenzima, como

el NAD* en forma oxidada o reducida.

ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT)
Fundamento:
Para la determinacion cuantitativa de la actividad de la alanina aminotransferasa
se deja actuar el suero problema sobre una solucién amortiguada, o—cetoglutarato
y L-alanina. El piruvato producido se transforma enzimaticamente en lactato por
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medio de lactato deshidrogenasa (LDH) en presencia de NADHz2. La velocidad de
utilizacion del NADH2 puede medirse espectrofotométricamente por la disminucién
de la absorcion en la regidn del ultravioleta cercano. Sus valores son directamente
proporcionales a la actividad de la ALT.

Reaccion:
CHs3 CH3
LDH |
c|:=o + NADH, — HC—OH + NAD"
COzH CO,H
Ac. pirtvico Ac. lactico

Figura 19. Reaccion cinética para determinar la actividad de alanina
aminotransferasa utilizando acido piravico como sustrato. Tomado de: Anderson,
1995.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad de ALT por el
método cinético UV.

Material biolégico: suero o plasma reciente, no hemolizado.

Técnica
Es dependiente del estuche comercial utilizado. Seguir EXACTAMENTE las
indicaciones del fabricante.

* NOTAS:

- En estas determinaciones, la temperatura de reaccion es sumamente
importante.

- Los factores reportados por los fabricantes son especificos para cada coeficiente
de extincién molar, sustrato, amortiguador y temperatura empleados, por lo que
no deben modificarse.

- Muchos estuches comerciales tienen la prueba optimada a 25°C.

- Por lo anterior, verificar la temperatura a trabajar, controlarla y utilizar el factor
correspondiente en el calculo.

Calculos: normalmente para realizar los célculos debe obtenerse el valor promedio
de las diferencias de extincion (AE) y multiplicarse por un factor que es dependiente
de la temperatura de reaccion.
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Factores de conversion: Los mismos que para el método de Reitman-Frankel.

Valores de referencia:

Suero o plasma* Tradicional Sl
Mujeres 7—-36 U/L 117 — 600 nkat/L
Hombres 9 —-47 U/L 150 — 783 nkat/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST)
Fundamento:

Para la determinacion de la actividad de la aspartato aminotransferasa, se deja
actuar el suero problema en solucion amortiguada sobre o-—cetoglutarato y
aspartato. El oxaloacetato producido se transforma enziméaticamente en malato por
medio de la malato deshidrogenasa (MDH) en presencia de NADHz. La velocidad
de utilizacion del NADH:2 puede medirse espectrofotométricamente por disminucion
de la extincion en la region del ultravioleta cercano.

Reaccion:
CO,H CO,H
CH2 CH2
MDH
<|3=0 + NADH, — HC—OH + NAD*
COsH CO,H
Ac.oxaloacético Ac. malico

Figura 20. Reaccidn cinética para determinar la actividad de aspartato
aminotransferasa usando acido oxaloacético como sustrato. Tomado de: Pescey
Kaplan, 1990.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de AST por el método cinético

uVv.

Material biolégico: suero o plasma reciente, no hemolizado.
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Técnica

Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir EXACTAMENTE las
instrucciones del fabricante.
* NOTAS: las mismas que para la ALT, mas las especificadas por el fabricante.
Célculos: son semejantes a los sefialados para la ALT por el método cinético.

Factores de conversion: Los mismos que para el método de Reitman-Frankel.

Valores de referencia:

Suero o plasma* Tradicional SI
Mujeres u hombres 12 -35U/L 200 — 583 nkat/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.
Seminario: HEPATITIS VIRAL

Cuestionario
1. Mencione qué importancia tiene para el diagnéstico el uso del cociente AST/ALT
(cociente de Ritis); cual es el valor considerado como normal y cuél cuando nos
indica la presencia de una enfermedad hepética.
Explique por qué las transaminasas se ven elevadas en la hepatitis viral.
Realice un cuadro que muestre cuales son las hepatitis virales que se conocen
hasta el momento y cuales son las caracteristicas principales de cada una.
4. Realice una gréfica que muestre el comportamiento de las transaminasas
durante el proceso de hepatitis viral.
5. Diga cudles son las pruebas de laboratorio que complementan el diagnéstico de
las hepatitis virales, incluyendo las pruebas inmunoldgicas.

w N
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10.2 COLINESTERASA Y y-GLUTAMIL TRANSFERASA

Objetivos
— Determinar la actividad enzimatica de las enzimas colinesterasa y y-glutamil
transferasa en muestras biolégicas.
— Interpretar la actividad de estas enzimas como parte importante del diagnostico
del perfil enzimético hepatico.

Introduccion

Estas dos enzimas conforman una extension del perfil enzimatico hepatico
tradicional. Se ha comprobado que el higado es la fuente principal de la
colinesterasa (CHE, EC 3.1.1.8) plasmatica. Moderadamente se ha incrementado
el interés clinico por esta enzima al observarse su clara dependencia de la funcion
hepatica y su utilidad como indice y prueba de funcionamiento hepético. Es
importante en el diagndstico de hepatopatias crénicas ya que su actividad disminuye
al igual que la albumina; también se ha observado una disminucion en su actividad
por exposicion a compuestos organofosforados.

La y—glutamil transferasa (GGT, y-GT, EC 2.3.2.2) sérica aumenta generalmente
en enfermedades hepéticas. Sufre una elevacién antes que otras enzimas hepéaticas
en trastornos como colecistitis aguda, necrosis hepatica aguda y subaguda,
pancreatitis aguda y otras. Ademas, tiene la ventaja de no elevarse en procesos
0seos. Se ha propuesto a esta enzima como una prueba de deteccién para el abuso
de alcohol y farmacos como: barbitlricos, antidepresivos y anticonvulsivantes,
porque se activa en presencia de éstos.

10.2.1 Colinesterasa (CHE) [EC 3.1.1.8]
METODO CINETICO

Se han denominado con el nombre genérico de colinesterasas a las esterasas
gue hidrolizan los ésteres de colina a una velocidad mayor que los demas ésteres.
Hay dos tipos de -colinesterasas, fundamentalmente basados en ciertas
especificidades de sustrato y las susceptibilidades a determinados inhibidores. En
primer lugar, esta la acetilcolinesterasa (acetilcolina hidrolasa), conocida también
como colinesterasa eritrocitaria, verdadera, especifica o colinesterasa tipo I, que
hidroliza la acetilcolina y la acetil-B-metilcolina pero no otros ésteres de colina. El
segundo grupo (acetilcolina acil hidrolasa) también conocida como colinesterasa
sérica, colinesterasa inespecifica, seudocolinesterasa o colinesterasa tipo Il, que
actua sobre diversos ésteres de colina, fenilicos, nitrofenilicos y otros.

La enzima eritrocitaria es inhibida por su sustrato, acetilcolina, si éste se
encuentra presente en concentraciones superiores a 102 M. Las dos son inhibidas
por los alcaloides prostigmina y fisostigmina, que contienen un nitrégeno cuaternario
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en su estructura, e inhiben, por competencia con el residuo colina de acetilcolina,
en el lugar de enlace en la superficie de la enzima.

Se puede solicitar al laboratorio la determinacion de la actividad enzimética como
prueba de funcionamiento hepatico, como indicador de posible envenenamiento por
insecticidas o para descubrir formas atipicas de la enzima.

Se han empleado varios sustratos para medir la actividad enzimatica:
acetilcolina; propionil y butirilcolina, benzoilcolina y acetil-p-metilcolina. EI empleo
del sustrato butiril-tiocolina se ha adaptado a un sistema automatizado para la
determinacion de la actividad de esta enzima. Los sustratos propionil y butirilcolina
son Utiles para diferenciar las colinesterasas eritrocitarias de las plasmaticas,
publicAndose valores ligeramente mas elevados de actividad enzimatica con
hemolizados que cuando se trabaja con eritrocitos intactos.

Fundamento:

Se emplea como sustrato propioniltiocolina, que es transformado por accion de
la colinesterasa del plasma en tiocolina que se pone a reaccionar con 5,5-ditiobis-
2-nitrobenzoato y al cual reduce a 5-mercapto-2-nitrobenzoato. Midiéndose el color
amarillo resultante del anién cinéticamente a 412 nm.

Reaccion:
O
|| H2 H2 ® CHE — ® + CH
CoHs—C——S——C —C —N(CHg); —» SH  N(CHy)s 3
-~ |
CH, CHa
CH, OzH
b
Propionil-tiocolina Tiocolina Ac. propionico

Tiocolina +5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoato > 5-mercapto-2-nitrobenzoato

Figura 21. Reaccién para determinar la actividad de colinesterasa por el método
cinético colorimétrico. Tomado de: Pesce y Kaplan, 1990.
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Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad enzimética de
colinesterasa por el método cinético.

Material biolégico: suero o plasma.
Técnica
Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones al pie
de la letra, sobretodo, en las incubaciones y los tiempos de lectura.
Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: Los mismos que para las transaminasas.

Valores de referencia:

Tradicional Sl
Suero o plasma 4.7 -11 U/L 78 — 183 nkat/L

10.2.2 y-Glutamil transferasa (GGT) [EC 2.3.2.2]
METODO DE SzASZ

Es una de las multiples peptidasas capaces de romper los enlaces peptidicos
terminales de los péptidos o las proteinas, siendo una carboxipeptidasa que ataca
especificamente el C-terminal del acido glutamico.

El acido glutamico puede transferirse a diversos aceptores adecuados entre los
gue cabe incluir péptidos, a-amino&cido e incluso agua, pero no D-aminoacidos. La
especificidad reside fundamentalmente en la porcién y-glutamil del sustrato. Se
emplean varios sustratos: y-glutamil-a-naftilamida; glicilglicina y glicilglicilglicina,
siendo el méas avido de todos los aceptores la glicilglicilglicina. Se ha comprobado
gue realiza tres reacciones en suero: a) hidrélisis, b) transpeptidacion interna y c)
transpeptidacion externa.

En una enzima que se encuentra en todos los tejidos, pero las concentraciones
mayores corresponden al rifién; no obstante, la que esta presente en el suero se
origina en el sistema hepatobiliar. Su actividad se puede encontrar incrementada en
afecciones de conductos biliares, cirrosis, carcinoma metastatico y pancreatitis.

El método de Szasz emplea como sustrato la y-glutamil-p-nitroanilida y como
aceptor la glicilglicina. Las ventajas fundamentales de este método son: utiliza
concentraciones optimas de sustrato, posee una gran sensibilidad y es de rapida y
facil ejecucion, permitiendo analizar simultdneamente un buen nimero de muestras.
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Fundamento:

La GGT cataliza la transferencia del grupo y-glutamil ligado por un enlace
peptidico a otro péptido aceptor. En esta prueba se mide el amino-5-nitro-2-
benzoato, que se separa del sustrato L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida y que

absorbe a 405 nm. El grupo y-glutamil se transfiere a la glicilglicina.

Reaccion:
NH, o 0
HOOC_JZ_(CHZ)Z I+ |__H__H,
H N NO, +H,C C N C
NH,
v-glutamil-p-nitroanilida glicilglicina
GGT
O,N
NH, ﬁ
HOOC_(H:_(CHZ)Z_C—NH 0 +
|| H H
C|H—C_N—C —CO2H
NH; NH,
y-glutamil-glicilglicina p-nitroanilina

Figura 22. Reaccién de determinacion de la actividad de GGT por el método de
Szasz. Tomado de: Baghavan, 1983.

Reactivos: estuche comercial para la determinaciéon de GGT por el método cinético.

Material biolégico: suero.
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Técnica
Sequir las instrucciones del estuche comercial que se disponga. Hay que tener
especial cuidado en la temperatura y los tiempos de lectura.

*NOTAS:
- Laenzima es estable en suero, tanto si se conserva a temperatura ambiente o
en refrigeracion, sélo por una semana.

Célculos: los indicados en el inserto del fabricante. No deben modificarse los
factores propuestos en el instructivo.

Factores de conversion: los mismos que para transaminasas.

Valores de referencia:

Suero Tradicional* Sli
Mujeres 10 - 50 U/L 167 — 833 nkat/L
Hombres 13 -82 U/L 217 — 1367 nkat/L

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.
Seminario: CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA

Cuestionario
1. ¢En qué estados patoldgicos, a parte de la cirrosis hepatica, es de utilidad medir
la actividad de la colinesterasa y la y-glutamil transferasa?
2. ¢Qué diferencia existe entre la pseudocolinesterasa (CHE) y la colinesterasa
verdadera (ACHE)?
¢, Qué induce la actividad de la GGT y por qué mecanismo?
Explique brevemente el proceso patoldgico que se lleva a cabo en el higado para
gue se convierta en cirrético.
5. ¢Qué examenes de laboratorio se deben realizar para un completo diagnostico
de cirrosis hepética alcohdlica?

ko
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11 PERFIL ENZIMATICO CARDIACO

Objetivos
— Determinar la actividad de CK y LDH, con sus respectivas isoenzimas, en
muestras de suero.
— Reconocer el papel estas enzimas en el diagnodstico de diferentes problemas de
lesiones en el corazoén.

Introduccion

La medicion de la funcionalidad cardiaca en el laboratorio clinico se basa,
principalmente, en la medicion de la actividad de algunas enzimas. Las enzimas
cardiacas son de importancia clinica debido a que la deteccién de su liberacion en
el torrente sanguineo proporciona un indicio sensible y especifico de lesién y muerte
de la célula miocérdica. Estas enzimas, para que revistan importancia clinica, deben
ser solubles y persistir en la circulacion un tiempo suficientemente largo parapoder
ser detectadas.

Especialmente en el infarto al miocardio (IAM), las enzimas cardiacas se
aumentan en cerca del 95% de los casos. Después de la instalacion de los sintomas
del IAM se observa en la mayoria de los pacientes un periodo durante el cual es
posible detectar una elevacién de las enzimas liberadas por el tejido miocardico
lastimado. Esta elevacién temporal es particular para cada enzima y varia de un
paciente a otro, pero se ha establecido un patron tipico con gran importancia
diagnostica. El grado de elevacion de los niveles enzimaticos es un indice inexacto
de la extension de la necrosis, pero sirve de prondstico.

Son cuatro las enzimas cuya actividad es de importancia para el diagnéstico del
IAM: creatina fosfocinasa (CK, EC 2.7.3.2), aspartato aminotransferasa (AST, EC
2.6.1.1), lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) y su isoenzima 1 (LD1) también
llamada hidroxibutirato deshidrogenasa (HBDH).

11.1 CREATINA CINASA (CK) [EC 2.7.3.2]
METODO DE ROSALKI (NAC ACTIVADO)

También es llamada creatina fosfocinasa (CPK). Cataliza la fosforilacion
reversible de creatina por trifosfato de adenosina. La posicion de equilibrio de la
reaccion depende de la concentracion de iones hidrégeno.

Es una enzima de estructura dimérica, distinguiéndose dos subunidades: M
(musculo) y B (cerebro); por consiguiente, pueden derivarse tres isoenzimas: CK-
MM, CK-MB y CK-BB por la combinacién de las subunidades.
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Es una enzima que para una maxima actividad necesita la presencia de iones
de magnesio, aunque también manganeso y en menor grado calcio actian como
activadores; un exceso de cualquiera de los activadores inhibe la reaccion.

Es relativamente estable en el suero, ademas que puede restablecerse su
actividad por adicién de un compuesto sulfhidrico como cisteina si ha pasado mucho
tiempo desde la obtencién de la muestra.

Es la enzima que se ha acreditado e impuesto a nivel internacional como la guia
para el diagnostico de IAM. En la mayoria de los casos, sube lo mas tarde alas 6
h. después del infarto agudo y los valores maximos se observan aproximadamente
a las 20 h. El nivel de CK facilita informacion valiosa sobre el tamafio del area
infartada. Debido a que la CK total se incrementa en procesos musculares,
incluyendo hasta una inyeccion, la cuantificacion de la fraccion CK-MB, especifica
cardiaca, reviste mucha importancia para aclarar el diagnéstico.

Para la determinacién de la actividad de la enzima se emplea un método cinético
con el uso de dos enzimas: la hexoquinasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
para transformar finalmente el NADP en NADPH que es lo que se mide
espectrofotométricamente.

Fundamento:

Se utiliza la reaccion inversa a la biolégica con ADP y fosfato de creatina como
sustrato. EI ATP formado es generalmente un nuevo sustrato para fosforilar glucosa
en presencia de hexoquinasa (HK). El producto glucosa-6-fosfato es oxidado por
NADP en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) para formar 6-
fosfoglucono-lactona y NADPHo..

La reaccion se sigue midiendo la absorcién a 340 nm, a medida que se genera
el NADPH. Los reactivos contienen N-acetilcisteina como activador de la CK en el
suero fresco.
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Reaccion:
T I
NN L NN
H,C C|: + ADP < H,C (|; + ATP
COOH I|\IH COOH  NH,
POs>
Creatina fosfato Creatina
CH,OH CH,0PO3*
l 0o —0Q0
OH + ATP ¢> OH + ADP + H*
-
OH OH OH OH
OH OH
a-D-glucosa a-D-glucosa-6-
fosfato
CH,OPO3* CH OPO *
2 3
NADP?* NADPH,
—Q,
G-6-PDH
OH \\ /> OH 0
OH OH OH
OH OH

a-D-glucosa-6-
fosfato

6-fosfoglucono-
lactona

Figura 23. Reaccion de determinacion de la actividad de CK por el método

Rosalki. Tomado de: Anderson, 1995.
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Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad enzimética de
CK gue sea NAC-activado.

Material biolégico: suero, plasma heparinizado o con EDTA.

Procedimiento: es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir al pie de la
letra las indicaciones.

*NOTA:

- En estas determinaciones cinéticas, es importante cronometrar los tiempos,
definir la longitud de onda a leer con anticipacion y la temperatura de reaccion.

- Tomar en cuenta estas variables para utilizar el factor de célculo correcto.

Célculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado. No modificar los
factores de calculo.

Factores de conversion: los mismos que para transaminasas, si se desea expresar
en nkat/L.

Valores de referencia: los especificados en el inserto del estuche utilizado, ya que
son variables dependiendo del método.

11.2 CK-MB
METODO INMUNOLOGICO

Una forma practica de diferenciar si se tiene un dafio a nivel de musculo
esquelético o en el miocardio es la determinacion de la fraccibn MB de la CK, que
se obtiene por diferentes métodos analiticos, siendo el método inmunoldgico el mas
factible de utilizar para propdsitos de rutina.

Fundamento:

Los reactivos para determinar la actividad de la creatina cinasa contienen
ademas anticuerpos antiCK-M, que inhiben totalmente la actividad de las
subunidades M (musculo) de la CK, sin influir sobre la actividad de la subunidad B.
Por ello, en la prueba se mide solamente la actividad de la subunidad CK-B en la
prueba, partiendo del hecho que la actividad de CK-BB en el suero es practicamente
nula en la patologia cardiaca o muscular.
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Reaccion:

- _E Ac Q Ac y _

Ac Ac
=) Upnid)

B = cerebro (brain); M = musculo(muscle); Ac = anticuerpo.

Figura 24. Reaccion inmunoldgica para la determinacion de la actividad de CK-
MB. Tomado de Stein, 1988.

Reactivos: estuche comercial para determinacion de la actividad de CK-MB
activada.

Material biolégico: suero o plasma (con heparina o EDTA).

Técnica
La indicada en el inserto del estuche comercial disponible.

Célculos: obtener los cambios de absorcion por minuto (A E/min.) y multiplicar por
el factor correspondiente, de acuerdo a la temperatura y longitud de onda de trabajo.

Factores de conversion: los mismos que para transaminasas, si se desea expresar
en nkat/L.

Valores de referencia:

25°C 30°C 37°C
Adultos (U/L) < de: 10 16 25
Adultos (nkat/L) < de: 167 267 417
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Interpretacion:
25°C 37°
Alta probabilidad de dafio miocéardico
CK total (U/L) > 160 > 420
(nkat/L) > 2667 > 7000
CK-MB (U/L) > 10 > 25
(nkat/L) > 167 > 417
CK-MB > 6% de la actividad total de CK.
Alta probabilidad de dafio al musculo esquelético:
CK-MB < 6% de la actividad total de CK.

En caso de infartos ocurridos en las 48-60 h anteriores al examen de laboratorio,
es posible obtener actividades porcentuales de CK-MB menores al 6%.

11.3 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) [EC 1.1.1.27]
METODO CINETICO

Es una enzima de transferencia de hidrogeno, que cataliza la oxidacion de L-
lactato a piruvato por medio de NAD* como aceptor de hidr6geno, es una reaccion
reversible estando el equilibrio fuertemente desplazado en sentido del lactato.

El pH éptimo de la reaccion directa es de 8.8 — 8.9 y de la inversa de 7.2 — 7.8;
y depende de una serie de factores: isoenzima mas abundante cuantitativamente
en el producto que se analiza, la temperatura, el amortiguador y la concentracion
del sustrato.

Esta ampliamente distribuida en los tejidos, por lo que molecularmente existen 5
isoenzimas que se numeran de acuerdo a su movimiento electroforético a partirdel
anodo: LD1, LDz, LDs3, LD4y LDs.

La enzima purificada, es muy inestable cuando esta disuelta en agua, pero
bastante estable en sulfato aménico concentrado y en presencia de otras proteinas.
Las muestras de suero pueden guardarse a temperatura ambiente durante dos o
tres dias sin pérdida significativa de actividad.

Se han descrito una gran cantidad de procedimientos para la medida de la
actividad total de la LDH. El mas directo es el analisis espectrofotométrico basado
en registrar la velocidad con que aumenta o disminuye la absorcion a 340 nm que
corresponde al maximo de absorcion para la NADH.
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Fundamento:

Para la valoracion cuantitativa de la actividad enzimatica, se deja actuar la
enzima sobre piruvato y NADH2, y se mide la disminucion de la densidad oOptica a
340 nm.

Reaccion:

CHS CHs
LDH |
C=—0 * NADH ——® HC—OH + NAD*

CO,H COLH
Ac. piravico Ac. lactico

Figura 25. Reaccién de determinacion de la actividad de LDH por el método
cinético. Tomado de: Anderson, 1995.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad enzimatica de
LDH por el método cinético.

Material biolégico: suero reciente, no hemolizado.

Técnica
Dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones al pie de
la letra.

*NOTAS:

- La actividad enzimética cae rapidamente cuando en el material de vidrio que se
emplea queden restos de detergente, aunque sea trazas.

- Controlar la temperatura seleccionada de reaccion.

Céalculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: Si se desea transformar de U/L a nkat, emplear los mismos
factores que para transaminasas.

Valores de referencia: La actividad de la enzima va disminuyendo conforme avanza
la edad y es diferente para hombres y mujeres, por lo que es muy recomendable
establecer valores por grupos de edad y sexo.
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Tradicional (U/L)* Sl (nkat/L)
Mujeres
0 — 5 afios 147 — 392 2450 — 6535
6 — 10 afios 185 - 263 3084 — 4384
11 - 15 afios 136 — 237 2267 — 3951
> 15 afos 124 — 249 2067 — 4151
Hombres
0 -5 afios 166 — 404 2767 — 6735
6 — 10 afos 187 — 316 3117 — 5268
11 - 15 afios 150 — 282 2500 -4701
> 15 afos 133 -232 2217 - 3867

*Para poblacion mexicana. Tomado de: Olay-Fuentes G, 2013.

11.4 LD1 0 HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA (HBDH)
METODO DE ROSALKI-WILKINSON

Cuando se hace un corrimiento electroforético para el fraccionamiento de LDH
en pacientes con infarto al miocardio se observan proporciones relativamente altas
de LD:1y LD2. Posteriormente se reporté que la fracciéon LD1y en menor grado la
LDz tienen mucho mayor actividad si se emplea como sustrato a-hidroxibutirato en
la reaccion directa o a—cetobutirato en la inversa, que con piruvato.

Esta valoracion, junto con la determinacién de LDH total, es de gran apoyo
diagnéstico diferencial, pues la razon HBDH/LDH ayuda a distinguir las alteraciones
cardiacas de las hepaticas.

Fundamento:

Para la valoraciéon cuantitativa de la actividad de las deshidrogenasas del
miocardio, se deja actuar el suero problema con a-cetobutirato y NADH2 midiendo
la aparicion del NAD* siguiendo la disminucién de la densidad 6ptica a 340 nm.
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Reaccion:
CHs CHs
HBDH |

C=—0 +*+NADH; — {yCc—oOH +NAD*

CH» C
Ho
CO,H l
COsH
o-cetobutirato o-hidroxibutirato

Figura 26. Reaccion de determinacion de la actividad de HBDH por el método de
Rosalki-Wilkinson. Tomado de: Kaplan, 1986.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad enzimatica de
HBDH.

Material biolégico: suero reciente, no hemolizado.
Técnica

Dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
fabricante sin modificaciones.

Caélculos: los indicados en el inserto del estuche utilizado.

Valores de referencia: los reportados en el inserto del estuche utilizado. Para la
relacion HBDH/LDH:

25°C 30°C 37°C
HBDH/LDH 0.63-0.81 0.53-0.68 0.45-0.58

Seminario: INFARTO AL MIOCARDIO

Cuestionario
¢, Qué es el sindrome coronario agudo? Explique brevemente.
Realice un esquema que muestre como se incrementan y a que tiempos las
enzimas: CK, CK-MB, HBDH, AST y LDH en un infarto al miocardio.
3. ¢Qué otras pruebas de laboratorio y gabinete se usan para complementar el
diagndstico de IAM?

N =
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¢, Qué es el péptido natriurético B?
Explique el papel de los nuevos marcadores cardiacos, troponinas y péptido
natriurético B, en la patogenia del IAM.
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12 PERFIL ENZIMATICO PANCREATICO

Objetivos
— Determinar la actividad de a-amilasa en muestras de suero.
— Reconocer el papel amilasa y lipasa en el diagndstico de diferentes problemas
de lesion pancreatica.

Introduccion

El pancreas es una glandula que se localiza hacia la pared posterior del
abdomen y esta rodeado en tres de sus lados por el duodeno. Cumple dos funciones
diferentes:

- Es una glandula endocrina que sintetiza las hormonas glucagon, insulina y

gastrina.

- Es una glandula exocrina al proporcionar las enzimas digestivas en un fluido
llamado "jugo pancreético" que contiene bicarbonato con el objeto de facilitar
la digestion duodenal de las sustancias alimenticias.

Las funciones endocrinas son llevadas a cabo por un grupo de células

denominadas islotes de Langerhans, que contienen células alfa, beta y delta.

Las funciones exocrinas son producidas por células con agrupamiento acinar. El
pancreas produce numerosas enzimas proteoliticas: a-amilasa, lipasa, fosfolipasa
A, colesterol esterasa, ribonucleasa y desoxirribonucleasa.

Debido a la dualidad de funciones, para medir la totalidad de la accién
pancreatica es necesario verificar tanto la funcién endocrina como la exocrina. La
evaluacion pancreética se ha visto enormemente facilitada por el desarrollo de
técnicas de intubacion que permiten la introduccion de diversas sondas en el interior
de regiones especificas del tracto gastrointestinal, constituyéndose asi las pruebas
especiales de funcionalidad pancreatica.

Desde el punto de vista bioquimico, dos son las enzimas pancreéticas utilizadas
en el diagnostico: a—amilasa (AMS, EC 3.2.1.1), tanto sérica como urinaria, y lipasa
sérica (LPS, EC 3.1.1.3).

12.1 a-AMILASA (AMS) [EC3.2.1.1]
METODO 2-CLORO-P-NITROFENILA-D-MALTOTRIOSIDO (CNP-G3)

Las amilasas forman parte de un grupo de hidrolasas que desdoblan
polisacaridos como almidén y glucégeno. La enzima rompe las cadenas en enlaces
a-1,4 alternos, con formacion de maltosa y algo de glucosa residual, y un residuo
de dextrina limite en el caso de poliglucanos de cadena ramificada.

Se conocen dos tipos de amilasas: las a-amilasas o amilasas animales y las [3-
amilasas o exoamilasas bacterianas.
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La amilasa de suero humano tiene un pH Optimo entre 6.5 y 7 y proviene
principalmente del pancreas y las parotidas.

Hay una gran variedad de métodos para la determinacién de la actividad de o-
amilasa que emplean diversos sustratos: almidén de papa, de maiz y "soluble" de
Litner; amilosa, amilopectina y glucégeno. Estos métodos se dividen en:

- Sacarogénicos: miden los azUcares reductores formados.

- Viscosimétricos: miden la disminucién de la viscosidad en una solucion de
almidon.

- Turbidimétricos: miden la disminucién de la turbidez en una solucion de almidén.

- Yodomeétrico o amiloclastico: miden la disminucién de un complejo de yodo-
almidon.

- Polisacéridos unidos a colorantes.

- Sustrato-cromogénico.

Y pese a ello, aun siguen apareciendo nuevas técnicas.

De entre los multiples métodos y modificaciones publicados, el procedimiento
amiloclastico de Street-Close contintia siendo el método de referencia. EI método
que utiliza 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-G3) como  sustrato
cromogénico es el comercialmente mas difundido.

Fundamento:

La a-amilasa hidroliza el sustrato 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-
G3) liberando 2-cloro-p-nitrofenol (CNP) y formando 2-cloro-nitrofenil-o-D-maltosido
(CNPGZ2), maltotriosa y glucosa. EI CNP absorbe a 405 nm y la velocidad de
aparicion del color es directamente proporcional a la actividad enzimatica.

Reaccion:
o-Amilasa
2-cloro-p-nitrofenil-o-D-maltotriésido ——— 2-cloro-p-nitrofenol + 2-cloro-
nitrofenil-a-D-maltésido +
maltotriosa + glucosa

Reactivos: estuche comercial para la determinacién de la actividad enziméatica de a-
amilasa por el método CNPG3.

Material biolégico: suero reciente no hemolizado, plasma heparinizado, orina. Si se
va a almacenar, ajustar el pH de la orina aproximadamente a 7.0 antes de
conservar.

Técnica
Dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
fabricante sin modificaciones.
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*NOTA:

- Es importante cronometrar los tiempos, definir la longitud de onda a leer con
anticipacion y la temperatura de reaccion.

- Tomar en cuenta estas variables para utilizar el factor de calculo correcto.

- La saliva y el sudor contienen a-amilasa. Evitar el pipeteo con la boca y el
contacto de la piel con el reactivo o material empleado.

Calculos: los indicados en el inserto del estuche utilizado.

Factores de conversion: Si se desean obtener los resultados en unidades SI,
multiplicar por el factor indicado para transaminasas.

Valores de referencia:

25°C 30°C 37°C
Suero o plasma hasta 85 U/L 100 U/L 125 U/L
1.4 pkat/L 1.7 pkat/L 2.1 pkat/L
Orina hasta 455 U/L 540 U/L 680 U/L
7.6 pkat/L 9.0 pkat/L 11.3 pkat/L

Valor critico sérico: 1200 UJ/L.
Seminario: PANCREATITIS AGUDA

Cuestionario

¢, Qué diferencia quimica existe entre o—y B— amilasa?

2. Describa el mecanismo bioquimico de dafio en el pancreas cuando existe una
pancreatitis aguda.

3. Realice un esquema que muestre el comportamiento de a-amilasay lipasa en la
pancreatitis aguda.

4. ¢Qué otros examenes de laboratorio son necesarios para dar un buen
diagndstico de pancreatitis aguda?

5. ¢Qué es la macroamilasa y como sabemos que esta presente en la pancreatitis
aguda?

=
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13 ENZIMAS DE PROCESOS MALIGNOS

Se denominan procesos malignos a la serie de padecimientos que llevan a un
cancer. El cancer ocupa uno de los primeros lugares en México como causa de
muerte; y es un proceso a largo plazo, que progresa a través de 4 fases obligadas:
induccion, localizacion in situ, invasion y diseminacion.

Para el diagnostico de cancer se ha buscado durante muchos afios marcadores
tumorales que sean positivos en todos los casos de cancer y negativos en la
ausencia de ellos, pero aun no se ha encontrado un ideal, aunque tenemos algunos
gue resultan muy alentadores.

El estudio de los marcadores tumorales ha permitido que el supuesto marcador
encontrado atraviese por 3 fases. En un principio que se considere al marcador
tumoral como perfecto. Una segunda fase que se caracteriza por la desconfianza; y
una tercera fase en donde hay una transicion en la cual se acepta que el marcador
no es tan bueno como se postuld inicialmente, pero que aln posee sus meritos en
algunos casos selectos o0 en ciertas circunstancias.

Se han utilizado diversos compuestos bioguimicos como marcadores, de entre
los cuales se destacan los antigenos de proteinas, oncogenes y enzimas.

Particularmente, se ha reportado el uso de varias pruebas enziméaticas en el
manejo de pacientes con cancer. Al igual que lo que sucede con numerosos
marcadores tumorales, el empleo de los marcadores enziméticos se acomparfa de
muchas dificultades. No todos los pacientes con un tipo particular de céancer
muestran elevaciones del nivel de actividad de la enzima en cuestion y muchas
enfermedades no cancerosas se asocian con una elevacion de muchas de estas
enzimas. Por consiguiente, el empleo mas frecuente de estas determinaciones
consiste en la obtencion de estimaciones semicuantitativas de la respuesta
terapéutica o como indicadores del prondstico, mas que de diagndstico de un
proceso maligno.

Las enzimas mas utilizadas para el seguimiento de los procesos malignos son
las fosfatasas, acida y alcalina; a lipasa y algunas enzimas hepéticas no comunes
como la 5'-nucleotidasa.

Ninguna enzima es clinicamente sensible, pero se consideran con buena
especificidad, de tal manera que, si una actividad enzimatica esta dentro de rango
normal, se puede descartar la posibilidad de un cancer. Por el contrario, un valor
elevado de la actividad enziméatica es indicativo de la necesidad de complementar
el diagnoéstico con otros estudios.
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13.1 LIPASA SERICA (LPS) [EC3.1.1.3]
METODO CINETICO-COLORIMETRICO

Objetivos
— Determinar la actividad de lipasa en muestras de suero.
— Reconocer su papel en el diagnéstico y seguimiento del carcinoma pancreatico.

Introduccion

La lipasa (LPS) es una triacilglicerol hidrolasa. La determinacién de su actividad
enzimética ha sido conocida durante mucho tiempo como un método util para el
diagndstico de procesos pancreaticos; debido a que no aumenta en respuesta a un
ndamero de condiciones tan elevado como la a-amilasa sérica, se considera mas
especifica.

Se exhibe niveles elevados en el 50% de los pacientes con carcinoma de
pancreas y aumenta tan rapidamente como la amilasa, pero permanece elevada
durante un periodo de tiempo mas prolongado (sobre todo en pancreatitis). Aumenta
también con la administracion de opiaceos y colinérgicos.

Desafortunadamente ha sido muy dificil medir la actividad de la enzima con
exactitud y precision y las técnicas abreviadas han demostrado no ser confiables
desde el punto de vista analitico, por lo que ha habido dudas en cuanto a su uso en
el diagnastico.

Para entender la metodologia es necesario comprender que la enzima actta solo
en la interfase éster-agua, por lo que los sustratos de la LPS deben encontrarse en
forma de emulsiones, lo que dificulta las metodologias.

Hay varios métodos para determinar su velocidad de accién enzimatica. El
método desarrollado por Vogel y Zieve y modificado por varios autores se basa en
la reduccion de la turbidez de una emulsion aceite-agua medida entre 340 y 400
nm, en la interfase, la LPS hidroliza las moléculas de triglicéridos. El punto critico
de la determinacioén es el sustrato empleado, su pureza, estabilidad y, por lo tanto,
su reproducibilidad.

Por esos problemas analiticos, se ha desarrollado un método con un éster
artificial cromético que al hidrolizarse produce un compuesto colorido medible
espectrofotométricamente; siendo un método mas reproducible que los que utilizan
emulsiones como sustrato.

Fundamento:

La lipasa cataliza la hidrélisis del substrato cromatico éter de 1,2-O-dilauril-rac-
glicero-3-acido glutarico-(6-metilresorufina) obteniéndose el éster 1,2-O-dilauril-
rac-glicerol y el acido glutarico-(6-metil-resorufina)-éster, un producto intermedio
inestable. En solucion alcalina, éste se descompone espontaneamente en acido
glutérico y metilresorufina, compuesto de color rojo que se mide a 570 nm. La
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concentracion catalitica se determina a partir de la velocidad de formacién del
colorante.

Reaccidn:
I . L L : o Lipasa
1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metilresorufina)-éster ——
1,2-O-dilauril-rac-glicerol + acido glutarico-(6-metil-resorufina)-éster
acido glutérico-(6-metil-resorufina)-éster ——— &acido glutarico + metilresorufina

Reactivos: eestuche comercial para la determinacion de la actividad enzimética de
lipasa sérica por el método cinético colorimétrico.

Material biolégico: suero o plasma heparinizado reciente.
Técnica

La especificada en el instructivo del equipo comercial existente. Seguir las
instrucciones sin realizar modificaciones.

Calculos: los indicados en el instructivo del estuche utilizado.

Factores de conversion: Multiplicar por el factor indicado para transaminasas para
convertir de U/L a nkat/L.

Valores de referencia:

Tradicional Si

Suero 12 - 60 U/L 200 — 1000 nkat/L

Seminario: CARCINOMA PANCREATICO

Cuestionario

Defina: neoplasia, tumor, metastasis y metaplasia.

¢, Cual es la probable etiologia del cancer pancreatico?

3. ¢Como se encuentran la a-amilasa y la lipasa sérica en el carcinoma
pancreatico?

4. ¢Con qué pruebas se establece la diferencia entre el carcinoma pancreatico y la
pancreatitis aguda?

5. ¢Cuales son los nuevos biomarcadores para el diagnostico de carcinoma
pancreatico?

N =
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13.2 FOSFATASAS

Objetivos
— Determinar la actividad enziméatica de las fosfatasas en muestras biologicas.
— Interpretar la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y la &cida como parte
del diagndstico de diferentes procesos malignos.

Introduccion

Las fosfatasas son un grupo de enzimas de baja especificidad que se
caracterizan por su capacidad para hidrolizar ésteres de fosfatos muy diversos con
formacion de alcohol y ion fosfato; principalmente monoésteres de acido
ortofosforico.

Su funcion es la transferencia de grupos fosfato de un sustrato donador a un
compuesto aceptor que contiene un grupo OH. Si el aceptor es agua, el efecto neto
observado es hidrdlisis.

Se reconocen dos tipos de fosfatasas perfectamente caracterizadas: la
fosfatasa alcalina (ALP, EC 3.1.3.1) y la fosfatasa acida (ACP, EC 3.1.3.2); que
efectdan las mismas reacciones, pero a diferentes pHs, y se encuentran localizadas
en diferentes 6rganos. Ambas enzimas tienen diferentes formas moleculares
(isoenzimas), que son caracteristicas de un 6rgano, por lo que para aclarar los
diagndsticos es conveniente medir la actividad total y las isoenzimas especificas.

13.2.1 Fosfatasa Alcalina (ALP) [EC 3.1.3.1]
METODO DE BESSEY-LOWRY-BROCK

Las fosfatasas alcalinas son un grupo de enzimas que actlan sobre ésteres
alifaticos, arométicos y heterociclicos del acido fosforico. Su pH 6ptimo varia segun
el tipo de sustrato empleado y oscila entre 8.6-10.

Es una metaloenzima que contiene acido siélico, y sus variantes moleculares se
diferencian por el contenido de éste. Requiere de Mg?*y Zn?* para su estabilidad y
méxima actividad.

Se conocen por lo menos 7 isoenzimas o formas moleculares que pueden estar
en el suero y que tienen propiedades especificas en diferentes tejidos: intestinal,
hepatico, 0seo, placentario y renal; por lo que aun hay incertidumbre en cuanto a la
fuente dominante presente en el suero normal. Se desconocen los sustratos
naturales sobre los cuales actuan en el cuerpo.

A temperatura ambiente la enzima mantiene su actividad durante 24 horas y en
ocasiones se observa un aumento de 10% en su actividad. Si se guarda en
refrigeracion, la actividad desciende muy lentamente.

Debido a la gran cantidad de sustratos sobre los que actia se tienen también
una variedad de métodos, de los cuales, es empleado por excelencia el método de
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Bessey-Lowry-Brock. En este método se propone el uso de p-nitrofenil fosfato como
sustrato. Este éster es incoloro y puede seguirse la reaccion por la aparicion del
color amarillo del ion p-nitrofenilato. De sus principales ventajas es que: no requiere
desproteinizacion y la reaccion esta en funcion lineal con el tiempo.

Este mismo método ha sido adoptado a equipos automatizados ya que se puede
trabajar con volimenes de suero de hasta 20 pL y hacer lecturas para la
determinacién en 1 o0 2 min. Esta misma reaccion se ha acoplado como reveladora
de muchas técnicas inmunoenzimaticas (ELISA).

Fundamento:

Por accion de la enzima presente en el suero el p-nitrofenil-fosfato es escindido
en fosfato y p-nitrofenol que en medio alcalino se convierte en ion p-nitrofenilato el
cual asume una estructura quinoide de color amarillo. Asi que se sigue el curso de
la reaccion a 405 nm.

Reaccion:
O O
\N/ O\N%O
ALP
pH =10.2
o
PO3
p-nitrofenilfosfato p-nitrofenol

Figura 28. Reaccion de determinacion de la actividad de ALP por el método de
Bessey-Lowry-Brock. Tomado de: Anderson, 1995.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de ALP por el método de
Bessey-Lowry-Brock.

Material biolégico: suero reciente.
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Técnica

Es dependiente del estuche comercial disponible. Seguir las indicaciones del
instructivo al pie de la letra.
Célculos: los indicados en el inserto del estuche utilizado.

Factores de conversion: Los mismos que para transaminasas.

Valores de referencia:

Tradicional Sl

Suero 15 -69 U/L 230 — 1150 nkat/L

Seminario; OSTEOSARCOMA

Cuestionario
¢ Qué es un sarcoma y un adenoma? Indique su diferencia.
De acuerdo a la fisiologia 6sea, ¢la ALP qué tipo de marcador es?
¢En qué padecimientos se encuentra elevada la actividad de esta enzima?
¢,Cudles hallazgos de laboratorio son Utiles para el diagndéstico y seguimiento del
osteosarcoma?
¢, Qué es la hipofosfatasia y cudl es su importancia clinica?

AN

o
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13.2.2 Fosfatasa Acida (ACP) [3.1.3.2]
METODO DE ANDERSCH-SZCZYPYNSKI

Se conocen como fosfatasas acidas, a las fosfatasas con actividad 6ptima a un
pH por debajo de 7, principalmente entre 4.8 y 6.0. El pH Optimo varia segun la
procedencia de la enzima y del sustrato empleado.

Las mayores concentraciones de estas enzimas se encuentran en higado, bazo,
leche, eritrocitos, plaquetas y glandula prostatica. Esta Ultima es la fuente mas rica
y contribuye en un tercio o la mitad de la enzima presente en el suero de varones
normales.

Se han encontrado una gran cantidad de isoenzimas o formas moleculares,
siendo las mas importantes las prostaticas, que aunque actian sobre los mismos
sustratos y al mismo pH que las demas isoenzimas de otros 6rganos, se ve inhibida
por diferentes compuestos quimicos.

Los sustratos empleados para determinar su actividad son, por lo general, los
mismo que para la ALP, s6lo que a un pH &cido; de aqui que el método mas
frecuentemente empleado es una modificacion al de Bessey-Lowry-Brock, llamado
Andersch-Szczypynski en donde se lleva a cabo la medicion de la hidrélisis de p-
nitrofenilfosfato a pH = 4.9, en presencia o ausencia de tartrato de sodio 0.04 M,
para observar la actividad de la ACP prostatica y total, respectivamente.

Fundamento:

El sustrato p-nitrofenilfosfato es escindido por la enzima ACP en p-nitrofenol y
acido ortofosforico. Afiadiendo hidréxido de sodio se interrumpe la reaccion y el p-
nitrofenol formado es transformado en la forma quinoide (ion p-nitrofenilato) de color
amarillo. La cantidad de p-nitrofenol es directamente proporcional a la actividad de
fosfatasa.

Como la ACP prostética es inhibida por el L-tartrato, se lleva a cabo una reaccion
paralela afadiendo este compuesto. La diferencia de los resultados de la
determinacién con y sin tartrato da la actividad de la enzima prostatica.

Reaccidn: la misma que para la fosfatasa alcalina, s6lo que a pH &cido.

Reactivos: estuche comercial para la determinacion de la actividad de la ACP por el
método de Andersch-Szczypynski.

Material biolégico: suero reciente, no hemolizado.

Técnica
La indicada en el inserto del estuche comercial disponible.
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Calculos: los indicados en el instructivo del estuche empleado.
Factores de conversion: los mismos que para fosfatasa alcalina.

Valores de referencia:

Tradicional SI
Niflos
ACP total 7.8—-21.2 U/L 130 — 252 nkat/L
Adultos
ACP total 4.8-13.5U/L 70 — 225 nkat/L
ACP prostatica Hasta 3.7 U/L Hasta 61 nkat/L

Seminario: CARCINOMA PROSTATICO

Cuestionario

1. ¢Qué otros inhibidores quimicos se pueden utilizar para determinar la actividad
de la ACP prostatica?

2. ¢Cudl es el papel de la ACP en la fisiologia 6sea y cudl es la isoenzima de
utilidad diagndstica en este caso?

3. ¢Qué es el antigeno prostatico especifico (PSA) y cuales son los valores de corte
clinico?

4. ¢Cuales son los nuevos biomarcadores utilizados para el diagnéstico de cancer
prostéatico?

5. ¢Qué semejanzas bioquimicas existen entre el carcinoma prostéatico y el de
mama?

Bibliografia
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Implicacion en la préactica clinica. Rev Mex Urol 2014; 74(4): 226-33.

- Kong HY, Byun J. Emerging roles of human prostatic acid phosphatase. Biomol Ther
2013; 21(1): 10-20.
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14 ANALISIS DE LIQUIDO SEMINAL

Objetivo
- Reconocer el papel del analisis del liquido seminal en el diagnostico de
infertilidad masculina.

Introduccion

El semen es un liquido lechoso que contiene secreciones de la prostata,
glandulas bulbouretrales o de Cowper y vesiculas seminales; espermatozoides y
algunos de sus precursores (espermatocitos, células de Sertoli, etc.). Se acumula
temporalmente en el ampula de los conductos deferentes y de las vesiculas
seminales y su secrecion es constante durante la edad viril.

Los espermatozoos se producen en el testiculo a partir de las espermatogonias,
estando la espermatogénesis y la espermiogénesis bajo la accién de la hormona
foliculo estimulante (FSH) de la hipdfisis.

Se pueden realizar dos tipos de andlisis de semen, espermatobioscopia o
espermograma: directa o indirecta, funcional o Hiulhner. Es un estudio que aporta
informacion sobre la espermatogénesis, la funcion de los espermatozoides y de las
glandulas sexuales accesorias.

Es una de las pruebas basicas en el estudio de la pareja estéril y de
enfermedades genitales masculinas. Cuando se trata del estudio de pareja, debe
hacerse con mucha seriedad por las implicaciones psicoldgicas y sociales para la
pareja en cuestion. En este caso se realizan tanto el estudio directo como el
indirecto.

La espermatobioscopia directa, al igual que el examen de orina, se divide en tres
partes: analisis fisico, andlisis quimico y analisis microscépico; aunque el andlisis
guimico no se realiza rutinariamente en los laboratorios clinicos.

Por cuestiones practicas, Unicamente se realizara la espermatobioscopia
directa.

Reactivos:
- Solucion de bicarbonato de sodio al 5% en formol al 1%................ccoovvevivinnnnns (15)
- Equipo para tincion de Wright.

Material biol6gico: muestra de semen obtenida por masturbacion previa abstinencia
sexual minima de 3 dias.

*NOTA

- Después de obtenida la muestra, colocarla en un bafio maria a 37°C, ahi debe
mantenerse hasta terminado el analisis, éste debe hacerse dentro de las 2 h.
siguientes.
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14.1 EXAMEN FiSICO

Tiempo de licuefaccion y color

Técnica

Observar la muestra a partir de los 20 minutos de obtenida hasta que se
encuentre completamente licuada y anotar el tiempo transcurrido. A partir de que
esta licuada proceder a observar el color.

Volumen vy viscosidad

Técnica
Medir con una pipeta graduada de 5 mL el volumen total de la muestra. Dejar

caer libremente el liquido de la pipeta, observar la forma de caer e interpretar de
acuerdo al cuadro 14.1.1.

Cuadro 14.1.1 Interpretacion de la viscosidad de una muestra de liquido seminal.

Viscosidad Apariencia
Normal Goteo
Aumentada Gotas muy gruesas y dificil salida del
liquido
Disminuida Chorro, no goteo, salida en hilo
pH
Técnica

Con una pipeta Pasteur colocar una gota de semen en un papel para medicién
del pH, de preferencia que sea un papel con escala de decimales. Comparar contra
la carta de colores del frasco.

14.2 EXAMEN MICROSCOPICO
Motilidad

Técnica

Colocar 10 puL de semen entre porta y cubreobjetos de 20X20 mm. Observar al
microscopio en el objetivo de seco fuerte (40X) la motilidad o no motilidad de los
espermatozoides. Para llevar a cabo este examen debe observarse el grado de
motilidad de los espermas e interpretar como indica el cuadro 14.2.1. Contar 100
células y obtener la gama porcentual de cada tipo de motilidad espermatica.
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Cuadro 14.2.1. Interpretacion de la motilidad en una muestra espermatica.

Observacion Calificacion
Espermas con movimientos de traslacion rapidos ++++
Espermas con movimientos de traslacion +++
moderados

Espermas con movimiento lento ++
Espermas con movimiento in situ +
Espermas inméviles Inmoviles

Cuenta espermatica

Técnica

Medir en una pipeta de Thoma para leucocitos una muestra de semen hasta la
marca de 0.5 y diluir con la solucion de bicarbonato-formalina hasta la marca de 11
(1:20). Agitar bien la mezcla hasta que el moco se disuelva. Descartar las primeras
cinco gotas de la pipeta y la siguiente colocarla en una camara de Neubauer con
cubrehematimetro y contar los espermas presentes en 5 cuadros medianos (80
cuadros pequefios) de la camara central (cuadricula para eritrocitos). Hacer esto
mismo en la otra parte de la camara de Neubauer. Obtener una media de los dos
conteos y multiplicar el conteo final por 1,000,000 para obtener el numero de
espermatozoides/mL.

Morfologia espermaéatica

Esta parte del estudio espermatico tiene por objeto determinar el porcentaje de
las formas normales y establecer la formula cito-espermatica llamada también
cuenta diferencial espermatica.

Este estudio puede realizarse tanto en fresco, si se cuenta con un microscopio
de contraste de fases, como en frotis tefiidos con colorantes selectivos, basicamente
nucleares.

Técnica

Para el examen de frotis tefiido se prepara éste colocando una gota de la muestra
en uno de los extremos angostos del portaobjetos, y con el borde de otro
portaobjetos, se extiende la muestra hacia el lado opuesto de la lamina en forma
similar a la utilizada para hacer un frotis sanguineo. Dejarlo secar y tefiirlo por el
meétodo de Wright, previa fijacion con metanol. Realizar una cuenta diferencial
contando 200 espermas con el objetivo de inmersion (100X). Observar también la
presencia de leucocitos, eritrocitos y/o células epiteliales. Obtener el porcentaje de
todas las formas observadas y reportarlas.
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Determinar las formas normales y anormales, como son:

Anormalidades cefalicas: distribucion irregular de la cromatina nuclear y la
fragmentacion del nacleo, pérdida de los limites uniformes del perimetro cefélico,
tamafo de la cabeza (gigantozoospermos, macro y microcefalozoospermos),
numero de cabezas (bicéfalos, policéfalos).

Anormalidades cervicales: a nivel de cuello, como el alargamiento y acodamiento
del esperma a este nivel, que puede llevar a la ruptura de este sitio dando origen
a cabezas o colas libres.

Anormalidades corporales: a nivel de la pieza intermedia donde puede haber
deformaciones, hinchazon, irregularidades del contorno.

Anormalidades caudales: son las alteraciones morfoldgicas de la cola como
ausencia de cola, colas cortas, colas enrolladas, colas en espiral, bicaudales o
policaudales.

Formas jOovenes o inmaduras: se pueden observar esperméatides vy
metaespermatides, y las que se manifiestan en la persistencia de citoplasma
envolvente a nivel cefalico o de la pieza intermedia.

Formas hipermaduras o envejecidas: se manifiestan como espermas negros
detectados Unicamente con microscopio de contraste de fases o bien por la
presencia de granulos adheridos a lo largo de la cola del espermatozoide.

Valores de referencia:

Determinacion Observacion

Volumen 21-52mL

Color Blanco-grisaceo o blanco-amarillento
Aspecto Translucido-opalescente
Viscosidad Equivalente a un goteo
pH 7.6-8.2

Tiempo de licuefacciéon 15— 20 min.

Motilidad > 78% entre 60 y 120 min.
No. espermas/mL 60 — 150 X 106

No. Espermas/eyaculado 90 — 900 X 108

Morfologia espermatica Formas normales > 70%

Formas inmaduras < 35%

Seminario: ANALISIS DE LiQUIDO SEMINAL

Cuestionario

1. ¢Qué es: megalospermia, oligospermia, azoospermia, teratozoospermia?
2. Explique, brevemente, como se realiza la prueba de vitalidad espermética.
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. Realice un esquema de las diferentes formas de espermas que pueden
observarse en una citologia espermatica.

. ¢ Qué pruebas especiales se le realizan a una muestra de liquido seminal?
. ¢En qué patologias encontramos alterados al menos uno de los examenes
realizados al liquido seminal?
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15 ANALISIS DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Es el liquido presente en el interior de los cuatro ventriculos cerebrales, del
espacio subaracnoideo y de la médula espinal. Sus funciones principales son de
sostén mecanico, remocién de productos de deshecho, transporte de compuestos
fisiol6gicamente activos y mantenimiento del medio quimico, todo en el cerebro.

La composicion idnica y molecular del liquido cefalorraquideo (LCR) difiere de la
del plasma en el caso de algunos componentes y es idéntica en el de otros.

Mucha patologia del cerebro se acompafia de alteraciones en el LCR debido a
modificaciones en la barrera hemato-encefalica, a la induccion de alteraciones
inflamatorias, necrosis tisular o al pasaje de células tumorales.

El indice metabdlico del cerebro es uno de los mas elevados en el organismo
humano, ya sea en estado de vigilia o durante el suefo, pero a diferencia de la
mayoria de los otros 6rganos, los cuales almacenan y reservan un cierto aporte
energético para su mantenimiento, el cerebro practicamente no almacena recursos
energeéticos.

El LCR forma parte de lo que en el laboratorio clinico se denomina “liquidos
biologicos”, por lo que su andlisis no difiere mucho, en cuanto a las pruebas, del
analisis de cualquier otro liquido organico; mas aun, es el analisis de este liquido el
ejemplo a seguir para cualquier otro. En general, el examen se divide en 5
componentes:

- fisico

- quimico

- microscoépico

- microbiolégico

- inmunoldégico

Estos son los componentes de un andlisis basico, pero no descarta la posibilidad
de hacer otro tipo de pruebas especiales como ayuda a la confirmacién de un
diagndstico.

Tradicionalmente el analisis del LCR era la prueba de eleccion para dilucidar el
diagnéstico de las meningitis, pero en la actualidad se ha ampliado su uso a la
medicién de biomarcadores para el diagndstico de padecimientos cerebrales no
infecciosos y hasta de cancer.

Debido a la complejidad en la toma de la muestra, es posible que el LCR extraido
de un paciente esté contaminado con sangre, por lo que los valores de proteinas y
leucocitos se ve modificados por la interferencia de esta contaminacion, para ello
existen formulas que nos permiten hacer correcciones y asi obtener valores reales
del LCR analizado.
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Correccién para Proteinas

~ [(PsxHD) |
Correccmnzt Jloo

Hs

En donde: Ps = Proteinas en suero (g/dL)
HI = Eritrocitos en LCR
Hs = Eritrocitos en sangre

Correccion para Leucocitos

[ LsXHI']
Correccion=, — 1100
| hs |

En donde: Ls = Leucocitos en sangre periférica
HI = Eritrocitos en LCR
Hs = Eritrocitos en sangre
Técnica
Debido a que la muestra de LCR no es factible tenerla para hacer la medicion,
esta actividad sera unicamente de seminario.

Valores de referencia:

Caracteristica Nifos Adultos

Volumen (mL) Recién nacido 10 — 60 140 - 170

Aspecto Cristalino, transparente

Color Incoloro

Presién (mm Hg) 100 - 120

Coagulabilidad Negativa

Leucocitos/mm?3 0-30 0-5

Proporcion de células Méas monocitos 70% linfocitos
30% monocitos

Glucosa 50 — 60% menos que la sérica

Proteinas (mg/dL) 15 -45

Bacterias Negativo

Seminario: ANALISIS DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
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=

Cuestionario
¢,Cuadles son las propiedades y funciones del LCR en el organismo?
Describa como se realizan las diferentes tomas de muestra del LCR,
mencionando los cuidados y precauciones que deben tenerse para efectuar
cada una de ellas.
Mencione en qué casos se recomienda hacer un estudio de LCR.
Realice un cuadro sindptico en donde muestre como se realiza el diagnostico
diferencial de las meningitis por medio del analisis del LCR.
¢, Qué pruebas especiales se le pueden realizar a un LCR?
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ANALISIS DE HORMONAS

La transmision de la informacién en el organismo es llevada a cabo por los
sistemas nervioso y endocrino. En el sistema nervioso, el mensaje es transportado
entre el tejido periférico y el cerebro mediante una red nerviosa especialmente
construida; mientras que en el sistema endocrino, el mensaje es transportado desde
una célula hacia otra mediante la corriente sanguinea a través de sustancias
guimicas denominadas hormonas.

Las partes del organismo encargadas de la secrecion de hormonas son llamadas
glandulas endocrinas; dentro de las cuales, las mas importantes son la hipdfisis
anterior y el hipotalamo. Estas dos glandulas funcionan como reguladores primarios
en su totalidad del sistema endocrino.

El estudio de las hormonas es denominado andlisis hormonal, el cual puede
realizarse de dos formas:

- midiendo la cantidad de hormona activa en suero o sus metabolitos en orina

- por medio de pruebas dinamicas para determinar su actividad

El analisis hormonal también se realiza por medio de perfiles, de acuerdo al eje
funcional de cada grupo de hormonas, de esta forma tenemos:

- gonadal, tanto masculino como femenino

- ginecologico

- suprarrenal

- tiroideo

- hipotalamico

Cada perfil estd conformado por diferentes hormonas que permiten verificar el
funcionamiento de cada eje. De estos perfiles, los mas comunes son el ginecoldgico
y el tiroideo; siendo el tiroideo el mas utilizado por los médicos de todas las
especialidades y en todos los grupos de edad, desde neonatos hasta adultos
mayores. Los otros perfiles son mas especificos, por ello sélo se llevan a cabo en
los laboratorios de hormonas y pruebas especiales.

Técnica
Por carecer del equipo para hacer la medicién, esta actividad ser4 Unicamente
de seminario.

Seminario: ANALISIS HORMONAL

Cuestionario
1. ¢Qué es una hormona y cuales son sus caracteristicas?
2. Realice un esquema que represente el mecanismo de accion de los diferentes
tipos de hormonas.
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. Mencione tres métodos diferentes para la cuantificacion de hormonas y diga sus
fundamentos.

. Anote el nombre de diez hormonas clinicamente importantes, su lugar de
secrecion y su célula blanco

. ¢Qué es el tamiz neonatal y qué hormonas incluye?
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AUTOMATIZACION EN QUIMICA CLINICA

Un autoanalizador es un equipo, 0 mas bien, una maquina capaz de realizar un
gran numero de determinaciones, exigiendo escasa atencion por parte de los
operadores. La automatizacién en Quimica Clinica es relativamente reciente, ya que
data de 1957.

Hacia los afios 60's, la Quimica Clinica, y principalmente hospitalaria,
experimento un profundo cambio, originando como consecuencia dos innovaciones
simultaneas y relacionadas:

- la mecanizacion de las determinaciones

- la produccién industrial de equipos de reactivos

Actualmente existen en el mercado muy diversos tipos de analizadores para
Quimica Clinica y se clasifican de acuerdo a su funcionamiento como:
completo o parcial
seriado o paralelo
discreto o de flujo continuo
monocanal o multicanal

Estos aparatos, ademas, nos pueden medir la velocidad de una reaccion, el
punto final o una posicion de equilibrio de la misma, o hacer los tres tipos de
medidas.

Hoy por hoy, se utilizan mucho mas frecuentemente los sistemas de flujo
continuo, aunque también se han desarrollado sistemas discretos que utilizan la
tecnologia de la pelicula seca o quimica seca.

Cuando estamos frente a un autoanalizador es importante considerar:

a) No todos funcionan como seria de esperar al leer los impresos que los

describen.

b) Sino se posee experiencia directa sobre el sistema, es un buen indice para

juzgarlo la aceptacién que haya tenido por parte de otros consumidores.

c) Hay sistemas con un porvenir aparentemente brillante que practicamente

desaparecen del mercado un afio después.

d) Es muy util enfocar la discusién del sistema sobre los principios generales en

gue se basan la mayoria de ellos.

Estas consideraciones mas la cantidad de andlisis que se realizan por dia en un
laboratorio, son la guia para la adquisicion de un equipo.

Aungue los equipos automatizados son rapidos y tienen la posibilidad de detener
una corrida para introducir una muestra de urgencia, para obtener un resultado
mucho mas rapido en areas de urgencia se disefiaron los instrumentos de respuesta
rapida al lado del paciente (point of care testing [POCT]). El objetivo de este tipo de
instrumentos es generar un resultado rapido para la implementacion de un
apropiado tratamiento. En ocasiones, de cualquier forma, se envia la muestra
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sanguinea al laboratorio para corroborar, pero con esta respuesta rapida se inicia
un tratamiento que después se puede rectificar o continuar.

Técnica

Por carecer del equipo para hacer la demostracion, esta actividad sera

Unicamente de seminario.

Seminario: AUTOMATIZACION EN QUIMICA CLINICA

agrwnE

Cuestionario
¢, Cuales son las partes fundamentales de un autoanalizador en Quimica Clinica?
¢, Qué es el "arrastre" en un autoanalizador de Quimica Clinica?
¢ Cuél es la diferencia entre un analizador de flujo continuo y uno centrifugo?
En automatizacion ¢ qué es el tiempo de retardo y el volumen muerto?
¢Para qué pruebas de laboratorio se han disefiado equipos POCT?
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ANEXO

PREPARACION
DE

REACTIVOS
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. Solucién Madre de Anaranjado de metilo (100 mg/dL):
Anaranjado de Metilo...........cooiiiiii i 100 mg
Agua destilada chp....... ..o 100 mL

Disolver en colorante en un matraz aforado de 100 mL con un poco de agua
destilada. Aforar a 100 mL con el agua.

. Solucion de anaranjado de metilo, concentracion 0.2 mg/dL:

Solucién madre de anaranjado de metilo................cooiiiiiiiii. 0.2 mL
Agua destilada Cop ... 100.0 mL
Colocar el colorante en un matraz aforado de 100 mL y diluir con el agua hasta
el aforo.

. Solucion de anaranjado de metilo, concentracion 0.4 mg/dL:

Solucién madre de anaranjadodemetil.............ccooiiiiiiiiiii 0.4 mL
Agua destilada Chp ..o 100.0 mL
Colocar el colorante en un matraz aforado de 100 mL vy diluir con el agua hasta
el aforo.

. Solucion de anaranjado de metilo, concentracion 0.6 mg/dL:

Solucién madre de anaranjado de metilo...................ocooiiiiii 0.6 mL
Agua destilada ChP ... 100.0 mL
Colocar el colorante en un matraz aforado de 100 mL y diluir con el agua hasta
el aforo.

. Solucion de anaranjado de metilo, concentracion 0.8 mg/dL:

Solucién madre de anaranjado de metilo....................coiiiii 0.8 mL
Agua destilada Chp ..o 100.0 mL
Colocar el colorante en un matraz aforado de 100 mL y diluir con el agua hasta
el aforo.

. Solucion de anaranjado de metilo, concentracion 1.0 mg/dL:

Solucién madre de anaranjado de metilo................cooiiii, 1 mL
Agua destilada cbp ... 100 mL
Colocar el colorante en un matraz aforado de 100 mL y diluir con agua hasta el
aforo.

. Solucién madre de rojo de cresol al 1% (p/v):

ROJO A€ CreSOl .. 250 mg
= g o I L P 10mL
Agua destilada cbp ... 25mL
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Disolver el colorante en el etanol en un matraz aforado de 25 mL, aforar con el
agua destilada. Conservar en frasco ambar aislado de la luz.

8. Solucion de rojo Congo 14 mg/L
ROJO CONQO et 7 mg
Agua destilada chp ..o 500 mL
Disolver el colorante en un poco de agua en un matraz aforado de 500 mL, aforar
con el agua destilada. Conservar en frasco ambar aislado de la luz.

9. Solucion de dicromato de potasio al 10% (p/v):

Dicromato de potasio..............couiiiiiiiiiiiiiii 10 ¢
Acido sulfurico concentrado............o.vuiuiiiiiiii 1 mL
Agua destilada ChP .....ouoei 100mL

Disolver el dicromato de potasio en un matraz aforado de 100 mL con un poco
de agua y el acido sulfarico, llevar al aforo con el agua.

10. Solucion de &cido sulfarico 500 mmol/L
Acido sulfarico (90% de pureza y densidad de 1.84)........................... 1.4 mL
Agua destilada Chp ... 100 mL
Colocar en un matraz aforado de 100 mL aproximadamente 50 mL de agua
destilada y adicionar el acido cuidadosamente, mezclar y aforar con agua
destilada.

11.Solucion de hidroxido de sodio 500 mmol/L
HIdroxido de SOI0......ouiii i 20g
Agua destilada. ..o 100mL
En un matraz aforado de 100 mL colocar aproximadamente 50 mL de agua
destilada y adicionar el hidroxido de sodio. Disolver auxiliandose de un bafio frio
y aforar con agua destilada.

12.Solucion de &cido clorhidrico 5 N
Acido clorhidrico CONCENIrAdO ...........ceevneieieie e 4.2 mL
Agua destilada Cbp ..o 10 mL
En un tubo de ensayo de 18X150 mm colocar 5 mL de agua destilada y adicionar
lenta y cuidadosamente el acido, homogeneizar. Agregar 5 mL mas de agua con
cuidado.

13.Solucion de hidroxido de sodio 5 N
Hidroxido de SO0 ......vineii i 20g
Agua desStilada. . ......c.oneei 10 mL
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En un tubo de ensayo de 18X150 mm colocar 5 mL de agua destilada y adicionar
el hidroxido de sodio. Disolver y agregar 5 mL mas de agua destilada.

14. Solucion de acido sulfosalicilico al 3% p/v
Acido SUIfOSAlICIlICO ... 3049

Agua destilada Chp ..o
Colocar un poco de agua destilada en un matraz aforado de 100 mL, agregar el

acido sulfosalicilico y disolver. Aforar con agua destilada.

15.Solucién de bicarbonato de sodio al 5% (p/v) en formol al 1% (p/v): Bicarbonato
dE SOTIO ... 549
Formaldehido al 40% ........ooiinii i 1 mL

Agua destilada Chp ..o 100 mL
En un matraz aforado de 100 mL, colocar un poco de agua y afadir el
bicarbonato de sodio, disolver y agregar el formaldehido. Aforar con agua

destilada.
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