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Uno de los problemas que deade hace tiempo se ha venido 

observando en el laboratorio clínico, es la falta de especifici

dad en los métodos que utilizan la reacción de Jaffé para la de

terminación de creatinina en suero y orina, ya que ésta reacción 

se basa en la formación de un compuesto color amarillo naranja-

por la reacción entre la creatinina y el picrato alcalino. La e~ 

tructura de éste compuesto no ha sido comprobada, pero se estu-

diarán las propuestas por Greenwald (8) y por Janovsky (32 ) . 

El inconveniente es que durante el tiempo de reacción-

intervienen cromógenos no específicos ( acetona, ácido diacético

acetaldehído, dihidroxiacetona, ácido pirúvico etc.) dando valo-

rea elevados (21). Ademáa se necesita un volumen de muestra rela

tivamente importante del orden de 1.0 a 3.0 ml. de suero, lo cuál 

es un grave inconveniente sobre todo en pacientes con dificultad

de extracción sanguínea, ya sean adultos con enfermedad renal crQ 

nica o infantes en los que los exámenes de laboratorio son numerQ 

sos. 
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Debido a que la determinación de creatinina ocupa un -

lugar importante en la exploración renal por ser un parámetro-

fisiológicamente estable (11), se decidió estudiar un método -

que disminuya al máximo posible los inconvenientes antes menciQ 

nades. 

Así se revisarán y evaluarán tres métodos ya estableci 

dos para la determinación de creatinina en suero y orina como -

es el de " Bonsnes y Taussky 11 
( colorimétrico de punto final), 

el de 11 Owen 11 
( adsorción con silicato de aluminio ) y el de--

" Larsen " cinético). Este Último se revisará con mayor det~ 

nimiento y en base a su fundamento· se ensayarán diferentes modi 

ficacionee, hasta adaptar un método cinético manual simplifica

do que posiblemente presente ventajas sobre los dos anteriores. 

Se analizarán y compararán muestras problema de suero

Y orina por los tres métodos, para observar las ventajas y des

ventajas de cada uno, haciendo una evaluación estadística de -

los resultados. 



C. A P I T U L O II 

G .E N E R A L I D A D E S. 
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La creatinina1 CHJ-¡-~,C=O 

EN=C N 
H 

e~ el anhidrido de la creatina o ácido metilguanidoacético: 
CH3 1 

H2N-~-N-CH2 - COOH 
NH substancia nitrogenada que se encuentr~ ca-

si exclusivamente en el músculo (98%) desempenando un papel 

esencial en la contracción muscular y excretandose bajo la for-

ma de su anhidrido (27). 

La biogénesis de la creatinina se realiza primeramente 

en el ri~Ón en donde intervienen dos aminoácidos: 

La llrginina: y la Glicina: 

B N-C-NH-(CH ) -CH-COOH 
2 " 2 3 

H N-CH - COOH 
2 2 

NH NH
2 

La creatina muscular fosforilada CH -N-CH -COOH con~ 
2 i 2 

C=NH 

HN-PO H 
3 2 

tituye un compuesto de alto contenido energético que representa-

el papel de substancia de reserva para la síntesis de ATP (21) .-

Cuando la creatina fosfato cede su resto fosfórico, se transfor-

ma en creatina y si no 'se refosforila se deshidrata y convierte-

en creatinina que difunde fácilmente y se excreta con la orina--
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en forma constante aún variando la inqesta protéica. 

CH -N-CH -COOH CH -N -CU -COOB CH -N-CH 
l 1 2 3 f 2 3 

1 ~ ~aNH + c¡-im 
BN~~ NH .. RO +. / C=O 

3 2- 2 2 ~ 
B PO H 

3 4 

Fosfato de creatina Creatina Creatinina 

La conversión de creatina en creatinina no es reversi-

ble. 

En las distrofias musculares la capacidad del músculo-

para el almacenamiento de creatina disminuye, por lo ~ue ésta-

aumenta en sangre (14) • La creatina y su fosfato se convierten-

espontaneamente en condiciones normales e11 creatinina a la vel.12 

cidad de 2% por día (27). 

La historia de la creatinina data desde 1847 cuando --

Liebiq llamó asi a una substancia que obtuvo por calentamiento-

de creatina con ácidos minerales. En 1885 Borbaczewski, sinteti 

zó creatinina por primera vez. En 1886 fué aislada por Chevreul. 

Su síntesis fué confirmada por Paullmann quien en 1894 comprobó 

que la creatina era ácido metilguanidoacético y que la creatini 

na era un anhídrido interno. Vigneaud y asociados establecieron 

que la metionina podía servir como un donador de metilos para--

el quanidoacetato in·vivo para foraar creatinina (27). 

Loa priaeroa progreaoa de iaportancia sobre la ~uímica 

de éataa doa aubatancias. fueron efectuado• por Fol!n entre 
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1905 y 1915, en donde los métodos para cuantificación de creatini 

na en líquidos y tejidos fueron valiosos. 

En 1927, Fiske y Subarrow demostraron que existe ácido-

creatinfosfórico en el tejido muscular de los mamíferos, que se-

desdobla en la contracción muscular y se resintetiza durante la-

relajación. En 1941 Vigneaud y colaboradores objetivaron la for-

mación de creatina y creatinina exponiendo un nuevo conceptoi"la 

transmetilación es un proceso metabÓlico generalizado". Utilizan 

do metionina en la que el grupo metilo era isotópico, pudieron--

demostrar experimentalmente que la metionina era una fuente de-

grupos metilo de la creatina aislada de los tejidos de animales-

que recibieron la metionina isotópica, coincidía en su contenido 

isotópico con el de la creatinina de la orina y así demostraron-

que el camino hacia la creatina· de un grupo metilo determinado--

se efectuaba en forma mas directa desde la metionina que desde--

otros compuestos estructuralmente afines con la metionina y estA 

blecieron que la metilación del ácido guanidoacético es irrever-

HN-CH -COOH 
1 2 
C=NH 
1 

NH
2 

+ 

H 
-ca -C-coo6 

2e• 
NH3 

" metil 
transferasa" 

Ac. guanidoacético -S-adenosil-L-metionina 

-COOH 

+ 

-S-adenoail-1-homociateína Creat:ina 



(~H2 ) 3-rtt-COOH 
tfH NH2 

SINTE~IS BIOLOGICA DE LA CREA7I1:11NA 

y ~us INTEllRSLACIO~S y,;r;TABOlJGAS 

..... 

~'Transa 

+ NH2-CH •. TCOOl:i -t> COOH + COCH 

GLICI .:.NA midi~as: H6-NH2 6H" 
---- (CH.,) - NHC. 

J..,,t; j !,_HU y=NH 
NH... ARGININA - . c. 

."'111
2 

G-.m 

OR'T ... TI ". NH2. 
~--'-~¡.,c. 

GuAr:IDOACETICO 

!'.:M~~9~g-L-::-.e·t 'i onina 
+ Ortof'·:is:t'ato + Pirof'crefr';o 

transi'~raE~ 
Ac.gaanidoacético 

-s-c.:~ -cH2 -dH..:N}i'?cooH 

..:.~.OªIJ:._HOMOC~~ 

+ CR'l!:l.TINA 
f;USCULC 1 

CH3-N-CH2•COOH 
A:NH ....... 

Cr~atin OR~ATINA kH 2 + ADi'_...A'rF i ,, ~ C'!-!
1

-N-CH,.,-COOH 
e nas~ Ó=Mi' 

( PCK) - HN-FO 3 H2 

POS.FATO 'DF. C::t::ATI~iA 

+ A.DF 

(l'os!'ato inorgánicl)) 

C R B T I N I N A t~~cr!tada por la orLna) 

+ 

~-' 
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El grupo metilo de la creatina es estable y no puede -

cederse en el organismo. 

Hobermen en 1947, demostró que el ácido guanidoacético 

precursor fisiológico de la creatina, existe normalmente en el

suero sanguíneo.(27) 

En 1949, Du Vigneaud y colaboradores observaron en la

rata, que el grupo metilo isotópico administrado con la metioni 

na, la cuarta parte del elemento marcado aparecía en el anhidri 

do carbónico espirado y la mitad era excretada en la orina y -

las heces.Por consiguiente llegaron a la conclusión de que la-

transmetilación para formar creatina, era un proceso mas activo 

que la incorporación de metilos en las proteinas totales del -

organismo. 

El grupo metilo de la metionina, puede liberarse para

lograr la metilación del ácido guanidoacético que se convierte

en creatina formándose hamocisteína que puede aceptar un metilo 

de la colina y transformarse en metionina que puede volver a cg 

der su grupo metilo. 

La formación de creatina y creatinina en el organismo

norrnal se cumple através de procesos enzimáticos en los tejidos. 

Investigaciones " in vitro " para establecer el lugar

de formación de la creatinina, indican que ocurre en músculo e~ 

quelético, hígado, riñón y en general en todos los tejidos.(26) 

La síntesis de creatinina a partir de glicina y otros-
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dos aminoácidos ( arginina y metionina), es un proceso en el -

que hay dos pasos enzimáticos. 

El acetato de guanidina (glucosiamina o ácido guanido

acético) se forma por la transamidinación fundamentalmente en-

los rinones y ésta es una reacción reversible mediada por la -

transamidinasa que está sujeta a una realimentación de la crea

tina de la dieta. La glucosiamina es entonces metilada en una-

segunda reacción en la que interviene una transmetilasa y la m& 

tionina activada en el hÍ9..iH}Q. para formar creatina. 

La creatina en forma libre y como fosfocreatina, se -

distribuye del hígado a través de la sangre al músculo y cere-

bro con solo trazas de ella en la orina. 

La fosfocreatina existe en grandes concentraciones es

pecialmente en el músculo donde es una forma importante de dep.Q 

sito de fosfato de alta energía. 

La pérdida espontánea de ácido fosfórico a partir de -

fosfocreatina en el músculo en condiciones normales con el ani

llo cerrado, es la mayor reacción que produce creatinina1 la 

reacción más lenta no enzimática, consiste en la pérdida de 

agua a partir de la creatina, así la creatinina es el anhídrido 

de la creatina. También se forma creatinina a nivel muscular(lO) 

Excreción renal: 

La creatinina libre que aparece en la sangre y orina,_ 

no vuelve a ser utilizada y se excreta por la orina de manera -
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constante (mujeres de 0.6 a 1.5 g/24 hrs., y hombres de 1 a 2-

g/24 hrs.) (De 5.30 a 13.27 y de 8.8 a 17.6 mmol/Kg. de peso en 

24 hrs., respectivamente) (28). 

En 1929, Rehberg sugirió que la creatinina era filtra

da a través de los glomérulos y concentrada en los túbulos no-

siendo reabsorbida ni aumentada por secreción. Basó su sugeren

cia en el hecho de que la velocidad entre la concentración de-

creatinina en la orina y la del suero, fué mayor que para cual

quier otra substancia biologicamente excretada. 

Shannon, ha mostrado que los valores de eliminación de 

creatinina son semejantes a los de eliminación de substancias -

exógenas como la inulina que es excretada principalmente por 

filtración glomerular ( y no secretada por los túbulos ) . El 

uso de coeficientes de creatinina que expresan la cantidad de-

creatinina en mg/Kg. de peso corporal excretada en 24 hrs., por 

un individuo sano, está basado en que la cantidad de creatinina 

en la orina está relacionada con el peso corporal. (31) 

Sin embargo se ha observado que la eliminación de ere~ 

tinina se relaciona mejor con la masa muscular que c~n el peso

corporal ya que se han encontrado coeficientes de creatinina ms 

yores en hombres sanos que en mujeres sanas (33) . Así se expli

ca la razón por la que un individuo obeso generalmente presenta 

valores de coeficientes de creatinina menores, que un individuo 

no obeso. (31) 
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La excreción de creatinina urinaria varía un poco con-

1 a cantidad y naturaleza de la dieta y ea independiente de la-

diuresis (31) • El ejercicio físico parece incrementarla ligera

mente (a diferencia de la urea) (33). 

La concentración de urea, ácido úrico y creatinina en

·1a sangre, depende principalmente de la facultad del rinón para 

excretar dichassubstancias. El riftón normal puede concentrar -

hasta 100 veces su valor en sangre ( la urea 80 y el ácido uri

co 20), por lo tanto el rinón excreta más fácilmente la creati

nina. 

Cuando la permeabilidad renal disminuye ( en insufi -

ciencia renal) la primera substancia que se retiene es el ácido 

úrico, aumentando en sangre. En caso de enfermedad renal grave, 

puede ocurrir que la urea y la creatinina no esten aumentadas-

por la facilidad con que se excretan, pero al aumentar la le -

sión, se retiene la urea y finalmente la creatinina. 

La concentración de creatinina en sangre, es el mejor

Índice para el pronóstico de una áisfunción renal. (31) 

Es muy importante que la colección de orina en 24 hrs. 

sea lo más exacto posible para que la determinación de su con-

tenido de creatinina sea confiable. 

Folín, fué uno de los primeros investigadores oue utilizó ésta

prueba y encontró p~eftas variaciones día • día en la cantidad 

de creatinina excretada en la orina de un individuo sano. Dise-
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~ó una colección completa de orina y notificó que la excreción

de creatinina urinaria de 24 hrs., no fué suficientemente cons

tante para ser usada como una prueba de exactitud de la colec-

ción de orina de 24 hrs. (27) 

Scott y Hurley, en sus estudios con radio isótopos re

portan un coeficiente de variación de excreción de creatinina-

para un solo individuo del 10%, mientras entre diferentes suje

tos el promedio fué del 29 %. 

Sobre la base de éstos resultados, los autores conclu

yeron que la concentración de creatinina en orina cuidadosamen

te colectada en 24 hrs., proporciona sólo una ligera estimación 

de la cantidad total de dicha concentración de creatinina. 

Otros investigadores han reportado el coeficiente de-

variación para excreciones de creatinina de 24 hrs., entre difg 

rentes sujetos y varía de 4.J a 28.2 %. Igualmente el volumen -

de excreción urinaria presenta variaciones hasta del 50%. (25) . 

Folín reportó un coeficiente de variación de 6.8 o/o(3J) 

Puesto que la creatinina no es reabsorbida por los t.Y. 

bulos, los valores de eliminación de creatinina, no son un es

timado exacto del grado de filtración glomerular porque peque

nas cantidades de creatinina son secretadas por los túbulos. -

Consecuentemente los valores de eliminación de creatinina excg 

den ligeramente los de inulina. Aún así, una medición de elimi 

nación de creatinina endógena ofrece un buen estimado de fun--
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ción glomer.ular. 

La eliminación de creatinina ( ml/min.), ea calculada-

por la siguiente fórmula; 

.Q.Qncentraci6n en orina 
Concentración en suero 

x; vol.orina(ml/min.) x .1~··'~3~~~~~
sup. corporal 

donde 1.73, es la superficie promedio del cuerpo en m2 . 

La superficie del cuerpo aparentemente se relaciona 

con el tamafto de los rinones. 

Expresando la eliminación de creatinina en términos de 

un promedio de superficie corporal, permite la comparación de -

velocidades de eliminación en individuos con diferentes superfi 

cies corporales. 

La relación entre la eliminación de creatinina y urea, 

es aparentemente constante cuando la secreción de orina es nor-

mal y es usualmente de 0,6, pero puede variar de 0.4 a 1.1.(31) e 



14 

Intrgdusci.ón A la metodolog!ar 

Jaffé e1tudi6 11 coloraci6n oriqinada por la creatini

na con el ácido pícrico en medio alcalino ( en 1886) y Folín la 

aplic6 en 1904 para la determinaci6n analítica. (31) 

Greenwald, fué el primero en hacer un estudio sistemá-

tico de la química de la reacción de Jaffé (16) • El atribuyó el 

color rojo a una sal de creatinina, ácido pícrico e hidróxido -

de sodio y notó que había por lo menos dos lugares en la moléc~ 

la de creatinina donde un cambio en un átomo de hidrógeno pudo-

producir un tautómeror una lactama-lactima se rea11199la entre --

la posición 3 y 4 o un cambio ceto-enol entre la posición 4 y 5 

(17) • 

O H 
~ 1 
c~4--N 

1 
3~C•NH 

H- c 5 J7 
1 1 

CRFATIRINA 
H CH3 

Aún cuando la naturaleza del pigmento no se conoce con 

exactitud, Greenwald le a•iqnó la siguiente estructura1(8) 

H 
1 

-O-N-0 
1 
H 

H 
1 

- N 
1 
H 

H 
' N-C - OH 

·e( 11 
N-CH 
1 

CH3 
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La dimetilcre•tinina, en l• cuál un rearreqlo lactama

lactima es imposible por eubatituci6n de todos 1011 íitomos de bJ.. 

drógeno atacantes del nitrógeno. ( tllllbién dan la reacci6n de -

Jaffé, aquellos que eatan fuera de ésta ¡x>aibilidad) 

Una estructura con tautomería ceto-enol no da la reac

ción de Jaffé como ee la dimetilol creatinina.(6) 

Greenwald, notó que éste compuesto no podía formar una 

sal con ácido pícrico porque la base nitrogenada ae combinó con 

un grupo hidroximetilo,. Entonces él concluyó que la molécula d.t. 

bería tener propiedades básic•a para dar la reacción de Jaffé. 

Así Greenwald junto con Groae,estudillrOn la futura eatructura

de la molécula de 'cido pícrico y concluyeron que loa doa qru

poa nitro en la posición orto o regul~te loe tres grupos -

nitro y el hidrógeno en la posición meta. fueron loa componen-

tea estructurales responeablea de la reacci6n de Jaffé con ere• 

tinina. El101 basaron éata conclueión en la obaervación de que

talea análogos de ácido pícrico como 2-4 cJinitrofenol ó 2~4-6-

trini tro meta cresol, ninguno cubría los requerimientos mencio

nados, no dando así la reacción de Jaffé con creatinina.(17) 

Archibald, compr~bÓ que a temperaturas inferiores a 

30oe, el color se debía a un tautómero de picrato de creatinina, 

mientra• que a temperaturas mayores se origina metil quanidina

Y picr ... to ¡x>r reacci6n del picrato. (21) 

B1 trabajo de Greenwalct. augiere que el color rojo fo.r, 
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mado por la reacción de Jaffé, es el result~do de un complejo--

1 :l y 2:1 entre la creatina y ácido pícrico. 

En 1936, Bollinger aisló un sólido rojo de la mezcla-

de reacci6n de Jaffé y lo reportó como un complejo formado de-

un mol de ácido pícrico, un mol de creatinina y dos moles de hi 

dróxido de sodio. 

Abe, se~a16 sin embargo que el propio ácido pícrico 

por sí mismo reacciona con el hidróxido de sodio para producir

un complejo ión picrato. (3) 

Algunos investigadores han proporcionado evidencias bA 

aadaa en estudios espectroscópicos y cromatográficos de que el

color rojo formado por la reacción de Jaffé no es debido al áci 

do picrámico • 

Se han reportado dos complejos de ácido pícrico con iQ. · 

nes hidroxilo dependiendo de la concentración de hidróxido de -

sodio usado en la reacción de Jaffé. Estos complejos se presen

tan en diferente tiempo de la reacción. La forma que pre·valece

a bajas concentraciones de NaOH fué la del 2~ complejo. Los -

efectos de la concentración de hidróxido de sodio sobre el pro

ducto final formado en la reacción de Jaffé, han sido evidenci~ 

dos por datos espectroscópicos. Incrementando la concentración

de hidróxido de sodio, se eleva la absorción máxima de los pro

ductos a aayor longitud de onda. 

Bstudioa en la cinética de la reacción de Jaffé. han--
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mostrado que la constante de velocidad de reacción de primer o~ 

den es lineal en función a la concentración de hidróxido de so-

dio. ( 8 ) • 

Butler, ha propuesto que el grupo metileno de creatini 

na, reacciona con el anión picrato para formar un complejo 1:1-

" Janoveky" 

Complejo postulado de "Janovsky" para la reacción de "Jaffé". 

El producto de la reacción de "Jaffé", podría esperar-

se que diera picos de absorbancia para protones metilo y metilg 

no de creatinina y el anillo protón de ácido pícrico. 

Se han efectuado cuidadosos estudios de resonancia mag 

netica nuclear para la reacción de Jaffé. Los resultados de ta-

les estudios indican que se forma primero un producto 1:1 rojo-

naranja de creatinina y ácido pícrico, siendo después !entamen-

te convertido a un compuesto amarillo estable con una cinética-

de primer orden. 

Estudian polaroqráficos demostraron que cuando concen-

traciones iquales de creatinina y ácido pícrico se mantienen --

cerca de1 10% del producto final, se forma un complejo 2:1 de -
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creatinina y picrato. 

El. mecanismo de la reacción de Jaffé, depende de la -

concentración de hidróxido. 

Cuando se usa exceso de ácido pícrico, prevalecen con

diciones de pseudoprimer orden. 

Al aumentar la concentración de hidróxido, se presenta 

un cambio de menor absorbancia. 

A una mayor longitud de onda, se produce un cambio -

en la máxima absorción del picrato alcalino. Por lo tanto se OQ 

serva que es necesario un rígido control en la concentración de 

hidróxido de sodio. 
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Variable• inyolucndas m l.Lreacción .d.L_" J.af.fi " 

El color desarrollado en la reacción de Jaffé, ha sido

atribuído a un tautómero de creatinina a temperatura menor de--

30 oe y un tiempo de reacción no mayor de 15 minutos (4) • Un in-

cremento de éstos valores en tiempo y temperatura, producen pr~ 

sumiblemente metilguanidina y picramato. Temperaturas entre 15-

Y 25 oC aparentemente tienen poco efecto sobre el desarrollo de -

color, sin embargo se ha visto que la temperatura a la cuál es

medida la absorbancia influye considerablemente en los resulta

dos. 

La absorbancia del blanco de picrato alcalino y la de 

un problema de picrato de creatinina, aumentan conforme la tem 

peratura aumenta. pero la magnitud del aumento no es la mi:!lma

para ambos. Sin embargo la absorbancia de una muestra problema 

que contiene creatinina a aquella de un estandar de creatinina 

medida a diferentes temperaturas, es constante para ambas.(28') 

El efecto de la temperatura sobre la absorbancia en -

una solución de picrato alcalino, depende de la longitud de on 

da a la cuál eea medida. Entre 475 y 520 nm 7 un incremento de

temperatura de 25 a 40 .,e, aumenta la absorbancia. La magnitud

del incremento aumenta conforme la longitud de onda decrece de 

520 a 475 nm. Así el error que pudo resultar del control imprQ 

pio de temperatura.es mayor a 490 nm. y es mínin> a 520 nm.(4) 
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En estudio realizados por Sheshadri Narayanan y Harold 

D. Aplleton, observaron que la diferencia de lºcen la temperaty 

ra produce 0,7 )JlllOl/1 de error en la concentración de creatini

na a 490 nm. y de 10 veces menos a 520 nm. El ueo de la longi-

tud de onda intermedia entre 490 y 520 nm. es recomendado para

minimizar loe efectos de temperatura inducida.(31) 

~ ~ pícricoi La intensidad de color producida en la reac-

ción de Jaffé, es aparentemente independiente de la concentra-

ción de ácido pícrico, sin embargo una alta concentración de di 

cho ácido realmente disminuye el color de la reacción final. 

El hidróxido de sodioi influye también en el desarrollo de co-

lor que será mayor a menor concentración de álcali. Así el co-

lor producido en la reacción de Jaffé, es inversamente propor-

cional a la concentración de ácido pícrico y álcali. La absor-

cíón máxima para picrato-creatinina-álcali es aproximadamente -

485 nm. con blanco de picrato alcalino (6). 

Precipitación de proteinas; La recuperación de creatinina en-

filtrado libre de proteinas, depende del pH del precipitado, ya 

que a pH menor de 2 con ácido tricloroacético, la recuperación

de creatinina es cuantitativa. Sin embargo con filtrado de áci

do túngstico en el rango de pH 3 a 4.5 las pérdidas se deben a

que la creatinína se adsorbe en el precipitado de proteinas.(28') 

~ 1 La velocidad del desarrollo de color en la reac-

ción de Jaffé, es función del pH. Al disminuir el pH disminuye-
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la velocidad del desarrollo de color y difieren el problema de-

picrato de creatinina y el blanco de picrato alcalino. (31) 
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Importancia clínica .en la determinación ~ creatinina: 

Desde 1909, se reconoció que la excreción de creatinina 

era baja en enfermedad muscular, especialmente en distrofia mus

cular. (41} 

En enfermedad renal los valores de creatinina en suero

ae incrementan significativamente, hasta que la función renal ha 

sido considerablemente daftada. La determinación de eliminación-

de creatinina, puede indicar más sensiblemente dafto renal y en-

tonces puede ser usada para seguir el efecto de tratamiento en -

caso de glomerulonefritis aguda, identificar una disfunción glo

merular primaria y para revisar una función renal general, sin-

embargo permanecen problemas en la especificidad de ésta prueba. 

Entonces es difícil determinar que el dafto es debido -

solamente a disfunción glomerular, porque la velocidad de filtr-ª. 

ción glomerular está decrecida en condiciones que contribuyen al 

flujo sanguíneo renal disminuído.(10) 

El diagnóstico usa los valores de eliminación de creatJ:_ 

nina y depende de la estandarización para colección de orina y-

suero. Un catéter podía ser usado para pacientes con volumen de

orina disminuido. Un valor de eliminación de creatinina que es-

del 20 al 4o% de lo normal, indica severa enfermedad renal. De 40 

a 60'%, moderado dano renal y de 60 a 80"/ai disfunción renal media

(3]) • 
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Debido a que las constantes de velocidad total de eli

minaci6n de f'rmacos y secreci6n de ·creatinina eatan linealmen

te relacionadas, ee puede utilizar loa valorea de eliminaci6n -

de creatinina para ajustar la doaia de f'1-aacos en pacientes -

con disfunción renal. 

La eliminaci6n de creatinina y metabolitos específicos, 

tienen su utilidad diagnóstica como por ejemplo loa ll hidroxi

coateroidea y la creatinina libre urinaria en muestra de la 

primer orina de la maftana, han sido utilizados como un Índice -

de la función adrenal ya que sus valorea aumentan siqnificativA 

mente en padecimientos como el síndrome de •cuahing" (35) • 

E1tad91 Fi11iolóqico1r 

La eliminación de creatinina decrece con el avance de

la edad. En un pacien~e de 80 aftoa de edad loa valorea promedio 

disminuyeron 140ml/min. x 1.73 m2 de superficie corporal. 

En el embarazo debido al aumento de filtración glomery 

lar aumenta la eliminación de creatinina en un 50% o más. 

La eliminación de la proporción creatinina-amilaaa, se 

uaa como indicador de pancreatitis aguda. 

En un estudio realizado, 16 de 17 pacientes con pancreA 

titia aquda tuvieron un incremento aiC)llificativo de la elimina

ción de la proporción creatinina/ami.laaa que permaneció por en

cima de lo normal que lo que fué la actividad ami.lasa en auero

u orina por aeparado.(31) 
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En presencia de riego sanguíneo normal, todo aumento en 

loa valores de creatinina por enc±ma de 2 a 4 mg/dl. sugiere da

fto renal que puede ser de moderado a serio. Su elevaci6n suele-

ser pareja con la de la urea aún cuando la creatinina en general 

re•ulta más tardía. (27) 

Tiene particular interés en el diagnóstico y pronóstico 

de las siguientes enfermedades; 

Nefritis, insuficiencia renal con uremia. En la nefri-

tis aguda por lo general no se advier~e elevación, en· la nefro-

ais por tóxicos es donde se observan mayores elevaciones. En las 

obstrucciones urinarias ( afecciones de próstata, vejiga, uréter 

etc.) y en anuria refleja ( litiasis), se producen así mismo -

elevaciones hasta de 30 mg/dl o más, reversibles con la desapari 

ción de la obstrucción. 

Existe aumento patológico con la inanición, en miopa 

tías, atrofia muscular secundaria y esfuerzos violentos o prolon 

gados y en hiperparatiroidismo. Además luego de la administra -

ción de tiroxina, adrenalina, cafeína, narcóticos e intoxicacio

nes por sulfocianuro, ácido monobromoacético etc. (27) Sin emba~ 

go una de las pruebas más sensibles para medir la velocidad de-

filtración glomerular, es la depuración de creatinina.(20) 

En general el grupo de pruebas que se designan como 

pruebas de depuración renal, son un medio útil, eficaz y sensible 

de medir la capacidad de eliminación del riftón, pues miden la --
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cantidad de una substancia eliminada con la orina. en compara -

ci6n con la concentración de la misma substancia en el plasma,-

siendo más Útiles desde el punto de vista clínico que las prue-

bas que miden la retención de .. compuestos nitrogenados no.protéi 

coa en suero, los cuales no pueden estar en cantidades anorma--

lea hasta que no se ha producido disminución importante en la--

función renal( por debajo del 50% de lo normal) .(33) 

La cantidad de substancia depurada por el rinón, se ex 

presa como el volumen de plasma que contiene la cantidad de 

substancia eliminada en la orina: 

u ml. de plasma depurado/min.= P x V 

U = concentración de substancia en la orina. 

P = concentración de substancia en la plasma. 

V= volumen de la orina/ minuto, expresado en ml. (]6') 

La velocidad de depuración es aproximadamente propor--

cional al tamano del riftón y al área de la superficie del cuer-

po. La selección del tipo de prueba de depuración que ha de ha-

cerse, se efectúa teniéndo en cuenta la información que el médi 

co desee. el modo de eliminación de la substancia, la seguridad 

del paciente y la facilidad de determinación cuali y cuantitati 

va de dicha substancia. Si va a estudiarse una sola faceta de -

fisiología renal, habrá de escogerse una substancia que sea eli 

minada de manera predominante por los glomérulos, sin ser ni --

eliminada ni reabsorbida por los túbulos. La inulina es una de-
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éstas substancias, sin embargo se emplea rara vez por ser com~~ 

pleja su determinación. La creatinina es una substancia que se

comporta de manera análoga a la inulina. 

Otra prueba esJ la Depuración de urea que fué una de -

las primeras que se usó, sin embargo los resultados no son una

verdadera medida de la velocidad de filtración glomerular sino

de la función renal total. 

Siendo la creatinina un producto residual derivado ,de 

la creatina (anhídrido de creatina), creatina y creatinina pu~ 

den determinarse en cualquier líquido biológico, pero las mues

tras que se emplean más frecuentemente son suero y orina.(34) 

La creatina se determina como la diferencia entre la -

creatinina preformada y el total que resulta después de haber-

convertido la creatina presente en creatinina por calentamiento 

a un pH ácido. 

Por lo tanto, una de las pruebas más Útiles pa:ta dete,;: 

minar la velocidad de filtración glomerular, es la prueba de -

depuración de creatinina. (32) 

!!A prueba .9§. Depuración ~ Creatinina: 

Es una medida relativamente exacta y Útil de la veloci

dad de filtración glomer.ular, reemplazando a la prueba menos --

exacta de depuración de urea, debido a que la creatinina no se -

reabsorbe por los túbulos y la ingestión de líquidos y su elimi-
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nación afectan menos la depuración de creatinina QUe la de la -

urea. 

También los valores de creatinina en sangre son relati

vamente más estables por lo que la muestra de sangre puede obte

nerse en cualquier momento durante la recolección de orina.Cuan

do los niveles de creatinina aumentan por encima de lo normal, -

es secretada también creatinina por los túbulos y así el valor-

de depuración de creatinina, puede ser mayor que la velocidad de 

filtración glomelurar real. (27) 

Si la velocidad de filtración glomerular es el volumen

de plasma filtrado por los glomérulos cada minuto, cuando la 

creatinina plasmática es alta, sea por enfermedad renal, o por-

administración oral de creatinina, parte de ella es excretada -

del plasma por los túbulos. Por lo.tanto no se pueden comparar-

las filtraciones glomerulares ( basadas en depuración de creati

nina) de un paciente con enfermedad renal grave, con los valores 

normales basados en cifras plasmáticas bajas de creatinina. Sin

embargo la depuración de creatinina es un método útil para se 

guir los progresos de una enfermedad renal evolutiva, siempre 

y cuando los resultados se interpretan en forma comparativa y no 

absoluta.(].g} El paciente recibe una alimentación sin carne, té

ni café durante el período de recolección de la orina que debe-

ser de 24 hrs. para resultados Óptimos y de ninguna manera menor 

de 8 hrs. El paciente debe seguir tomando agua para asegurar un-



28 

volumen urinario de 1.0 ml. por minuto cuando menos. Se interrum 

pe toda terapéutica diurética. 

La muestra de sangre para medici6n de creatinina aun--

que cuando se mencionó anteriormente puede obtenerse en cual --

quier momento durante la recolección de orina, es más adecuado-

a la mitad del período de recolección. 

Se mide la creatinina total de orina y la de suero, el 

volumen urinario total y la superficie corporal ( valor que se-

puede obtener mediante la fórmula de Dubois) 

S = E0.725 X P0.425 X 71.4 

S a superficie corporal en cm2 (adulto promedio~ 1.73) 

E • estatura en cm. 

P = peso en Kg • 

Así la depuración de creatinina en ml/min. = 

O V 
p 

X 1.73 
s 

Donde: O = creatinina urinaria en mg/dl 

V = volumen urinario en ml/min. 

P = creatinina plasmática o sérica en mg/dl. 

S =superficie corporal en m2 (1.73 m2) 

Valorea de referencia: 

Hombrea de ]05 +- 20 ml/min. 

Mujeres de 95 +- 20 ml/min. 



29 

O'l'BOS lllm>OOS: 

l.- Método11 que elillinan la, técnica de pMcipitación -

de proteinaa utilizando suero directo. pero que ae ocupa de evi 

tar la interferencia de dichas proteinas ya sea: 

a).- Combinandolaa con SDS ( dodecil 11ulfato de sodio)para for

mar complejos auy estables con un gran número de cargas n~ 

gativas de grupos sulfatos. eliminando el ef~to interfe-

rente de la bilirrubina ( ya que existe precipitación de-

éata proteina). Eate reactivo junto con Triton x-100, se-

adiciona a los reactivo• utilizados en la técnica de Jaffé. 

(5) {18) 

b).- Basado en la adsorción de creatinina en resinas de ínter-

cambio iónico { Dowex 50 W) y posterior elución de ésta 

con picrato alcalino. {Met. Stoten: (a·)) 

c).- Otro método en el que la creatinina es separada de substan 

cias interferentes en la reacción de Jaffé, es la cromato

grafía de intercllllbio iónico. pero éste procedimiento es -

tedioao e inconveniente para análisis de rutina.(47) 

d).- El borato ea conocido foraador de complejos con carbohidrA 

tos sobre condiciones alcalinas. Estos complejos serán 

también neqativ1111e11te carqado11 como opositores a los car-

bobidratoa neutrales.(20) 

2.- Métodos Bnziaáticos: 

Me. Lean y Colaboradores (46). han ensallblado dos cromógenos pa-
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ra la reacci6n de " Jaffé" y la previa reacción de la "Creatin.A 

ea" que cataliza la transformación de la creatinina en N-metil-

hidantoína y amoniaco (47). La creatinasa permite así la evaluA 

ci6n de la creatinina con un electrodo de amoniaco (48) La "Cre.1 

tinaminohidrolasa" transforma la creatinina en creatina y permi 

te determinar la creatinina debido a la serie de reacciones acQ 

pladas conducentes a la oxidación del NADH (50) 

3.- Prueba de la tira reactiva: 

Comercializada por labs. " Ames" existe en el comercio como 

prueba cuantitativa para creatinina en suero en Tira reactiva-

Seralyzer y consiste en una área reactiva adherida en una tira

de plástico. Cuando se utiliza con el reflectómetro Seralyzer,

el sistema proporciona una lectura directa. El método utilizado 

está basado en la reacción de Benedict .(44) en la cuál la crea

tinina reacciona con el ac. 3,5-dinitrobenzóico en una medio ai 

calino para formar un complejo de color púrpura. La concentra-

ción es cuantificada a partir de una curva de calibración que-

se genera utilizando los calibradores de creatinina. 

REACTIVOS: 

TECNICAs 

Hidróxido de potasio 

Ac. 3.5- dinitrobenzóico 

Ingredientes no reactivos 

43.6 % 

55.8 % 

0.6 % 

Una cantidad medida de suero no diluido, se pipetea sQ 



31 

bre el área reactiva de la tira. Durante la incubación de 30 s~ 

gundoe, ae mide el cambio de la reflexión con el Seralyzer a 

560 nm. 

Loa ~esultadoa obtenidos por éste método , reportan -

buena precisión, correlación y linearidad entre O y 15 mg/dl. 

Valores de referencia: 

Varones 0.6 a J .2 mg/dl 

Mujeres: o.s a 1.0 mg/dl. (45) 

-~easción con 3.5-dinitrobenzóicoc 

La creatinina reacciona con Ac. 3,5-dinitrobenzóico en un pH al

calino para dar un color púrpura rosa, pero el color no ea muy-

estable. 

Rcessión splpride de Sptpgw;hi: 

Reacción de creatinina con o-nitrobenzaldehído que en preaencia

de •1cali forma oxalilmetilguanidina .que es convertida en metil

guanidina por calentamiento después de la neutralización dando-

un color rojo de guanidinas monoaubstituídas con alfa naftol ti

rncina, hidróxido, tiosulfato e hipoclorito de sodio(l03). 

Esta reacción presumiblemente no mide los cromógenos 

ineapecíficos encontrados en la reacción de Jaffé. 



CAPITULO 

P A R T E E X P E R I M E N T JI L 

a) .- M A T E R I A L :f_ M E T O D O S. 

J • - Método de punto final 11 Bonsnes y Taussky 11 

2 .- Método de adsorción 11 Owen" 

3.- Método Cinético 11 Larsen 11 

b) .- EVALUACION DE ME'roOOS CINETICOS 

c) • - ADAPTACION DE UN METO DO CINETICO MANUAL. 
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l.- Método de ti Bonanee y T1us1Jsy " 

( modificación de ti FolÍn Wu" (6). 

FUNDAMENTO.- El suero se diluye con agua destilada y ácido sulf~ 

rico precipitándose las proteinas con ácido tungsti 

co. Al filtrado de Polín Wu libre de proteinaa se -

anade picrato alcalino·con el cuál la creatinina 

forma un complejo amarillo-naranje ( reacción de 

Jaffé ) cuya absorción ea proporcional a la cantidad 

de creatinina presente en el filtrado. 

MUESTRA.-

REACTIVOS: 

Puede determinarse en cualquier líquido biológico, -

pero las muestras que se emplean más comunmente son 

plasma, suero y orina. 

Si la determinación no se efectúa inmediatamente, la 

muestra debe congelarse. 

2/~ N. 

o. 75 N. 

Tungstato de sodio al .•••...••..• 10 % 

Ac. pícrico ...................... . 0.04 M. 

Sol. estandar de creatinina .••••• l mg/dl. 
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Filtr•do de Folin Wu: 

TECNICA: 

Suero l ml 

H2 O destilada 7 ml 

H2 S04 2/3 N l ml 

Tungsteto de sodio al 10 %agitar l ml 

agitar 
Reposar 5 minutos, filtrar 

p St 

Filtrado de Folin 3 .o ml. ------
Estand•r de creatinina 3.0 ml 

Agua destilada -------
Ac. pícrico 0.04 M ' .Oml l.Oml 

Na OH 0.75 N l .Oml. l.Oml 

mezclar, reposar ]5 minutos y leer a 520 nm. o 

filtro 490, 

~ota: la orina se diluye l: 200 

B 

-------
-------

3.0 ml 

] ·º ml 

LO ml 

VALORES DE REFERENCill : ( 3 3) 

Plasma o suero Hombres 

De 0.9 a J.5 mg/dl 
ó 79 a J32 pmol/J 

Mujeres 

De 0.8 a 1.2 mg/dl 
70 .7 a l 06pmol/J 

Orina De 1.0 a 2.0 mg/dl De 0.8 a J.8g/24hrs. 
ó 88.5 a 177 mmol/24hrs. 

70.7 a 159mm01/24 
hrs. 
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ESPECTRO DE ABSORCIOR DE CREA'l'ININA 

Tec. " Bonsnes y Taul!lsky" 

Espectrofotómetro: Hitachi Perkin Elmer. 

Absorbancia 

nm 

450 

460 

470 

480 

485 

486 

488 

490 

492 

494 

496 

498 

500 

502 

504 

505 

E9tandar J! 

2 Omg/dl 

.Ol 3 

.020 

.030 

.036 

.040 

.038 

.045 

.oso 

.040 

.030 

.028 

.030 

~020 

.020 

.OJ9 

Suero 

(2.5 

problema 

mg/sn 

.02 

.025 

.037 

.045 

.044 

.045 

.043 

.046 

.043 

.042 

.042 

.040 

.040 

.039 

.038 

.037 

Valoree correspondientes a 

,-_ GRAFICA No. l 
Nota: 

Se observa que la máxiaa abl!lorbancia para creatinina el!I 

de 490 nm. 



Abaorbancia -16- GRAPICA !fo. 1 

BSPEC'HO DB AB9DllCICll DB CBEATllfIIA 

Betendar 
•--JI·-• primario (2.0 llg/dl) 

•·<e·~ ... ..., .. e :llero proble- (2.5 11«/dl) 

Í\ --· 
e. e lt! ..... ··· .. ·v \ .. 

Tec.•IJonsnes 7 Taueall:y" 
Bapectrofotdaetro 
Hitachi Perkin Bllller 

. ...- I l ... ~ ... 
. //Y\·.\ 
' 

/ I \ 
/ / \ 

... / \'11 / / 1\ 
...-! 1 

.... /¡ ~ 
! 

450 460 470 480 85 490 l 
LONGITUD DE 01'DA (na), 
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ESTABILIDAD DE LA RF.ACCION DE JAFFE 

Tec. " Bonenea y T11ussky" 

E•pectrofotómetro, Hitachi Perkin Elmer 

Suero problema (2.0 mg/dl), 490 run. 

Nota: 

TIEMPO min 

lS 
J6 
17 
18 
39 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

_... 31 
32 
33 
34 
35 

ABSOR:aANCIA nm) 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.050 

.oso 

.oso 

.oso 

.oso 

.052 +

.052 

.053 

.053 

.OS4 

La lectura en el eapectrofotómetro deberá realizarse a los -

lS minuto• de iniciada la reacción, la cuál permanece esta--

ble 15 minutoe más, ya que al minuto 31 se nota una eleva 

ción por compuestos que no son creatinina como ae nota en la 

qdfica No. 2 • 



beorbancia 
-38- GUHCl F• 1 

IS'UBILID>J) DI U R!ACCIOR DI IAnl 

tec. •Jill.-a 7 twuaaJq• 
. -.-luro :prol>l•-· (2.e.g/tll) 

Sapectrofotdaetro 
H1tachi Ptrkin lilaer 
4.90 na. 

•• ,,. ,, ,, ªº 2.1 u :u ¡~ u ª'" 21 28 Zt !O " ~ ~ 311 
'ft.lllllDO (minuto•) 
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.MBTODO DE " OONSNES Y TAUSSKYº 

CALIBRACION: 

De una solución de creatinina de lmq/ml, hacer una

dilución 1:10 para obtener 0.1 mg/ml. 

Bol. de Creatinina A~a dest. Creatinina 

0.1 mg/ml c.b.p. mg/dl 

1 ml 100 ml 1 

2 ml 100 ml 2 

3 ml 100 ml 3 

4 ml 100 ml 4 

5 ml 100 ml 5 

6 ml 100 ml 6 
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D8AYO DEL MÉ'rooo DE "Bon1n11 'i TtUHky" 
Par• determinación de CRF.ATININA. 

CALIBRACION: 
Estandar 1.!. 
creatinina 

mg/dl 

l 

2 

3 

4 
Valorea 

5 
correapondientea 
a GRAFICA No, 3 6 

7 

a 

9 

14 

16 

18 

(Suero control) 4 

Nota: 

Espectrofotome~ro 

Hitachi Perkin Elmer 

490 nm. 

• X de 3 ene ayos 
abeor}?ancia. 

.025 

.055 

.090 

.120 

.155 

.175 

.210 

.250 

.280 

.430 

.500 

.560 

.125 

El auero control ea una mezcla de 20 aueroa problema con -

valores que van de 3 a 5 mg/dl, siendo el promedio 4flíq/dl. 



.6 

.s 

. s 

.'15 

.'t!l 

.35 

.15 

,'l. 

baorbancia -u-

CREATlllillA ll!f SUBRO Y ORINA 

Tácnica de wsonsnea y Taua~• 

Eopectrorot6aetro 
Cole111&n ;r.II, 6/35 
celdilla l0x75mm. 
490 nm • 

ll tO 11 ll 13 

GRAFICA !(o. a 

l'l 15 H• 17 16 IS 
CONCE:NTRACION mg/dl 
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Enenyp .del método JU. " Bopenee ,t T1gHky• 
JZAI.:& determinm;ión d~ CRP.ATIRINA. 

CALl:BRACION: 

Eetandar l.!. 
Concentración 
de Creatinina 

mg/dl 

1 

2 

3 

4 

Valores 5 
correapondientee 
a GRAPICA No • 6-

4 
7 

8 

9 

14 

16 

18 

Suero control 8 

Bota: 

~apectrofotómetro 

ColeJaDD Jr. 6/35 

celdilla 10 x 75 mm. 

490 nm. 

X de 3 ensayos 
n.o . 

• 035 

.065 

.096 

.130 

.167 

.187 

.220 

.260 

.280 

.440 

.490 

.550 

.250 

El suero control es una mezcla de 20 aueros problema con--

valores que van de 7 a 9 mg/dl, siendo el promedio e mg/dl. 



bsorbancia 
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.Ml 
CREATININA EN SUERO Y ORINA 

,55 
Tlfcni::a de "Bon1111ee y Ta1111elty" 

Eepeetrofot6metro Coleman Jr.II,6/35 
50 celdilla lO x 75 mm. 

490 rr.m. 

3!i 

,IS 

·'º 

·°' 

l s • T 1 ' 10 11 IZ 11 

GHAPICA No, 4 

IS •• " .. •• 
Concentracidn •&/dl 
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2.- ENSAYO DEL METOOO DE" OWEN" 
( Adaorci6n con silicato de aluminio (21) 

La creatinina de un filtrado libre de proteínas se -

transforma en oxalato de creatinina y se adsorbe sobre reactivo 

de "Lloyd" ( silicato de aluminio), luego se eluye de éste rea'º-

tivo haciéndose reaccionar con una solución alcalina de ácido--

pícrico y por agitación y centrifugación se forma un color ama-

rillo-naranja debido probablemente a un tautómero de picrato de 

creatinina que se compara fotometricamente con una solución pa-

trón de creatinina tratada en la misma forma (2J). 

MUESTRA= suero ú orina ( diluÍda 11400) 

REACTIVOS: 
H2 S04 ....•................• , ......... 2/3 N. 

Tungstato de sodio al .•.•. , • • . . . • . . • . . ' O % 

Sol estandar de creatinina ..••.•.•.... l mg/ml. 

Sol. saturada de Ac.oxálico •••........ JO g/JOO ml. 

React. de "Lloyd" (silicato de . 

aluminio) .•.•...•.•..••.••.••••••.... q.p. 

Picrato alcalino: 

Sol. saturada de ac. pícrico ( 1 . 2g"/o) ; • 2 • 7 5 ml . 

NaOH 2. 5 N. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5. 5 ml . 

Agua destilada c • b. p. • . • • • • • • • • . . • • • • l 00 ml. 
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FILTRADO: 

suero 2.0 ml 

ltg\la destilllda 3.0 ml 

Tungstato de 
sodio al 10 % l.0 ml 

~so4 2/3 Ji 2.0 ml 

mezclar. reposar 30 minuto!!! 

y centrifugar. 

TEClllCA ;_ " OWEN" 

p St B 

Filtrado s.o ml ----- ------
IEatandar 1~ de creatinina ------- 5.0 ml ------
~gua destilada ------- ------ 5.0 ml 

Sol.saturada de ac.oxálico o.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 

reactivo de "Lloyd" 100 mg 100 mg 100 mg 

!A<Jitar fuertemente c/2' por JO'. 

Centrifugar JO' a 200 r.p.m. 

Eliminar sobrenadante. Invertir tubo sobre papel filtro. 

Picrato alcalino 1 7 .5 ml 
1 

7 .5 ml 7.5 ml 

~luír agitando con varilla de vidrio 

•gi tar c/2 ' por ]O' 

!Centrifugar por ]0' a 2000 r.p.11. 

!Reposar JO ' • leer • 490 nm. 

cw.cq.os:llCJ. de Creatinina/dl = Ab•rb. r. 
Abeorb.St. 

x conc • de St • 
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CALIBRACION: 
Eetandar de creatinina lmg/ml. 

rng/100 rnl 

Dilu!r 1:25 16.0 

1:50 a.o 

1:100 4.0 

1:250 1.6 

1:500 0.8 

1:1000 0.4 

DATOS: 

Eepectrofotómetro Coleman Jr. 6/35, 490 nm. 
celdilla 10 x 75 mm. 

Valoree 
correepondientes 
a GRAFICA No • 5 

Creatinina 
mg/dl 

0.4 

0.8 

1.6 

4.0 

8.0 

16.0 

Estabilidad de la reacción: 20 minutos. 

VALORES DE REFERENCIAr 

rnc9/rnl 

40 

20 

10 

4 

2 

1 

x de 3 valores 
Absorbancia 

.028 

.045 

.100 

.285 

.50 

1.15 

0.68 a 1.06 mg/a1,i = 0.87 mg/dl. 
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Clll&IDillA m SUDO Y Ollill& 

fec. ~ (Meol"Cd.áa .. •Ll..-•) 
f•ilio••o .. alu.lftio) 

...._trofotdMV. 
~ Jr. 116/35 

4911 -· cel.d.illa 1t JI 1<1.51111. 

"'' 

Y.ü ~-º B.<> ID IL I~ I• 
ConcemnciÓl8 (mg/dl) 
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3 • - Método dt " Lanen" (modificado 

(Cinética de la reacción ) 

La creatinina presente en suero u orina, forma un compuesto 

amarillo-naranja con el picrato alcalino. Se mide la cinética--

de la reacción durante el transcurso de la misma en un tiempo--

determinado. 

La reacci6n está protegida de cambios ·de pH con el uso de -

una solución amortiguadora. (25) 

MUESTRA: 

Suero u orina ( diluída ':lOO) 

REACTIVOS: 

Na H CO 0.2 M 

Na OH 0.75 N 

Ac. pícrico 0.04 M 

CALCULOS: 

mc1/dl de .Aba. del P a 6' - D.O del P a 1' x conc. de St. 
Creatinina Aba.del St. a 6 1 -0.0 de St. a J' 
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Tl,lCNICA ¡ ( LARSEN) 

' 
p St B 

Ba H co3 0.2 M' 

Jl + 1 ] . 5 ml 1.5 ml 1.5 ml 
Na OH o .75 

auero u orina ( dil. orina 1:100 ) 0.25 ml ------ -------

estandar de creatinina( lmg/dl) ------- 0.25ml -------
-

agua destilada ------- -------- 0.25 ml 

iAc. pícrico 0.04 M 0.5 ml O .5ml 0.5 ml 

!Hacer funcionar cronómetro. 

Leer absorbancia antes de transcurrido 1 minuto. 

Leer absorbancia 5 minutos después de la primera 

lectura, contra blanco de reactivos. 

Eepectrofotómetro Coleman Jr II, 6/20 y 6/35, 490 nm. 
1 1 

VALORES DE REFERENCIA: (19) 

Sueror Varones de 0.7 a 1.2 mg/dl ó 62 a 106 prnol/1. 

Mujeres de 0.5 a 1.0 mg/dl ó 44 a 88 pmol/1. 

Orinar 
Varones de 8 .7 a 24.6 mg ó 0.077 a 0.217 mrnol/Kg. 

de peso corporal en 24 hrs. 

Mujeree de 7.3 a 21.4 mg ó 0.065 a 0.189 rnmol/kg 
de peso corporal en 24 hrs. 
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CALIBRACION 

Espectrofotómetro Coleman Jr II, 6/20 y 6/35,490 nm. 

celdilla 10 x 75 mm. Método Cinético. 

Concentración 
de Creatinina Absorbancia Absorbancia 

mg/dl 6/35 6/20 

0.5 .02 .04 

1.0 .03 .06 

2.0 .06 .09 

3.0 .09 .12 
4.0 .ll .16 

5.0 .15 .la 
Valores 6.0 .17 .21 
Correspondientes 7.0 .la .26 a GRAFICA No.6 

a.o .22 .30 
9.0 .24 .31 

Jo .o .265 .35 

11.0 .29 .37 

12.0 .30 .40 

] 3 .o .34 .42 

14.0 .37 .43 

* Sueros 2.0 .06 (2.0) .09 (2.0) 

Control a.o .21 (7 .a) .27 (7 .9) 

* mezcla de sueros problema, cuyo pzomedio obtenido-

por determinaciones previas, es de 2.0 y a.o mg/dl respectivamente. 
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PRUEBA DE REPETIBILIDAD: ( Tec. " Larsen" ) 

De un " pool " ( formado por una mezcla 

de 40 sueros ), se efectuaron 40 determinaciones (5 cada día) -

con;los siguientes resultados: 

" Pool" 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

]0 

]] 

12 

ll 

14 
]5 

16 

17 

18 

19 

20 

Absorbancia 

6 1 
- l 1 

.oso = o.a mg/dl 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 o .9 

.055 0.9 

.049 o .7 

.o5o o.a 

.055 0.9 

,049 0.7 

.oso o.a 

.oso o.a 

.055 0.9 

.OS5 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.049 0.7 

.oso o.a 

.055 0.9 

X= 0.84 

D.S. = 0.07 

e .v. e: J % 

"Pool" 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

Absorbancia 

6'-1 ' 

·.049 '!! a. 7mg/dl 

.o5o o.a 

.oso o.a 

.055 o'.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.05S 0.9 

.055 0.9 

.049 0.7 

.oso o.a 

.055 0.9 

.049 o .7 

.oso o.a 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.055 0.9 

.049 0.7 

.1 
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PRUEBA DE EDCTITUD, Tm, CIBETICA sk • L.u:.un" 

Con aoluci6n eatandar primaria de creatinina a diferen-

tea concentraciones, se efectuaron repetidas determinaciones con 

loa siguientes resultados: 

Sol. de 
Creatinina Resultados (mg/dl) 

mg/dl _¡_ 2 3 

0.5 0.4 0.5 0.5 

l.O 1.0 1.1 1.1 

2.0 2.1 2.0 2.0 

3.0 3.1 3.0 3.1 

4.0 4.0 4.1 4.0 

5.0 s.o 5.1 5.2 

6.0 6.0 6.2 6.0 

7 .O· 7.1 7.0 7.0 

Espectro fotómetro 

Coleman Jr. 11 6/20 y 6/35 

490 nin. celdilla 10 x 75 mm. 
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b).- EVALUACION DE ME'IDOOS gINETICOS: 

·El primer ensayo se fundamentó con estudios hechos por

A.M. G11ehon, B. Daetugue en la." Adapt•ción en micrométodo de --

un• técnica cinética manual para la determinación de Creatinina" 

( comerci1lizad• por laboratorios Boehringer ) (l) 

REACTIVOS: 

L- NaOH O .32 N ( 12 .8 g/l) 

2.- Ac. pícrico 35.0l mmol/l ( 8.04 g/l) 

3.- Sol. de creatinina lmg/rnl (dls. de la 7mg/dl) 

TECNICA: 
( ensayo No. 1) 

p St B 

~ .- Mezcllr re1ctivos l y 2 

30' antes ~e la reacción(rnantener 
± a 25 oc: ) y medir. 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

12 .- Suero 0.25 ml ------ ------
13 .- E11t1ndar (1 mg/dl) ------- 0.25rnl ------· 
~.- Agua destilada ------- ------ 0.25ml 

Is.- Cronometrar 

ti.- Leer absorción a 490 nm. a los primeros 30" de la reacción. 

7.- Leer 11•bsorción1 los 2'30". 



CALIBRJ\CION ( de ensayo No. ]) 
mg/dl de 

Crcatinina 

0,5 

1.0 

2.0 

Valorea 3.0 
Correspondientes 
a gráfica 4.0 

No, 7 
5.0 

6.0 

7.0 

Suero a 2.0 

control 3.2 

55 

x de 3 enaayoa 

2a-la. lect.(abaorbaocia) 

0.04 

0.06 

0,07 

0.085 

0.11 

0.12 

0.14 

0.16 

O. 065 ( l..Bmg/dl) 

0.085(3.0mg/dl) 

Suero control: valorea obtenidos de un 11 pool" (mezcla de sueros 

CALCULOS: 

problema con valores predeterminados),siendo el -

promedio de un lote 2.0 mg/dl y otro de 3.2 mg/dl) 

mg/dl de 
Creatinina= 

Absorb. del P. (2a.-la.lect) 
------------------------------- x Cene. 11 st. 11 11 de St. 

RESULTAIX>S: 

pH de la .ezicla de BaOH/ac. pícrico .•••••••••••••••• 12 

+ suero •.•••••..•.••.••..••• 11 • 9 
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Clli!IJIDIA Dl SUDO ? Ollh 

lllpectrotota.t;ra BitUlhi Perlin !lmer 
490 XIII• 
celdilla 10 x 75 mm. 

o.s .... .s,o "·º 5',0 "º 1.0 
C.acemiración (w/,:ll) 
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De acuerdo a las resultados obtenidos y:a la bibliogra 

fía consultada,. ~~ efectuaron las siguientes modificaciones: 

1.- Se introduce una sol. de pH alcalino (9) 

2.- Se cambió el orden de reactivos. (16) 

3.- Se modifica el volumen de reactivos. (l) 

4.- Se considera la cinética de reacción a los S'. 

TECNICA: 

p ST B 

Na H C03 50 nM/l (4 .2g/1)...-1 -1:1 

Na OH 0.32 N (12.Bg/l)---j 2.0ml 2.0ml 2.0ml 

Suero ( u "orina dil. 1:100) 0.3ml ----- ------
Eatandar ( lmg/dl) ------ 0.3ml ------
Agua destilada ------ ------- 0.3ml 

Ac. pícrico 35 .OlmM/1(8. 02g/l) 1.0ml 1.0ml 1.0ml 

Mezclar, cronometrar 21 los 30", 2' 30" y 5'. 

490 nm. 



CALIBRACION: 

Concentr11eión 
Creatinina 

•g/dl 

0.5 

1.0 

2.0 

Valores 3.0 
corresp. a 
GRAFICA No.a 4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

Suero control 1.9 
(valor teórico) 

+ Na OH 0.32 N 

+ a u ero 

+ ácido pícrico 

58 

Ab110rbancia 
2'30" 

.026 

.030 

.044 

.osa 

.077 

.090 

.101 

.109 

.138 (l .6) 

pH 

9.0 

11.S 

11.5 

11.4 

Abaorbancia 
S' 

.044 

.055 

.Oa8 

.l Ol 

.137 

.153 

.1ao 

.201 

.075(1.8) 
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CREATININA BN ~UERO Y ORlKA 

i.étodo Cinh1co 
C:e¡..ectrofotÓCiittro Hitachi. l'Pi·kin SluH!r 
4$0 nm. ' 
celdilla 10 x 75 nun • 

., ... ... 

.. 

Gn.t?ICA no.a 
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Se efectuar• otro ensayo según estudios de H,Bartels y 

M. !ohmer (19) ( comercializado por ,laboratorios Merck), con --

la• siguientes variantes: 

l.- Se utilizará menor cantidad de muestra. 

2.- La solución reguladora de pH de bicarbonato se cam 

biará por fosfatos. 

3.- Se cambiará el orden de reactivos, ya que según e~ 

tudios realizados por G. Vanzetti ( 16) no es con-

veniente iniciar la reacción con la adición de una 

solución de picrato alcalino, ya que es poco esta-

ble pudiendo hacer el blanco termostático formándQ 

se un color amarillento, es preferible diluir pri-

mero el suero con solución reguladora de pH alcali 

na e iniciar la reacción con· solución acuosa de --

ac, pícrico. 

REACTIVOS: 

].- Solución amortiguadora alcalina. 

( Na(>H 313 mM/l) ( ]2.5 g/l) 
( Fosfato 12 .5 mM/l} (3 .25 g/1) 

2.- Ac.pícrico, 8.73mM/l ( 1.99 g/l) 

3.- Sol. estandar de Creatinina (l mg/dl) 

Conservar reactivos a temperatura ambiente(~5-25ºc). 
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TECBICA: 

p ST B 

Suero (Ú orina dil. 1:100) 0.5 ml ---- -----

Eatandar de creatinina( lmg/dl) ------ 0.5 ml ----
Agua destilada ------ ----- 0.5ml 

Mezclar, ajustar a temperatura de reacción deseada 

Sol. amortiquadora alcalina 
1 

1.0ml 
1 

l. Omll 1. Oml 

Mezclar y leer antes de transcurrido 1' 

Leer a loa 5' después de la primer lectura. 
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..... 

Se sustituye la sol.amortiguadora de fosfatos 

Na OH/Na2 HP04.7 H2 O ) con pH 12.J por una de carbonato áci

do ( NaOH/NaHC03 50 nM) de pH 11.9 (4.2 g/l). 

Tll:NICA . . 
Sol. amortiguadora 

alcalina~ ( 1: 1) 

NaOH 0.32N/NaHCO 50mM. 

Suero 

Estandar (1 mg/dl) 

Agua destilada 

~ronometrar y leer antes de 

CM.IBRACION: 
Cratinina 

mg/dl 

Valorea l.O 
correap. a 

2.0 
GRAFICA 
No.9 3.0 

1' y 5' 

p ST B 

l.Oml 1.0ml 1.0ml 

O.Sml ----- -----
----- O.Sml -----
----- ----- O.Sml 

después a 490 nm. 

Absorbancia 
5'- l' 

.048 

.098 

.137 

t 
! 

suero control 
(valor te6rico) 

1.0 

1.7 

.058 (l.2mg/dl) 

.068 (1.6 mg/dl) 

RESULTADOS : 

NaHC03 (9.1 ) + NaOH pH= 11.95 

auero 11 11.9 

ac .p:Ccric~ 11 11.85 



Absorbencia 

B.,.c:trof ot611etro 
Bitachi Perki.D B1-r 
celdilla 10 x 75 mm. 
492 na. 

10 

-63- GRAPICA NO• 9. 

CJIBl'flllUA DI SUllílO T ORIJIA 

tD IS 3'> ~5 
Concentraci6n •&'dl. 
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Según eatudioa de "Knud Laraen" (25) en •u•Bn•ayo de -. 

creatinina por un principio de re9Cción cinética", pre•enta --

laa aiguientea variantes: 

- El ácido pícrico ea ligeramente menos concentrado 

- El volumen tanto de muestra como de reactivos ea mucho menor, 

puea ae trata de un micrométodo. 

- El tiempo de reacción ea menor. 

TECNICA: p ST B 

Na OH 1M/NaHC03 0.2.M (1:1) 200pl 200pl 200)11 

Suero 200pl ----- ------
Eatandar ( lmg/dl) ----- 200pl ------
l\gua destilada ----- ------ 200)11 

11\c. pícrico 700)11 70Qul 700)11 

Leer abaorbancia a loa 60 y 120 11 

Eapectrofotometro semiautomático Beckman mod. 42 

CALIBRACION: Creatinina Absorbancia 
mg/dl f ~O Dm 

1 0.37 

2 0.62 

Valorea 4 .132 
correep. a 6 .195 

GRAFICA e .254 
Ho. 10 10 .337 

12 .373 
14 .418 
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Cambiando el orden de reactivo• ae observa una ligera-

mdificaci6n. ( 1 

'l'JX:NICA . p ST 
1 

B . 

Suero 200}11 ------ -------
Eatandar ( lmg/dl) ------ 200µ1 ------
Agua destilada ------ ------ 200)11 

NaOH lM/NaHC03 0.2M (l+l) 200ul 200ul 200ul 

Ac. pícrico 700ul 700ul 700ul 



,· ,, 

Ab1orba11qie -66- GRAPICA No. 10 

- : -11aAJ4..de. CWtDIIBA por llll principio de reacci6n CINETICA 

l. 

.• ! . B1!l9ctrotot6metro 
--'.-- BllCDAli.-mod. 42 

: '490 1'1111. 

, ..... i .! .... -;--! ... 
• 5 ·--- -· ·-··- -- .. ----·~- __ ,, __ .... ____ ... 

--' 

~ •• 1 

- . ...J..-. - .... : .• _._ ·- ·--·-~-~ -·· -

Tec. original 

Tec. modificadae•~-~Cit-__.~,._-

8 10 12 1'" 16 
Concentracidn mg/dl 
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La siguiente modificación ae ~e aegún G.Vansetti Pri-

matio (16) en su estudio sobre un ªMétodo directo cinético para 

la determinación de creatinina en líquido• biol6qicoa". 

RFJ\CTIVOS: 

l.- NaHCC3 SOllM (4.2q/1) •••••• SO al ! 
mezcla 

2.- NaOH 0.65 (24.0g/1) •••••• 22.7•1 alcalina 

3.- Sol. saturada de ..::. pícrico (1.2%) 

4.- Eatandar de creatinina (laj/dl) 

Este método ae trabaja con las sigui.entes variantes: 

- Se aumenta el volUaten -de reacción 2. 5 veces áe, para alcanzar-

a leer en las celdas comunes. 

- Se aumenta el tiempo de reacción (ya que loa autores trabajan-

con autoanalizador autoútico de control de temperatura cons--

tante. 

TECNICA· . 
p : ~T 1 B 

Mezcla ~iluyente alcalina 2.Sal 2.Sml ¡2 .Sml 
' 

Suero (0.1 ml ) - - 0.25ml ----- 1------
i 

Estandar (Jmg/dl) ------ o.2sm1¡ -----
: 

; 

Agua destilada 
1 0.25 : ------ -----., 
f 

Ac.p!crico 1.2 % (O.la!) 0.25ml 0.25 ! 
1 

0.25 

Cronometrar y leer abaorbancia (490nll) a 5 y 10" 
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CALIBRACION: 
Concentraci6n 
de Creatinina Abl!lorbanci a Abl!lorbancia 

mq /dl 5 ·- ] • 10' - l' 

0.5 .028 .042 

1.0 .033 .050 

2.0 .054 .078 

Valores 3.0 .07 .108 
correspondientes 
a GRAFICA 4.0 .095 .135 

No, 11 
5.0 .116 .165 

6.0 .134 .185 

7,0 .137 .205 

Suero e 2.0 .055 

control a.o .154 

Mezcla de suerol!I problema cuyas determinaciones previas 

dieron un promedio de 2.0 y 8.0 rng/dl. 

RESULTADOS: pH 
NaHC0

3 
50 mM •••••• , •••••• 9.0 

+ Na OH 0.6N J l.9 

+ suero . ..................... . 11.8 

+ .. . ac. p1cr1co ••••.. , , ..•.•••. ll.75 



,,bsurbancia 
-69- ORA.PICA No,Jl 

CRRl.TIIINA E;J SUERO Y OR51U 

¡;@todo Cllll.'TICO 

Bs pectrofotomPtro "ili tacbi Peddn Kl.Hr" 

t= tieru1·0 dfJ' r-:-acciÓn 

·'° 

.o 

>,o 'l.O so 'P Lo ~ 
Conr.ent rae lÓn me/dl. 
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Según el método original de G. Vanzetti Pri•atio (16)-

se efectuarán las siguientea nmdificacionea: 

- Se awnentará la concentración de ácido pícrico. 

- Las cantidades de la mezcla alcalina se llevarán a nú-

meros completos para ei11plificar el método. 

TECNIC.11. : 
p $T B 

Na HC03 50 mM (SOml) 
2:1 U.al) 

Na OH 0.6N ( 22.7 ml) 2.5 •l 2.Sml 2.5 ml 

Suero ( o.lml ) 0.25al -- ------
Bstandar ( 1 mg/dl) (O.lal) - 0.25111 -----
Agua destilada ( o.lml) --- ------ 0.25ml 

Ac. pícrico ( de 1.2')1(, : O.lal 
a 1 "ln/1 n ->s::-1 n '""'1 0.25ml 

Cronometrar y leer extincióa a 1' y s• en 508 nm. 

Na H co3 50mM --»ª--
2:] 

Na OH 0.6 N 2 .5 ml ••••. ]].95 

+ suero ]].8 

+ ac. pícrico 11.85 
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CALIBRACION: 

Concentración Absorbancia Absorbanci a 
de Creatinina 

mg/dl 5'-1' 10 1 -1 1 

0.5 .01 .028 

1.0 .023 .040 

2.0 .025 .052 

3.0 .035 .070 

Valores 4.0 .045 .085 
corresp. a 
GRAFICA 5.0 .055 .305 

No.12 6.0 .066 . '" 
7.0 .075 .'39 

Sueros 0.9 .014 (0.8 mg/dl) 

control 2.0 .028 (2.2 11 ) 

(t+ ) 8.0 .055 (8 .2 

t+ • valer teórico. 



-72- GllAllICI. 1111.12 

CRS.:.Ttllllf;. '!:!i SUERO Y ORlri~ 

11ttodo CINB'rlCC 

490 n • 

'·º a.• 'U S.• '"° '·º u Conc~ntr~ciÓn mt'/dl 
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Del método anterior •e 110difica solamente la longitud-

de onda, en vez de 508,..como indica el método original (16), se-

lee a 490nm que resultó ser la máxima abaorci6n según estudio -

efectuado al inicio de éste trabajo. 

CALIBRACION: 

GRAFICA 

No.13 

Sueros control 
t + 

t + valor teórico 

Concentración 
Creatinina 

mg/dl 

0.5 

LO 

2.0 

3.0 

4.0 

s.o 

6.0 

7.0 

1.9 (dá 1.7.mg/dl) 

2.0 ( 1.8 11 ) 

a.o 7.2 11 ) 

Abaorbancia 
5'-1' 

.027 

.039 

.055 

.073 

.092 

.107 

.120 

.135 



.2 

• 15 

.1 

.o 

.o 

A bsorbancia -74- GRAFICA No. 13 

•&todo directo CJ:l(RTICO para determinaci6n 
de C:REATIMIIIA en suero y orina. 

Espestrof ot6mctro 
R!I. tachi Perlli.n ElJlicr 
490 nni • 

0.5 l J 5 
C:onccntraci6n me/dl 
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Se deeH aumentar. la absorción inicial ( ya que es muy 

baja) : 

-Aumentando la concentración de NaHC03de 50 mM a 0.2 M. 

-Disminuyendo el volumen de mezcla de solución reguladQ 

ra alcalina. 

-Aumentando el volumen de suero y ác. pícrico. 

-Ac. pícrico cambia de ].2 g/l al .2 g %. 

TECNICA: 

p ST B 

~ Na H co 0.2 m - 2 ml 
11.9 .,. OH 0.6N 1 ml 1. t;ml , C:.m1 1 C:.m1 

11.88 Suero 0.5ml ------ ------
11.85 Ac. pícrico 1.2 g% 0.5ml 0.5ml O.Sml 

Leer abaorbancia al primer minuto y 5' después. 

490nm, y 508 nm. 

CALIBRACION: 

Concentración Absorbancia Absorbancia 
msLi;U, :rnenm 490.,m 

0.5 .035 ;oss 
LO .06 .078 
2.0 .075 .128 

V1l.ore1 3.0 .088 .180 
oorresp. 4.0 .108 .228 
a Grate# 14 s.o .122 .260 

6.0 .135 .320 
7.0 ·' 53 .338 



,, 

Absortanci a r.1· r: r' "··· 14 
-76-

:. - M.étodo DIHl!CTO CINETICO para determinación de 

.111 CREATillINA 

E apee trofotÓml'tl'·) 
Hl. t"'c!u Perkin Blr•flr 

., 

.10 

a.o "·º "º '"º .o CONC~'l'RACION 111fr11\.1, 
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Otra modificación al método para simplificar el mismo, 

es poner a partes iguales las soluciones que forman la mezcla--

alcalina reguladora de pH. 

-Se efectúan lectura en espectrofotómetro automático 

BeclcmaD mocl. •2 y Colman Jr 11 6/20 y 6/35. 

-Debido a que los reactivos son muy semejantes a loa --

utilizados en la institución donde se realizó éste tr.& 

bajo ( 1.11.s.s"J Clínicas 24 y 18 ) se ensayará una l1IQ. 

dificación con dichos rHCtivoa. 

T!ail'.CA• . -u 

Ra B C03 0.2.:J - - - - - - - - - - -
_, 

9.4 
1: 1 .... . . . . . 1.5 ml ! 11.9 

Ra OH 0.6 B 

suero . ····•···············••··•··•·· 0.5 mli 11.85 

Ac. pícrico 1.2 % ..............•••... 0.5 ml 11.8 

( Dilución lslO ) Vol. total •••••••••• 2.5 ml 

JI lect. a los 60·. 2a. lect. a los 5' después. 

Temp. 25 .c Espectro fotómetro 
490 nm. Beckman mod . 42 

RFACTIVOS I.M.s.s. 

Ba OH 0.75 B 

Ac. pícrico 0.04 M ( apro. l.O % ) 



CALIBIU\CION 

Creatinina 
mq/dl 

2.0 

4.0 

6.0 

a.o 

10.0 

CALIBRACION ( reactivos IMSS) 

Creatinina 
mg/dl 

1.0 

2.0 

4.0 

6.0 

e.o 

10.0 

78 

Espectrofotometro 
Bec'kman mod. 42 

1\bsorbancia 
5 1 -1 1 

0,235 

0.432 

0.672 

0.880 

Valores 
correspondiente 
a GRAFICA No.15 

Absorbanci a 
5 ·-1 t 

0.109 

o .168 

o .348 

0.460 

0.596 

0.786 
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2. - AIJJl.HACIO!l DE U!I J.!RTOllO CI!'IETICO l>'.AllUAL 

para dPterminaciÓn d~ C R ~ A T I N l ~_!_-

_ 1.;1'-'ificr1ciln con rPoctivos u:ss 

" 

,fo 

·"° 

.5 

... 

• 10 

t.• 1,0 a.o a.o !lo 10.0 
... ,, ..... 1. 
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Se aumenta la sensibilidad del método con la siguiente 

modificación: 

TECNICA: 
Na HC03 0.2M-H_J portee iguales •••••••• 1.5 ml 

NaOH o. 75 

Suero ..................................... 0.25 ml 

lle. pícrico 0.04 M •• • • • • • • • • •. "• • • • • •. • • • • • . o_s m1 

( dil1 1:9 ) Vol. total •••••••• 2.25 ml 

la lectura antes de l' 

2a. " a los 5' después de la 2! lectura. 

Temperatura 2s 0c .• 

CALIBRACION: Espectro fotómetro 
Beckman mod • 42 
Long. onda 490 nm. 

Concentración Absorbancia 
mg/dl s•- l' 

1.0 .037 

2.0 .062 

4.0 .132 Valores 
correspondientes 

6.0 .l 95 a GRAFICA No, 36 

8.0 .254 

JO.O .337 

12.0 .373 

] 4 .o .428 



Abl'orbancia 
-80•-

cnutININil. ~ SUERO y ORIN,\ 

Wii'todo CI W':TICO 

'Eep~ctroi'oLo.cietro Beck.1an b.od. 42 

.$$ 

.so 

.... 
• 'IO 

.-
~o 

.lá 

.:to 

.J.S 

.10 

.os 

1,0 %,O ~o ªº 10 .ta. • \~ CcncPntr11cic.r. i.~, dl 
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Debido a que el espectrofotómetro Beckmen mod. 42. no-

ea común en el laboratorio clínico de rutina pues en general no 

se cuenta con aparatos automatizados, además de que el objetivo 

de éste trabajo es adaptar una técnica manual simplificada que-

no requiera de aparatos sofisticados, se adapta el método a un
• 

eapectrofotómetro de uso común como es el Coleman Jr. 11 6/20 y 

6/35. 

La gráfica # 6 se presenta al principio de éste capíty 

lo como la 11 Adaptación a una técnica cinética manual para dete,¡: 

minación de creatinina en suero y orina " según el método origi-

nal de " Larsen " , y fué con la que se practicaron las muestras 

problema y compararon con los otros dos métodos ya establecidos-

por 11 Bonsnes y Taussky 11 y Owen 11 
• 



CAPITULO V 

R E S U L T A D O S. 

E V A L U A C I O N. 

E S T A D I S T I C A 
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S• analizeron 50 muestres de suero en.pacientes sin alteraci.ón

renal, 50 muestras de sueros de pacientes con alteración renal

y 50 muestras de orina de pacientes de ambos tipos. 

Los sueros fueron obtenidos estando los pacientes en

eyunes y las muestras de orina del volumen recolectado durante-

24 boras. 

Se trabajó con suero y plasma ( ya que. en los glóbulos 

rojos interfieren cromógenos presentes en cantidades considera-

bles) (33) 

Todas las muestras fueron sometidas el mismo tratemien 

to con la metodología que a continuación se indica. 

Así mismo las determinaciones de las muestras problema 

como de las curvas de calibración, fueron hecbas por triplicado 

y los resultados que se presentan son el promedio. 
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Resultados obtenidos en la determinación de creatinina 

en suero de pacientes ain alteroci6n renal que acuden a conaul 

ta externa en la Unidad de Medicina Familiar No. 18 del I.M.S.S. 

La lectura de loe problemas ee realizó en eapectrofotsi 

metro Coleman Jr. 6/35 y 6/20 a una longitud de onda de 490 nm. 

Tec. de Tec. Tec de 
No. Bonsnes y Cinética Adsorción 

Tausaky •Lvaen" "Owen" 

l o.a mg/dl 0.5 mq/dl 0.4 mg/dl 

2 l.15 " 0.93 0.9 

3 o.a 0.7 0.6 

4 0.7 0.7 0.6 

5 l.O 0.82 o.a 

6 1.3 1.4 l.O 

7 o.a6 o.e· 0.75 

a 0.8 0.62 0.5 

9 0.9 l.2:t o.a 

10 l.39 1.22 LO 

11 o.a 0.6 o.s 

12 0.9 o.e o.a 

13 0.84 o.e 0.5 

14 o.a 0.65 o.s 

15 1.2 1.0 o.e 
16 0.9 o.e 0.7 
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No.de Tec. de Tec. Tec de 

mue1tra Bon en e e y Cinética Adsorción 

Tauseky "Lar:¡en" "Owen" 

17 0.94 mg/dl 0.82mg/dl 0.7 mg/dl 

18 1.9- 1.84 l.78 

19 0.82 o.a 0.7 

20 0.7 0.6 o.s 

21 J.l 1.0 o.a 

22 2.12 2.0 1.82 

23 2.1 2.0 1.8 

24 1.2 1.1 1.0 

25 0.9 0.7 0.5 

26 1.6 1.4 1.3 

27 1.1 0.9 o.a 

28 0.9 o.a 0.5 

29 1,8 1.6 l.5 

30 1.25 l.l l.O 

3l. 1.1 0.95 o.a 

32 1.7 1.5 1.3 

33 2.2 2.l 2.0 

34 0.9 o.a o.a 

35 l.8 2 .l l.8 

36 l.l 0.9 1.1 

37 0.6 0.6 0.5 



e6 

No. de Tec • Bonsnes Tec. {Tec. de 

muestra y Tauesky Cinética ad11orci6n 10wen) 

38 0.5 mg/dl O.Smg/dl 0.42 mg/dl 

39 0.7 0.6 0.5 

40 LO 0.9 o.e 

41 1.7 1.5 l.3 

42 l.O o.a 0.7 

43 0.9 o.e 0.5 

44 l.O 0.9 o.e 

45 l.O o.e 0.9 

46 1.1 0.9 0,6 

47 1.3 1.1 l.O 

48 1.4 1.2 LO 

49 l.3 1.0 0.9 

50 l.5 1.3 Ll 



" 
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Evaluación estadística de los resultados obtenidos en-

la determinación de creatinina, en suero de pacientes .a.in a.ll.f:.=. 

ración~.( Considerando valores de 0.5 al .5 mg/dl). Las Il\e. 

didas estadísticas que se tomaron fueron r media (;), desvia 

ción estandar (D.S.) y coeficiente de variación ( c.v). 

x= n1 + n2 + . • • nn 

n 

Tec. ( punto final) 

Bonnes y TDUHky" 

-X = 0.98 

D.S = 0.22 

c.v. :::r 22 .9 % 

Tec. Cinética 
11 Larsen" 

0.89 

0.25 

28.l % 

C.V. = D.S. X 100 

x 

Tec. Adsorción 

" Owen" 

0.82 

0.26 

32.4 % 
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Resultados obtenidos en la determinación de creatinina 

en suero de pacientes ~ alteración r.mi&l que se encuentran -

hospitalizados y acuden a consulta externa en el Hospital Gene

ral de Zona No. 24 del I.M.s.s. 

La lectura de 101 problemas se realizó en espectrofotQ. 

metro Coleman Jr. 6/35 y 6/20 a una longitud de onda de 490 nm. 

No. de Tec. de Tec. Cinética Tec. Adeorción 

muestra "Bon1nee y_ Taueaky" "Lareen" "Owen" 

1 15.0 mg/dl 12.0 mg/dl 10.5 mg/dl 

2 11.0 11.3 9.0 

3 5.8 s.s 5.0 

4 26.0 21.0 20.s 

5 25.2 22.0 21.0 

6 11.3 10.S 10.0 

7 31.5 31.0 30.0 

8 18.5 18.0 17 .o 

9 12.3 11.8 11.0 

10 J.3.8 11.S 11.0 

ll 14.2 11.2 12.8 

12 . 12.2 e.o 10.0 

13 12.8 11.6 12.S 

14 12.0 10.4 10.0 

15 12.2 11.4 11.0 

16 11.2 9.4 9.6 
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No. de Tec. de Tec • Cinética Tec. Adsorción 

muestra "Bonsnea y Tauss]cy" de " Larsen" de " Owen" 

17 14.8 mg/dl l 3 .8 mg/dl 14.0 mg/dl 

18 15.0 14.0 14 .7 

19 22.4 18.0 22.0 

20 7.2 7.0 6.7 

21 a.o 7.9 7.B 

22 12.2 12.2 12.0 

23 4.2 3.3 3.0 

24 3.2 3.25 3.0 

25 12.8 ll.B 11.0 

26 B.5 8.4 e.o 

27 12.0 11.6 10.6 

28 24.0 17 .o 21.l 

29 15.0 l3 .2 13.0 

30 4.2 4.0 3.7 

31 13.5 12.2 9.0 

32 u.a 10.5 10.0 

33 ll .8 11.6 ll.5 

34 19.0 18 .o 18.0 

35 18.8 ]8. 7 16.6 

36 11.4 11.0 10.5 

37 14.0 U.5 11.2 

38 10.0 9.5 9.0 
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No. de Tec, de Tec. Cinética Tec. de •"1 

muestra 11 Bon19nes y Taussky" de " Lar sen" .AOrción 
' "Owen" 

39 12.2 12.0 ll .6 

40 2.B 3.0 2.4 

41 3.0 2.6 1.6 

42 l4.5 14.0 13.8 

43 9.7 9.4 8.6 

44 6,6 5.9 5.8 

45 9.3 8.5 9.2 

46 19.0 18.5 lB.O 

47 2.5 2.0 1.8 

48 2.4 2.0 1.B 

49 12.9 12.s 11.6 

50 3.5 3.5 3.6 
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Eyaluación est1díatic1 de los resultados obtenidos en-

1.a determinacion de cre1tinina en suero de pacientes ~ .l.l.t.§r.& 

ción renil. (Considerando valores de 2.5 a 30.0 mg/dl). Las --

medidas estadísticas calculadas fueron1 media (x), desviación -

eatand1r( D,S,) y coeficiente de variación ( c.v.) 

x • _n_1 ___ + __ n2 __ ._._._n~0~ 
n 

Tec • ( punto final) 

11 Bonsnes y TauaeJsY" 

-X "" J,2.2 

D.S.= 6.55 

c.v .• 53.6 % 

D.S. =. l
1
_,._(_x_-.....,,-... x_12\ 

~ n-l 

Tec • Cinética 

11 Laraen" 

11.2 

s. 91 

52.76 % 

C.V.= D.S.xlOO 
x 

Tec. Adsorción 

11 Owen 11 

10.8 

6.0 

55.5 % 
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Reaultadoe obtenidos en la determinación de creatinina 

~ º-Llru\ de pacientes que acuden a consulta externa en la Unidad 

de Medicina Familiar No. )8 y hospitalizados en el Hospital Ge

neral de Zona No. 24 del I.M.s.s. 

La lectura de los problemas se realizó en espectrofot.Q. 

metro Coleman Jr. ll 6/35 y 6/20 a una longitud de onda de 490-

nm. 

No. de 

muestra 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

Tec • ( punto y final) 

"Bonsnes y TauHkv" 

70.0 mg/dl 

85 

70 

68 

62 

59 

60 

130 

86 

45 

40 

125 

uo 

40 

43 

Tec. Cinética Tec. Adsorción 

" Larsen" 

68.0 mg/dl 

82 

65 

65 

60 

57 

59 

100 

80 

38 

40 

110 

110 

38 

35 

" Owen" 

65.0 mg/dl 

80 

60 

65 

60 

53 

58 

90 

78 

41 

35 

115 

90 

35 

40 
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No. de Tec. Tec. Tec. 

muestra ·"Bonenes y Tauseky" " Larsen " " Owen" 

16 110 110 85 

17 85 82 80 

18 uo 110 95 

19 82 80 75 

20 35 30 22 

21 15 11 10 

22 75 72 70 

23 45 42 40 

24 28 20 25 

25 55 50 50 

26 80 80 85 

27 68 65 70 

28 38 35 40 

29 42 40 36 

30 35 32 30 

31 21 20 18 

32 65 63 60 

33 ·1so 152 140 

34 3.20 115 100 

35 58 62 60 

36 310 100 o/l 
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No. de Tec. Tec. Tec. 

......l!!Y§JIY.i.... " Bonnes y Taussky" " Lar:en" " Owen" 

37 65 60 58 

38 32 28 25 

39 55 53 50 

40 65 65 70 

41 70 68 65 

42 8l 91 78 

43 66 62.5 62 

44 65 62 60 

45 46 43.5 45 

46 56.5 49 50 

47 59.2 56 62 

48 42 38.5 35 

49 39 36 32 

50 72 69 71 
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Evaluación estadística de los resultados obtenidos en

la determlnación de creatinina en orina de pacientes con y sin

alteración renal. 

Tec. ( 

"Bonsnes 

.K = 
o.s. = 
c.v. = 

Las medidas estadísticas calculadas fueron: 

media ( x ), desvi!ción estandar ( D.S.) y Coeficiente 

de variación ( c.v.) 

punto final) Tec. Cinética Tec. Adsorción 

y Tau31ky " "Larsen" " Owen " 

66.6 59 .l. 60 

29.5 26.23 25.9 

44.37 % 44.38 % 43 .20 o/o 



PRUEBA DE SIGNIFICANCIA 

PRUEB1\ DE "t" PARA MEDIDAS RELACIONADAS 

X - X 
1 2 
2 2 \ 

~D -(f.D) 

N 

N( N - 1 

SUERO DE PACIENTES SIN ALTERACION RENAL 

{Considerando valores de 0.5 a 1.5 mg/dl) 

Tec. Bonsnes/Taussky 
Vs. Cinética 

3.75 

Tec. Bonsnes/Taussky 
Vs. Owen 

6.0 

Tec • Cinética 
Ve. Owen 

3.47 

3.75-;> 2.7 , sí hay dif~ 6.0::> 2.7 ,Sí hay difg 3.4 :> 2.7, Sí hay 

rencia significativa al rencia signifi~ativa a diferencia signi-

1% de significancia(2.7) 1% de significancia--- ficativa al 1 %--

entre la Tec. de Bonsne (2.7) entre la Tec. de de significancia-

Taussky y la Cinética. Bonsnes/Taussky y la d (2.7) entre la --

Owen. 

Diferencia Diferencia 

l.05 3.3 

Tec. Cinética y la 

1 de Owen. 

Diferencia 

0.77 



/ 
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SUERO DE PACIENTES CON ALTERACION RENAL. 

( Considerando valores de 2.5 a 30.0 ~dl) 

Bonsnes/ Tauseky Bonenes-Tauseky Cinétic~ 

Ve, Cinética Vs. Owen Vs.Owen. 

l.34 2.46 0.6811 

l.34 < 2.7, No hay dift:! 2.46 <. 2.7, No hay 0.68 < 2.7, No -

rencia significativa en diferencia signifi- hay diferencia 

tre Bonsnes/Taussky y - cativa entre Bona-- significativa-

Cinética al 1% de signi nes/Tauseky y Owen- entre Cinética y 

ficancia (2.7) en valo- al 1% de significan Owen al 1% de --

res anormales. cia (2.7) en valo-- significancia---

res anormales. (2 .7) en valores 

anormales. 

diferencia = l.36 diferencia = 0.24 diferencia= -2.0 

§YERO DE PACIENTES CON Y SIN ALTERACIQ~ 

Considerando valores normales y anormales(0.5-30.0rng/dl) 

4.0l 8.12 3.5 

4.017 2.7, sí hay dif~ 8.12 ;:- 2.7, Sí hay 3.5 > 2.7, Sí hay 

rencia significativa al 

1% de significancia en

tre B,T. y Cinética. 

diferencia signifi diferencia eigni

c~ti va al lo/o de -- ficativa al 1% de 

eignificancia entre 

B.T. y Owen. 

significancia en

tre Cinética y --

OWen. 



MUES'l'RAS DE ORIBA DE PACIENTES CON Y SIN ALTERACION _l_l~1:\~_: 

lbnl'Jiles/ Taussky 

Va, Cinética 

t= 13.97 

3. 97 /" 2 • 7 , SÍ hay 

diferencia significA 

tiva al J% de signi-

1 
ficancia ( 2.7) 1 

lbnanes/ Taussky 

t = 7.85 

7 .es > 2. 7. sí hay 

diferencia signifi 

cativa al 1% de --

significancia (2.7) 

Cinética 

Vs. Owen. 

t= 1.18 

1.18.<.. 2.7, No -

hay diferencia -

significativa al 

l% de significan 

cia ( 2. 7) 
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RESUMEN: 

BQnsnes/ Taussky 

SUEROS "NORMALES" 

X 

D,S. 
c.v. 

SUEROS " ANORMALES" 

X 

D.S. 
c.v. 

0.98 
0.22 

22.9 % 

J2.2 
6.55 

53.6 % 

SUEROS " NORMALES Y ANORMALES" 

X 

o.s. 
c.v. 

6 .73 
3.38 

38 .2 % 

Cinética 

0.89 
0.25 

28.l % 

11.2 
5. 91 

52 .7 % 

6.18 
3.08 

40.4 % 

0.82 
0.26 

32.4 % 

10 .8 
6.0 

55.5 % 

5.84 
3.] 3 

43.9 % 

MUESTRAS DE ORINA ( NORMALES Y ANORMALES) 

X 

D.S. 
c.v. 

66.6 
29.5 
44.37 % 

PRUEBA DE SIGNIFI- Bonsnes/Taussky 
CANCIA, PARA MEDI- Vs. Cinética. 
DAS RELACIONADAS--
( al l % ) 

11 t" de Student 

SUEROS "NORMALES" 
SUEROS "ANORMALES" 
SUEROS " ANORMALES 

· Y NORMALES 11 

ORINA ( NORMALES Y 
AOORMALES ) 

sí 
no 

sí 

.. 
si 

59.J 
26.3 
44.38 % 

60.0 
25.9 
43.2 % 

Bonsnes/Taussky Cinética 
Vs. Owen Vs. Owen. 

sí 
no 

sí 

sí 

sí 
no 

.. 
si 

no 
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COEFICIENTE DE CORRELACION " r " 

'"Bonsnes/Taussky" 11 Bonsnes/Tauseky" "Owen" 

Vs. Cinética V:i, "Owen" Cinética 

Sueros "normales" 
( pacientes ein-
alteración renal) 0.939 0.85 0.92 

Sueros '"anormales• 
( pacientes con -
alteración renal} 0.9668 o .9838 o .972 

Orinas ( normales 

y anormales) 0.9962 0.9707 0.98 



C ·A P I T U L O VI 

D I S C U S I O N. 



]02 

En el trabajo realizado se eligieron los tres métodos

ya descritos debido a la diferencia en su metodología, sin cmbax 

go presentan el mismo fundamento basado en el principio de Jaffé 

( creatinina + picrato alcalino ~ complejo amarillo 

-naranja ( de estructura aún no establecida) ( con máxima absor-

ción a 490 nm) • 

Así el método de " Bonsnes y Taussky" calorimétrico de

punto final que es el más co.ll'UIUllante usado.en el.laboratorio de

rutina, se analizó efectuando curvas de calibración con estanda

res primarios y sueros control observándose que a bajas concen-

traciones la absorbancia es mínima y a medida que aumenta la con 

centración dicha absorbancia no es proporcional, obteniéndose -

una curva cerrada casi plana ( gráfica No. 3) 

Se prefiere utilizar suero o plasma a sangre total, 

pues durante el tiempo de reacción intervienen cromógenos no es

pecíficos presentes en los glóbulos rojos( aparte de los que in

tervienen en la reacción) que también dan el complejo colorido-

amarillo. Esto coincide con los resultados obtenidos, pues los-

valores de creatinina fueron mayores por éste método que por el

cinético y el de adsorción. 

Este método requiere desproteinización y un tiempo de-

reacción de 15 minutos, máxima absorbancia a 490 nm. y una'esta

bilidad de reacción de 15 minutos, ya QUe el aumento de color es 

proporcional al tiempo transcurrido. 
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Si no se puede determinar enseguida de extraída la mue~ 

tra, es necesario congelarse ya que a temperatura ambiente se --

1 levan a cabo reacciones oue van a modificar los valores reales

de la creatinina. Esto se comprobó efectuando determinaciones --

6 hrs. desoués a muestras dejadas a temperatura ambiente las cu~ 

les presentaron un incremento de los valores obtenidos en la pri 

mera determinación luego de extraída la muestra. 

En éste método los valores de referencia reportados en

la literatura, incluyen cromógenos no específicos. Esto se cono

ce gracias a estudios efectuados en el producto de la reacción-

en donde se encontraron además de picrato de creatinina otros -

compuestos no conocidos exactamente, oero cuya posible estructu

ra han presentado " Greenwald" y " Janovsky" ( expuesto en el -

cap. No. II ) (33). 

En el método de adsorción de " Owen" con el reactivo de 

"Lloyd" (silicato de aluminio), se presentaron varios problemas: 

el primero fué que dicho silicato no adsorbía completamente la-

creatinina, pues al efectuar una prueba de recuperación determi

nando creatinina en el líquido sobrenadante{ por el método de 

" Bonsnes y Tauussky" )se encontró creatinina presente • Este 

problema se corrigió al utilizar silicato de aluminio q.p. grado 

reactivo que adsorbe completamente la creatinina. 

Se requiere mucho cuidado al efectuar la adsor.ción y -

eluci6n de la creatinina, ya que se pueden perder cantidades en-
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éstas operaciones. 

Por éste método se efectuaron curvas de calibración con 

estandares primarios-y sueros control, obteniéndose buena linea

ridad en la curva ( graf. No. 5 ), reproducibilidad en los re-

sultados, estabilidad de reacción de 20 min. y máxima absorban-

cia entre 490 y 500 nm. pero resulta ser un método muy laborioso 

y delicado no recomendado para trabajo de rutina. Los resultados 

obtenidos por éste método fueron bajos comparados con los obteni 

dos por el método Cinético y el de "Bonsnes y Taussky" ', lo cuál 

era de esperarse pues la metodología y los reactivos utilizados, 

hacen de éste el método más exacto de referencia. 

Para el método Cinético de " Larsen" se efectuó el pri

mer ensayo en base a la bibliografía consultada, obteniéndose r~ _ 

sultados no muy satisfactorio ( graf. # 7 ) seguramente debido a 

que ésta técnica no contempla el uso de una solución reguladora

de pB que presenta cambios durante la reacción, siendo un pará

metro importante influyendo en la velocidad de reacción, en la-

elaboración de la solución y así miSllO la intensidad de la colo

ración del picrato aumenta, si el pB disminuye (8), por esta ra

zón se decidió a introducir una solución reguladora de pH alcali 

no c;rue evite las variaciones de éste. Así se preparó una sol u -

ción NaHCO;J 50 mM/l (9) que se introdujo a la reacción dando un

pH inicial de 9 y que se alcalinizó al adicionar el NaoH 0.32 N

a ll.5, no sufriendo modificación al adicionar el suero y dismi-
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nuyendo un poco con el ácido pícrico a 11.4. 

Al observar que ésta solución no regulaba satisfacto--

riamente el pH, se aumentó su concentración a 0,2M, consiguién-

dose la estabilidad del pH y mejorando notablemente la lineari-

dad de la curva y sensibilidad del método. (graf. No. 8). 

Al investigar los métodos existentes en el comercio, se 

informó que Labs. " Lakeside", posee un equipo para determina--

ción cinética de creatinina en suero y orina pero no cuenta con 

sol.reguladora de pH. 

Los Labs • " Merk", también cuentan con un método ciné-
. 

tico y sí utilizan sol.reguladora de pH a base de fosfatos. Se-

ensayó dicho método obteniéndose resultados satisfactorios(graf. 

No. 9 ) 

En otro ensayo se cambió la sol. reguladora por la de-

NaHC03 (que es la que se había venido usando en éste trabajo), 

así mismo el órden de reactivos, pues según G.Vanzetti P.en su-

estudio sobre un ªMétodo cinético directo para la determinación 

de creatinina en líquidos biológicos"(l6), es mejor recibir el-

suero en una sol. amortiguadora alcalina e iniciar la reacción-

con ac. pícrico. También se aumentó la concentración de NaOH de 

0.32 N a 0.6N, aumentando y estabilizando el pH. 

Según D. Grafmeyer y colabs. en su estudio sobre "Mi--

crodeterminación de creatinina en líquidos biológicos" (Jl)men 

ciona que la concentración de íc. pícrico influye en la intensi-
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dad de la coloración y la velocidad de reacción disminuye con -

su aumento. Inicialmente se estuvo trabajando con una sol. de -

ac. pícrico de 1.2%, pero con fines de adaptarse a la disponibi 

lidad de reactivos en donde se realizó éste trabajo (I.M.S.S.), 

se cambió a 1%, lo cuál no modificó los resultados basta enton

ces obtenidos. ( Gráfica No. 6). 

Otro parámetro importante en el método Cinético es la' 

TEMPERATURA: 

Ya que la intensidad de la coloración es función de la 

temperatura, por lo tanto es imperativo medir la cinética de 

reacción a temperatura constante(11). Sin embargo se observó en 

.la práctica que no es necesario utilizar un bafto a temperatura

constante ( entre 28 y 37ºc), ya que sacando los reactivos del

refrigerador l/2 hora antes de iniciar la reacción y dejándolos 

a temperatura ambiente (entre l5 y 2eºC) en la Ciudad de México) 

se estabiliza así la temperatura de problema y reactivos evitan 

do que éste parámetro influye negativamente en la reacción. 

Esto se comprobó efectuando determinaciones con reacti 

vos a baja temperatura (·recién sacados del refrigerador, a 3ºC) 

y se obtuvieron resultados muy bajos en comparación con los ob

tenidos 3/2 hora después cuando la temperatura de dichos reacti 

vos y muestra problema, era la del medio ambiente. 

TIEMPO¡ 

Debido a que se trata de una reacción cinética, éste--
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parámetro es muy importante ya que varía según el pH y la temp~ 

ratura así como con el aparato utilizado para su lectura, ya que 

en la bibliografía consultada se utilizaron aparatos automáti-

cos con terntostato de temperatura constante integrado, lo cuál

hacía que la reacción se llevara a cabo en menor tiempo ( de l

a 2 minutos) • Sin embargo como en el presente trabajo se utilizA 

ron espectrofotómetros comunes en el laboratorio de rutina, du-·· 

rante éste tiempo ( l-2 min.) no se registraba ningún cambio en 

la reacciión por lo que fué necesario alargar el tiempo de reac -

ción adaptíndolo al equipo utilizado. 

Así se efectuaron diferentes ensayos en espectrofotóm~ 

tros1 Coleman Jr. II 6/35 y 6/20 y en el Hitachi Perkin Elmer,

nµ.diendo la cinética de reacción desde el minuto O hasta el 20, 

trazándose gráficas a diferentes tiempos y observando que el -

primer cambio en la absorbencia se lleva a cabo antes del pri-

mer minuto y 5 minutos después de la primer lectura. En éstas -

condiciones la gráfica trazada ( graf. No. 6) se obtiene con -

una linearidad satisfactoria. 

En el espectrofotómetro semiautomático Beckman rnod.42, 

también se efectuaron diferentes ensayos. Aquí la cinética de-

reacción se registra desde los 30 segundos y la segunda lectura 

se lleva a cabo a los 2 minutos. ( graf. No. lS) 

LA LONGITUD DE ONDA: 

Según D. Grafmeyer (ll) y G. Vanzetti (16), el máximo-
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de absorción de picrato de creatinina eatá entre 490 y 520 nm.

En el presente trabajo se utilizó 490 run., porque el espectro -

de absorción efectuado en nuestros aparatos, indicó ésta como-

máxima absorción ( graf. No. 1). 

Así los resultados obtenidos por el método cinético,--

fueron intermedios entre " Bonsnes y Taussky" y el de "Owen",

lo que era de esperarse, pues no siendo el cinético tan especí

fico como el de "Owen" nos dá valorea comparables. 

En el análisis estadístico de los resultados observa-

moa que con sueros "normales" (0.5-1.0 1DCJ/dl), la D.S. es menor

en "B.T." que en Cinética y "Owen•, probablemente que por tra-

tarse de pequenas cantidades se manifiestan más las pérdidas de 

creatinina que pueden ocurrir en el método de ad.aorción. 

El. c.v., resulta ser mayor en el método Cinético que

en "B.T," y menor que en "Owen", debido posiblemente a que di-

cho método cinético tiene menor sensibilidad que el de "B. T." y 

"Owen" cuando·se trata de analizar cantidades pequeí'\as como es

el caso de sueros de pacientes sin alteración renal (normales) • 

En sueros de pacientes con enfermedad renal(anormales) 

(de 2.0-35 mg/dl) la n.s. y c.v. en Cinético es menor y semejan 

te a "Owen" que los obtenidos por "B.T." que presentan mayor -

n.s. y c.v. 

En las muestras de orina que representan valores elev~ 

dos de creatinina, se obtuvieron valores muy semejantes a loa--
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de eueros "anormales". 

En cuanto a la diferencia 3ignificativa ( al Jo/a de sig 

nificancia) en sueros de pacientes sin alteración renal (norma

les), sí existe, probablemente a que éstos métodos aunque son -

semejantes en su fundamento, difieren en su metodologia y a pe

sar de que "Owen" se considera el método de referencia por ser

el más exacto, presenta diferencia significativa con el método

Cinético considerado más exacto( según resultados obtenidos y

bibliografía consultad1)que el de "B.T.", debido probablemente

ª la pérdida de creatinina durante la elaboración de éste méto

do de adsorción. 

Esta diferencia es mayor entre "B.T." y "Owen" que en

tre "B.T." y "Cinética". 

Aplicando al Coeficiente de Coorrelación, se encuentra 

que exiete una buena coorrelación entre los 3 métodos, lo cual

se explica igualmente por el hecho de que el fundamento de los-

3 métodos es el miemo (reacción de Jaffé) 

Se observa también que el método Cinético, ofrece mayQ 

res ventajas. 



C 1t P I T U L O VI I 

e o e L u s I o N E s . 
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El método de Bonsnes y Taussky, aunque no es completa

mente específico, es adecuado para fines prácticos. Es conve -

niente usar suero o plasma a sangre total, por la presencia de

substancias crómogenas en los glóbulos rojos. La estabilidad de 

la reacción es de 15 minutos, ya que después el color se desva

nece lentamente, por eso ha de leerse dentro de éste tiempo. 

La máxima absorción que se observó fué de 490 nm. 

El pH óptimopara la conversión hidrolítica de creati

na a Creatinina, se controla por la cantidad y concentración de 

ac. pícrico. 

El método de adsorción de Lloyd,es más específico y -

exacto, pero muy complejo en su desarrollo, pues es más largo,

requiere mayor cantidad de reactivos y existe el riesgo de per

der creatinina en la elución pues no siempre se recupera total

mente. su estabilidad es de 20 minutos y su máxima absorción eA 

ta entre 490 y 500 nm. 

El método CINETICO, presenta múltiples ventajas sobre-

los dos anteriores: 

-Requiere menor cantidad de muestra. 

-No requiere desproteinización. 

-Es más rápido, lo cuál es importante en caso de urgen-

cias. 

-Debido al rápido transcurso de la reacción entre la -

creatinina y el ac. pícrico, no interfieren reacciones 



112 

aecund•riaa que se inician más tarde, por lo tanto: 

~El método es m3s específico. 

-Es un método simplificado, pues no requiere de material 

sofisticado ya que se puede adaptar manualmente. 

Loa cuidados que se deben tener en su elaboración son -

mínimosr 

-Mantener el pH constante que se logra con el·uso de una 

solución reguladora. 

-La proteina influye en la velocidad de reacción bloquean 

do la unión con el ión picrato, por lo tanto es importan 

te diaminuír al mínimo la influencia de éata,limitando

la cantidad de suero. Una dilución l:lJ, dá valores --

aceptables. 

-La longitud de onda puede ser entre 490 y 520 nm (aun-

que se comprobó que la máxima fué de 490 nm) 

-La temperatura debe ser constante por lo que es necesa

rio tener los reactivos a temperatura ambiente. 

-El tiempo de reacción debe ser exacto, por lo que varía 

según el aparato utiliz1do. Así el analista no podrá -

efectuar más de una determinación a la vez (que le tomA 

rá un total de 6 minutos) • Es necesario un reposo de 

cuando menos 15 segundos antes de efectuar la primer 

lectura, para eliminar interferencias de compuestos de

reacción rápida (como la cetona-acetato). 
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-se observan resultados lineares finos, arriba de 15 --

mg/dl. 

Por lo tanto se podría concluir que el método CINETICO 

adaptado manualmente a los requerimientoe del laboratQ 

rio clí~ico de rutina, cumple con los objetivos pro -

pueetos en éste trabajo. 



C A P I T U L O V I I I 
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Se evaluan tres métodos para la determinación de creati 

nina en suero y orina: 

1.- Método de 11 Bcmsnes y Taussky" colorimético de pun

to final. 

2.- Método de 11 Owen 11
, adsorción de 11 Lloyd 11 con silic.D. 

to de aluminio. 

3.- Método de 11 Larsen 11
, mide la cinética de la reac --

ción. 

Se analizan y ensayan diferentes métodos éinéticos. 

_Según información teorice-práctica obtenida, se adapta

un método CINETICO MANUAL directo para la determinación de creA 

tinina en suero y orina. 

Se cuantifica la creatinina por los tres métodos en 50-

muestras de pacientes sin alteración renal y 50 muestras de en

fermos con alteración renal, así como muestras de orina. 

Se comparan y evalúan estadísticamente los resultados. 

Los valores obtenidos por el método cinético, resultan

intermedios entre 11 B.T. 11 y " Owen" 

El método CINETICO resulta ser más simplificado que -

los otros dos métodos analizados, pues presenta grandes venta-

jas sobre ellos, comprobándose su efectividad. 
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