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C AP T U en

INTRODUCC ION.

DESPUES DE UN SIGLO DE ESTUDIOS Y OBSERVACIONES PARA LA CUAN_
TIFICACION DE LAS PROTEINAS URINARIA, NO SE HA ENCONTRADO TODAVIA
UN METODO DE ACEPTACION GENERAL Y EXACTO, PARA SER USADO EN LA RU_
TINA , QUE PERMITA UNA DETERMINACION RAPIDA Y CONFIABLE, Y ESTA _
ES LA PRINCIPAL INQUIETUD QUE ME MOTIVO A REALIZAR EL ESTUDIO DEL
METODO QUE ESTOY PROPONIENDO, BASANDOME EN DOS HECHOS FUNDAMENTALES
QUE SON: LA PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS, Y SEGUNDO EL USO DE UN

REACTIVO DE COLOR PARA EFECTUAR LA DETERMINACION CUANTITATIVA.

DADA LA IMPORTANCIA DE LA CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS _
EN LA ORINA PARA PONER DE MANIFIESTO SU FISIOPATOLOGIA, Y NO SO_
LO ESTA , SINO PARA EL DIAGNOSTICO TEMPRANO EN LAS ALTERACIONES
QUE SE PRESENTAN EN LA FILTRACION GLOMERULAR Y LA REABSORCION _
TUBULAR; EL MEDICO PARA EL BUEN MANEJO DE DICHOS PACIENTES, SE _
BASA EN LOS RESULTADOS EMITIDOS POR EL LABORATORIO, QUE SU VEZ _
DEBE DE CONTAR CON METODOS CONFIABLES PARA EFECTUAR DICHA DETER_

MINACION.

EL ESTUDIO QUE ME OCUPA QUISO SER FIEL A LOS CRITERIOS DE
EVALUACION DE UN METODO, QUE EL PANEL DE EXPERTOS EN CONTROL DE
CALIDAD, I.F.C.C., LOS CONSIDERA IMPORTANTE EN LA CONFIABILIDAD
DE UNA METODOLOGIA; COMO SON LA PRECISION, EXACTITUD, ESPECIFI_

CIDAD, LINEARIDAD Y SENSIBILIDAD; POR LO TANTO PARA CONSIDERAR



LA UTILIDAD DEL METODO PROPUESTO, ESTO PARAMETROS SE PRESENTAN
EN FORMA DE DATOS NUMERICOS, DE TAL MODO QUE EL JUICIO SOBRE LA

METODOLOGIA SEA EN UNA FORMA OBJETIVA.

UN METODO ANALITICO SE DEFINE COMO, UN CONJUNTO DE INSTRUC
CIONES IMPRESAS , EN LAS CUALES SE DESCRIBE: PROCEDIMIENTO, MA_
TERIAL Y EQUIPO NECESARIO PARA QUE EL ANALISTA PUEDA OBTENER _

UN RESULTADO.

EL OBJETIVO DEL PRESENTE TRABAJO ES EL DE PRESENTAR UNA _
EVALUACION DE LA CONFIABILIDAD DEL METODO DE TSUCHIYS/ YATZIDIS
(Biuret modificado), PARA LA CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS _
ELIMINADAS POR LA ORINAS, EL CUAL SE FUNDAMENTA EN LA PRECIPITA
CION INICIAL DE LAS MISMAS CON EL REACTIVO DE TSUCHIYS A 56°C,

Y DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS PRECIPITADAS CON

EL REACTIVO DE BIURET MODIFICADO POR HIPPOCRATES YATZIDIS.



CAPI TULO II.

GENERALIDADES.

EL ESTUDIO DE LAS PROTEINURIAS CON MIRAS AL DIAGNOSTICO DE
UNA NEFROPATIA ES DE NOTABLE IMPORTANCIA PRACTICA, DEBIDO A QUE
LA PRESENCIA DE ESTAS EN LA ORINA EN CONCENTRACIONES SUPERIORES
A LOS LIMITES FISIOLOGICOS ADEMAS DE REPRESENTAR UN SIGNO DE EX_
TREMA ESPECIFICIDAD Y DE FACIL OBSERVACION, ES LA EXPRESION DE

UNA LESION RENAL.

SE DEBE A BRIGH (1), EL INICO DE LOS ESTUDIOS QUE RELACIO_
NARON EL CUADRO CLINICO CON LAS ALTERACIONES ANATOMOPATOLOGICAS
DEL RINON Y LA PROTEINURIA . UNA DE LAS PRIMERAS INTERPRETA_ |
CIONES PATOLOGICAS CONSIDERABA QUE LA PROTEINURIA ERA CONSECUEN_
CIA DE UNA ALTERACION EN LAS PROTEINAS PLASMATICAS, Y QUE DEBIDO
A DICHA MODIFICACION SE ELIMINABAN EN LA ORINA (2); ESTA INTER_
PRETACION AUNQUE ERRONEA CUANDO SE REFIRE A LOS PROBLEMAS RE__
NALES , SE ACEPTO MAS TARDE PARA ALGUNAS ENFERMEDADES EXTRARRE _
NALES, COMO POR EJEMPLO PARA EL MIELOMA CUYA EXCRECION DE PROTE_
INAS DE BENCE JONES NO SE DEBE A UNA ALTERACION RENAL, SINO A

UNA MODIFICACION PATALOGICA EN EL PROCESO DE SINTESIS PROTEICA.

¢ LA ALTERACION DE QUE FACTORES CONDICIONAN LA PRESENCIA
DE PROTEINAS EN LA ORINA EN CONCENTRACIONES SUPERIORES A LO NOR_
MAL.?.... PRINCIPALMENTE ALTERACIONES EN LA FILTRACION GLOME _

RULAR Y LA REABSORCION TUBULAR? A CONTINUACION SE ANALIZAN.



1.- FILTRACION GLOMERULAR. ANTES DE TRATAR LOS DIFERENTES
ASPECTOS DE LA COMPOSICION PROTEICA URINARIA, EN CONDICIONES _
NORMALES Y PATOLOGICAS, ES NECESARIO EXAMINAR DE QUE MANERA _
LLEGAN LAS PROTEINAS A LA ORINA. POR DERIVAR DEL PLASMA LA MA_
YORIA DE LAS PROTEINAS URINARIAS, ES NECESARIO EN PRIMER LUGAR
QUE ELLAS PASEN LA BARRERA GLOMERULAR, ESTO ES QUE SEAN FILTRA_
DAS POR EL GLOMERULO, ESTABLECIDO EL PASO DE MOLECULAS PROTEICAS
SE DEBE DE ADMITIR QUE EN LA ESTRUCTURA GLOMERULAR EXISTEN POROS
DE MORFOLOGIA NO DEFINIDA, QUE AL VARIAR SU DIMENSIONES FRENTE A
CONDICIONES FISIOLOGICAS O PATOLOGICAS INFLUYEN EN LA COMPOSI_

CION DEL FILTRADO GLOMERULAR.(3)

EL MODELO PROPUESPO POR PAPPENHEIMER Y COL. (4,5), ESTOS _
POROS LOS CONSIDERAN COMO CANALES CILINDRICOS DE UN DIAMETRO _
QUE POR LAS DIMENSIONES DE LAS MOLECULAS DE DEXTRANO ESTUDIA _
DAS SE CALCULAN EN 80 A°DE ANCHO Y 500 A°DE LARGO QUE OCUPAN __
NORMALMENTE EL 5 % AL 10 % DE LA SUPERFICIE CAPILAR GLOMERULAR.
LA ESCAS EXTENSION DE LOS POROS FILTRANTES Y LA DISPOSICION _
DE LOS MISMOS, EXPLICAN LA MODESTA ELIMINACION AUN DE AQUELLAS
PROTEINAS CUYO TAMANO MOLECULAR ES INFERIOR A LAS DIMENSIONES
DE LOS MISMOS. RECIENTEMENTE ARTURSON Y COL. (2), ESTUDIANDO_
EN EL HOMBRE LA DEPURACION DE DEXTRANOS DE DIVERSOS PESOS MOLE_
CULARES, ENCONTRARON QUE EN LA MEMBRANA BASAL EXISTEN DOS GRU_
POS DE POROS, EL PRIMERO QUE PREVALECE ES DE 26 A°Y EL SEGUNDO
DE 46 A°, PERO ADEMAS EXISTEN POROS DE HASTA 80 A°EN CANTIDADES

MUCHO MENORES QUE LOS ANTERIORES.



EN LA FILTRACION GLOMERULAR NO SOLO LAS DIMENSIONES DEL
PORO CONDICIONA EL PASO DE PROTEINAS POR ELLOS, SINO QUE EXIS_
TEN FACTORES FISICO LIMITANTES , QUE HACEN QUE MOLECULAS CON
PESO MOLECULAR SEMEJANTE TENGAN FILTRACION GLOMERULAR DIFEREN_
TE. SEGUN PAPPENHEIMER Y COL. (5), LOS FACTORES FISICO SON LOS

SIGUIENTES:

A.- TAMANO DEL EJE DE LA MOLECULA PROTEICA (Fig 1la)

B.- IMPEDIMENTO ESTERICO. LA MOLECULA DE PROTEINA DEBE DE
TENER UNA ORIENTACION PROPIA HACIA EL PORO, PORQUE DE OTRA _
MANERA NO PASARA AL FILTRADO GLOMERULAR. ESTE FENOMENO ES _
MAS NOTABLE PARA PROTEINAS FIBRILARES QUE PARA LAS GLOBULARES
(Fig 1b).

C.- ARRASTRE VISCOSO. SE DEBE AL MOVIMIENTO ADHERENTE DE
LAS MOLECULAS Y LA CAPA ESTACIONARIA DEL LIQUIDO A LO LARGO DE
LA PARED DEL PORO (Fig 1c).

D.- CARGA ELECTRICA. ES LA INTERACCION DE LAS CARGAS ELEC_
TRICAS DE LA MOLECULA PROTEICA Y LA PARED DEL PORO. ESTO DETER_
MINA LA PERMEABILIDAD DIFERENCIAL ENTRE PROTEINAS CATIONICAS
Y ANIONICAS.(Fig 1d).

E.- LA UNION DE MOLECULAS PROTEICAS DE BAJO PESO MOLECU_
LAR A MOLECULAS DE MAYOR PESO, JUEGA UN PAPEL MUY IMPORTANTE
EN LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR DE ALGUNAS PROTEINAS, POR EJEM_

PLO LA HEMOGLOBINA QUE SE UNE A LAS HAPTOGLOBINAS.(fig 1le)



FIGURA No 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS FACTORES QUE
LIMITAN LA FILTRACION DE LAS MOLECULAS DE PROTEINAS.

la.- DIMENSIONES MOLECULARES. 1b.- CONFIGURACION ESTERICA
1c.- VISCOSIDAD. 1d.- CARGA ELECTRICA. le.- UNION A OTRAS PROTE _
INAS. 1f._AREA TOTAL DEL PORO. 1g.- LARGO DEL PORO. ( PAPPEN

HEMER Y COL.)

2.- REABSORCION TUBULAR. ACERCA DE LA REABSORCION TUBULAR,
NUMEROSAS PRUEBAS BASADAS EN ABUNDANTES OBSERVACIONES MORFOLOGI_
CAS , ULTRAMICROSCOPICAS Y DE INMUNOFLORESCENCIA, NO SOLO HAN
DEMOSTRADO SINO QUE HASN ESTABLECIDO LAS MODIFICACIONES QUE SU_
FREEN LAS PROTEINAS REABSORBIDAS EN EL CITOPLASMA DELAS CELU_
LAS DEL TUBULO PROXIMAL (6,7,8). SE ADMITE QUE LA REABSORCI!ON
TUBULAR PROTEICA DEL ULTRAFILTRADO GLOMERULAR SE REALIZA POR UN
PROCESO DE FAGOCITOSIS, EN LA QUE INTERVIENEN LAS CELULAS TUBU
LARES (PINOCITOSIS), LAS PROTEINAS ASI CAPTADAS SON TRANSPORTA

DAS DENTRO DE VACUOLAS HACIA EL CITOPLASMA CELULAR RICO EN ENZI _



MAS PROTEOLITICAS , ENCARGADAS DE LA DIGESTION DE LAS PROTE _

INAS REABSORBIDAS.

ACEPTANDO QUE EL TUBULO INTERVIENE REABSORBIENDO PROTE
INAS FILTRADAS, DEBEMOS PREGUNTARNOS COMO OCURRE LA REABSORCION
TUBULAR . DURANTE MUCHO TIEMPO Y PARTIENDO DE LAS LAS OBSERVACIO
NES DE HARDWICK Y SQUIRE (9), SE SOSTUVO QUE LA REABSORCION TU_
BULAR PROTEICA INESPECIFICA, NO SELECTIVA, INCLUIA A TODAS LAS
PROTEINAS, SI ESTA HIPOTESIS FUESE CIERTA , EN EL MIELOMA CON _
PROTEINURIA DE BENCE JONES DEBERIAMOS OBSERVAR SIEMPRE UN AUMEN __
TO EN LA ELIMINACION URINARIA DE OTRAS FRACCIONES PROTEICAS , -

FENOMENO QUE ES RARAMENTE DEMOSTRADO.

EN LOS ESTUDIOS DE CORTNEY Y COL. (8), LA REABSORCION DE_
ALBUMINA MARCADA CORRESPONDE A UN 10 % DE LA DOSIS ADMINISTRA _
DA , MIENTRAS QUE POR EL CONTRARIO LA REABSORCION TUBULAR DE _
INSULINA Y DE RIBONUCLEASA, MOLECULAS ESTAS DE MENOR PESO MO __
LECULAR , ES MAYOR DEL 60 % . ESTOS DATOS SE INCLINAN A PENSAR
EN LA EXISTENCIA DE MECANISMOS SEPARADOS QUE REGIN LA REABSOR_
CION TUBULAR DE LAS PROTEINAS . SEGUN ALGUNOS INVESTIGADORES
PODEMOS INDIVIDUALIZAR AL MENOS DOS: UNA PARA MOLECULAS DE PE_
SO MOLECULAR INTERMEDIO Y OTRO PREFERENCIAL O MAS EFICIENTE

PARA MOLECULAS DE MENOR PESO.



TIPOS DE PROTEINURIAS.

1.- PROTEINURIA GLOMERULAR. SE DEBE A UN AUMENTO ANORMAL
EN LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR. EN ESTE TIPO PASAN AL FILTRA_

DO MOLECULAS DE ALTO PESO MOLECULAR Y APARECEN EN LA ORINA.

2.- PROTEINURIA TUBULAR. EN ESTE CASO LA CANTIDAD DE PRO_
TEINAS FILTRADAS POR EL GLOMERULO NO SE ENCUENTRAN AUMENTADAS,
LO QUE SUCEDE ES QUE LAS PROTEINAS DE BAJO PESO MOLECULAR QUE
NORMALMENTE SON REABSORBIDAS POR LOS TUBULOS SON ELIMINADAS EN
LA ORINA DEBIDO A LA INCAPACIDAD DE LOS MISMOS PARA REABSORBER_

LAS.

WPEOTEINURIA GLOMERULAR, SE DESIGNA CON ESTE TERMINO A UNA
PROTEINURIA MUY VARIABLE (0.200 a 0.300 g/1) EN LA GLOMERULO_
NEFRITIS CRONICA Y (5 a 10 g/1) EN EL SINDROME NEFROTICO, COMO
CONSECUENCIA DE UN AUMENTO EN LA PERAMEABILIDAD GLOMERULAR PARA
LAS PROTEINAS PLASMATICAS. EN LA ELECTROFORESIS SOBRE ACETATO
DE CELULOSA DE ORINAS CONCENTRADAS , SE CARACTERIZA EL PATRON
POR LA PRESENCIA DE UN BANDA DE ALBUMINA DE MAYOR IMPORTANCIA
CUANTITATIVA Y DE BETA-GLOBULINA,(2). LA PRESENCIA Y SOBRE TODO
LA CANTIDAD DE GAMM-GLOBULINA, SIRVE PARA DIFERENCIAR LA FORMA
DE LA PERMEABILIDAD SELECTIVA CUYA CANTIDAD DE GAMM-GLOBULINA
ES EXTREMADAMENTE ESCAS, DE AQUELLA DE PERMEABILIDAD NO SELEC

TIVA, EN LA CUAL EXISTE UNA MAYOR CONCENTRACION DE ESTA.



EN EL AMBITO DE LA PROTEINURIA GLOMERULA SE ENCUENTRA

TRES TIPOS:

a.- PROTEINURIA SELECTIVA. EXISTE UN PREDOMINIO DE LAS
FRACCIONES DE PESO MOLECULAR INFERIORES A 100,000, PRINCIPAL_
MENTE ALBUMINA Y TRANSFERRINA. EN LA ELECTROFORESIS EN ACETA
TO DE CELULOSA, SE OBERVA UNA GRUESA BANDA DE ALBUMINA , QUE _
ES LA FRACCION EN MAYOR CONCENTRACION ( 75-85%), LA FRACCION _
ALFA UNO ES MAYOR QUE LA ALFA DOS, QUE ES MUY ESCASA O NO EXIS_
TE. EN LA REGION BETA SE ENCUENTRA LA TRANSFERRINA Y NO APARECE

GAMMA-GLOBUL INA. (2)

b.- PROTEINURIA NO SELECTIVA. SE CARACTERIZA POR TENER UN
ASPECTO ELECTROFORETICO SIMILAR AL DEL SUERO, LA ALBUMINA ES LA
FRACCION PRINCIPAL PERO NO SUPERA EL 60%, LA FRACCION ALFA DOS
ES MAYOR QUE SU CORRESPONDIENTE ALFA UNO LA FRACCION DE LAS _

GAMMA-GLOBULINAS ES DE MAYOR IMPORTANCIA CUANTITATIVA. (2)

c.- PROTEINURIA DE SELECTIVIDAD INTERMEDIA. LA ALBUMINA ES
LA FRACCION DE MAYOR IMPORTANCIA, LA GLOBULINA DOS ESTA AUMEN_
TADA PERI NO ALCANZA LOS VALORES DE LA FRACCION UNO. EN LA ZONA
DE LAS BETA SE ENCUENTRA LA TRANSFERRINA, Y APARECEN LAS GAMMA-

BLOBULINAS. (2)

EL MECANISMO DE LA PROTEINURIA GLOMERULAS DEDUCIDO EN GRAN
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PARTE POR LAS OBSERVACIONES EXPERIMENTALES DE HAWKINS Y COHRANE
Y GANG (10), EN LA NEFRITIS INDUCIDA POR SUERO DE CONEJO ANTI_
MEMBRANA BASAL, Y LA CUAL SE CARACTERIZA EN PRIMER TIEMPO POR

UN AUMENTO EN LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR COMO CONSECUENCIA DE
ALTERACIONES EN LA ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA MEMBRANA BASAL ,

A CAUSA DE ALTERACIONES POR DEPOSITOS DE ANTICUERPOS , EN ESTE
MOMENTO LA PROTEINURIA SE CARACTERIZA SOLO POR ALBUMINA . EN

UN SEGUNDO TIEMPO POR ACCION DEL COMPLEMENTO , APARECEN EN LA
MEMBRANA BASAL UN INFILTRADO DE DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEA
RES QUE LIBERAN ENZIMAS PROTEOLITICAS Y PROVOCAN ALTERACIONES
MAS EXTENSAS Y MARCADAS EN LA MEMBRANA BASAL. A JUSGAR POR ESTAS
OBSERVACIONES LA PROTEINURIA DE LAS LESIONES GLOMERULARES SE MA
NIFIESTA EN DOS FASES: LA PRIMERA LIGADA AL DEPOSITO DEL COMPLE
JO INMUNE ANTIGENO- ANTICUERPO , O ANTICUERPO ANTI-MEMBRANA BA
SAL CON PREDOMINIO NETO DE ALBUMINA: SEGUNDO , LA ACCION DE LOS
NEUTROFILOS SOBRE LA MEMBRANA BASAL , EN LA CUAL SE PRESENTARA

ALBUMINURIA CON GAMMA-GLOBULINURIA.(12)

PROTEINURIA TUBULAR. SON PROTEINURIAS DE BAJO PESO MOLECU
LAR, ESTAS PROTEINAS PRESENTES EN EL SUERO EN BAJAS CONCENTRA
CIONES , SON FILTRADAS POR EL GLOMERULO Y REABSORBIDAS NORMAL
MENTE POR EL TUBULO PROXIMAL, PARA ENCONTRARSE EN MUY BAJAS _
CONCENTRACIONES EN LA ORINA DE PACIENTES SIN TUBULOPATIAS. DEN
TRO DE LAS PROTEINAS LLAMADAS TUBULARES TENEMOS LA LISOZIMA,

LA BETA GLOBULINA DE BERGGARD, LA POST-GAMMA-GLOBULINA, LAS CA



11

DENAS LIGERAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS, LAS INSULINA, LA PARA

TOHORMONA Y LA HORMONA DEL CRECIMENTO. (13,14)

EL PATRON ELECTROFORETICO DE ORINAS CONCENTRADAS DE PACIENTES
CON TUBULOPATIAS SE CARACTERIZA, POR BANDAS HOMOGENEAS BIEN DE
FINIDAS, UNA REGION DE PRE_ALBUMINA SEGUIDA DE UNA BANDA DE AL
BUMINA MUY DEBIL, DIVERSAS BANDAS EN LA REGION POST-ALBUMINA
UNA O DOS DE ELLAS EN LA REGION ALFA UNO Y DE TRANSFERRINA,
MIENTRAS QUE EN LA ZONA DE TRANSICION ENTRE LA BETA Y LA GAMMA
SE OBSERVA PERFECTAMENTE DOS BANDAS, UNA DE ELLAS SE DESTACA _
NITIDAMENTE, TANTO, QUE EN ALGUNAS OCACIONES ES LA FRACCION
PRINCIPAL EN ESTA ZONA, Y ES LA LLAMADA BETA LENTA 0 BETA-GLO_
BULINA DE BERGGARD. CON FRECUENCIA TAMBIEN PODEMOS ENCONTRAR

BANDAS COM MOVILIDAD POST-GAMMA.(15,16,17)



2.- METODOLOGIA ANALITICA.

LAS PROTEINAS SON MACROMOLECULAS DE PESO MOLECULAR BIEN _
DEFINIDO, QUE PARA SU CUANTIFICACION SE HAN IDEADO DIVERSAS ME
TODOLOGIAS, FUNDAMENTANDOSE EN SUS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

E INMUNOLOGICAS.

a.- METODOS SEMICUANTITATIVOS. SE RECURRE EN GENERAL A _
PRUEBAS DE FACIL REALIZACION . EN ESTE TIPO DE PROCEDIMIENTOS
SE ENCUENTRAN LAS TIRAS REACTIVAS, QUE SON LAS MAS USADAS EN LA
RUTINA DE LA MAYORIA DE LOS LABORATORIOS, Y SE FUNDAMENTAN EN
EL ERROR PROTEICO DE LOS INDICADORES , EN LAS CUALES EL AZUL DE
BROMOFENOL AMORTIGUADO EN CITRATO A pH DE 3.5 , CUYO COLOR EN
PRESENCIA DE LOS AMINOGRUPOS DE LAS PROTEINAS QUE SE UNEN AL _
AZUL DE BROMOFENOL, CAMBIA DEL AMARRILLO AL VERDE AZULADO POR _
DISMINUCION DE LA ACIDEZ. ES UNA VALORACION DE ORIENTACION _
UNICAMENTE, YA QUE ES IMPOSIBLE PONER DE MANIFIESTO LA PRESEN_
CIA DE PROTEINAS DE BAJO PESO MOLECULAR , COMO POR EJEMPLO LA
PROTEINA DE BENCE JONES Y MICROGLOBULINAS. BENGERHOM, E. EN --
1975 PIBLICO UN METODO EN EL CUAL UTILIZO EL VERDE DE BROMOCRE
SOL,QUE ES UN COLORANTE QUE SOLO REACCIONA CON LA ALBUMINA PE_
RO NO ASI| CON LAS GLOBULINAS , Y SE PRESENTA EL MISMO PROBLEMA

QUE LAS TIRAS REACTIVAS. (18)



EN CUANTO A LOS METODOS CUANTITATIVOS, HAY UNA GRAN VA
RIEDAD DE PUBLICACIONES DE LOS MISMOS, CADA UNO DE ELLOS CON _

SUS VENTAJAS Y DESVENTAJAS.

b.- METODOS TURBIDIMETRICOS. SE FUNDAMENTAN EN LA PRECIPIL
TACION CATIONICA DE LAS PROTEINAS , POR EJEMPLO ACIDO TRICLO
ROACETICO, ACIDO SULFOSALICILICO. ESTOS METODOS SE REPORTAN
COMO INEXACTOS Y DE MARCADA VARIABILIDAD, DEBIDO A LA INTERFE_
RENCIA DE DROGAS Y FACTORES FISICOS QUE AFECTAN LA PRECIPITA_

CION, COMO PUEDE SER LA TEMPERATURA. (18)

c.- METODOS COLORIMETRICOS. LA MAYORIA DE ESTOS METODOS _
S| NO ES QUE TODOS, USAN UNA SEPARACION INICIAL DE LAS PROTE_
INAS DE LA ORINA PARA POSTERIORMENTE APLICAR UNA REACCION DE _
COLOR SOBRE EL PRECIPITADO; JAMES, D. PEELE EN1977 (19), UTI_
LI1ZO LA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR , CONOCIDA TAM_
BIEN COMO FILTRACION EN GEL, PARA SEPARAR LAS PROTEINAS DE
ACUERDO A SU PESO MOLECULAR, Y EN EL LIQUIDO DE EXCLUSION REA_
LIZO LA REACCION DE BIURET PARA DETERMINAR CADA FRACCION SEPA__
RADA. JHON, M. MOELA EN 1977, (20), EFECTUO LA SEPARACION POR
MEDIO DE ADSORCION SELECTIVA SOBRE ACETATO DE CELULOSA, Y LA _
REACCION COLORIMETRICA LA REALIZO CON PONCEAU Y ELUCION DEL CO

LOR CON HIDRIXIDO DE SODIO.

d.- METODOS INMUNOLOGICOS. SE FUNDAMENTAN EN LA PRECIPITA



CION FORMADA POR LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO, LA CUAL SE
MIDE NEFELOMETRICAMENTE , DEMETRIUS EN 1975 (21), Y KILLINGSWOT
EN 1977 (21), USARON ESTA METODOLOGIA , Y ENCONTRARON EN ESTU_
DIOS COMPARATIVOS ENTRE METODOS COLOROMETRICOS E INMUNOLOGICOS
RESULTADOS MAYORES PARA LOS PRIMEROS, COMO ES DE ESPERARSE, YA
QUE SE ENCUENTRAN EN LA ORINA PROTEINAS QUE NO SOLO TIENEN SU _
ORIGEN EN EL PLASMA, SINO EN EL TRACTO URINARIO Y RINON, UN _
EJEMPLO DE ESTE TIPO ES LA MUCROPROTEINA DE TAMM-HORSFALD, LA
CUAL EN LAS ULTIMAS FECHAS SE LE HA ASIGNADO SER LA RESPONSA_

BLE DE LA FORMACION DE CILINDROS EN LOS TUBULOS. (2)

e.- METODOS QUIMICOS. DENTRO DE ESTE TIPO TENEMOS EL DE _
FENOL , EN LA CUAL TODOS LOS AMINOACIDOS QUE EN SU CADENA PO_
SEEAN GRUPOS FENOLICOS, REACCIONAN CON CIERTOS 0XIDOS SUPERIO_
RES DE MOLIBDENO, PARA PRODUCIR UN COLOR AZUL PROPORCIONAL AL
NUMERO DE GRUPOS FENOLICOS PRESENTES EN LA MOLECULA DE PROTE_

INA. (23)

UNO DE LOS METODOS MAS GENERALIZADOS PARA LA CUANTIFICA_
CION DE PROTEINAS EN LOS LIQUIDOS BIOLOGICOS ES EL DE BIURET,
LLAMADA ASI A LA SUSTANCIA GENERICA DE ESTE GRUPO QUE SE 0B_
TIENE POR CALENTAMIENTO DE LA UREA A 180 °C , QUE SE DESCOMPO__
NE Y DA ORIGEN AL BIURET. TODAS LAS SUSTANCIAS QUE POSEEAN
UNIONES PEPTIDICAS COMO OCURRE CON EL BIURET , DAN UNA COLORA

CION VARIABLE ENTRE EL ROJO Y EL AZUL VIOLACEO EN PRESENCIA _
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DE CATIONES CUPRICOS EN UN MEDIO ALCALINO. KUNTSEE Y DROCHER
(23), SENALAN QUE LA COLORACION AZUL VIOLACEA POSEE DOS COM_
PONENTES , UNO DE COLOR ROJO QUE RESULTA DE LA UNION DE UNA O
MAS UNIONES PEPTIDICAS , Y OTRA DE COLOR AZUL QUE ES DEBIDA A
LA FORMACION DE UN COMPLEJO ENTRE EL COBRE Y LOS GRUPOS AMINOS
LIBRES DE LAS PROTEINAS . EN LA REACCION DE BIURET UN ION CU_
PRICO SE UNE A CUATRO O SEIS ENLACES PEPTIDICOS, LA INTENSIDAD
DEL COLOR ES PROPORCIONAL AL NUMERO DE ESTOS QUE EXPERIMENTAN

LA REACCION.

f.- METODOS ELECTROFORETICOS. ESTAN BASADOS EN EL MOVI_
MIENTO O MIGRACION DE UNA PARTICULA CARGADA BAJO LA INFLUENCIA
DE UN CAMPO ELECTRICO, EN EL CUAL ES NECESARIO: 1.- UN CAMPO
ELECTRICO,2.- UNA PARTICULA CARGADA, 3.- UN SOPORTE DONDE ESTE
MOVIMIENTO PUEDA OCURRIR. LA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS URINA_
RIAS NO TIENE APLICACION COMO METODO CUANTITATIVO, SIN EMBARGO
DESDE EL PUNTO DE VISTA DE CONOCER CADA UNA DE LAS FRACCIONES
ELIMINADAS EN LOS DIFERENTES PADECIMIENTOS Y COMO UN METODO _

PARA SEGUIR LA EVOLUCION DE UN PACIENTE ES DE GRAN VALOR.



CAPI1TULO 1III.

MATERIAL Y METODOS.

1.- EL PRODUCTO BIOLOGICO UTILIZADO FUE LA PRIMERA ORINA
DE LA MANANA DE 630 PACIENTES QUE ASISTIERON AL SERVICIO DE _
LABORATORIO EN EL HOSPITAL GUADALUPE DE PUEBLA, 263 DEL SEXO0 _
FEMENINO Y 267 DEL MASCULINO, CON EDADES COMPRENDIDAS ENTRE LOS

11 Y 80 ARNOS.

2.- METODO DE SELECCION DE LAS ORINAS CON PROTEINAS.

EN LAS 630 MUESTRAS DE ORINA SE REALIZO PRUEBA CUALITATIVA
PARA PROTEINAS POR MEDIO DE COMBUR 8 TEST( Boehringer Manheim,
82274 Alemania). SE OBTUVIERON 100 MUESTRAS POSITIVAS.

EN LAS MUESTRAS POSITIVAS SE DETERMINARON PROTEINAS POR _
MEDIO DEL METODO DE TSUCHIYA - YATZIDIS( biuret modificado),
KINGSBURY - CLARCK Y ELCTROFORESIS DE PROTEINAS EN ACETATO DE

CELULOSA.

METODO DE KINGSBURY - CLARCK.

a.- FUNDAMENTO. AL ANADIR EL ACIDO SULFOSALICILICO A UNA
SOLUCION DE PROTEINAS , ESTAS CAMBIAN A LA FORMA CATIONICA, Y _
FACILMENTE SE COMBINAN CON UN ANION PARA FORMAR UN PRECIPITADO
QUE TEORICAMENTE DEBE DE RESULTAR PROPORCIONAL A LA CANTIDAD _
DE PROTEINAS PRESENTES.

b.- REACTIVOS.
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ACIDO SULFOSALICILICO AL 3.0 %

SE PESAN 30 G DE ACIDO SULFOSALICILICO Y SE PASAN A UN MATRAZ

AFORADO DE 1000 ML. SE COMPLETA A LA MARCA CON AGUA DESTILADA.

20

S

PATRON DE PROTEINAS CON UNA CONCENTRACION DE 0.600 G/L:

SOLUCION SALINA AL 0.85 %.

MATERIAL.

TUBOS DE 13X100 ML.
PIPETAS DE 1.0 Y 5.0 ML
RELOJ DE INTERVALOS

ESPECTROFOTOMETRO COLEMAN JUNIOR I11.

PROCEDIMIENTO.

CENTRIFUGAR LAS ORINAS CON PROTEINAS A 3000 RPM, DURAN

TE 10 MINUTOS , Y PROSEGUIR DE ACUERDO AL SIGUIENTE ESQUEMA

BLANCO BLANCO
PROBLEMA PROBL EMA ESTANDAR Es AR A,
ORINA 1.0 ML 1.0 ML - -
PATRON DE

B PROTEINAS - 2 1 G Ll
SOLUCION SALINA 5.0 ML = 5.0 ML 2
ACIDO SULFOSALI_

£ 1en - 5.0 ML < 5.0 ML

"1/t  DEJAR ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE

5 MINUTOS.
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2.- LEER A UNA LONGITUD DE ONDA DE 420 nm, AJUSTANDO A

CERO CON SU CORRESPONDIENTE BLANCO.

e.- CALCULOS.
EL RESULTADO SE PUEDE OBTENER EXTRAPOLANDO EL RESULTADO DE DEN
SIDAD OPTICA EN LA CURVA DE CALIBRACION, O POR MEDIO DE LA SI _
GUIENTE ECUACION.

CONCENTRAC 1 ON=-2:0-PROBLEMA o\ CENTRACION DEL PATRON.=

D.0O PATRON

= g/1 DE PROTEINAS.

METODO DE TSUCHIYA- YATZIDIS.

a.- FUNDAMENTO. AL ADISIONAR EL REACTIVO DE TSUCHIYA A
LAS MUESTRAS DE ORINA CON PROTEINAS, EL EFECTO COMBINADO DEL
ACIDO CLORHIDRICO, ACIDO FOSFOTUNGSTICO Y EL ETANOL PRECIPITAN
ESTAS, DEBIDO A QUE EL ETANOL POSEE UNA CONSTANTE DIELECTRICA
MENOR QUE LA DEL AGUA, ESTO INCREMENTA LA ATRACCION ENTRE CAR_
GAS OPUESTAS, Y DA COMO RESULTADO QUE LAS MOLECULAS SE AGREGAN
Y PRECIPITAN. EL ACIDO CLORHIDRICO TRANSFORMA A LAS PROETINAS
DE LA FORMA CATIONICA , Y AL ESTAR PRESENTE UN ANION COMO EL
TUNGSTATO SE COMBINAN Y PRECIPITAN. LAS UNIONES PEPTIDICAS DE
LAS PROTEINAS, SE UNEN AL ION CUPRICO PARA FORMAR UN COMPLEJO
DE COLOR AZUL, PROPORCIONAL AL NUMERO DE ESTAS Y A SU VEZ A LA

CANTIDAD DE PROTEINAS PRESENTE.
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b.- REACTIVOS.

1.- REACTIVO DE TSUCHIYA.

EN UN MATRAZ AFORADO DE 100 ML AGREGAR 5.0 ML DE ACIDO
CLORHIDRICO CONCENTRADO, 6.0 ML DE AGUA DESTILADA Y 77 ML DE
ETANOL:AGUA(95:5 v/v) Y 15 G DE ACIDO FOSFOTUNGSTICO.

2.- REACTIVO DE HIPPOCRATES YATZIDIS. ( biuret modificado)

EN UN MATRAZ AFORADO DE 1000 ML ANADIR, 3.8 G DE CuSOh.

5 HZO’ 6.7 G DE EDTA, 17.5 G DE GLICINA, 14 G DE NaCl EN 750 ML
DE AGUA DESTILADA. ESTABLE A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE SEIS
MESES.

3.- SOLUCION PATRON DE PROTEINAS DE 0.600 G/L

L. - SUERbS CONTROLES COMERCIALES. 0.600 G/L, 0.250 G/L Y

1.500 G/L DE PROTEINAS.

c.- MATERIAL.

EL MISMO QUE EL PARA EL METODO ANTERIOR

d.- PROCEDIMIENTO.
1.- CENTRIFUGAR LAS ORINAS DURANTE 5 MINUTOS A 3000 RPM

2.- PROSEGUIR COMO EN EL SIGUIENTE ESQUEMA.
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PROBLEMA 1 PATRON

SOBRENADANTE DE LA ORINA 2.0 ml =
PATRON DE PROTEINAS = 2.0 ml
REACTIVO DE TSUCHIYA 2.0 ml 2.0 ml

MEZCLAR Y COLOCAR TODOS LOS TUBOS EN UN BANO MARIA A
56 °C, DURANTE 15 MINUTOS.

CENTRIFUGAR LOS TUBOS DURANTE 5 MINUTOS A 3000 RPM, Y DE_
CANTAR EL SOBRENADANTE.

ETANOL 1.0 ml 1.0 ml

DISPERSAR EL PRECIPITADO FORMADO EN EL FONDO DEL TUBO,
CENTRIFUGAR Y DECANTAR EL SOBRENADANTE.

EN EL PRECIPITADO ANADIR:

REACTIVO DE YATZIDIS. 2.5 ml 2.5 ml

ESPERAR 10 MINUTOS PARA EL DESARROLLO DE COLOR.

3.- LEER LOS TUBOS MARCADOS COMO PROBLEMA Y PATRON A 545 nm |

CONTRA UN BLANCO DE REACTIVO DE YATZIDIS.

e.- CALCULOS.
LA CONCENTRACION DE PROTEINAS SE OBTIENE POR MEDIO DE LA
SIGUIENTE ECUACION, O DE OTRA MANERA EXTRAPOLANDO LAS LECTURAS

DE DENSIDAD OPTICA SOBRE LA CURVA DE CALIBRACION.

CONCENTRAC|0N=-9;9-EBQ§LEM6-X CONCENTRACION PATRON= g/l

D.0 PATRON
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

a.- FUNDAMENTO. CUANDO UAN PROTEINA EN SOLUCION SE SOMETE
A LA ACCION DE UN CAMPO ELECTRICO, ESTAS SE SEPARAN EN SUS DI_
FERENTES FRACCIONES DE ACUERDO A SU PESO MOLECULAR , CARGA
ELECTRICA, PUNTO ISOELECTIRCO, FUERZA IONICA Y pH DEL AMORTI_

GUADOR UTILIZADO.

b.- MATERIAL Y EQUIPO. ( Helena Laboratories)
1.-AMORTIGUADOR DE BARBITURATOS A UN pH DE 8.6 Y FUERZA
IONICA DE 0.05.

282

CAMARA PARA ELECTROFORESIS.
3.- FUENTE DE PODER

L.,- APLICADOR DE MUESTRAS.

5.- PLACAS DE ACETATO DE CELULOSA.
6.- COLORANTE PONCEAU S.

7.- DENSITOMETRO.

8.- MINICON B15 (American Corporation, Lexiton Mass.)

c.- METODO.
LAS ORINAS FUERON CONCENTRADAS EN MINICON B15, DE ACUERDO
A LA CANTIDAD DE PROTEINAS PRESENTES EN LA MUESTRA ENTRE 4.0
A 5.0 G/L. LA ELECTROFORESIS SE EFECTUO DE LA SIGUIENTE MANERA
1.- PONER 50 ML DEL AMORTIGUADOR EN CADA UNO DE LOS COM_

PARTIMENTOS DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS.
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2.- HIDRATAR LA MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSA EN EL
AMORT IGUADOR DURANTE 15 MINUTOS ANTES DE SU USO.

3.- SECAR LAS MEMBRANAS CON PAPEL ABSORBENTE Y APLICAR
5 uL DE MUESTRA DE LA ORINA CONCENTRADA.

4.- PONER LA MEMBRANA EN LA CAMARA, Y APLICAR UN VOLTA _
JE DE 180 VOLTS DURANTE 15 MINUTOS.

5.- PASAR LA MEMBRANA AL COLORANTE DE PONCEAU S, DURANTE
15 MINUTOS, PARA LA TINCION DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES.

“6.- LAVAR EL EXESO DE COLORANTE CON ACIDO ACETICO AL 5 %

DURANTE 5 MINUTOS.

7.- DESHIDRATAR LA MEMBRANA EN METANOL DURANTE 2 MINUTOS

8.- PASAR LA MEMBRANA A UNA SOLUCION TRANSPARENTADORA, _
QUE CONTIENE 20 % DE ACIDO ACETICO, 80% METANOL DURANTE 5 MI_
NUTOS.

9.- SECAR LA MEMBRANA SOBRE UNA PLACA A 56-60 °C, HASTA
QUE ESTE TOTALMENTE TRANSPARENTE.

10.- ENMICAR Y GRAFICAR EN EL DENSITOMETRO, CON UN FILTRO

DE 525 nm.
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TABLA No 1.

RESULTADOS ENCONTRADOS POR EL METODO DE TSUCHIYA- YATZIDIS Y EL
METODO TURBIDIMETRICO EN 100 MUESTRAS DE ORINA CON PROTEINAS.

METODO DE TSUCHIYA METODO TURBI METODO DE TSUCHIYA METODO TURBI
YATZIDIS. g/l DIMETRICO g/1 YATZIDIS g/1 DIMETRICO g/1
1.- 0.250 0.230 275= 0.240 0.180
o= 2.130 25210 28= 0.890 0.750
FER 2.060 2170 295= 1= 120 1.060
L.~ 0.390 0.250 o) 0.440 0.280
By 0.450 0.410 £ i 1.580 1550
6= 0.590 0.570 B2 1.700 1.840
T = 0.600 0.510 33 1:220 1.140
8.- 0.400 0.380 34, - 0.500 0.450
9= 0.300 0.280 357 0.540 0.530
10, =  0.230 0.210 36, = 0.970 0.970
11.- 2.000 2.100 3= 0.510 0.480
12— 10220 0.200 38.- 1.220 1170
135= 0100 & | st 393 0.630 0.580
14.- 0.220 0.200 40.~ 1.200 1.140
1150 =00 SIOREE R R S h1.- 0.890 0.770
16.- 0.470 0.430 42 .- 1.020 1.010
17.- 0.680 0.530 T 0.360 0.360
18.- 0.180 0.120 Ly, - 1.740 1.860
19.- 0.610 0.520 45 .- 0.690 0.660
2000=" 00120 0.120 L6 - 0.120 0.090
21.- 0.340 0.330 hy.- 1..100 1.100
22.~ 0.590 0.370 48, - 0.630 0.570
23.- 0.450 0.420 49, - 1.860 1.990
24.- 0.600 0.580 BO= 0.300 0.480
25.~ 0.045 =} ===== 3] 15:520 1.450
26.- 1.870 1.880 520= 0.120 0.060
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continuacién de la tabla No 1.

METODO DE TSUCHIYA METODO TURBIDI METODO DE TSUCHIYA METODO TURBI
YATZIDIS g/1 METRICO g/L YATZIDIS g/] DIMETRICO g/}
53i= 1.080 0.800 il 0.230 05225
5h. - 15310 1.300 78 5= 1.880 1.860
55~ 0.800 0.770 79~ 1.180 15157.9
56~ 1.630 1.830 80.- 0.250 0,230
57 1.620 1.600 Sl 1.060 1.040
58.~ 2.000 25470 82.- 0.500 0.500
59.= 1.800 1.910 B8R 2.000 2.070
60~ 1.450 1.140 84. - 15150 15150
(51} 1.350 1.140 85. - 0.780 0.780
62~ 1.710 1.630 86. - 2.030 2.080
685 = 1.470 1.450 87 = 275020 2.100
6L4. - 0.150 0.080 88.- 1170 1...17.0
65. - 1.660 1.940 89. - 0.940 0.935
66.- 1.870 1.770 90" = 0.460 0.500
67~ 0.240 0.200 Qi = 1.640 1.625
(S 1.970 1.570 2= 059110 0.900
0= 0.330 0.310 93z 1.730 1.720
1= 2.000 2.180 94 . - g.0e80 1 | mE=e=
12 = 0.400 0.390 9= 2.000 2.200
3= 1330 1.300 96 .~ 1.660 1.610
7h4. - 0.680 0.640 0 15190 1.180
7= 1.640 1..590 985~ 1..720 1720
76 1.280 1.200 99iN= 0.600 0°./5:7.0
100. - 1.460 1.400




TABLA 2-A

VALOR DESVIACION ERROR COEFICIENTE
N MEDIO g/1 ESTANDAR g/1 TIPO DE VARIACION %
100 0.940 0.060 0.040 8.85

ESTUDIO ESTADISTICO DEL METODO DE TSUCHIYA- YATZIDIS EN LA CUANTI _
FICACION DE 100 MUESTRAS DE ORINA CON PROTEINAS.

1€



TABLA 2-B

N VALOR DESVIACION ERROR COEFICIENTE
MEDIO g/1 ESTANDAR g/1 TIPO DE VARIACION %
100 0.940 0.060 0.040 8.85

RESULTADOS ENCONTRADOS POR EL METODO TURBIDIMETRICO EN LA
CUANTIFICACION DE 100 MUESTRAS DE ORINA CON PROTEINAS.

z¢
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T A B LA 3=A

CONCENTRACION |CONCENTRACION | CONCENTRACION CONCENTRACION % DE
N DETERMINADA g/1| ANADIDA g/l ESPERADA g/1 ENCONTRADA g/1 RECUPERACION
1 0.050 0.100 0.150 0.145 96.6
2 0.100 0.100 0.200 0.190 95.0
3 0.500 1.000 1.500 1.490 9353
4 0.800 0.300 1.100 1.080 98.1
5 2.000 1.500 3.500 3.300 94.2
6 0.900 1.000 1.900 1.820 95.7
7 0.850 0.100 0%950 1.000 10552 -
8 0.300 0.400 0.700 0.705 100.7°
9 0.000 0.100 0.100 0.100 100.0°
10 0.000 0.200 0.200 0.200 100.0

RESULTADOS ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO DE LA RECUPERACION A DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE PROTEINAS PARA EL METODO DE TSUCHIYA-YATZIDIS.

he



oA BUIEIACE 3 =B

CONCENTRACIO CONCENTRACION | CONCENTRACION | CONCENTRACION % DE
DETERMINADA g/1| ANADIDA g/1 ESPERADA g/1 |ENCONTRADA g/l RECUPERACION
0.050 0.100 0. 150 0.100 66.6
0.100 0.100 0,200 0.185 91255
0.500 1.000 1.500 1.455 97.0
0.800 0.300 1.100 1.100 90.7
2.000 1.500 32500 3.555 101.4
0.900 1.000 1.900 1.870 98.4
0.850 0.100 0.950 0.850 89.14
0.300 0.400 0.700 0.710 101.4
0.000 0.100 0.100 0.090 90.8
10 0.000 055200 0.200 0.180 90 .4

RESULTADOS ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO DE LA RECUPERACION A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PROTEINAS PARA EL METODO TURBIDIMETRICO( KINGSBURY

CLARCK) .

s



TABLA

3-C 36

ESTUDIO DE LA PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO DE TSUCHIYA-

YATZIDIS.

fil
12
13
14
15
16
17
18
19
20

VA

CONCENTRACION
g/l

0.240
0.245
0.255
0.240
0.258
0.257
0.240
0.255
0.240
0.245
0.254
0.251
0.249
0.240
0.255
0.250
0.254
0.245
0.240
0.245
LOR TEORICO 0.250 g/1
X= 0.247 g/1
DE= 0.006 g/1

CV= 2.42 %

N CONCENTRAC I ON
g/l

1 123195
2 1.400
3 1.450
L 1.420
5 1.410
6 1.495
7 1.390
8 1.500
9 1.425
10 1.400
11 1.450
12 1.480
13 1.450
14 1.410
15 1.400 "
16 1.480
17 1.450
18 1.455
19 1.450
20 : 1.470

VALOR TEORICO 1.500 g/1
X= 1.439 g/1
DE= 0.03L4 g/l

Cv= 2.36 %
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SEGUN EL MODELO DE LEVEY Y

HARLT INE YOBBS)

TABLA 4
CORRIDA | X, X, } X R R,
1 0.610 0.600 | 0.605 0.010
2 10.600 0.605 | 0.602 0.005 0.013
3 0.590 0.580 3 0.585 0.010 0.017
y 0.580 0.600 | 0.590 , | 0.020 0.005
5 0.620 0.610 | 0.615 0.010 0.005
6 0.590 0.595 0.592 0.005 0.023
7 0.570 0.590  0.580 0.020 0.012
8 0.590 0.590 = 0.590 — 0.010
é 9 0.610 0.600 0.605 0.010 0.015
10 0.605 0.590 = 0.597 0.015 0.008
11 0.600 0.590 . 0.595 0.010 0.002
12 0.590 0.605 = 0.597 0.015 0.002
13 0.595 0.590 | 0.592 0.005 0.005
14 0.600 0.610 | 0.605 0.010 0.013 i
15 0.610 0.600 . 0.605 0.010 | ===--
16 0.605 0.585 | 0.600 0.010 | 0.005
17 0.610 0.620 = 0.615 0.010 | 0.015
18 0.605 0,610 = 0.607 0.005 0.008
BT 0.595 0.590 | 0.592 0.005 0.015
{20 0.585 0.600 | 0.592 0.015 | -=----
: 21 0.595 0.595 ' 0.595 ---- 0.003
22 -.590 0.595 | 0.592 0.005 0.003
23 0.605 0.600 ' 0.602 0.005 0.010
24 0.610 0.605 ! 0.607 0.005 0.005
25 0.605 0.585 | 0.595 0.010 0.012
26 0.600 0.595 0.597 0.005 0.002
27 0.595 0.600 0.597 googs | Roats
28 0.585 0.580 : 0.585 0.010 0.002
29 0.590 0.580  0.585 0.010 0.002
30 0.600 0.595 : ..0.597 0.005 0.012
31 0.605 0.590 i 0.597 R L
CONTROL DE CALIDAD PARA EL METODO DE TSUCH!YA- YATZIDIS

JENNINGS( MODIFICADO POR
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MODELO DE LEVEY Y JENNINGS, MIDIFICADO POR
HARLTINE YOBBS.
Explicacidén de los cdlculos para realizar la tabla de

control de calidad, y encontrar los limites de confiabilidad.

X]= CONTROL X2= CONTROL

X= PROMEDIO DE DUPLICADOS=

X= PROMEDIO DE PROMEDIOS

R= DIFERENCIA DE DUPLICADOS POR CORRIDA= Xl-X2

Rs= DIFERENCIA ENTRE DIAS= i:i]-iz

R= PROMEDIO DE DIFERENCIAS DE DUPLICADOS DIARIOS= i

n

Rs= PROMEDIO DE DIFERENCIAS ENTRE PROMEDIOS DE DUPLICA

DOS DE DIA A DfA=—P3D_

RESULTADOS.

X= 0.597 g/ R= 0.008 Rs= 0.007
CARTA DE LAS X. CARTA DE LAS R.

LIMITE DEL 95% LIMITE DEL 95%

LCS= X + 1.77Rs= 0.609 g/ LCS= 2.51 R= 0.020 g/]1
LCI= X - 1.77Rs= 0.585 g/1 LCI= 0

LIMITE DEL 99 % LIMITE DEL 99%

LCS= X + 2.30Rs= 0.609 g/1 LCS= 3.27 R= 0.026 g/1

iCl= X + 2.30Rs= 0.580 g/1 LCI= 0
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TABLA 5

CONCENTRACION ALBUMINAl ALFA 1 ALFA 2 BETA GAMMA TIPO DE
g/1 % % 3 % % PROTEINURIA
0.100-0.500 7.2 99 i 20.8 =i SELECTIVA
0.600-1.000 63.2 129 4.3 8.3 11.8 | SELECTIVA
INTERMED I A
15100 =20, 0,00 5717 6.4 7.8 112752 18.8 NO
SELECTIVA
MAYOR DE 2.000] 40.2 5356 8.8 14.8 30.8 NO
ELECTIVA

RELACION ENCCNTRADA ENTRE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LA ORINA, EL
PORCIENTO DE ELIMINACION DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES Y EL TIPO DE

PROTEINURIA.

of



TABLA 6

FECHA PROTEINAS | ALBUMINA ALFA 1 ALFA 2 BETA GAMMA

g/l % 2 3 3 b4
L-vi-78 0.900 51.0 6.0 6.0 19.0 18.0
10-VI11-78 1.480 37.0 L.o 9.0 16.5 33.5
25-X1-78 2.590 L4o.o 2.0 9.0 12.0 39.0

ESTUDIO SERIADO ELECTROFORETICO DE UN PACIENTE CON PROTEINURIA

DURANTE SEIS MESES HASTA SU FALLECIMIENTO. 46 ANOS MASCULINO

LY



T ABILA 7

PROTE INAS

N ALBUMINA | ALFA 1| ALFA 2 | BETA | GAMMA TIPO DE
X arl g i 2 % % PROTEINURIA
31 2.640 i3 1 3.9 117.0 |15.0 925K GLOMERULAR
NO
SELCETIVA

RESUKTADOS ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO ELECTROFORETICO DE 30 ORINAS DE

PACIENTES DIABETICOS CON PROTEINURIA.

(4]
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CAPI TULO V.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

EL METODO DE BIURET MODIFICADO QUE SE PROPONE EN EL PRE_
SENTE TRABAJO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS PROTEI_
NAS URINARIAS, SE BASA EN LA COMBINACION DE DOS PRINCIPIOS FI_
SICOQUIMICOS QUE SON: 1.- EL USO DE UN REACTIVO PRECIPITANTE _
DE PROTEINAS . 2.- LA UTILIZACION DE UN REACTIVO DE COLOR PARA

EFECTUAR LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE DICHAS PROTEINAS.

EL BIURET MODIFICADO POR HIPPOCRATES YATZIDIS SE UTILIZO

COMO REACTIVO DE COLOR, Y CONSISTE EN UNA SOLUCION DE SULFATO _
CUPRICO DIHIDRATADO, EDTA, EN UN AMORTIGUADOR DE HIDROXIDO DE
SODIO/GLICINA/ CLORURO DE SODIO A UN pH DE 13, EL EDTA IMPIDE
LA PRECIPITACION DEL COBRE, QUE OCURRE EN OTRAS FORMULACIONES
DEL BIURET, YA QUE ACTUA COMO UN AGENTE '' COMPLEJANTE ' [MPI__
DIENDO DICHO FENOMENOC. POR OTRO LADO EL REACTIVO DE TSUCHIYA EM_
PLEADO EN LA PRECIPITACION PROTEICA SE OBTUVIERON BUENOS RESUL__
TADOS, COMO LO DEMUESTRA LOS ESTUDIOS DE RECUPERACION DEL METO
DO ( TABLA 3-A ), LO CUAL NOS INDICA , QUE DEPENDIENDO DE LA CON
CENTRACION DE PROTEINAS PRESENTES, LA RECUPERACION FLUCTUA ENTRE
95.7 % A 105.2 %. EN EL CASO PARTICULAR DEL No 5 DE LA MISMA
TABLA SE OBERVA UNA RECUPERACION BAJA 94.2 %, PERO DEBE TOMAR_
SE EN CUENTA QUE SE HI1ZO DILUCION DE LA MUESTRA PARA EFECTUAR

LA DETERMINACION, DEBIDO A LA LINEARIDAD DEL METODO PROPUESTO _

SE PIERDE SOBRE 2.000 G/L, COMO PODEMOS OBSERVAR EN LA GRAFICA

No 5 ), ESTO TAMBIEN SE AFIRMA POR LOS ESTUDIOS DE RECUPERACION
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DEL METODO TURBIDIMETRICO DE KINGSBURY - CLARCK (TABLA 3B),

EN LA CUAL ,A LAS MISMAS CONCENTRACIONES LA RECUPERACION FUE DE
66.6 %2 A 101.4 %, ESTO RESULTA COMPRENSIBLE DEBIDO A LA SENSI_
BILIDAD DE AMBOS METODOS 0.080 g/1 PARA EL TURBIDIMETRICO Y DE

0.030 G/L PARA EL METODO PROPUESTO. (GRAFICA No 5).

OTRA VALORACION QUE NOS INDICA LA CONFIABILIDAD DEL METO_
DO PROPUESTO, SON LOS RESULTADOS ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO DE _
LA PRECISION Y EXACTITUD EFECTUADOS EN DOS ORINAS QUE CONTENIAN
0.250 G/L Y 0.500 G/L DE PROTEINAS ENCONTRANDOSE UNA DESVIACION

ESTANDAR DE 0.006 G/L Y 0.034 G/L RESPECTIVAMENTE. (TABLA No 3C)

UNA VEZ VALORADOS EN FORMA CONJUNTA EL REACTIVO DE TSUCHI_
YA Y EL BIURET MODIFICADO POR HIPPOCRATES YATZIDIS, COMO NOS
INDICAN TODOS LOS ESTUDIOS ANTERIORMENTE MENCIONADOS, SE APRE_
Cl0 QUE EL METODO PROPUESTO NOS GARANTIZA CONFIABILIDAD EN LOS
RESULTADOS Y PODEMOS SACRIFICAR TIEMPO POR EXACTITUD, YA QUE EL
METODO TURBIDIMETRICO ES RAPIDO, PERO NO GARANTIZA LA PRECIPITA
CION COMPLETA DE TODAS LAS PROTEINAS(23), COMO TAMBIEN SE DEMUES
TRA EN LOS ESTUDIOS DE RECUPERACION ( TABLA No 3B). SIN EMBARGO
SE HACE HINCAPIE EN EL REACTIVO DE BIURET MODIFICADO CON EL CUAL
EL MAXIMO DESARROLLO DE COLOR SE OBTIENE A LOS 5 MINUTOS Y ES ES

TABLE HASTA LOS 30 MINUTOS. ( GRAFICA No 6).

EL ESTUDIO ESTADISTICO DE LA COMPORACION DE LOS METODOS _



L5

REALIZADOS EN 100 MUESTRAS DE ORINAS CON PROTEINAS (TABLA No 1),
EL VALOR MEDIO ENCONTRADO EN EL METODO PROPUESTO FUE DE 0.980G/L
CONTRA 0.940 G/L DEL METODO CONVENCIONAL, DE ACUERDO A LAS TA_
BLAS (2A, 2B), EL METODO PROPUESTO ES MAS CONFIABLE QUE EL CON_
VENCIONAL, SIN EMBARGO AL REALIZAR LA RECTA DE REGRESION ENTRE
LOS DOS METODOS Y EL INDICE DE CORRELACION, NO SE ENCONTRO DI _
FERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE AMBOS METODOS _

( GRAFICA No 3), = 0.97 Y UNA ORDENADA AL ORIGEN DE 0.010 G/L,
PERO ES IMPORTANTE ANOTAR QUE LOS RESULTADOS ENCONTRADOS FUERON

SIEMPRE MAS ELEVADOS PARA EL METODO PROPUESTO.

SE REALIZO UN CONTROL DE CALIDAD, DEL METODO EN ESTUDIO _
PARA DETECTAR LAS VARIACIONES TANTO ENTRE CORRIDAS, COMO ENTRE
DIAS, CON ESTE PROPOSITO SE UTILIZO UN SUERO COMERCIAL DE PRO_
TEINAS, CON EL QUE SE OBTUVO EN LA CARTA DE LAS X UNA MEDIA DE
0.597 G/L Y UNOS LIMITES DE 0.008 G/L Y 0.016 G/L , PARA IN_
TERVALOS DE CONFIANZA DEL 95 % Y 99 % RESPECTIVAMENTE, Y PARA
LA CARTA DE LAS R, LOS LIMITES DE CONFIABILIDAD FUERON DE -
0.020 G/L Y 0.026 G/L. ( GRAFICA No 7). DE ACUERDO A LA CARTA _
DE LAS X EN LA MISMA GRAFICA, EL METODO ESTUVO FUERA DE CONTROL
LOS DIAS 5 Y 17 , ESTO SE DEBIO A DETERIORO DEL CONTROL, EL PRO
BLEMA SE CORRIGIO ENSAYANDO NUEVOS CONTROLES.S! OBSERVAMOS LA
CARTA DE LAS R, ENCONTRAMOS QUE EL METODO ESTUVO SIEMPRE DENTRO
DE CONTROL A PESAR DE LAS VARIACIONES ENCONTRADAS EN LA CARTA

DE LAS X, ESTO ES FACIL DE INTERPRETAR, PUESTO QUE EN LA CARTA
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DE LAS R NOS REPRESENTA LA DIFERENCIA EXISTENTE DE DUPLICADOS

DIARIOS, O SE LA PRECISION.

POR INTERES PERSONAL SE EFECTUO ELECTROFORESIS DE PROTEINAS
URINARIAS CON EL OBJETO DE VALORAR EL PORCIENTO DE ELIMINACION
DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES , Y SE ENCONTRO QUE A MEDIDA QUE
AUMENTA LA CANTIDAD DE PROTEINAS EN LA ORINA EL PORCIENTO DE _
ELIMINACION DE ALBUMINA ES MENOR, LO QUE NOS INDICA QUE EL AU_
MENTO EN LA PROTEINURIA ES A EXPENSAS DE LAS DEMAS FRACCIONES
PROTEICAS ( TABLA No 5 ). COMO DATO ADISIONAL SE PRESENTA EL _
ESTUDIO SERIADO DE UN PACIENTE CON PROTEINURIA , CON EL OBJETO
DE SEGUIR LA EVOLUCION DEL PADECIMIENTO Y EL VALOR DIAGNOSTICO
Y PRONOSTICO QUE REPRESENTA LA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (TA_
BLA No 6). A MAS DE PRESENTAR EN LA (TABLA No 7) EL ESTUDIO SE_
RIADO DE 30 PACIENTES DIABETICOS CON PROTEINURIA GLOMERULAR NO

SELECTIVA. (21).
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CAP L T ULO Vi

CONCLUSIONES.

DESPUES DE HABER HECHO UNA EVALUACION DE LOS PRINCIPALES _
FACTORES QUE, EL PANEL DE EXPERTOS EN CONTROL DE CALIDAD DE LA
IFCC, LOS CONSIDERA IMPORTANTES EN LA EVALUACION DE UN METODO,

SE CONCLUYE:

1.- AUNQUE EL METODO QUE SE PROPONE UNA DE LAS PRINCIPAIFS
DESVENTAJAS QUE SE LE PUEDE ATRIBUIR ES EL TIEMPO EMPLEADO PARA
LA DETERMINACION, ESTO SE JUSTIFICA POR UN AUMENTO EN LA CONFIA
BILIDAD EN LOS RESULTADOS, PRINCIPALMENTE LA SENSIBILIDAD DEL
MISMO, QUE EN UN MOMENTO DADO PUEDE SER DE GRAN IMPORTANCIA PARA

EL DIAGNOSTICO TEMPRANO DE UNA NEFROPATIA.

2.- EL REACTIVO DE TSUCHIYA UTILIZADO PARA LA PRECIPITA_
CION RESULTA EFECTIVO, YA QUE ES LA COMBINACION DE FACTORES

FISICO Y QUIMICOS QUE LAS PRECIPITAN.

3.- EL REACTIVO DE BIURET MODIFICADO POR HIPPOCRATES YAT
ZIDlS, ES ESTABLE POR EL USO DE EDTA QUE IMPIDE LA PRECIPITACION.
EL AMORTIGUADOR EMPLEADO PROPORCIONA EL pH INDICADO PARA EL MEJOR
DESARROLLO DE COLOR, QUE EN ESTE CASO ES DE 5 MINUTOS, Y ESTA

BLE DURANTE 30.
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L.- EL ESTUDIO DEL PATRON ELECTROFORETICO DE ORINAS CON
PROTEINAS TIENE SU IMPORTANCIA, PRINCIPALMENTE PARA CLASIFICAR
EL TIPO DE PROTEINURIA, Y RELACIONARLA CON EL PADECIMIENTO, O

ARADO DE LESION. ( VALOR DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO).
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CAPITULO VII.

RESUMEN.

SE DESCRIBE UN NUEVO METODO PARA LA CUANTIFICACION DE LAS
PROTEINAS URINARIAS, EN EL QUE SE REALIZA UNA PRECIPITACION DE
LAS MISMAS CON EL REACTIVO DE TSUCHIYA ( ETANOL, ACIDO CLORHIDRI
CO, ACIDO FOSFOTUNGSTICO), Y DETERMINACION DE LAS PROTEINAS —
PRECIPITADAS CON EL REACTIVO DE BIURET MODIFICADO POR HIPPOCRA
TES YATZIDIS ( SULFATO CUPRICO DIHIDRATADO EN EDTA EN UN AMORT I
GUADOR DE HIDROXIDO DE SODIO / GLICINA / CLORURO DE SODIO A UN

pH DE 13.0.LA LECTURA DEL COLOR SE EFECTUA A 545 nm.

SE REPORTA EL ESTUDIO ESTADISTICO DE 100 MUESTRAS DE ORINAS CON
PROTEINAS VALORADAS CON EL METODO DE KINGSBURY -CLARCK. EL COE_
FICIENTE DE VARIACION PARA EL METODO PROPUESTO FUE DE 3.54 %,
LA DESVIACION ESTANDAR DE 0.030 G/L, LA SENSIBILIDAD DEL METODO
ES DE 0.030 G/L Y RESULTA LINEAL HASTA 2.000 G/L .EL PROMEDIO

DE RECUPERACION FUE DE 99.7 %.
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