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INTRODUCCION.

Un manual es un documento o serie de documentos
que en forma ordenada y sistemdtice contienen infore
macidn y/o instrucciones y cuye finalidad es esteew
blecer la normatividad y estandarizacién de los pro=
cedimientons gue son necesarios pares el desartollo de
los rrogramés que se consideran necesarios para le -
mejor ejecucidn del trabajo . En este caso el mrnual
trata acerca de los principios y técnicas empleadas
on la ejecucién de métodos pera velorar le funcién -
de un 8rgano determinado .

E1 presents menuel este dirigide a los alumnos
que cursan el leboratorio de enélisis bioquimico-——
clfnico II1 , dicho trabajo contiene lss técnicas -
para evaluar el funcionamiento de los diferentes Ore
ganos en estudio de dicho ocurso , mencionado el fun=-
demento , el método & seguir y una pequefia oxpiiol-=
cifén de los valores snormeles obtenidos en las dife~
rentes enfermedades del Srgano en ouestion .



OBJBTIVOS 1

l.= Que los estudiantes gue cursan el laboratorio
de andiisis bdbicquimico clinico 111, conoscan=
las principales pruebas para evaluar el fun—=
cionamiento de los diferentes Srganos en es-
tudio, as{ como pruebas complemsantarims oomo
una alternative o confirmacién de los valores
arrojados por las pruebas consideradms ocomo-
bdeiocas .

2.~ Que ol alummo cuente con un mamal que contenga
los procedimientos de acuerdo a las posibiliea
dades tdonicas-econémioas de nuestirs escuela,

.= Que ruestre facultad dispongh de un DAOUAL «=
de consulta practico sin necesidad de recurrir
a grendes textos,.



PRUEBAS DE CQAGULACION

La sangre es un fluido que circula en el cuerpo a
través del sistema vascular bajo presién. La prevencibén
del sangrado espontfneo y el control de hemorragias -
traumbticas son referidos como hemostasis. Recientemen
te se han estudiado mis a fondo los mecanismos de la =
hemostasis para determinar las anormalidades que resu}
tan en problemas de sangrado.

La hemostasis depende primariamente de los sigulen
tes puntos:

A) La resistencia y contractibilidad normal de los va«
sos sanguineos y un adecuado mantenimiento del sis-
tema vascular,

B) La actividad plaquetaria normal, la cual incluye ==
nGmero y funcibn adecuado de las plaquetas.

C) Un sistema adecuado de la coagulaciln ( factores de
la coagulacién )

D) La estabilidad del cobgule.

Las plagquetas, vasos y sistema de la coagulacién-
son importantes en la formacidn del trombo, sl cual es
importante en el mecanismo del control de la hemorra--
gla.



En una lesién de un vaso, la secuencia exacta de-
los eventos no siempre siguen el mismo camino, pero ~-
los sigulentes factores pueden tener cierta importancia
en su desarrollo : Localizacién del vaso lesionado, ta-
mafic del vaso y presifn sanguinea en sl potencisl de ==
contraccidn del vaso lesionado, anormalidades intrinse-
cas del vaso, anormalidades & derrames de tejidos cir-=
cunvacinos y aplicacién de presién externs § quir(rgica,

En vasos arteriales grandes, en los cuales la pre-
s818n sanguinea es alta, no hay formaciédn usualmente de=
trombos que puedan ocluir la lesisn sino, que es necesa
ric la aplicacién de un torniquete § el uso de presibne
externa § una intervencién quirfirgica,

En los vasos sanguinecs pequefos el control del =
sangrado requiere de una compleja interaccidn entre los
componentes del vaso daflado, plaquetas y las vias in--
trinseca y extrinseca de la coagulacién, para la forma-
cibn de un trombo. Un esquema simple es ilustrado en la
siguiente figura.



Vaso lesionado Reflejo temporal de
vasoconTtriccl6n
Adherancia de plagquetas
Liberacién de factor de a la colhgena,
te)idos ‘\\‘V‘l intri{nseca

Liberacién de

Vvia extrinseca d.‘coagullclén
ADP, etc.

Pormacibn de fibrina

Agregacién de plaquetas

‘Vasoconstriceibn Tapén de plaqustas semiper-
prolongada meable.
Tapén de plaquetas no permes
ble

Muchos de los factores involucrados en la hemostaw
sis son también importantes en el proceso de la trombo-
sis, sobre todo en los procesos trombSticos en el sig--
tema venoso de las extremidades inferiores. Los procesos
de formacién del tromdo usualmente siguen el mismo cami-
no 3

A) Un camblo en el endotelio del vaso.

B) Adherencia de plaguetas a 1a colfigena, membrana basal
Y microfibrillas subendoteliales,

C) Iniciaclén de la reaccibdn de liberacibn de las plaque
tas por la collgcnn y otras substanclas estimulantes-
presentes.



b)

E)

L

G)

H)

1)

J)

Agregacién adicional de plaquetas por ADP, tromboxano
A, Y otras substancias relacionadas con las plaguetas
para la formacibén de un trombo plaquetario reversible.

Generacibn de trombina iniciada probablemente por la=-
via extrinseca,

Agregacién de plaquetas por la trombina, formacién de
fibrina por la trombina y activacién de la via intripn
seca de la coagulacibn.

Formacibén de un tapbn estable de fibrina - plaquetas.

Formacién continua de fibrina por activacién de la =
via intrinseca y extrinseca.

Atrapamiento de glébulos rojos y mas plaquetas en ==
las redes de fibrina con la formacifn del trombo.

Lisis eventual, organizacibdn y recanalizacibén del --
trombo formado.



Un punto fundamental en la realizacibn ce las =a
pruebas de coagulacibn es la toma de la muestra por lo
cual se dan algunas recomendaciones para una buena to-
ma.

Cuando se toma sangre venosa, deberd ser aspirada
tan r&pido como sea posible y mezclarse con un anticoa
gulante. Es importante para las pruebas que las muese—e
tras no se contaminen con factores tlisulares, para evi
tar esto se recomienda usar jeringas vacutalner, en -~
las cuales la toma se realiza con un mango en el cual-
se insertan los diferentes tubos seglin 1a muestra gue-
se necesite y el tipc de anticoagulante mas recomenda=
ble para dicha prueba; si no se tiene dicho equipo se=
puede tomar la muestra en jeringas comunes y hacer el-
llenado de tubos de la porcibén media de la toma, para-
evitar la contaminacién con factores histicos, pero el
vaclamiento de la sangre deberf ser 1o mas répido posi
ble.

En algunas ocasiones es dificil obtener sangre ==
venosa de un paciente, &sto particularmente en niflos -
en los cuales es relativamente fAcil recolectar sangre
capllar y la cual puede ser utilizada para realizar —-
tiempo de protrombina, utilizando la pipeta de protrom
bina Miale ( dade ) con oxalato, pero no es recomenda-
ble para realizar otras pruebas. :

Anticoagulantess:

Los anticoagulantes mfs satisface
torios para las pruebas de coagulacidn son los oxalatos
y citratos, aunque se prefiere el citrato, pues propor
clona una mejor preservacién de los factores V y VIII.



Las muestras citratadas son también mis sensibles a la
presencia de heparina y por lo tanto, se prefleren pa-
ra pruebas usadas en 1a monitorizacién del tratamiento
con heparina. El citrato forma complejos con el calcio
que son insolubles o precipitan y pueden interferir --
con la deteccidn en sistemas de coagulacién automitica
con punto final foto-8ptico. Deberd transcurrir por 1o
menos media hora entre la toma de la muestra y el tiem
po de la prueba, cuando se usa el citrato.

En los estudios de coagulacidn comlinmente se toma
una parte de anticoagulante per nueve partes de sangre
total. La concentracién mhs utlilizada de citrato de sp
dio es una solucién al 3.8 %, en 1a mayoris de las oca
siones esta concentracién es satisfactoria, pero cuan-
do el valer del hematocrito excede del 50%, como en -~
una policitemia o en un recién nacido, la cantidad de-
calcio no es suficiente en el plasma disminuido para -
unirse completamente al citrato y puede ocurrir una ==
prolongacisn del tiempo de protombina y tiempo parcial
de tromboplastina, por lo que deberf ajustarse la con=
centracién del anticoagulante, para evitar dicho fenb-
meno; deber§ reducirse la concentracién del citrato de
sodio a 3.2 % seglin el comite internaciocnal para estan
darizacifn en hematoloola.

La heparina no debe utilizarse como anticoagulan-
te para las pruebas de coagulacibn, puesto que actla -
en combinacién con la antitrombina III inhiblendo mu--
chas de las reacciones de la coagulacibdn,



La heparina sin embargo se puede utilizar para rea-
lizar las pruebas de agregacién plaquetaria,

El &cido atilendiaminotetracético (EDTA) no es un-
anticoagulante satisfactorio para la prueba de coagulae
cién, porque inhibe o interflere la polimerizacién de -
los monomercs del fibrinbdgeno en la formacién del colgu
lo de fibrina y desestabiliza el factor V de la coagula
cibén, sin embargo puede utiligarse para el alslamiento-
de plaquetas y su examen.

Centrifugacibn :

Para obtener plasma rico en plaquetas (PRP), la sap
gre anticoagulada se centrifuga a 1000 R.P.M., el plas=
ma debe separarse rlpidamente con pipetas de pléstico y
almacenarse en tubos de pléstico o siliconizados, dicho
plasma puede utllizarse para estudios de agregacibn pla
quetaria y para el método directo factor IIY plaquetario
aprovechable,

Para obtener plasma pobre en plaguetas ( PPP ) la-
sangre anticoagulada se centrifuga a 3000 RPM durante -
10 minutos, el plasma se separa rfpidamente y se coloca
en tubos de pléstico, este plasma se utiliza para la ma
yorfia de las pruebas de coagulacién.

Para algunas pruebas es necesario que la centrifu-
gacldn sea realizada a 2 § 4 Oc para esto se requiere -
de centrifugas refrigeradas. Una vez extraida la sangre
empiezan a ocurrir cambjos como son la activacién de --
los factores de contacto, los cuales no requieren calcio
para su activacibén, los factores l8blles como el factor
V y el VIII pueden inactivarse, las plaquetas se alteran.
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Suficientemente en 3 horas, por 10 que las muestras cen=
trifugadas deberAn almacenarse a 4 %c por un tiempo no~

mayor de 2 horas. Los cambios ocurridos durante este pe

rfodo de almacenamiento son minimos e insignificantes =

para la realizacibdn correcta de las pruebas de coagula=

cién, La sangre extraida para la prueba de funcién pla-

quetaria deber§ permanecer a temperatura ambiente, y se

procedera inmediatamente después de haberla extraido.

S4 el plasma se va a congelar, se deber& hacer ré-
pidamente a 20 %% & mas, el congelamiento lento desnaty
raliza las proteinas y dichas muestras deberfn descongg
larse para su utilizacién, de una manera rfpida a 37 °c.
y deber&n permanecer en bafo de hielo hasta el momento-
de las pruebas, a exepcibén de las muestras para el estu
dio de la funciédn plaquetaria.

La inestabllidad e los reactivos y de las muestras
de sangre y plasma tienden a causar una alteracibn en =
los resultados que se relacionan con el tiempe involu-e
crado en la realizacidn de determinaciones repetidas, =
por esta razbn, y con frecuencia se deberd obtener una-
muestra control al mismo tiempo y bajo las mismas cond}
ciones que se obtienen las muestras del paciente, Estas
dos muestras pueden ser checadas una contra otra durane
te el perfodo de 1a prueba,
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Las reacciones multienzimbticas de mediciln del -
punto final de la coagulacibn involucradas en la deteg
cién del colgulo final de fibrina, son de tres tipos

A} Aquellas basadas en los métodos indirectos de consy
mo de provombina,

B) Aquellas basadas en el tiempo de coagulacifn de la~
sangre total § plasma.

C) Métodos en 2 etapas en 10s cuales un coagulante se=
forma en un tubo y su potencial se ensaya sobre un-
sustrato en otro tubo.

En algunos casos llega a ser muy diffcil precisar
el momento exacto de la coagulacién, Esto trae como -~
consecusncia tiemp prolongados de protrombina y tiem
pos parciales de tromboplastina, acentuandose &sto en=
diluciones crecientes del plasma. Cuando el plasma se-
coaguls répldamente, se &s incapaz de observar la for-
macisn de redes de fidrina ya que los cambios de 1i{quj
do a sflido ocurren en un segundo. Con buenos métodos=-
manuales, una buena fuente de luz y un fondo negro se=
hace mis fhcil ver el punto final.

Los tiempos de coagulacibn prolongados también --
poseen problemas cusndo se utilizan instrumentos autom$
ticos gque emplean el sistsma foto - 8ptico, la secuen-
cia de coagulacibn puede ser tan lenta y el cofgulo -~
formado de calidad tan pobre, que el instrumento neo dg
tecta el coligulo y fracasa para desactivar el cronfmee
tro, cuando ésto pasa, el tiempo de cosgulacién parece
ser mis prolongade de lo que en realidad es, por lo tan
to, los laboratorios deberin establecer rutinariamente
un punto en el cual todos los valores prolongados sean
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rechazados con un exfmen visual de la formacifn del =
cobgulo.

La medicién directa y cuantitativa de algunas en=-
zimas de la coagulacién se pueden alcanzar por 1a medi
cién de la proteélisis de sustratos preparados slntég&
camente, dichos sustratos son satisfactorios para la =
‘medicién de la actividad proteolitica de la trombina,=-
factor X, plasmina, calicreina, urocinasa y otros, tam
bién son usados sustratos cromogénicos y el punto final
es el desarrollo de color, el cual es medido por un eg
pectrofotémetro; similarmente cuando se usan sustratos
fluorogénicos, el punto final es el desarrollo de flug
recencla detectada por un fluorémetro. La inestabili-«
dad enzimbtica, formacidn de redes de fibrina y turbi-
dez pueden contribulr a dificultar la deteccién de di-
chos puntos finales. La cuantificacién precisa de pro=-
teolfsis enzimitica y por lo tanto la medicibn de act}
vidad se puede realizar por algunas pruebas mis sofis-
ticadas, como son las técnicas de inmunodifusién radial
( RID ), la electroinmuncdifusidn ( EXD ) y la técnica
de radicinmunoensayo ( RIA ). ,

Se deber$§ seguir una metodologia adecuada en las-
pruebas de coagulacién o no se obtendran resultados -=
satisfactorios. Las desviaciones de las instrucciones-
del manejo en las realizaciones de las pruebas deberan
evitarse, a menos que el laboratorio haya hecho prusbas
frecuentes con una técnica adecuada comparando los re-
sultados con las pruebas ya estandarizadas. El tiempo-
de incubacién de mezclas de activacibén, tales como el-
TPTA deben ser llevadas a cebo como lo recomiendan los
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fabricantes del reactivo. Existen considerables variacio
nes en los reactivos que son marcados para us¢ en pruesr
bas (inicas. Esto es particularmente cierto en reactivos
de TPTA. Aquellos reactivos que utilizan 8cido elfgico-
como activador, pueden fracassr para detectar una defi-
cliencia de precalicreina.

La variacibn significativa en la deteccibn del efec
to de la heparina sobre tales reactivos, hace ver que «
es necesarioc que cada laboratorio construya una curva,=
agregando cantidades conocidas de heparina a la muestra
de plasma con el fin de determinar la sensibilidad del-
sistema que se estf usando. Los reactivos buferados son
Gtiles en 1la minimizacibn de tales variaciones. Es acon
sejable utilisar controles proporcionados por los fabri
cantes de reactivos selecclonados.

NinglGna prueba aisiada de investigacién puede de--
terminar la funcién hemostética adecuada. El uso de prug
bas aisladas de coagulacifn son reprobables.

El siguiente conjunto de pruebas de coagulacién es
recomendable para la investigacién biisica del mecanismo
hemostitico.

A) Estimacién del nGmero de plaquetas.

8) Tiempo de sangrado como prueba en vivo de las funcio
nes vasculares y plaquetaria en la hemostasis prima-
ria.

C) Tlempo de protrombina para evaluar la via extrinseca

D) Tiempo parcial de tromboplastina activado para evae=e
luar la via intrinseca.

E) RetracciSn del cofgulo para evaluar plaquetas y fibr}
nigenc, y examinar el carfcter del cofgulo de la sapn
gre total.
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TIEMPO DE SANGRIA

PUNDAMENTO 3

El tiempo de sangria es el necesarioc para que deje
de sangrar una herida estandarisada en la plel, es una-
medida de la funcidn plaguetaria e independiente del mg
caniamo de 1a coagulacibn, aunque en el caso de altera-
cién grave de la coagulacibn, el tiempo de sangria pue-
de estar prolongado. ( 39 )

MATERIAL 13

= Cronbmetro

= Lanceta

e Papel filtro
= Alcohol

METODO 3

A) Se limpia el 18bulo de la oreja con slcohol sin
presionar y se practica una puncidn con una lapn
ceta.

B) Se pone en marcha el cronfmetro y cads 15 sequp
dos se observa la gota de aangre sobre un papel
filtro, teniendo cuidado de no tocar la superfy
cie del 16bulc de 1a oreja hasta que no sengre-
mas,
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INTERPRETACION CLINICA:

Esta prusba suele ser prolongada en los problemas
trombocitopénicos, en la enfermedad de Von Willebrand,
en algunas deficiencias hereditarias de factores plas-
miticos como el V y el VIII v en otras trombocitopatias,

El tiempo de sangria es normal en la hemofilia A-
y B, en hipoprotrombinemias y en general en la hipofi=
brinogenemia hereditaria.

LA ingesta de aspirina prolonga el tiempo de san-
gria, por lo que debe interrocgarse al paciente sobre =
su uso, y repetir el exfmen en casc de prolongacibn del
tiempo de sangrado en una semana sin tomas medicamento.

VALORES NORMALES 1@
De 1=4 Minutos.

PRUEBA DE PFRAGILIDAD CAPILAR I
FUNDAMENTO 13

La fragilidad capilar se prueba al someter al pa-
ciente a una presibn intarmedia entre la sistdlica y -
1a diastélica por un determinado tiempo. ( 38 )

MATERIAL 3

= Cronbmetro
« Baundmetro
METODO

‘A) Elegir el brazo del paclente que no presente -
ninglin tipo de manchas que puedan confundirse-
con petequias.
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B) Colocar el brazalete del baumanSmetro a una presién
intermedia entre la sist§lica y diastSlica, con un-
mlximo de 100 mm de Mg durante 5 minutos, quitar el
brazalete y examinar la cara anterior del antebraszo
a unos 10 Cm. del codo y en una circunferencia de =
S Cm de difmetro.

C) Realizar el conteo de petequias.

INTERPRETACION CLINICA 1@

Por lo comin la prueba resulta negativa, aungue =
un pequefic nimerc de personas normales pueden presentar
leve positividad.

En casos de trombocitopénia, fibrinogenopenia y en
la plirpura vascular la prueba es francamente positiva,
en estados hemofflicos es negativa.

VALORES NORMALES @

Hasta S petequias.

RECUENTO DE PLAQUETAS

FUNDAMENTO 3

Se destruyen los eritrocitos con una solucibn --
de oxalato de amonio al 1.0 % y se hace cuenta directa
de plaquetas con el microscopio de contraste de fases=
en una chmara de Neubauer de fondo plano. ( 29 )
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MATERIAL Y REACTIVOS 3

= Oxalato de amonio al 1.0%

= Mepthiolate incoloro

Chmara de Neubayer

Microscopio de contraste de fases

= Pipeta de dilucién de glébulos rojos
Cronbmetro

1.0 de sangre venosa.

METODO 3

A) Cargar de sangre una pipeta de glSbulos rojos-
hasta la marca 0.5 y llenar con el 1iquido de -
dilucibn, hasta la marca 101,

B) Agitar, cargar la clmara de Neubauer y dejar rg
posar 10 minutos en cémara himeda.

C) Contar las plaquetas en toda la cuadricula cen-
tral con el microscopio de contraste cde fases a
seco fuerte.

D) La cifra obtenida se multiplica por 2000 y nos=
da el nimero de plaquetas por milimetro cflibico.

APLICACIONES CLINICAS @

Las cuentas bajas de plagquetas se observan en la =
tromboastenia y en trombocitopatias. Las plaquetas actlGan
Como trombos en caso de rupturs de pequefios vasos y Sue-
desintegracibn provoca liberacidn de serotonina, que a-
su vez produce vasoconstriccién local y tiende a redu-=-
cir la hemorragia. Su papel es importante en la formae=
c¢ién de tromboplastina y libera factores necesarios pa-
ra la coagulacién normal y otros de los que depende la
retraccién del codgulo.
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El nlmero de plaquetas puede aumentar hasta dos =
§ tres veces con el ejerciclo brusco, con la administra
cién de adrenalina, Durante el transcurso de la mens—-—
truaci8n puede apreciarse un decenso del nfimerc de pla-
quetas de hasta un 50 % § 70 %, que vuelven a la norma=
1idad después del 4° dfa,

VALORES NORMALES 3
De 150,000 a 450,000 cé&lulas por milimetro cibico.

RETRACCION DEL COAGULO

FUNDAMENTO 3

Cuando se deja coagular en forma esponténea la —-
sangre total se obtiene una masa solida con todos los-
componentes sanguifneos, con el tiempo esta masa se con
trae y exfida suero, por la funcién contractil de las -
plaquetas sobre la red de fibrina. ( 20 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Jeringas

Tubos de graduados de centrifugas
Bafic Mar{a

Alambre de cobre

Cronémetro

2 M1 de sangre.

METODO ¢

A) Extraer sangre venosa @ ml.
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B) Se coloca en cada tubo de centrifuga graduados
2 ml. de sangre a temperatura de 37°C, intrody
cir inmediatamente un espiral de alambre de cg
bre.

C) A la hora se retira el coigulo y se mide el vp
10Gmen de suero remanente, Referir este vollmen
a porcentaje y hacer el promedio de los 2 tubos.

APLICACIONES CLINICAS 3

La cantidad de suero est§ disminuida en la trombg
citopénia y en la trombosténia, También debe conside--
rarse que la retraccién del colgulo no solo esta Influi
da por la actividad plaquetaria, sino por la cantidad-
y reactividad del fibrindgeno y el voliimen de 1los gl&-
bulos rojos.

Cuando el fibrinbgenc est& disminufdo, el cofgulo
puede estar disminufdo § pequefio y la retraccién pare-
ce estar muy aumentada; cuando se encuentra aumentado-
como en alqunos casos de estados inflamatorios, la re-
tracciédn es defectuosa. En presencia de actividad fie-
prinolftica puede disolver el cofgulo. Con un bajo va-
lor del hematocrito, 1a masa del cofgulo sera pequefia-
en proporcifn, y dara valores elevados; cuando es alto
1a retraccifn resulta defectuosa por ser la masa dele
codgulo demasiado grande.

VALORES NORMALES 1
40 % & mas.
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ADHESIVIDAD PLAQUETARIA

"FUNDAMENTO ¢

El primer paso en el mecanismo hemosthtico es la -
adhesifn de las plaquetas al lugar del dafio de las ve==
nas; &ste método compara la cantidad de plaquetas circy
lantes en sangre venosa, con la cantidad que escapa de=-

una vena lesionada. (20)

MATERIAL Y REACTIVOS 1

Lanceta

Chmara de Neubsuer

Microscéplo de contraste de fases
Jeringa

Li{quido de dilucién para plagquetas
1 'Ml, de sangre venasa

METODO 1

A) Practicar una incisifn en el antebrazo de 5 mme
aproximadamente, dejando que fluya la sangre 1}
bremente por 1o menos 1 minuto, efectuar dos rg
Cuentos de plaguetas con sangre capilar con intep
valos de 2 minutos, Los resultados se promedian,

B) Al mismo tiempo se efectfia una extraccién veno-
sa en la que se realiza también el recuento por
duplicado.
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C) La adhesividad plaquetaria IN VIVO estaria ex=
presada por la diferencia entre los 2 resulta-
dose

APLICACIONES CLINICAS 3

En la telangiectasia hemorrigica hereditaria, y =
en la enfermedad de Von Willebrand, los valores son muy
bajos, alrededor de 38,000 plaguetas por mm>; por 10 =
regular &stos valores van acompaflados de tiempo de san
gria prolongados.

VALORES NORMALES 3

Debe de existir un promedlo aproximado de 95,000«
plaquetas por mm3 de diferencia entre sangre venosa y-
capllar,.

FACTOR PLAQUETARIO 3
FUNDAMENTO 3

Las plaguetas al ser sometidas a diversos estimulos
& alteradas, exponen un fosfolipido ( factor 3 plaqueta
rio ) necesario para la conversién intrinseca del facCa=
tor 11 activado { trombina ). La liberacién & exposicién
puede lograrse por fracmentacién mechnica & por la accibn
de diversas substancias que actuarian como activadores.
La preincubacién del plasma rico en plaguetas con caolin,
proporcicna este estimulo, y el tiempo de ccagulacién -
con caolin de un plasma rico en plaguetas es una medida
de la capacidad del factor 3 plaquetario. ( 55 )
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MATERIAL Y REACTIVOS 3

Caolin ( suspensidn de 4 gr. en 100 ml de cloruro

de sodio al 0,85 %X )

Cloruro CSlcico 0,035 M. ( 3,9 gr. de sal anhidra

aforando a 1000 ml, con agua destilada )

Cronbmetro
Bafio maria
Plasma rico en plaquetas { poner 9 vol. de sangre

METODO :

A)

B)

c)

D)

con 1-vol, de citrato de sodio al 3.8 % y-
centrifugar a 2000 g, durante 15 minutos )

Se preparan mezclas a partes iguales de las sji
guientes muestras de plasma t 1~ plasma rico =
en plaquetas del paciente, con plasma pobre en
plaquetas del control; 2- plasma rico en pla--
quetas del control con plasma pobre en plaque=
tas del paciente, 3= plasma rico y pobre en «=
plaquetas del paciente; 4= plasma rico i pobre
en plaquetas del control,

A cada una de &stas muestras se afade 0.2 ml.-
de suspensibn de caclin bien mezcladas.

Se colocan en bafio marf{a todas las muestras a-
37°C durante 20 minutos agltando los tubos ca-
da 5 minutos.

Se afade 0,2 ml de cloruro cflcico, se pone en

marcha el cronSmetro y se anota el tiempo de =

coagulacién, E1 punto final se determina cuando
aparece el primer grumo de caolfin.
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INTERPRETACION CLINICA 3

Las mezclas 1 y 2 difieren solo en la fuente de las
plaquetas, si el tiempo de coagulacién de las mezclas -
que contienen las plaquetas del paciente ( mezcia 1 ) =
excede de las que contienen plaquetas normales ( mezcla
2 ) en 5 segundos 6 mas, existe un defecto de disponibi
lidad dei factor 3 plaquetario.

Los'defectos del factor 3 plaquetaric se encuentran
en algunos casos de trombopatias, en algunos pacientes-
con urémis, trastornos mieloproliferativos, macroglobu=
1inémian etc,

las mezclas 3 y 4 permiten apreciar la presencia =
de alglin defecto de la coagulaciln del paciente.

VALORES NORMALES 1

Los ya anotados anteriormente,

AGREGACION PLAQUETARIA
FUNDAMENTO ¢

Los primeros estudios reslizados para medir is a-
gregacifn plaguetaris fueron 1o0s realizados por Brinkhous
en 1958; luego Born y Cross basandose en la diferencia-
de densidad Sptica entre el plasma rico en plaquetas y-
el carente de las mismas, describieron un método en el
Cual se basan los actuales, para ello se utilizs un apa
rato llamado agregbmetro, gque mide ios incrementos de la
trasmisién Sptica al formarse los acfimulos de plaquetas.
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La agregacién se induce con la adicién de diver--
sas substanclas, como por ejemplo ADP, Colfgeno, cate-
colaminas, etc.

El método detallado a continuacibn es el de Pav--
losky y Moreno, tiene la ventaja de poderlo realizar -
con elementos comunes de laboratorio. Se basa en la --
diferencia entre el n(mero de pléquetas antes y después
de agitar un plasma rico en ellas. ( 50 )

MATERIAL Y REACTIVOS

Citrato de sodio al 3.8 %

Centr{fuga

Cronbmetro

Tubos de pl&stico sfliconado y de pléstico
Plasma rico en plaquetas

Pipetas de 1,5 ml.

Material para conteo de plaquetas.

METODO 3

A) Extraer la sangre en forma directa sobre un tu=
bo de pléstico con 1 ml, de citrato, llevar a -
10 ml, la punsién debe ser limpia y al mezclar-
con el anticoagulante debe evitarse la hemolisis,

B) La obtencién del plasma rico en plaquetas puede
tambi&n obtenerse a centrifugando a 200 r.pefe~
durante 8 minutos, conservando el plasma en tu-
bos de pléstico a 50°C,

C)} La prueba debe realizarse entre 2 y 4 horas de~
extraida la sangre.

D) Se toms t ml de plasma rico en plaquetas, se co

loca en un tubo de vidrio siliconado de 7 por -
75 mm, tapar con tapbn de pl&stico.
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Aglitar 2 minutos a 16 r.p.m. y dejar el tubo -
en forma vertical 20 minutos, para que las pla
quetas agregadas sedimenten y queden el tercio
superior libre de aclimulos plaguetarios.

Se toman 0.1 ml, de plasma de la parte superlor
y se diluye con 1.9 ml, de citrato al 3.8 %, =
al mismo tlempo se realiza una dilucibén iquale
pero tomando 0.1 ml., de plasma rico en plaque=
tas inicial.

La diferencia entre el niimero de plaquetas -—--
antes y despufs de ia agitacién dada en éorceg
taje, da una idea cuantitativa de las plagues
tas agregadas,

APLICACIONES CLINICAS @

Esta prueba es anormal sobre todo en la enfer-

medad de Glasmann. Se encuentra también disminuida en-
hipofibrinogensmia, en leucemias, trombocitopénia y en
insuficlencia renal,

En la enfermedad de Von Willebrand existen va-

lores en el 1imite normal inferior. Se pueden observar
un aumento de la agregacion en el stress y algunos ca-
sos de arterioesclerosis.

VALORES NORMALES 13

25 a 78 % de agregacion.
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TIEMPO DE COAGULACION DE SANGRE TOTAL

FUNDAMENTO 3

El tiempo que es necesario para que la sangre se =
coagule en un tubo de cristal es una medida indirecta =
de la actividad total del sistema intrinseco de la coa-
gulacibn. La observacién periddica de la sangre nos peg
mite 1a valoracién de las propiedades fisicas del cofgqulo
que se forma como son el tamafio, aspecto y fuerza mach-
nica del mismo, asi{ como su estabilidad, velocidad y ==
extensién del mismo. ( 37 )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Jeringa con aguja
Tubos de ensaye
Cron8metro

Bafio marf{a

METODO 3

A) Se realiza la punsibn rdpidamente de sangre ve-
nosa para obtener 5 ml de ella, inmediatamente-
que la sangre entra a la jeringa se pone a andar
el cronémetro.

B) Se vacf{a la sangre en el tubo de cristal cuidap
do de no hacer espuma y se coloca en bafic marf{a
a 37%.
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C) Revisar el tubo cada 30 segundos, inclinando -~
suavemente dicho tubo, hasta observar el colqulo
de sangre y parar el cronémetro.

APLICACIONES CLINICAS 3

La prolongacién del tiempo de coagulacién se debe-
a deficiencias de cualquiera de los factores de la coa=
gulacién & también a la presencia de anticoagulantes ==
circulantes en el torrente sanguineo,

VALORES NORMALES

Entre 4-8 minutos.
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PRUEBA DEL TIEMPC DE RECALCIFICACION DEL PLASMA

FUNDAMENTO 3

El plasma rico en plaquetas contiene todos los fag
tores de coagulacién necesarios para la formacién de 1la»
‘protrombinasa intrinseca o tromboplastina plasmftica ==
con exepcidn de los fones de calcio. Cuando se afiade ==
calcio al plasma se genera la protrombinasa intrinsecaj;
ésta activa la protrombina y la trombina, as{ formadae-
convierte el fibrinSgeno en fibrina. La velocidad de la
coagulacibn es la medida de la actividad coagulante to-
tal desarrollada y est& disminuida si hay déficit nota-
ble de alglin componente. ( g )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Citrato de sodio al 3.8 %
Cloruro clleico 0.025 M,
Centrifuga

Tubos de poliestireno
Reloj

Pipetas pausteur

Cloruro de sodio 0.85 %X
Bafic maria

Jeringas de 10 ml.

METODO 3

A) Se practica una punsi8n venosa, teniendo cuidado



B}

c)

D)

E)
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de no hemolizar la sangre, colocando 9 volﬁmen

nes de sangre completa en un tubo de poliestire
no que contenga 1 vollmen de citrato, se mez--

cla por inversién y se centrifuga a 2000 g. per
15 minutos.

Se extrae el plasma con una pipeta pasteur, co=-
locandolo sobre hielo si se trabajara después.

Se coloca 0.1 ml de plasma en un tubo de ensayo
se afade 0.1 ml de cloruro de sodio y la mezee
cla se incuba a 37°C durante 1 minuto.

1.a mezcla se recalclfica con la adicién de 0.1
ml de cloruro cflcico precalentado a 37°¢ Yy se
pone en marcha el cronémetro.

Se coloca el tuve en bafo mar{e a 37°C y se op
serva cada 2 seg. hasta observar el cofgulo de
fibrina parando inmediatamente el cronfmetro.

APLICACIONES CLINICAS :

Es un método muy general de evaluaciln que es in-
fluenciable por numerosos factores entre ellos estfn;-
Temperaturs, difmetro y material de los tubos, vollimen
de la muestra etc.j solo se prolonga cuande hay graves
deficiencias de los factores 1,11,V,VIII 8§ IX también-
en presencia de anticoagulantes circulantes incluyendo
altos niveles de haparina.

VALORES NORMALES 1@
135=-240 segundos.
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA

PUNDAMENTO 3

Como el extracto de cefalina no coagula el plasma
hemof{lico tan rdpidamente como el normal, se le llamd
tromboplastina parcial para diferenciarld de la trombg
plastina completa, la cuél coagula con ambos plasmas =
en el mismo tiempo.

Esta prueba es sensible a la deficlencia de todos
los factores plasmlticos de la coagulacibn excepto el
factor VII y el factor plaquetario. {( 49 )

MATERIAL Y REACTIVOS 1@

Equipo de tromboplastina parclal activada
Solucidn de cloruro de cllcio 0.03 M.
Solucién de citrato de sodio al 3.8 X
Tubos de ensayo de 13 por 100 mm.
Centrifuga

Crondmetro

Bafio marfa

pipetas 0.1, 1ml.

METODO ¢

A) Colocar 4.5 ml de sangre en un tubo de 13 por=
100 mm. conteniendo 0.5 ml de citrato de sodig



B)

c)

k> |

al 3.8 %, mezclands suavemente. Centrifugar la-
muestra a 2000 r.p.m, durante 10 minutos y conw-
servar entre 0 y 5° C, hasta el momento de la -
prueba que debe ser antes de 2 horas.

Poner 0,1 ml de tromboplastina reconstituida en
cada tubo de 13 por 100 mm ( debe de trabajarse
por lo mencs por duplicado cada muestra ) en ~-
bafio marfa a 37°C tres minutos, v afadir 0.1 ml
de plasma problema y mezclar las substancias y-
encubar 3 minutos,

ARadir 0.1 ml de cloruro de calclo precalentado
a 37°C, mezclando rlpidamente y empezar a medir
el tiempo con crondmetro, hasta ver aparecer un
gel de flibrina en 1la muestra y detener el cron§
metro, observando la muestra cada 30 segundos.

APLICACIONES CLINICAS 1

La prueba estf prolongads en la deficlencia de uno

& mis de los factores XIT,XI,X,IX,VIII,V, protrombina y
fibrindgeno, Esth prolongado si el fibrinbgeno es infe=
rior ‘& 100 mg por ml debido a los productos de degrada=
cién del fibrinbgenc & de la fibrina & a 1a heparina,
En individuos normales que no tienen historia de hemo~=-
rrigias, nl alteraclones de los factores de coagulacifin
ocaaionalmente, se encuentra un tiempo prolongado.

Tiempos mbs cortos de lo normal se pueden observar

despubs de una punsién venosa deficiente, st el plasma
contiene plaquetas y la prueba se realiza mis tarde de
1 hora & en coagulacién intravascular diseminada.

VALORES NORMALES g

30=-50 segundos.
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CONSUMO DE PROTROMBINA

FUNDAMENTO 3

La prueba de consumo de protrombina es una medida-
de la actividad de la protrombina que queda en el suero
despubs de que la sangre se ha dejado coagular bajo rigi
das condiciones de estandarizacibn. Es una determinacibn
cuantitativa de la cantidad de tromboplastina plasmbtica
que la sangre es capaz de producir.

Cuando la sangre se coagula, la protrombina fnacti
va é protrombinégeno se convierte al estado activo, si-
se produce una cantidad normal de tromboplastina plasmé
tica, casi toda esta protrombina libre ser& consumida,-
y el tiempo de protrombina en sueros normales seri de -
15 segundos & mas. Un tiempo de menos de 15 segundos —-
indicarf una deficiencia en uno de los factores necesa-
rios para la produccién de tromboplastina plasmftica.

(18)
MATERIAL Y REACTIVOS 3

Tromboplastina activada : Tromboplastina 1f{quida -

activada de cerebro de conejo.

Cloruro cflcico 0.02 M.

Plasma de conejo exento de protrombina 3 fuente ==

de fibrindgeno y factor V.

Tubos de 13 por 100 nwm.

Bafilo maria

Cronémetro

Pipetas de 1.0 ml.



METODO 12
A)

B)

<)

D)

E)

")
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Extraer 2,0 ml de sangre usando una jeringa si-
liconada, la punsién de la vena debe ser limpila,
para evitar la contaminacién de la sangre con -
tromboplastina tisular,

Afladir 1 ml de sangre a cada uno de los tubos de
13 por 100 mm.

Colocar los tubos en bafio marfa a 37°C y dejar=-
la coagular, se van inclinando los tubos cada =
30 segundos, hasta que se forme un cofigulo tur-
gente.

15 minutos despuls de que se haya formado el =-
cofgulo centrifugar, los tubos a 2,000 C.pefe =
durante 2 minutos, No separar el suero del col-
gulo. . ' :

Volver a colocar los tubos en bafo marfa a 37°C
e incubar durante 45 minutos.

Practicar un tiempo de protrombina en una &tapa

en el suero como sigues

1.=- Medir en un tubo de vidrio de 13 por 100 am
en un bafio de agua a 37°C, G.2 ml de mezcla
de tromboplastina activada, cloruro de cal-
cio y 0.1 ml de plasma de conejo exento a -
protrombina,

2,= Soplar fuertemente 0.1 ml del suero proble=
ma en la mezcla anterior y simultfneamente-
empezar a crondmetrar.

3.~ Observar cuidadosamente hasta que se forme-
el cofgulo, slendo &ste el punto final.
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APLICACIONES CLINICAS 1

Se observd gque cuando una sangre hamof{lica se -
coagulaba, no se formaba tromboplastina § se formabae-
poca, y consecuentemente poca protrombina podia conveg
tirse en trombina, as{ mismo en la trombocipenia seve-
ra, la mayor parte de la protrombina permanecia en el-
suero, debido a que el factor plaguetar faltaba y se g
vitaba la formacibn de tromboplastina plasmética.

Mbks adelante se observd que cuando un plasma hemg
filico rico en plaquetas se mezclaba con el plasma =«-
normal pobre en plaquetas & plasma trombocltopénico,=-
tiene lugar una correccién mutuaj al mismo tiempo, con
éstas observaciones, se desarrollo la primera prueba -
de laboratorio para establecer la existenclias de un esta
do hipotromboplastinémico. A esta prueba conocida como
la de consumo de protrombina, puede acreditarsels la =
iniclacién de una nueva orientacién del estudio de la-
hemof{lia y enfermedades afines. '

VALORES NORMALES 3

Un tiempo de protrombina del sueroc de 15 segundos
& mis es normal,
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TIEMPO DE PROTROMBINA

FUNDAMENTO ¢

Al agregar calclo y extracto histico al plasma, el
factor VII reacciona con el factor histico y se forma -
un producto que convierte el factor X en su forms acti-
VA que & su ver reacciona con el factor V en presencia-
de calcio lonico y fosfolipides pars formar la protrombl
nasa que convierte la protrombina en trombina, y ésta a
su ver convierte el fibrinbgeno en fibrins. (12 ), { 48 )

MATERIAL ¥ REACTIVOS @

Bafic macia

Tubos de ensayo

Pipetas de 1 ml.

Crondmetro

Tromboplastine histica preparada
Cloruro chlcico 0.025 M,

Plasma pobre en plquetas,

METODO ¢

A) Se mezcla un vollimen de 0.1 ml de extracto de -
cerebro & pulmén y 0.1 ml. de plasma problema,=
se incuban en bafio marfa a 37°C durante 1 minuto.

‘B) Se agrega 0.1 ml. de cloruro de calcio 0,025 M.
y se pone en marcha inmediatamente el cronbmetro.
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C) Después de B segundos registrar la formacibn -
del colgulo de fibrina con un rpido movimien-
to del tubo, volviendo el tubo al bafio maria -
hasta observar el colgulo.

D) Correr un control con el plasma normal, reali-
zando la prueba por duplicado o triplicado.
Realizar la prueba inmediatamente & pasar el -
plasma a un tubo en refrigeracibn de la misma.

APLICACICNES CLINICAS 13

El tiempo de protrombina se encuentra alargado ==
cuando existe niveles bajos o ausencia de los siguien~
tes factores @ V, VII, X, y 11 cuando el fibrindgeno -
estl por debajo de 100 mg por 100 ml. tambifén cuando-=
aparecen productos de degradaciln del fibrindgeno § --
de 1a fidrina & presencia de heparina. En la policite-
mia puede estar prolongado debide a una desproporcién-
en la relacién de anticoagulante en el plasma.

VALORES NORMALES 1

12-16 sagundos ; Mayor del 70 % de actividad con-
referencia al control normal.
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TIEMPO DE TROMBINA

PUNDAMENTO 1

El tiempo que es necesario para que el plasma coa-
gule después de 1a adicién de trombina, se le llama tiem
po de trombina. La trombina actlGa directamente sobre el
fibrinbgeno para convertirlo en fibrina, la velocidad -
de la coagulacibn con la trombina es funcibn de la cone
centracibn de fibrindgeno & de la accidn de los inhibi-
dores de la accifn de la trombina sobre el fibrinSgeno.
(nn)

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Bafio merf{a

Cronfmetro

Pipetas de 1 ml,

Cloruro de sodio al 0.85 %

Trombina preparada ( bovina & humana )
Plasma citratado pobre en plagquetas,

METODO @

A) Se mesclan 0.1 ml, de plasms problema y 0.1 ml.
de cloruro de sodio 0.85 X y se callentan a 37°
C, en bafio marfa 1 minuto.

B) Se agrega 0.1 ml. de solucién de trombina pre=-
viamente calentada a 37°C, se pone en marcha el
cronfmetro y se toma el tiempo de coagulacibn.
81 no se realiza la prueba inmediatamente se =~
mantiene en refrigeracién el plasma,
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C) Correr un control normal paralelamente,

APLICACIONES CLINICAS 1

Esta prueba es anormal si existe un camblo cualita
tivo del fibrindgeno, si la concentracidn del fibrinSge
no es inferior de 100 mg. por 100 mi. o si esth presen=
te una substancia antitrombinice como la heparina & los
productos de degradacién del fibrinégeno & de la fibri-
née

Si la prueba es anormal se debe comprobar el tiem-
po de trombina de 1 ml. de una mezcla a partes iguales-
de plasma normal y del paciente. Si el tiempo de trombi
na de 1a mezcla es de 4 sequndos § mbs que el del plas-
ma normal solo, hay que pensar en la presencia de una -
substancia antitrombinica.

Al cabo de 10 minutos debe examinarse el colgulo--
y compararlo con el del control normsl, si es muy frigil
indica bajo nivel de fibrinbgenc.

VALORES NORMALES 3

Valores mayores de 3 segundos con relacién al tiem
po de plasma normal.
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CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO

FUNDAMENTO

La concentracifn de fibrinSgeno en el plasma es -
tal, gue cuando se afiade trombina en diluciones serfa=-
das del plasma con una solucibn salina tamponada, el --
cofgulo es visible a una concentracibn de 1164 & 1:128,
(10)

MATERIAL Y REACTIVOS 1

Bafic marfa

cronbmatro

Pipetas de 1 ml.,

Tubos de ensaye

Trosbina preparada

Solucién salina tamponada 3 8.5 gr. de cloruro dee
sodio 1.21 gr. de trls base en 950 ml. de agua deg
tilada a PH 7.2

METODO3

A) Se realizan las siguientes diluciones de plasma
con 1a solucién salina temponacdas 1:18,1116,1132,
1364, 13128. A cada ml. de la dilucibn se le a-
grega 1 ml de solucibn de trombina.

B) Despuls de mezclarlos se dejan los tubos en dafo
maris a 37°C y se observan al cabo de 15 a 30 m}
nutos. Para valorar 1a fibrindlisis los codgulos
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formados deben observarse después de 2 Hrs,
de incubacién a 37° c.

APLICACIONES CLINICAS @

Si se observan cofigulos en las diluciones 1132
del plasma del paciente se puede excluir una anémalfia
cuantitativa clinicamente significativa del fibrinbgg
no (concentracién del fibrindgeno de mayor de 100 mg/
100 mg. ). La lisis de los cokgulos a las 2 Hrs, ind}
ca fibrindlisis aumentada,

VALORES NORMALES3

Titulos de formacién del cofgulo, menores de 1132,
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TIEMPO DE LISIS DE LA EUGLOBULINA

FUNDAMENTO 1

La fraccibn euslobulina del plasma, preparada pore
dilucién y acidificaciédn esth relativamante Iibre del~-
sistema enzim&tico fibrinolftico y, por ello, la 1isise
del cofigulo formado por el fibrin8geno en el precipita-
do de euglobulina ocurre con relativa répider. £l tiem-
_ po necesario para la 1isis del cofqulo es el tiempo de-
11518 de 1a euglobulina. ( 5 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Crondmetro

Centrifuga

Tubos de ensayo

Barilla de cristal

Pipetas de 1, 5, 10 ml,

Recipiente con hielo

Oxalato sodico 0.1 M.

Cloruro cflcico 0.025 M.

Solucibn de §cido acético : Dilulr 13.5 M1 de &cido
achtico al 1 % en 1000 ml. de agua destilada con PH
final entre 3,65 - 3.70

Solucisn de borato tamponada : 9 gr de cloruro sbdi
co en un matraz volumbtrico y aforar a 1 Lt. con =~
agua destilada,



METODO 3
A)

B)

c)

D)
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Se recolectara 4.5 ml., de sangre total en un tu=-
bo de centrifuga, enfriado previamente que con--
tenga 0,5 ml, de oxalato sbdico 0.1 M. La mezcle
se coloca en hielo tan pronto como sea posible--
y se centrifuga a 2000 g. durante 10 min. se se-
para el plasma y se dej)a en hielo,

A 9.5 ml, de la solucifn de Scido acético se a-
fade 0.5 ml. de plasma y se mezclan cuidadosa=-
mente. Los tubos se refrigeran a 4°C dursnte =
30 Min. y entonces se centrifugan a 2000 g, 1 =
minuto.

El sobrante se desecha y el precipitado se re~-

constituye en 0.5 ml, del tampdn de borato me--

diante una varilla de cristal.

Cuando el precipitado se ha disuelto completamen
te, la solucibn se pone en bafic maria a 37°C ==

durante 2 minutosj se shade 0.5 ml. de cloruro=

chlcico 0.025 M. que origina la formacibn del -

codgulo y se pone en marcha el crondmetro cusn-

do se forma el cofgulo.

Los tubos se mantienen a 37°C y se examinan a -
intervalos para comprobar la 1i{sis del cofgulo-
y el tiempo de 1isis de euglobulina es el in-—
tervalo del tiempo entre la coagulacién y la —
1isis completa.
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INTERPRETACION CLINICA ¢

Esta prueba no es especifica y se cree que refle-
Ja ante todo ia actividad del activador. El resultado-
puede se dificil de interpretar cuandc la concentracidn
del fibrindgenc estd disminuida puesto que en asta cig
cunatancia 1a actividad fibrinolitica normal puede di-
solver un pequefic cofgulo mis ripidamente de lo normal,
con lo cual da una falsa impresién de la actividad fi-
brinclfticas.
Esta prueba es valiosa en el control del tratamiento -
con urocinasa o estreptocinasae.

VALORES NORMALES 3

El valor normal de 1{sis varia entre 90 Min. y 6~
Hes.
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PRODUCTOS DE DEGRADACION DE FIBRINOGENO-FIBRINA

FUNDAMENTO 3

Los complejos de monémeros de fibrina con fibringe
no, productos de la degradacién de la fibrina & ambos,-
precipitan cuando se aflade al plasma protamina debil.
(3)

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Bafo maria

Cronémetro

Espejo concavo

Tubos de ensaye

Sulfuro de pretamina

"Plasma citratado pobre en plaquetas.

METODO 3

A) Se coloca en un tubo de ensayo 1 ml. de plasma,
se calienta a 37°C gdurante 3 minutos y se exami-
na para comprobar que el plasma es claro. Se afia
de al plasma, una parte del sulfuro de protamina
al 1 % y se mezcla bien agitando cuidadosamente-
y la mezcla se incuba a 37°C durante 15 minutos.

B) E1l tubo de ensayo se inclina lentamente hacia g
traz y hacia delante iluminado por una lus poe=
tente frente a un espejo clncavo en el cual se-
ve la imagen ampliada del plasma para buscer mp
terial insoluble.
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APLICACIONES CLINICAS 1

Un resultado positivo significa la presencia § ==
formacifn de monbmetro de fibrina e indirectamente la-
presencia de fibrinSgeno no alterado y también la con=-
centracibn sdecusda y funcilonalidad del sistema de coa
gulacién.

VALORES WumpinLES ¢

Una trama de fibrina, trazas de fibrina & un con-
glomerado blando y féciimente visible, constituye un =
resultado positivo.



FUNCIONAMIENTO RENAL
Introduccibn 1

La extraccién de 1fquidos a partir de la sangre=-
que fluye por 108 vascs renales, se efectlla primera~--
mente por los glomfrulos de la corteza renal. Cerca =
de un millén de glomérulos de cada rifion filtran alrg
dedor de 60 ml de 1iquido por minuto, desde la sangre
& las nefronas proximales j el filtrado glomérular =
medio en un adulto con uncs rifiones normsles e8, por=
lo tanto, de unos 120 ml/minuto.

La funcibn excretora de los rifiones se efectfia -
en los diferentes segmentos del nefrSn que es la uni=
dad anatomofisiolégica del rifion, en donde se lleva =
a cabo los procesos de filtracién glomerular, reabsor
cidn y secrecién tubular,

E1 concepto de filtracién glomerular surgib en -
1842 en Londres con Willian Bowman quien ademfs, atry
bufa a los tlbulos un papel puramente excretor.

Karl Luidwing en Alemania en 1844, explicaba la=
funcibn renal a travéz de filtracién y reabsorcién ty
bular, sin secreciSn a este nivel, y su opinibén fué a
poyada por otros como Heldenhain y Cushny. Mis adelan
tegen este siglo los estudios de investigadores como-
Verney, Starling y Homer Smith dejaron definidas las-
bases del funcionamiento renal que posteriormente han
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sido completadas por otros autores como Wring y Berli-
ner.

La filtracibn glmerular, es el primer paso a la
formacién de la orina y fub demostrada por primera vez
mediante técnicas de micropuncibn, por Richard y colae
boradores en 1924, Ellos definieron ademfs la composi-
cién del 1iquido glomerular asi como la del ultrafile-
trado del plasma.

El filtrado glomerular es consecuencia de fenéme-
nos fisicos a partir de un gradlente de presibn entre-
1a presibn hidrostitica de la arteriola aferente que -
alcanza 75 mm de Hg y gque favorece el paso de liquidos
y 3olutos desde 1a lur del capilar glomerular hacia el
aspacio capsular. Un factor importante es la permeabl-
1idad para algunos investigadores esti dada por la ==
presencia de poros funcionales de 70 a 100 A de difme—
tro y para otros depende de la estructura misma de esa
membrana por lo cual pasarian fScilmente las moléculas
pequefias como l1as del agua, sodlo, cloro, glucosa, Etce
pero no las moléculas grandes, Cualquiera que sea el -
mecanismo, el hecho es que la membrana del capilar glg
merulacr es atravesada por moléculas cuyo pesc es menor
de 15,000 mientras que impide el paso de aquellas con-
peso mayor que 70,000, El paso de molécular intermedias
es dependiente de su carga eléctrica as{ como de su pro
pla estereoquimica. El 1iquido formado por filtracién-
glomerular es un ultrafiltrado del plasma y por lo tan
to, libre de proteinas pero ¢on el resto de sus carac-—
teristicas fisicoquimicas semejantes. A su paso por las
otras porciones del nafrén éste 1fquido es sometido a-
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los mecanismos de reabsorcién y secrecibn, que lo con=-
vierte finalmente en orina.

La medicién de la velocidad con que ocurre la fi}]
tracién a travéz del glomérulo se utiliza con frecuene
cla para obtener un indice de funcién renal que permi-
te valorar la evolucién de un padecimiento y su respueg
ta al tratamiento : &sta medicibn puede hacerse con fa
cllidad gracias al concepto de depuracibn introducido-
por Van Slyke en 1928. La depuracisn renal de una subg
tancia puede definirse como t ® La cantidad de esa subg
tancia que se libera del plasma en la unidad de tiempo®™
y puede expresarse como la relacifn entre la excreci8n
urinaria de la misma por minuto, y su concentracibén en
el plasma. La f&rmula con la que se expresa la depura=-
«c18n es la sigulente 13

1)
D - - X v
P
D = Depuracién de la substancia ( ml/ minuto )
V = vVolumen de orina ( ml/ minuto )
U = Concentracibén de la substancia en la orina ( mg/ =
100 ml )
P = Concentracifn de la substancia en el plasma { mg/=
100 m )

Para medir la velocidad de filtracién glomerular-
mediante la depuracidn de una substancia, se requiere-
que ésta sea completamente filtrable, que no se metabg
lice, que no se una a las proteinas del plasma y que =



49

no se modifique su concentracifn al paso por los tfibu=
los, por los mecanismos de reabsorcidn y secrecibn. La
insulina, que es un pollsachrido de orfgen vegetal, ==
refine esas condiciones, por lo tanto, una infusién en=
cantidad conocida y a una velocidad constante a la cig
culacién del sujeto permita obtener una mediclén exace
ta de la velocidad de filtracién glomerular. Sin embar,
go, el procedimiento que se requiere para hacerlo es =
laborioso y de poca aplicacién prictica por lo que en-
1a clinica se prefiere medir la depuracibn de la crea-
tinina endbgena, la que alin cuando es secretada por ==
los tfibulos parcialmente, proporciona un Indice Gtil =
de la velocidad de filtracibn glomerular,

PRUEBAS DE OILUCION Y CONCENTRACION

INTRODUCCION 3

Las caracter{sticas flsicas 3 Vollmen, Densidad, =
cantidad, color, aspecto de 'la orina y la composicibn--
quimica de la orfina normal se mantiene dentro de los ==
1i{mites variables pero definidos, que se alteran en las
afecclones renales,

£l organismo moviliza de manera normal un volumen-
de agua calculado entre 2,500 y 3,000 ml por dfa; é&sta=
agua se origina en la ingestién de 1i{guidos, en los a-~
limentos ingeridos y en los procesos metabSlicos en los
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que el hidrSgenc de los alimentos oxidados se convierte
en agua, Si el organismo es normal y se mantiene el equi
librio hfdrico, por lo tanto esa agua debe ser elimina=
da por los Srganos encargados de &sa funcién, por el rf
ASn en forma de orina, por la piel en forma de transpi-~
racibn (sudor), por via pulmonar al saturar de vapor de
agua el aire inspirado y por el intestino al acompafiar-
las heces.

En condiciones normales el hombre adulto elimina =
casi el 50 X del agua diaria movilizada; la que es por=
el rifion representada por el volumen urinario de 24 Mrs.
varia entre 900 y 1800 ml como limites extremos y se mp
difica por numerosos factores. A 108 numerosos factores
que modifican el volumen urinario como la edad, peso, =
ingesta de agua, la excrecin por otras vias, las condi
ciones ambientales, la dieta, Etc., deben agregarse los
propios del organismo como los estados emocicnales, los
estados metabSlicos en las mas diversas enfermedades que
no afectan en forma primaria al rifion, por Ejemplo, el=
volumen de orina en la Diabetes, en la Epllepsia, en las
lesiones en el Sistema Nervioso Central Etc., y disminy
yen en el Shock, las Diarreas, los Vémitos, las fiebres
con sudoracién profusa, las descompensaciones cardiacas
Etca

Cuando pueden eliminarse del cuadro de los factores
. extrarrenales, la medida del volumen de orina es un {n-
dice de la actividad funcional del rifion.

El peso_cspecifico de la orina est§ Intimamente re
lacionado con el volumen urinario.
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El hombre normal elimina por el rifion, a diario =
como 35 Grs. de substanclas sélidas gque provienen del-
metabolismo del organismo y para cumplir con ésta fun-
¢ién, el rifion debe de disponer de una cierta cantidad
de agua, de acuerdo con su capacidad de concentracibn,
porque en el filtrado glomerular aparece dilucién notg
ria.

ta capacidad para concentrar que posee el rifion,=-
se refleja en la densidad de la orina, si el volumen =
de la orina es grande es porque existe gran cantidad -
de agua disponible, la densidad de la misma serh baja,
sl el volumen de orina es pequefio porque no dispone de
agua, la densidad serk alta,

Las variaciones del peso especifico de la orina -
no son un indice absoluto de la actividad renal, como-
tampoco es el volumen de la orina excretada, Las mismas
causas capaces de medificar el volumen urinario modifj
can el peso especifico, pero las variaciones son invegp
sas.

Los 1limites de variacibén normales del peso especf

fico de la orina aceptados de ordinario son de 1.010 a

. 1,030 cuando el volumen aumenta mucho, el peso especi-

flco puede disminuir hasta 1,002 y cusndo disminuye el

volumen de orina, puede aumentar el peso especifico --
hasta 1,040,
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PRUEBAS DE DILUCION

FUNDAMENTO 3

Son pruebas destinadas a medir la capacidad excretp
ra de agua del rifion y se efectlan despubs de ingerir un
volumen de 1iquidos conocido. ( 19 )

METODO 1

A) Al paciente que es mantenido en ayunas desde la-
notche anterior, se le hace vaclsr la vejigajse -
anota la hora y el término de 30 minutos, se le~
hace ingerir 1200 ml de agua, manteniendolo de -
preferencia acostado dursnte la pruebas,

B) A partir del momento de 1la ingestibn del agua se
recogen muestras de orina cada 30 y 60 minutos -
por 4 horas.

C) En cada muestra se determina el volumen de orina
y su peso especifico.
APLICACIONES CLINICAS 3
En las nefropatiss el volumen es mencr y la densi-
dad es alrededor de 1,010
VALORES NORMALES 1@

Las personas normales excretan alrededor de 1200 ml
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de orina entre las 3 y 4 horas de la ingestibn de agua
Yy la densidad disminuye y se aproxima a 1,002

PRUEBAS DE CONCENTRACION

FUNDAMENTO 3

Son pruebas destinadas a medir la capacidad que po
see el rifion pars concentrar la orina, reflejadas por el
aumento de la densidad urinaria al someter al paciente-
8 una privacidn de agua durante clerto tiempo. (3):

METODO 1t

A) El paciente después de ingerir su desayuno en el
dfa de la prueba se abstiene de ingerir lfquidos
durante 24 Hrs. aunque recibe su alimentacifn ha
bitual, de preferencia seca.

B) Se descartan las orinas emitidas desde las 8 has
ta las 20 Horas.

C) Se recogen las orinas emitidas en el peribdo de
12 horas que va desde las 20 horas hasta las 8-
horas del dfa sigquiente.

D) En ellas se determina la densidad y el volumen-
de la orina,
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APLICACIONES CLINICAS 3

En las nefropatias el volumen de orina puede estar
dentro de los limites normales pero la densidad se man-
tiene por debajo de 1,026,

VALORES NORMALES 3

El 100 ¥ de las personas normales excretan una ori
na de volumen variable, pero su densidad supera a 1,026

DEPURACION DE CREATININA
Introduccibn 3

La tasa de excrecibén de creatinina es fundamental-
mente una funcidn del filtrado glomerular. La cantidad-
de produccidn de creatinina en un sujeto normal es muy=
constante. Si la excrecifn renal es constante, los nive
les plasmiticos permanecen bastante astables; incluso -
en las nefropatias, el indice de excrecién suele descen
der tan lentamente que los niveles plasmiticos cambian-
muy ligeramente durante las 24 hrs, por &stas razones =
el aclaramiento de creatinina endégena ha sido utilizada
ampliamente como prueba clfnica de la funcién renal. La
difusidn se debe a su sencilla ejecucién y también a su
mayor precisién que el aclaramiento de la urea endbgena
para valorar el {ndice de filtracién glomerular, sin ==
embargo, dicha técnica de depuracidn de creatinina pre-
senta § est8 sujeta a errores en el método como en su -
interpretacién,
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La depuracibn de creatinina puede darse como "el -
volumen de plasma que provee la cantidad de creatinina=
que aparece en el volumen de orina en un tiempo fljo".

Como consecuencia de las investigaciones realizadas
- para demostrar la dependencia existente entre la depura
cién de una substancia y la superflcie corporal, la &g
mula de depuracidn se corrige por el factor de superficie
media ideal, Moller y Van Slyke consgsideraron que la su-
perficie media del hombre normal es de 1.73 M2 y éste -
valor se adoptd como término de comparacién para corre-
gir el valor de depuracidn respecto de la superficle y-
se multiplica el valor de la misma por la relacién entre
la superficlie tipo, y la del sujeto, calculada por cual
quiera de los métodos en especlal por la férmula lineal
de Duboia,

FUNDAMENTO 3

La depuracién plasmitica de cualquier substancia -
Se expresa como el volumen del plasma, excenta de &sta-
substancia mediante la actividad renal por unidad de ==
tiempo ( minutos ), dependiendo del tipo de substancia=
1a depuracibn puede realizarse sobre todo medlante el =
filtrado glomerular.

METODO 3

A) Durante el dia anterior a la prueba se suprimen
las carnes, el te; el café y los medicamentos =
en especial aspirina y derivados del 8cido acetil

salicilico, Los pacientes con acetonfiria deben excluir-
se de 1a prueba por influencia sobre la reaccidn de Jaffé
de la determinacibn de creatinina sérica y urinaria.



B) Se pesa al paciente y se toms su altura para dg
terminar su superficie corporal mediante la ta-
bla de Dubols.

€) Se hidrata al paciente antes de 1a prueba, #sta
hidratacidn puede hacerse con tres vasos de agua
en tres tomas, en intervalos de 20 minutos, 1 -
hora antes de la prueba,

D) Se cobtienen las muestras de orina en la primera
Y segunda hora, Yy la toma de la muestra de sangre
puede efectuarse en cualquier momento durante -

la prueaba,
E) Se deteraina los valores de creatinina en sangre
y orina.
u 1.73
CALCULOS Deee X V X cmmeee
P S

Oc = Depuracibn de creatinina

U = Concentracién de creatinina urinaria en mg %
V = Volumen por minuto de orina

P = Concentracién de creatinina sérica en mg %
S = Superficie corporal.

APLICACIONES CLINICAS 3

La depuracifn de la creatinina endSgena puede usar=
se como medida aproximada del filtrado glomerular para=e
fines clinicos y cuyos resul tados snormales son indice -
de nefropatias que pueden ser de variadas etlologlas,
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VALORES NORMALES 3
100 a 170 al/ aitnmuto

DETERMINACION DE CREATININA SERICA

PUNDAMENTO 3

El picrato en soluciln alcalina da una coloracién-
rojiza con la creatinina (resccibn de Jaffé), la inten-
sided de &ste color es proporcional a la concentracifn-
de ésta substancia. ( 35 )

MATERIAL Y REACTIVOS 2

Matrfz erlenmeyer de 250 ml
Pipetas 1,5 ml

Tubos de ensayo

Papel filtro

Relo)}

Espec trofotémetro

Agua destilada

Acido sulfGrico 2/3 N,
Tungstato de sodio al 10 %
Acido Plcrico 0.04 M.
Hidréxido de sodio 0.75 N.
Solucién de creatinina 0.1 mg / ml
1 ml de sangre.



METODO 3

A) Colocar 7 ml de agua destilada en un matrbz erlen
meyer de 250 ml, afiadir 1 ml de sangre y merclar.

B) Agregar 1 ml de 8cido sulflrico 2/3 N. y agitar.
Agregar 1 ml de tungstato al 10 % y agitar,

C) Piltrer o centrifuqar

D) Tomer 3 ml del filtrado en un tubo de ensayo y =
agregar 1 ml de &cido plcrico 0.04 M. y 1 ml de=-
hidrbxido de sodio 0.75 N. Agitar y dejar repo=-
sar 15 minutos.

E)} Leer a una longitud de onda de 54, nm.

CURVA DE CALIBRACION ¢
Tubo # Sol.de creatinina O.1mg % Agua dest. c.b.p.

1 1ml 100 ml
2 2 ml 100 md
3 3 m 100 ml
4 4 ml 100 ml
-5 5 ml 100 wml

La concentracién de creatinina en cada tubo correspog
de 1,2,3,4,5, mg/100 ml de sangre respectivamente. De cada
una de &stas diluciones tomar 3 ml ponerlos en sus respec-
tivos tubos y prosequir como se indica en la técnica a par
tir del paso 4.

APLICACIONES CLINICAS 3

La concentracibn de creatinina en la sangre aumenta
en 1la distrofia muscular, destruccibn renal, nefritis, -
obstruccién billar y también en el embarazo, tambibn sue
le sumentar su nivel por causa iatrogénica s Tratemiento_
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con metlltestosterona.

VALORES NORMALES 1@
De 0.5 & 1.5 mg/ 100 ml de sangre,

DETERMINACION DE UREA SERICA

FUNDAMENTO 3

La urea reacciona con la 2,3 butanodiona 2-oxima
en un medic &cido y se produce un complejo de color a
marillo cuya intensidad es proporcional a la cantidad
de urea presente. { 36 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Tubos de ensayo

Pipetas 1,5 ml

Bafio de agua

Mechero

Relo)

Espectrofotdmetro

2,3 butonedions 2-oxima ( discetil monbxims ) -
a1 3% Mezcls fosfo-sulflrica-clprica ( 375 ml de
Ac, fosfbrico al 85%, Ac.sulfirico concentrado -
mexclar y agregar sulfato de cobre pentahidratado
6 gr. en 550 ml de agua dest.)

Solucién de urea 0.03 mg/ ml

1 M1 de sangre.
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METODO 3

A) Colocar 1.0 ml del filtrado libre de protel-
nas en un tubo de ensayo.

B) Agregar 2 ml de diacetil monSxima al 3% y 3 ml
de la mezcla fosfo-sulfGrica=-clprica.

C) Colocar en bafo de agua hirviendo durante 20~
minutos.

D) Sacar del bafio, enfriar y completar a 10 ml =
mezclar y leer a 475 nm.

CURVA DE CALIBRACION 3

TUBO # Aguas dest. Scluclédn urea mg/100
ml

- 003 mg % ml
1 5.0 0.0 0
2 2.5 0.5 15
3 4.0 1.0 30
4 3.0 2.0 60
5 . 2.0 3.0 9%

Proseguir como se indica en la técnica a partire
del paso 2.

APLICACIONES CLINICAS 3

Desde el punto de vist, clinico, el término uremia
utilizedo para designar la elevacifn de la concentrscién
sanguinea de urea no es adecuado. Debe hablarse de hipe=
ragoemia, que indica el incrmento de la urea y otras ---
substancias nitrogenadas.

Existe hiperazoemia renal y extrarrenal, La hipera-
zoemia extrarrenal es la que aparece sin nefropatfas de-
mostrables, es reversible y se presenta en distintas si-
tuaciones patoldgicas como en la insuficiencia circulatg
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ria por déficit de oferta sanguinea al rifion, se trate
de insuficiencia cardiaca congestiva o de insuficiencia
periférica como en el estado de shock.

En estados de deshidratacién por vémito, diarreas,
quemaduras extensas, sudoracidn profusa etc.

En estados infecclosos, hemorrhglas digestivas, -
donde los productos de descomposicidn de la sangre in-
crementa los productos nitrogenados, en la insuficien-
cia suprarrenal aguda donde la hipocloremia provoca la
retencién de nitrégenc.

En general en las hepatopatias los valores hemfti
cos son normales e inclusive a veces bajos, por déficit
de produccibn.

En la hiperazoemia renal el proceso evolutivo de=-
una nefropat{a puede llegarse a la insuficiencia renal
marcada, manifestada por el aumento persistente de la-
urea en la sangre,

VALORES NORMALES 1
De 26 a 32 mg/ 100 ml de sange.
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PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO HEPATICO

La constante aparicibén de estudios biogquimices, -~
radiolégicos utilizados para evaluar la anatomia y las
funciones del higado, nos constituye un {ndice de la -
complejidad de actividad de este érgano.

Como lo sefiala su niimerc y diversidad de pruebas,
ningln ex&men permite obtener por s solo, toda la in-
formacién para el diagnbstico de afeccidn hep&tica.sin
embargo dichas pruebas son’ de gran utilidad para esta~
blecer con certeza el diagnéstico diferencial de las =
hepatopatias, escoglendo cuidadosamente un conjunto de
pruebas basadas principalmente en un estudio ¢linico -
inicial que constituye la base sobre la cukl debe apo-
yarse el diagn&stico, y el cufl debe ser corroborado en
todos los casos por laa pruebas de funcionamiento henﬁ
tico.

Es importante menclonar que los datos de laboratg
rio proporcionan una visién instantfnea y muchas veces
es indispensable para el diagnéstico obtener una visién
dindmica que solo puede obtenerse mediante estudios se
riados, de aqui la gran utilidad de los datos de labo=-
ratorio para juzgar la evolucién y el prondstico de la
afeccibn, en aspecial en los casos diffciles y compli-
cados.

Para abordar el estudic de las pruebas de funcio-
namiento hepltico se ha escogido un grupo de exfmenes-
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que son importsntes en relacibn con la frecuencia con =
la frecuencia con las que se utilizan en la clinica dia
ria, tomando en cuenta también la facilidad de ejecucién
de la prueba, bajo costo y disponiblilidad de reactivos~
Yy sobre todo para valorar en una forma més completa ele
funcionamiento hep&tico.

LAS
lee=

2o

3a=

4o

Se=

6=

Te=

PRUEBAS CON LAS SIGUIENTES 3

Pruebas basadas en el estudio de las funciones de
axcrecibn.

A) Pruebas del metabolismo de los plgmentos billla--

res t bilirrubinas séricas y urinarias,

B) Pruebas de scbrecarga excretora : Bromosulfaleina
Pruebas basadas en el metabolismo de las protefnas.
A) Proteinas séricas totales y la relacldn alblmina-

globulinas,
B) Floculacién y enturbamiento del timol.
C) Tiempo de protrombina y prueba de vitamina "K©
Pruebas basadas en el metabolismo de los hidratos
carbono.
A) Tolerancia a la galactosa.
Pruebas basadas en el metabolismo de las grasas,
A) Colesterol total y fraccibn esterificado.
Pruebas basadas en la funcibn de desintoxicacibn.
A) Aclido hiplrico.
Pruebas basadas en la cuantificacibn de enzimas,
A} Transaminasa glutémico oxalacética.
B) Transaminasa glutSmico pirtvico.
C) Fosfataa alcalina,
D) Deshidrogenasa léctica.
E) Pseudocolinesterasa.
F) Gamma glutamil tranapeptidasa.
Otras pruebas.
A) Prueba de Jirql
B) Hierro sérico.

de
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PRUEBAS BASADAS EN EL ESTUDIO DE LAS FUNCICNES DE EXCRECION

Introduccibn @

van der Bergh y Muller en 1916, describieron dos -
tipos de diazo reacciln para los pigmentos billares en
suero, en especial de bilirrubina, que es un rpoducto del
catabolismo de la hemoglobina,

Los sueros de personas normales y de paclentes cone
ictericia ( colocaracibn amarillenta de plel y conjunti=
va ) por hemSlisis, dieron un color rojo con &cido sulfa
nilico diazotado solamente en presencia de atancl., Este-
tipo fué llamado reaccibdn "indirecta™ y fué distingible~
de la reaccidn "directa™ del suero de pacientes con icte
ricia obstructiva por no necesitar el etanol para desa—
rrollar el color de la reaccibn.

En 1937 Malloy y Evelyn describleron un método para
1a determinacién de la bilirrubina sérica con una precie
pltacién de proteinas eliminando también el usoc de un ==
Standart artificial con el usc de un colorimetro con un-
filltro de luz selectiva.

Konzelmann y Neefe ( 1950 ) recomendaron la determi
nacién de bilirrubina en un anflisis urinario de rutina-
para la deteccidn temprana de enfermedades hepiticas con
sfntomas no claros de 1a enfermedad como una guf{a de evo
lucibn de una afecci8dn hepftica como una prueba de rastreo
en la seleccidn de donadores de sangre en laboratorios -
que carezcan de pruebas m&s especificas para determinar-
hepatitis u otra hepatopatfa.
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Existen un gran nGmero de pruebas para la determi=
nacién de 1a bilirrubina en orina, pero pricticamente =
todos los métodés empleados se basan en uno de los cua-
tro principios siguientes 3

A) La cbservacidn de una coloracién amarilla § ca-
fé tipica en la orina dada por la presencia de=
bilirrubina.

B) La oxidacién de la bilirrubina dando derivados-
coloreados caracteristicos.

C) La copulacibn de la bilirrubina a un componente
diazo para dar un color especifico.

D) Las diluciones coloridas que provienen de 1la ==
mezcla de la bilirrubina con ezul de metileno &
violeta de metilo.

La medida de la bilirrubina total y determinacibn
de las fracciones directa § indirecta es importante co-
mo prueba preliminar del funcionamiento hepftico y para
un diagnfstico diferencial de ictericias.

Watson y Nosslin en 1957 observaron que la deter-
minacibn de bilirrubina directa sérica y bilirrubina -
total, en algunos pacientes con enfermedades hephticas
& de vias biliares, los datos de bilirrubina directa -
fueron elevados, mientras que los de bilirrubina total
fueron normales, &stos autores recomendaron una relacién
de la determinacifn de 1a bilirrubina directa y bromo=
sulfaleina, puesto que sigue un mecanismo de excrecién
similar y puede detectar anormalidades hepiticas dis--
cratas & de diffcil diagnbstico.

El mecanismo por medio del cufl el higado excreta
1a bromosulfaleina es por conjuncibn, en efecto, estu-
dios bloquimicos y cromagrificos demostraron que la con
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juncibn se efectfia con glutacién y la cisteina, condi-

cibén necesaria para su eliminacién, en un nGmero redu-

cido de casos (Chambers, Meister, Earlier, Bojqrnaeboe,

Katz, Scarf ) se ha informado de reacciones indesed---

bles con el empleo de la bromosulfaleina, que van desde
una infiltraciln tisular en el sitio de aplicacién del

colorante, nluseas, vémito, vértigo, urticaria y en a}

gunos casos hasta la muerte por una reacciédn a dicho -

colorante, por lo tanto debe tenerse precauciones en el
empleo de esta prueba en pacientes con antecedentes a-

lérgicos en donde debe comprobarse la sensibilidad con

la aplicacibn intradérmica de 0.1 ml en dilucibén &l ==

1:100 de la substancia.
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BILIRRUBINAS SERICAS

FUNDAMENTQ

La determinacibn se basa en la dlazo reaccibn de
Ehrlich Proscher, que consiste en la copulacién, en -
medio fcido de la bilirrubina con el &cido sulfanflico
diazotado.

En la diazo reaccidn hay la ruptura de 1a molécula
de bilirrubina y el &cido vinilneoxantobilurrfiica, E}
primerc de estos compuestos reacciona con las sales -
de diazonlo para formar azobilirrublina y en determing
das condiciones también el segundo compuesto puede =e
transformarse perdiendo folmaldehido, formando asobi-
lirrubina con una velocidad menor. ( 24 ), ( 51 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

1 ml de suero o plasma

Balanga analitica

Espectofotémetro

Cronbmetro

Matraces aforados de 10 y 1000 m1

Pipetas de 1, 5, 10 ml

Tubos de ensayo.

Solucidn de bilirrubina de 10 mg % en cloroformo
Solucién de bilirrubina de 2 mg % en cloroformo
Acido sulfanflico al 0.1 % ( w/v ) '
Acido clorhidrico concentrado.
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Nitrito de sodio al 0.5 % (w/v)

Metanol puro ( 96°)

Agua destilada

Diazo "A® 3 disolver 1 gr de Scido sulfanflico-
de 15 ml de &cido clorhidrico concentrado y afo
rar a 1000 ml con agua destilada.

Diazo "B® g Disolver 0.5 gr de nitrido de sodio
en 100 ml de agua destilada, conservando este -
reactivo en refrigeracién hasta 15 dias.

plazo Reactivo : Mezclar 10 ml de diazo "A% con
0e3 ml de diazo "B®, Este reactivo es inestable

por lo tanto es necesario prepararlo cada ver que

METODO 1
A)

B)

<)
D)
E)

r)
G)

use,

Colocar en un tubo de ensayo "P% 8.6 ml de ww
agua destilada con 1 ml de diazo reactivo y =
0.4 ml de suero a plasma,

Colocar en tubo de ensayo “B™ B,6 ml de agua~
destilada con 1 ml de diazo "A™ y 0.4 m] de -
suerc § plasma,

Mezclar cada tubo y dejar 15 minutos en reposo
Leer a 535 Wm (lectura de bilirrubina directa)
En otros dos tubos de ensayo ®"P" y “B® se colo
can 5 ml cde cada una de las mezclas anteriores
y se le agregan 5 ml de metanol a cada uno, se
mezclan y dejan 5 minutos en reposo.

Leer a 535 Nm (lectura de bilirrubina total)
Bilirrubina indirectasBilirrubina total-Bilirry
bina directa,
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Preparacién de curva de calibracién :

Tubo 1.~ Solucibn de 2 mg % de bilirrubina en clg
roformo 0,5 ml agregando 9.5 ml de metanol que corresw-
ponde a 1.0 mg/100 ml de bilirrubina en sangre.

Tubo 2.= Solucién de 2 mg X de bilirrubina en clg
roformo 1.0 ml agregando 9.0 de metanol que correspon=
de a 2.0 mg/100 ml de bilirrublna en sangre,

Tubo 3e— Solucidn de 2 mg % de billrrubina en clo
roformo 2.0 ml agregando B.0 ml de metanol que corres-
ponde a 4.0 mg/100 ml de bilirrubina en sangre.

Tubo 4.~ Solucibn de 10 mg % de bilirrubina en ==
cloroformo 1.0 ml agregando 9.0 ml de metanol que corres
ponde a 10 mg/100 mi de bilirrubina en sangre,

Tomar 4 ml de cada una de estas soluclones testi-
go, &ftadir 5 ml de metanol y 1 ml de diazo reactivo, =
mezclar, leer & los S minutos a 535 Nm contra un blan-
co con 4 ml de agua, 5 ml de metanol y 1.0 de diazo "A".

APLICACIONES CLINICAS 1

Eil valor de un resultado anormal de bllirrublna -
sérica “total estriba especificidad para la disfuncién
hépatica. E1l aumento por encima de lo normal, indica -
superproduccibn (AemS14isis intravascular), algln tipo-
de enfermedad hepatocelular (hepat{tis), & afeccién --
del tracto biliar ( coledocolitfasis ). Sin embargo, =
la concentracidn total de bilirrubina no es un indica~
dor sensible de obstrucciSn billar & lesién hepatocely
lar, ya que puede encontrarse cirrosis acentuada & cll
culos en el <¢olédoco a pesar de que aparezca normal.La
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separacién en los componentes "indirecto® {(no conjugado)
wdirecto™ (conjugado), es esencial para detectar enti-
dades caracterizadas por hiperbilirrubinémias indirects,
por ejemplo, cuando el componente indirecto excede de-
1.0 mg % mientras que el directo es menor del 20 %, ==
Cuando 1la bilirrubina directa llega al 30 % & més, sO-
bre 1a total, la divisisn no ayuda a determinar si la=-
ictericia es de origen intra o extra hepAtica. La ele-
vacldn de la fraccibn conjugada indica que hay una le-
s1én leve & primariz de la hepatocitos, aunque la con=
centracién sérica total permanezca normal,

VALORES NORMALES 1

Billirrubina "directa™ conjugada hasta 0.15 mg we=
por 100 ml de sangre.
Bilirrubina total hasta 1.0 mg/100 ml de sangre.



DETERMINACION DE BILIRRUBINA URINARIA

FUNDAMENTO @

La determinacién se basa en la copulacién de una~
sal de diazonio con bilirrubina, dicha sal contiene P-
nitrobenzeno diazonio P-toluenc. Las tabletas contie—~
nen ademfs, 8cido sulfosalicilice y bicarbonato sSdico
con el fin de facilitar un medio &cido para la reaccién
y una mezcla efervecente que asegurard la disolucibn -
de la tableta al agregar la muestra,

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Tubos de ensayo.

Tabletas de reactivo ( P=nitrobenzeno diazonio -«
P-Tolueno)

Orina fresca 8§ recien obtenida.

METODO 3

A) Emplear orina fresca y sin centrifugar, mezclar
bien la muestra de la orina.

B) Colocar en un tubo de ensayo aproximadamente -
1 ml de orina y agregar una tableta de reactivc

) Al cabo de 30 a 60 sequndos comparar el color-
de la reacciln con la escala cromitica dada por
el laboratorio de fabricacidn del reactivo,
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EXCRECION DE BROMOSULFALEINA

FUNDAMENTO 3

La inyeccibn por via intravenosa de 5 mg/Kg de =
peso del colorante es acarreado por la albfimina al -
higado, donde es prontamente conjugado con glutecl&n,
cistefna y cisteina-glicina, la cufl es excretada en-
la bilis como tal.

La prueba mide la cantidad de bromosulfalefna en
el suerc despufs de un tiempo limite y por lo tanto =
la capacidad del higado para conjugarla y retirsrla=--

del plasma. ( 17 ), ( 55 )

MATERIAL ¥ REACTIVOS 3

Espectofotémetro

Aguja calibre 12

Jeringa de 20 ml

Cronémetro

Tubos de ensayo

Solucién inyectable de 8.S.F. 50 mg/ml
Hidréxido de sodie O. § N.

Acido clorhfdrico 0. 5 N.

Agua destilada

Peso y altura del paciente.
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METODO 3

A) Se canaliza una de las venas del codo con aguja
calibre 12,

B) Se toman 10 ml de sangre que sSe emplearan comd
blanco, en un tubo de ensayo sin anticoagulan-
tes.,

C) En el mismo brazo canalizado se inyecta 150 mg/
mz de superficie corporal con un tiempo para =
inyectar el colorante entre 30 y &0 segundos.

D) Poner en marcha el cronémetro

E) Recoger del brazo contrario al que se le aplich
el colorante, 10 ml de sangre en un tubo sin -
anticoagul antes.

F) Se colocan 2 tubos de ensayo y se agregan los-
reactivos y suero como a continuacién se mues-

tra.
Tubo "Bn Tubo "p%
Agua destilada a8 ml 8 ml
Suero 1ml 1m
Acido clorhidrice 1m -
Hidréxido de sodio - 1m

G) Se mezclan los tubos por inversifn y se leen ~
a 580 Nm. se hace una dilucibn del colorante -
con hidréxido de sodio 0. 5 N. a 0,005 N que -
tendré una concentracién de 1 mg/ml y se toma-
como referencia al problema.

APLICACIONES CLINICAS :

Esta es una de las pruebas funcionales hepéticas-
més sensibles de que se dispone para dar resultados ==
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anormales en afecciones hepatobiliares de toda clase =
( de origen intra y extrahepfticas ), cuando no hay ic
tericia demostrable por los estudios clinicos, la prus

ba tiene

1le=

2e=

3e=

3 aplicaciones principales

Detecta cirrosis "inactiva™ ( retencién anor-
mal ha sido descubierta en mfs de 90% de ca=-
sos histelégicamente comprobados).

Descartar vlrices esoffgicas sangrantes { un-
valor normal en caso de hemorragis del tracto
gastrointestinal superior, constituye eviden
cia de que el paciente esth libre de enferme-
dad hepftica).

Deteccibn temprana de infiltracién ( amiloidg
sis, granulosa ) & enfermedad que ocupa espa=-
cio ( quistes & abscesos ) dentro del paréne=-
quina, cuando la retencién anormal puede ser-
el Gnico indice de disfuncidn hephtica.

Las principales limitaciones de la prueba son

Llew

2e=

Ofrecen poca ayuda diagnbstica en presencia =
de ictecia, si se excluyen las hiperbilirrubj
nemias y hemblisis congénitas.

Muchas condiciones pueden dar resultados posi
tivos falsos (por ejemplo, la administracibn-
de &cido yopanoico en 1as 24 horas anterlores
a la prueba, la obesidad, fiebre, el ajercicio
la diabetes mellitus).

La administracién de B,S.F. puede causar efectose

téxicos.
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VALORES NORMALES 7

Menos del 7% en un tiempo de 45 Min,

PRUEBAS BASADAS EN EL METABOLISMO DE LAS PROTEINAS

Introduccibdn 3

Se ha observado desde hace varios afios la elevacién
de giobulinas séricas a partir de paclentes con enferme
dades del hf{gado. E! amplio uso de las pruebas de flocy
lacién y turbiedad del timol para el diagnéstico de afeg
ciones hepdticas han sido responsables de que el inte--
r&s por dichas pruebas de elevaciones de globulinas sea
grande,

Estas pruebas han podido detectar principalmente -
cambios pequefios en las fracciones de globulinas séricas
sin embargo en algunos casos, como en la prueba de tur-
biedad del timol, por ejemplo la concentracién de 1iqui
dos séricos tienen el efecto de aumentar la intensidad=
de la reaccién,

Los métodos usuales de determinacidn ce protefnas
que dependen de la determinacibdn de nitrdgenc estén su
jetos a considerables erroresjy Puesto que las técnicas
ademfs de consumir mucho tiempe, los cambios pequefos-
en la concentracién de globulinas no son aparentes.
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Los cambios an los niveles de globulinas pueden-
detectarse o demostrarse mejor por medios electrofor$
ticos, pero dichas técnicas no son aplicables en labora
torios de rutina,

Las diluciones de suero con soluciones de baja -
fuerza l8nica decrecen la soclubilidad de las proteinas
y bajo ciertas condiciones la mayoria de globulinas =
pueden ser precipitadas, &ste principie es utilizado-
en la prueba de turbiedad del timol y su grado de posi
tividad depende; en enfermedades agudas del higado,-='
de la elevacién 6§ incremento de los niveles de la frac
cibn gamma de las globulinas séricas.

La intensidad de éstas reacciones no son siempre
proporcionales al incremento en la cantidad de gamma-
globulina en el suero.

Las técnicas de determinacibn de las fracclones-
separadas de globullpas, aunque, la purificacién de--
antigenos y elaboracién de los medios de prueba son -
costosos y difficiles de obtener.

La técnica turbidimétrica provee un indice del -
grao de slevacién de gamma globulina del suero de pa-
clentes con enfermedad hephtica.

En estas técnicas la dilucibn del suero con dilu
ciones de sales de metales pesados precipitan varias-
fracciones de’ globulinas de acuerdo a la concentra=-
cién del metal usado. El anflisls electroferético de-
dichos precipitados, demuestra que su composicibn es-
enteramente de gamma globulina., Estudios con suverc de
pacientes con hepatitis demostraron que las concentra
ciones de precipitados de protefnas son proporcionaleg
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al incremento en la cantidad de gamma globulina en el-
suerc.

Las técnicas de determinacién de las fracclones se
paradas de globulinas, aunque, la purificacién de anti
genos y elaboracifn de los medios de prueba son costo-
sos y diffciles de obtener.

La técnica turbidimétrica provee un {ndice del --
grado de elevacién de gamma globulina del suero de pa-
cientes con enfermedad hepitica.

En &stas técnicas la dilucibn del suero con dilu-
ciones de sales de metales pesados precipitan varias -
fracciones de globulinas de acuerdo a la concentracién
del metal usado. El anflisis electroferktico de dichos
precipitados demuestra que su composiclén es enteramen
te de gamma globulina. Estudios con suero de pacientes
con hepatitis demostraron que las concentraclones de =
precipitados de proteinas son proporcionales a un ine-
cremento de gamma globulina.

Desde hace varios aflos se sabe que los pacientes=
con enfermedad hepitica grave como también con icteri-
cla obstructiva, presentan problemas de coagulacibn.

En 1940 se observd que el déficit de vitamina "K®
ocasiona hiprotrombinemia y que la vitamina "K©, que -
es soluble en grasas requiere para su absorcibdn la pre
sencia de sales biliares. Esto condujo al conocimiento
de que la tendencia en la hemorragia en la ictericla -
obstructiva podia mejorarse con la administracién pa--
renteral de vitamina “K%, pero la hipoprotrombinemia -
del paciente con enfermedad hepStica no volvia a la -=
normalidad tras la administracién parenteral de vitami
na "K® sobre &stas bases se fund® una prueba de fun-—
ci6n hepltica, la administracién de una dosis estable-
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cida de vitamina ®K" a un paciente con ictericia obs-
tructiva normalmente restablece el tiempo de protrombi
na prolongada a un tiempo normal, mientras que falla-
en los pacientes con hipoprotrombinemia que presentan
una enfermedad hep&tica intr{nseca.

Esta prueba ha sido considerada por algunos, de=
clertoc valor en el diagnéstico diferencial de icteri-
cia,
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

FUNDAMENTO 8

La prueba se basa en la coloracifn caracteristica
adquirida por el contacto con el cobre, formando com=~
plejos, en los cuales el cobre en solucibn como Cu '2,
se une con varios grupos de péptidos en un medio alca-
lino, reproduciendo un color azul morado que es medido

por un espectrofotémetro. (13 ), ( 26 )

MATERfAL Y REACTIVOS 3

Espectrofotémetro

Balanza analftica

Cronémetro

Tubos de ensayo

Solucién de hidréxido.de sodioc al 10%

Sulfato de cobre pentahidratado

Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado.

Cloruro de sodio al 0.85%

Agua destilada

Solucién testigo de alblimina de 1 mg/ml

Suerc 1,0 ml

Preparacién del reactivo de Gornall i Colocar en -
un matraz aforado de 1000 ml sulfato de cobre pentahidra
tado 1.5 gr, tartrato de sodio y potasio tetrahidratado
6 gr disolver en 500 ml de agua destilada, agregar 300-
ml de hidréxido de sodic al 10%
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Enfriar y completar a 1000 ml con agua destilada. El
reactivo se conserva por tiempo prolongado, debe des
cartarse si presenta turbiedad & precipitaciones.

Preparacibén de solucidn de hidrbéxido de sodio al ==
0.85%, se colocan 8.5 gr de cloruro de sodio en 1000
ml de agua destilada.

METODO 1

A) Tubo 1 (testigo) 0.1 ml de solucién testigo,
1 ml de solucién salina, 8.0 ml de reactivo
de Gornall.

B) Tubo 2 (problema) 0.1 ml de suero 1.9 de sp
lucién salina, 8.0 ml de reactivo de Gornall.

€) Tubo 3 (blanco) 2 ml de solucibdn salina, 8-
ml de reactivo de Gornall.

D) Mezclar y dejar 20 minutos a temperatura ame-
biente, leer a 540 Nm contra blanco de reac=-
tivos.

Densidad &ptima de problema
Densidad &ptima de testigo
testigo = gr de proteina / 100 ml

CALCULO 3 X concentracién

APLICACIONES CLINICAS :

El higado es el encargado de la sf{ntesis de mu-
chos de los constituyentes protéicos del plasma 3 Albg
mina, Fibrinégeno, Protrombina y otras proteinas e--
senciales para la coagulacién de la sangre.

En sujetos sancs, el higado conserva relativamep
te constante la concentracibn plasmitica de substanciag



gracias a que las sintetiza con velocidad aproximada a
su destruccién. En estados patolbgicos, al disminuir -
la masa de c€lulas hepSticas funcionales, el equilibrio
se rompe,

As{ pues el descanso de la concentracibn de albl-
mina por debajo de 3 gramos por 100 ml suglere insufi-
ciencia hepftica y naturalmente, en presencia de icte-
ricla indica origen hepatocelular.

Esta alteracidn suele presentarse en enfermos con
insuficiencia hepStica cr8nica, con més rareza en la ~
aguda.

VALORES NORMALES 3
De 6.50 a 8 gramos / 100 ml de suero,



82

DETERMINACION DE GLOBULINAS SERICAS

FUNDAMENTO 3

Esta determinacifn se basa en la precipitacién de
varias fracciones de protefnas en contacto con sales -
de metales pesados en determinada concentracién y PH -
determinado. (14), (27)

MATERIAL Y REACTIVOS @

Espectrofotémetro

Bafic Marfia

Tubos de ensayo

Pipetas 1,5 10 ml

Matraz aforado 1000 ml

sulfato de Zinc

Veronal § barbiturato &cido

Veraonal S&dico

Agua destilada

Tiras de PH

0.1 ml de suero

Preparacién del reactivo de Kunkel

Poner 24 mg de sulfato de zinc pentahidratado, =
280 mg de &cido barbitlrico y 210 mg de barbitura=
to de sodio, calent8ndolo para disolver en 800 ml=
de agua destilada y enfriar completando a 1000 ml~
la solucibn,debe tener un PH de 7.5



83

METODO

A) En un tubo de ensayo se coloca 0.05ml de suero
y 3 ml de reactivo (sulfato de zinc) bufferado,
se mezcla.

B) Se deja reposar 30 minutos.

C) Se lee la turbiedad en un espeactrofotémetro a=
350 Nm.

Preparacibén del Standard : Tomar 1.15 gr de clory
ro de bario dihidratado y llevar a 100 ml, tomar 3 ml=-
de &sta solucibn y llevar a 100 ml con fcido sulfirico
0.2 M, &sta solucién de sulfato de barlo tiene una tug
bledad de 20 unidades.

APLICACIONES CLINICAS 1

La elevacién de las globulinas en el plasma se de
be a una reaccién del sistema reticulo endotelial; se-
encuentra sobre todo en cirrosis y hepatitis crénica y
en enfermos con ictericia hemolitica., Es discreta en -
hepatitis aguda y no se observa en las obstrucciones -
biliares, a menos que tales alteraciones patoldgicas -
sean crénicas & hayan producido dafo hepftico secunda-
rioc.

La separacifn y cuantificaciédn de las distintas -
globulinas gamma & inmuno globulinas en sus fracclones
IgG, IgA, IgM han sido de utilidad en el diagndstico-=
diferenclal de las ictericlas, en efecto, la IgM que =
normalmente no sobrepasa la concentracién de 190 mg ==
por 100 ml de suero, sobrepasa dicho limite en algunos
pacientes con cirrosis biliar primaria. En cambio, la=
concentracién de &sta inmunoglobulina no se eleva en -
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otros tipos de colestasis ni en los pacientes con obs-
truccibn de las vias billares extra heplticas.

VALORES NORMALES 13

HAsta 12 unidades.
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PRUEBA DE TURBIEDAD DEL TIMOL

FUNDAMENTO 1

Diluciones del suero de pacientes con afecciones =
del higado, con soluciones de baja fuerza ibnica, decre
cen la solubiiidad de las proteinas y bajo ciertas con
diciones, las mayorfas de las globulinas quedan insolu=-
bles y se precipitan, dando una turbiedad a la solucibn
que es medida con el espectrofotémetro dicho incremento
de la turbiedad depende del incremento de gamma globu--
1inas del suero, ( 23 ), (43)

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Espectrofotémetro

Balanza analfitica

Tubos de ensayo

Pipetas de 0.2, 1,5, .y 10 ml

Matraz aforado de 100 y 1000 ml

Bafo Marfa

Acido barbitfirico & veronal

Barbiturato de sodio

Solucibn al 10 % de timol en alcohol de 95°

Agua destilada

0+1 ml de suero

Preparacién de reactivos t Buffer de media concen=
tracidn, colocar 1.380 gr de &cido barbitirico y =
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1.20 gr de barbiturato de sodic. Disolver en 800 ml
de agua destilada, calentando a ebullicibn, enfriar
agregar 5 ml de timol al 10% en alcohol de 95°. A~
gitar y completar con agua a 1000 ml,

Reactivo de uso t 0,5 ml de solucibn de timol al ==
10%, 95.5 ml del buffer de concentracién media, agi
tar hfsta la disolucibén completa, sin que deban ob-
servarse gotas aceltosas en el cuello del matraz.

METODO 13

A) En un tubo de ensayo colocar 0,05 ml de suero y-
3 ml de reactivo de uso. Mezclar,

B) Dejar en reposo durante 30 minutos.
C) Leer contra blanco de reactivos a 670 mm

Preparar una solucién standard como sigues 1.15 gr
de clorurc de bario dihidritado por 100 ml, tomar=
3 ml de ésta solucién y llevarla a 100 ml con &cide
sulflrico 0.2 M &sta solucibn de sulfato de barilo -
tiene una turbiedad equivalente a 20 unidades.

APLICACIONES CLINICAS 13

Es positiva (arriba de los valores normales) en he-
patitis infeccliosa y en general en toda ictericia hepatg
celular, en cirrosis con inflamacién mesengquimal como =-
hepatitis cirrotica, cirrosis atréfica con exacervaciones
ictéricas, también es positiva en endocarditis, neumonias,
tuberculosis pulmonar, mielomas como algunos ejemplos de
enfermedades extra hepfticas,
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VALORES NORMALES 1

be 0-4 unidades.

TIEMPO DE PROTROMBINA Y PRUEBA DE LA VITAMINA ®K%

FUNDAMENTO 3

El tiempo de protrombina que se altera, prolongap
dose cuando no hay absorcién adecuada de su precursor-
la vitamina "K® § cuando el hfgado no puede utilizarla
para la sintesis de la protrombina. (2 ), ( 31 )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Balanza anal{tica

Jeringa de 1y 5 ml
Centrifuga

Bafio Marfa

Pipetas de 1 y S ml
*itonadioma { vitamina "Ki® )
Citrato de sodio G.1 M
Tromboplastina activada
Cloruro de calclo 0.025 M
Tubos de ensayo
Cronbmetro

2 ml de suero.
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METODO

A) Determinacibn del tiempo de protrombina por el
método de Quick.

B) Administrar de 60 a 100 mg de fitonadiona en =
inyeccibn intramuscular 8 intravenosa.

C) Extraer sangre a las 6 y 12 hrs. después para-
la determinacibn de protrombina.

APLICACIONES CLINICAS 1t

Un tiempo prolongado de protrombina no es especi-
fico para la hipovitaminosis Ki, ya que se puede modi-
ficar por la deficiencla congénita de los factores de-
coagulacibn y por las @rogas {warfarina),

Esta prueba no es un indicador sensible de lesibn
célular hepltica, pues el tiempo de protrombina puede-
ser normal & ligeramente prolongado en cirrosis severa,
La respuesta a la aplicacién parenteral de vitamina Ki,
no siempre permite distinguir entre la hipovitaminosis
debida a la afeccién del parénquina hepltico y la pos-
terior a ictericla obstructiva crénica, ya que la ocly
s5ién extrahepfitica del tracto biliar esth con frecuen-
cla asociada a lesibn célular hepitica secundaria. El-
tiempo de protrombina tiene valor diagnbstico en afece
clones hepatocelulares agudas y crbnicas. Un tiempo re
ducido de protrombina (mencs de 40% del control), que-
no responda a la administracién de vitamina Ki, es casi
siempre la finica prueba funcional que suglere el desa-
rrollo inminente de una insuficlencia hepitica fulminan
te.
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VALORES NORMALES 1

‘Cuando no exceda de 3 sequndos en comparacibn & -
referencia a un testigo normal que pueda dar de 11 a 15
segundos.

PRUEBAS BASADAS EN EL. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

INTRODUCCION

La prueba de tolerancia a la galactosa se ha a pli
cado durante muchos afips al estudio de la enfermedad he
pitica. E1 higado normal es capaz de convertir la galag
tosa en glucosa, que es almacenada en forma de glucbgeno
por lo tanto la prueba de tolerancia a la galactosa es-
una prueba empleada para valorar la capacidad del higa-
do para metabolizar los carbohidratos, La galactosa eg-
un carbohidrato gue no tiene un umbral para su elimina-
cién y por 1o mismo es excretada flcilmente por los ri-
fiones, excepto en los casos de insuficiencia renal.

La administracibén de galactosa da lugar a la pere=-
sistencia de niveles anormales en la sangre durante vae
rias horas y a la excrecibdn urinaria de cantidades anor
males de galactosa.

Aunque antiguamente fuf recomendada por varios aue
tores para el diagndstico diferencial de las ictericlas,
nunca se ulilizb mucho vy en la actualidad es muy raroe-
su empleoc.
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TOLERANCIA A LA GALACTOSA

FUNDAMENTO 3

Los m&todos para la determinacibn de galactosa en =
sangre 8 en orina ordinariamente implican eliminaclén de
glucosa por fermentacidn con levadura por tratamiento con
oxidasa de glucosa.

La concentracién de los azicares reductores remanen
tes determina entonces y se expresa como galactosa. Se =
han propuesto varias modificaciones de &stos métodos y =
todos adolecen de falta de especificidad.

Con el hecho de disponer ahora de oxidasa de galace
tosa se puede presentar un método mhs especifico. ( 28 )

( 48)
MATERIAL Y REACTIVOS 1

Espectrofotémetro

Balanza analftica

Centr{fuga

Cronémetro

pipetas 1,5, y 10 ml

Matraz volumético de 50, 100, 1000 ml
Tiras de PH

Amortiguador de fosfatos PH 7.0
Tritén X-100

Ortotoluidina
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Metanol puro
Peroxidasa

Oxidasa de galactosa
Sulfato de Zinc
Hidréxido B&rico
Standart de galactosa
Agua destilada

1 ml sangre u orina,

preparacién de reactivos : Reactivo enzimbtico 1 en
un matraz de 50 ml.se colocan 2.5 mg de ortotoluidina que
se disuelve con 0.5 ml de metanol y se agrega 30 ml de a
mortiguador de fosfatos PH 7.0 Se agregan enseguida 2.5=-
mg de peroxidasa y 4 mg de oxidasa de galactosa se meze=
clan hasta la disolucién y se agregan 5 ml de tritén =--
X=100 al 2% se diluyen hasta la marca con el amortiguador
de fosfatos.

Preparacién del amortiguador de fosfatos PH 7.0 :.-
poner 5.79 gramos de fosfato Scido de sodic anhidro, 3,53
gramos de fosfato Acido de potasio anhidro en un matraz-
volumétrico de 1000 m)} se diluye con agua hasta la marca
ajustar el PH a 7,0 con 8cido clorhfdrico 0.1 N 6 hidréxi
do de sodio de 0,1 N

Preparacion del tritédn X-100 al 2% V/V @ Se diluye-
2 ml de tritén X~-100 a 100 m! en un matraz volumétrico de
100 m con agua destilada.

Preparaclén de amortiquador de glicina 0.25 M PH =~
7.0 1 12.22 gramos de glicina con 9.5 gramos de cloruro=-
de sodio en 1000 ml agregar 300 M! de agua y 87.5 ml de-
hidréxido de sodic 1 N mezclar y diluir hasta la marca -
con agua destilada y checar PH.
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Preparacibn de amortiguador de glicina 0,25 M -
PH 7.0t 12,22 grames de glicina con 9.5 gramos de --
cloruro de sodio en 1G00 ml, agregar 300 ml de agua-
¥ 87.5 ml de hidréxido de sodio 1 N mezclar y diluir
hasta la marca, con agua destllade y checar PH.

METODO

A) Poner 0.5 ml de agua destilada en 3 tubos de cen-
trifuga de 12 ml marcado como Xi, SZ, 51, Agregar
1 ml de agua en otrec tubo “B" testligo.

B) Se agrega 0.5 ml de sangre u orina al tubo Xi y =
0.5 ml de los standart de galactosa a Sl y 52 mez
clar.

C) A cada uno de los tubos poner 2 ml de hidréxido -
de bario 0.3 N. mezclar y agregar 2 ml de sulfato
de zinc al 5 % y dejar reposar 5 minutos.

D) Centrifugar S minutos los cuatro tubos a 2500 r.p.
m. hasta tener un sobrenadante claro.

E) Colocar 2 ml de sobrenadante en cuatro tubos de =
ensayo marcado como Xi, S2, Sl, y “B%,

F

~

Agregar 2 m]l de reactivo enzimltico a todos los -
tubos y ponerlos a bafic maria a 37° C.

G) Despubs de una hora, agregar 6 ml de amortiguador
de glicina para {nterrumpir la reaccidn y estabi-
lizar el carbohidrato. Mezclar bien y leer a 425nm.
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Abs X-Abs "B"

CALCULO : Mg de galactosa/100 ml m ==r=—r—mcaco v =
Abs S-Abs "B®

Conce Ste. Galacte
APLICACIONES CLINICAS 3

Aunque la prueba es de un valor clinico pobre en
la evolucibn de la funcidn hepitica, su limitacibén ma
yor e$ su insensibilidad., La tolerancia anormal no es
manifiesta hasta que no ocurre una destruccibn grave-

- de las célular hepiticas, sin embargo una disminucibn
progresiva de la tolerancla guarda un paralelismo con
necrosis en desarrollo de cflular heplticas, y puede=
ayudar a distinguir entre una ictericia obstructiva y
una hepatitis, no obstante su uso ha sido desechado.

VALORES NORMALES 3
No exceder de 42 mg/100 ml después de 60 minutos.
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PRUEBAS BASADAS EN EL METABOLISMO DE GRASAS

INTRODUCCION 1

Los 1ipidos de la sangre (colesterol, fosfolipi-
dos, triglicéridos) son, por definicién insolubles en
soluciones acuosas por 1o gue no se encuentran libres
en el plasma sangulneo, sinc que entran a €1, circulan
y salen unidos a proteinas, &stos complejos de 1ipidos
y protefinas pueden ser clasificados en funcién de su-—-
densidad, gracias a la ultracentrifugacibn en: Lipopro
tefnas de muy baja densidad, kilomicrones, lipoprotei-
nas de baja densidad y lipoproteinas de alta densidad.

Los kilomicrones se componen principalmente de ==
triglicéridos, que siendo de origen exSgeno y proceden
te del intestlino, son transformados en la sangre a la-
que llegan a través del conducto torfxicoe. Solo una ==
pequefia fraccidn de los kilomicrones es depurada por =
el higado.

Las lipoprotefnas de muy baja densidad transpor==-
tan triglicéridos que proceden del higado, donde son -
sintetizadas, y se dirigen al tejido muscular y adipo-
sos para servir como fuente energética; al'perder gran
parte de su contenido de glicéridos y parte de su pro-
teina, las lipoproteinas de muy baja densidad se cone--
vierten en lipoproteinas de baja densidad, las que con
tienen un 50% de colesterol y el resto de fosfol!pidos
y proteinas., Finalmente las lipoproteinas de alta den-
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sidad son 1as que tienen mayor contenide protefnico y =
no participan directamente en el transporte de glicéri-
dos.

El higado es el principal 8rganoc de sintesis, de--
gradacién de lipoprotefnas del plasma, por 10 que es —-
comprensible que &stas experimentan cambios cuando la -
funcién hepltica se perturba.

Los métodos usados para la determinacibn de coles~
terol y Esteres de colesterol, fueron revisados por ===
Bloor, Knudsen, Perry, Kelsy y otrosj en todos &stos ==
métodos el colesterol libre es separado de los Esteres-
por precipitacién con digltonina para una determinacibn
cuantitativa de ambos, colesterol libre y combinado; =~
casi todos los métodos utillizan la reaccibn de color de
Lieberman=Burchard.

varios procedimientos son usados para la extraccibn
del colesterocl de la sangre. Bloor, los extracta de =e=
sangre fresca con una mercla de alcohol y &ter, Myers =
Yy Wardell a partir de sangre seca con cloroformo,
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DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL

FUNDAMENTO 3

€1 §cido paratoluensulfénico en medio acktico reag
ciona con el colesterol para formar un complejo que con
anhidrido acktico y Scido sulflrico concentrado, se vuel
ve de color verde, cuya intensidad es proporcilonal a la
cantidad de colesterol presente. { 30 )

MATERIAL Y REACTIVOS @

Espectofotbmetro

Tubos de Ensayo

Pipetas de 5, 10 y 20 ml

Acido acético glacial g.p.

Acido paratoluansulfénico q.p.

Anhf{drido acético q.p.

Acido sulflrico q.pe.

Colestercl q.p.

Preparacibn de reactivos 1 Solucibn acética de $ci
do paratoluensulfénico al 12 % 1 12 gramos de hcido -—-
paratoluensulfbfnico, aforando con fcido glacial s 100 -
ml,

Solucibn colesterol 400 mg/100 m)l : 4 gramos de Colestg
rol, aforando a 100 ml con &cido acético glacial,
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METODO 13
A) Marcar 3 tubos de ensayo con leta P, B y E.

B) Poner 0.1 ml de suero al tubo P y 0.1ml de aqua al =
tubo B, al tubo E ponerle 0.1 ml de la solucién de =
colesterol

C) A los tubos P y B agregarles 0,1 ml de &cido acético
glacial, al tubo P agregar 0.1 ml de agua destilada.

D) Agregar 0.5 ml de solucién acética de Scido paratoe-
luensulfénico al 12% a cada uno de los tubos.

F) Dejar la mezcla a temperatura ambiente hasta que se-
enfrie afadir 0.2 ml de Acido sulflirico concentrado,
agitar vigorosamente.

G) Dejar 20 minutos a temperatura ambiente, y leer a =
550 mm ajustando con el tubo B a cero de densidad =
éptica.

Curva de calibracién 13

De la solucibn de colesterol de 400 mg en 100 ml. to
mar 10, 20, 30, 40 y 50 ml y aforar a 50 ml con 8cido -
acktico glaclial para obtener las concentraciones siguien
tes 3

80, 160, 2r0, 320 y 400 mg en 100 ml
Solucién de colesterol m) de &cido acftico Mg en 100ml

4 mg en 1 ml glacial ¢,b.p.
10 50 80
20 S0 160
30 S0 240
40 50 320

50 50 400
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De cada uno de éstas diluciones, tomar 0.1 ml y -
continuar como se indica en la técnica a partir del paso
¢} en la indicacién del tubo E. '

APLICACIONES CLINICAS 13

Las lipoprote{nas plasmbticas, especialmente las de
baja densidad 5 betalipoproteinas, y por ende el coleste
rol plasmhtico descienden cuando hay insuficiencia hephti
ca.

Este descenso no solo tiene un valor diagnéstico sino
prondstico, pues la concentracién baja de &stas fraccio-
nes indica deteriorc progresivo de la funcibn hepatocelu
lar, en cambio, la tendencia a la recuperacibn de niveles
normales es indicativa de recuperacibn.

El descenso de la proporcifn del colesterol esterifj
cado es caracteristico de la insuficiencia hepltica y, --
por consiguiente, de la enfermedad parenquimatosa del hf-
.gado, y ayuda a diferenciar la hipocolesterolemia de ori-
gen hepdtico de las que se deben a otras causas, tales —-
comos Absorcidn intestinal deficiente, hipertiroidismo y-
estados febriles prolongados.

En las hepatopatias per obstruccidn biliar extra ---
hepftica y en las que se deben a colestasis intra hephtica
se elevan las lipoproteinas de baja densidad a betalfpo=--
protefnas y, en consecuencia el colesterol total del sue=-
ro, cuya concentracién suele sobrepasar los 300 mg/100 ml
y llega a alcanzar cifras de 1000 mg/100 ml.
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En los enfermos por obstruccidn biliar crédnica=
la disminucibn del colestercl total, previamente eleva
do, indica dafio hepatocelular secundario y tiene, por=
ello, gran valor diagnéstico.

VALORES NORMALES 1

Colesterol total 3 Adultos de 160 a 240 mg/100 ml
nifios: 130 a 180 mg/100 rl.
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PRUEBAS BASADAS EN LA CUANTIFICACION DE ENZIMAS

INTRODUCCION 3

El citoplasma de las célular parenquimatosas hep§
ticas es rico en enzimas que catalizan mOltiples funcip
nes metabblicas realizadas por dicho érgano, Cuando las
células del parénquima se lesionan o destruyen, algunas
enzimas, inclufdas las transaminasas del suero y la des
hidrogenasa l&ctica, son liberadas hacia la circulacién.

La aparicibn de actividad enzimftica o su incremen

to, llega a ser demostrable al fgual que la disminucién
de la colinesterasa,
La accibn de la fosfatasa alcalina sérica que se origi-
na en el higado, no procede de las células parenquima--
tosas, sino mas blen de las que recubren el tracto bi--
liar; la actividad se eleva principalmente en las afec=~
ciones hepdticas caracterizadas por obstruccién.

Las dos trsnsaminasas séricas que se determinan -
normalmente durante una enfermedad hep&tica son la tran
saminasa glut8mico pirQvica ( TGP ) y la transaminasa =
glutSmico oxalacética ( TGO ). Las medidas de su activi
dad constituyen indicadores sensibles de lesiones hepa=
tocelulares difusas, puesto que los niveles clevados ==
estfn entre las primeras ancrmalidades bloqufmicas pos-
teriores a la lesién o muerte del hepatocito.

Sin embargo, &sta sensibilidad se ve compromatida-
por la falta de especifidad del brganoc. Las transamina-
sas se localizan en altas concentraciones en el miocar=
dio, el mlsculo esquelético y los rifones y su actividad
aumenta cuando uno de &stos érganos se lesiona.
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Karmen, Wreblewki, Ladue realizaron una medicién-
de l1a actividad de las transaminasas en un estudio so=-
bre cromatografia en papel, sin embargo dicha téecnica-
escapa por shora a su aplicacién rutimaria en la mayoria
de laboratorios,

Retman y Franguell llevaron a cabo la medicibn con
un método m&s sencillo y accesible a cualquier laborato
rio, &stos métodos colorimétricos son suficientemente—-
exactos y sSensibles en la determinacibén de la actividad
enzimftica como lo son los métodos en determinacién de-
u.

La fosfatasa alcalina se encuentra en grandes con-
centraciones en diversos 6rganos (huesos, higado, rifio-
nes, mucosa intestinal),

Dentro de varios aspectos Interesantes de su meta-
bolismo, las rutas de eliminacién de las fosfatasas ——-
alcalinas, son variadas, encontrindose una a través de-
la via biliar, por lo que su elevacidén en la sangre pug
de ser signo de un trastorno hepitico-biliar.

Se han llevado estudios sobre la determinacibn de-
la iscenzima de la fosfatasa alcalina, separando funda=-
mentalmente la de origen hepStico de la &sea, por m&to-
dos electroféreticos, inmunolbgicos y térmicos cuya com
plejidad no ha permitido que tengan utilizacién en la =
ciinica diaria.

La cuantificacién se realiza por medlo de varias -
técnicas siendo las mis utilizadas las de Bodanky, Kyng
~Armstrong y la de Bessey y Lowry, &sta illtima con la -
ventaja de utilizar una pequefia muestra de suero Con ~-
muy buenos resultados en su cuantificacibn. La distribu
cibn de la deshidrogenasa l&ctica (LDH) por todos los -
tejides del organismo y su falta de especificidad y sen
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sibilidad respecto al dafio celular hep&tico, restringen
la utilidad de la prueba como indicador en el caso espa
cifico, aunque su determinacidn acompafada de otras en=
zimas es un buen dato, para apoyar una lesién hep8tica.

La determinacién de la cetilcolinesterasa § pseu--
docolinesterasa es muy fitil en lesiones hepfticas créni
cas, pues se trata de una esterasa sintetizada por el «
higado en una concentracién alta y cuya determinacién -
colorimétrica llevada a cabo por Ellman es répida y muy
sensible,

Una de las determinacicnes m&s aspeci{ficas de dafo
al higadc consiste en la medicién de gamma-glutamil-~trang
ferasa, la cual también es Gtil en algunos tipos de =-—-
obstruccién biliar de etiologfa principalmente alcoh8lica.
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CETERMINACION DE GLUTAMATO=PIRUVATO-TRANSAMINASA
(COLORIMETRICA)
{ l=alanina t 2eoxoglutarato-aminotransferasa )

FUNDAMENTO 3

ta transaminasa-glut&mico-pirlvica (GOT) catsliza
la siguiente reaccibn 1 SPT
Alanina + & =cetoglutarato glutamato +
Piruvato
El piruvato formadoe reacciona en solucibn alcali-
_na con 2-4 dinitrofenihidrazina. El producto de la reag
cién se mide fotometricamente entre 500 y 560 nm. ( 4 )

{54 )
MATERIAL Y REACTIVOS

Espectofotémetro

Cronémetro

Pipetas 1 y S ml

Sustrate amortiguador (amortiguador de fosfatos =

100 Mmol/L, PH 7.4, Dl-alanina 100 Mmol/L, &-cetg
glutarato 2 Mmol/L).

Reactivo de color (2,4«dinitrofenihidrazina 1.5 Mmol/L}
Hidréxldo de sodio 0.4 mol/L

Solucién patrdn (piruvato de sodio 2 Mmol/L)



104

METODO 3

A) En dos tubos de ensayo marcados "P" (prodblena
agn (planco) se coloca 0.5 ml de solucidn amor tiguado-
ra de sustrato y se intuban 5 minutos en bafic marfia s~
7% ¢, :

B) 3e agrega al tubo *P% 0,1 ml de suero raciente
mezciar e incubar exactamente 30 minutos a 37° C.

C) Se agregan a los dos tubos el reactivo de color
0.5 ml agregando 0.1 ml de suero al tubo "B™ mezclar y-
dejar reposar 20 minutos a temperatura ambiente.

D) Agregar a los dos tubos 5.0 ml de hidréxido de
sodio 0.4 M mezclar y leer el problema contra el blanco
al cabo de 5 minutos & una longitud de onda de 546 Nm

CALCULO 3

TABLA PARA LA OBTENCION DE LA ACTIVIDAD POR VOLUMEN

Extinciones mbtodo UV Extinciones  Mbtodo UV
Convenclonal Convencional
mi/ml mU/ml
Oe2 3 0.30 . 46
0,04 5 0432 S0
0.086 8 0.34 53
0.08 10 0.36 57
0.10 13 0.38 61
012 16 0.40 65
0e14 19 Oe42 €9
0.16 22 044 74
0.18 26 0.46 79
0420 29 0.48 84
0422 32 -0e50 90
0.24 36 0,52 98
0.26 29

0.28 43
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APLICACIONES CLINICAS 3

Las enfermedades agudas del higado dan lugar a
elevaciones de las transaminasas en el suero, de gran
valor para el dlagn$stico. Las elevacliones miximas ==
se han obtenido en casos de hepatitis aguda infeccioe~
sa y téxica. En ‘&stos casos de lesién hepatocelular——
difusa aguda, ambas enzimas se elevan de manera muy -
importante s 400 a 2000 y afin m§s unidades, siendo el
ascenso de la transaminasa pir{ivica ligeramente supe=
rior a la oxalacética. Ambas descienden en forma para
lela a la mejoria clinica para volver a ascender 8i =
ocurre una exacerbacién de la enfermedad.

La cirrosis y otras hepatopat{as crbnicas también
se eleva la actividad sérica de las transaminasas si-
bien de manera moderada: 50 a 250 unidades por ml.

En la ictericia por obstrucclén de las v{as bi--
liares extra hep&ticas, las cifras de transaminasas s
ricas también se elevan, generalmente entre 40-300 -~
unidades, 5010 por excepcidn Se excede la (ltima Cle-
fra, al contrario de lo que ocurre en los casos de =-
{ctericia hepatocelular aguda, de aqui el valor diag-
n&stico de &sta prueba,

En enfermos con lest8sis intra hepbtica, las clg
vaciones en la actividad de las transaminasas séricas
son simllares a las que se observan en los enfermos con
obstruccibn biliar extra hep&tica por lo que, en &stos
casos, no tiene valor para el diagnbstico diferencial.
Los valores de las transaminasas también se elevan en
pacientes con enfermedad del miocardio, musculo esque
letico y otros tejldos. En casl todos los casos las =
transaminasas que se elevan son la oxalacftica mis que
la pirtvica.
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VALORES NORMALES 3

3-17 mu/ml

1 unidad internacicnal (U) de enzima es la canti-
dad de enzima necesaria para transformsr 1 mol de
sustrato en 1 minuto.
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DETERMINACION DE GLUTAMATO-OXALACETATO-TRANSAMINASA
(COLORIMETRICO) (L~Aspar tato-2-Oxoglutarato-Amino--
transferasa)

FUNDAMENTO :

La glutamato-oxalacetato-transaminasa cataliza
la transferencia del grupo amino del glutamato al =
oxalacetato segfin 1a sigulente reacciéni

GOT
Glutamsto + oxalacetato s&-cetoglutarato ¢
aspartato

Para la determinacién de GOT segin Reitman y -~-
frankel se deja actuar el suero problema en solucibn
amor tiguada sobre cetoglutarato y aspartato y se mide
1a cantidad producida de oxalacetato. El producto de=
reacciédn puede determinarse fotometricamente en forma
de 2,4-dinitrofenihidrazona, en solucidn alcalina, --
Puesto que también el &-cetoglutarato que se produce-
en 1a reaccidn forma una hidrazona, se mide en el in-
tervalo de 500 a 560 nm dentro del cual las extinclo=-
nes de las hidrazonas se distinguen en méximo grado,-
se mide a una concentracién subdptima de &-cetogluta-
rato, para no cbtener valores blancos demasiado eleva
dos. (4), (54)
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MATERIAL Y REACTIVOS 3

Espectrofotémetro

Bafto marfa

Cronbmetro

Pipetas 1, 5 ml

Solucisn amortiguadora del sustrato (amortiguador
de fosfatos 100 Mmol/L

Reactivo de coloracién (2,4~dinitrofenihidracina=
1.5 Mmol/L) patrén (concentrado, piruvato sddico 2 Mmol/
L) Hidréxido de sodio 0.4 N.

METQODO 1

A) Colocar en 2 tubos marcados "P® (problema) y-
*Bn (blanco) 0.5 ml de solucién amortiguadora
de sustrato y colocarlos § minutos en bafio --
maria a 37° C.

B) Agregar 0.2 ml de suero al tubo problema, meg
clar e incubar 30 Min. a 37° C ambos tubos.

C) Agregar 0.5 ml de reactivo de coloracién a los
2 tubos y 0.2 ml de suero al tubo "B", Mezclar
y dejar en reposc 20 minutos a temperaturs «=
amblente,

D) Agregar hidréxido de sodio 0.4 N, 5 ml a cada
tubo, mezclar y dejar; después de 5 minutos -
medir 1a extincidn (absorvencia) del problema
contra el blanco & 546 nm.
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APLICACIONES CLINICAS 1@

Las enfermedades agudas del higado dan lugar a ele
vaciones de las transaminasas en el suero, de gran va-
lor para el diagndstico. Las elevaciones m&ximas se han
obtenido en casos de hepatitlia aguda infecclosa y toxi-
ca. En &stos casos de lesibn hepatocelular difusa aguda,
ambas enzimas se elevan de manera muy importantes
400 a 2000 y aln m&s unidades siendo el ascenso de la -
transaminasa pirivica ligeramente superior a la oxala~
cética. Ambas desclienden en forma paralela a la mejorfa
clinica para volver a ascender sl ocurre una exacerba-
cién de la enfermedad.

La cirrosis y otras hepatopatfas crbénicas también
se eleva la actividad sérica de las transaminasas, si-
bien de manera moderada: 50 a 250 unidades por ml.

En la ictericias por obstruccidédn de las vias bi--
liares extrahep&ticas, las cifras de transaminasas sé-
ricas también se elevan, generalmente entre 40-300 uni
dades, solo por excepcidn se excede la (ltima cifra, -
al contraric de lo que ocurre en los casos de ictericia
hepatocelular aguda, de aqui el valor dlagnbstico de 2
ésta prueba,

En enfermos con colestfsis intra hepStica, las e~
levaciones en la actividad de las transaminasas séri--
cas son similares a las que se observan en 1os enfere-
mos con obstruccifn biliar extra hep&tica por lo que,=
en &stos casos, no tiene valor para el diagnbstico di-
ferencial. Los valores de las transaminasas también se
elevan en pacientes con enfermedad del mlocardio, musculo
esquelético y otros tejidos. En casl todos los casos -
la transaminasa que se elevan son la oxalacética més =
que la pirfivica.
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VALORES NORMALES t

2-19 MU/ml

1 unidad internacional (U) de enzima es la canti-
dad de enzima necesaria para transformar 1 mol -~
de sustrato en 1 minuto.

ara la neidn_ d ctivid
por_volumen
Extinciones Método UV Extinciones Método WV
Convenclonal Convencional
mu/ml mU/ml
Q.02 3 0.16 3
0.04 6 0.18 41
0,06 10 0.20 50
0.08 ' 14 0.22 60
Ge10 18 0.24 2
0.12 23 J.26 86

0.14 28



111

DETERMINACION DE GLUTAMATO=OXALACETATO-TRANSAMINASA
(uv )
( L~Aspartato-Z-Oxaglutarato-Aminotransferasa )

FUNDAMENTO 3

La glutamato-oxalacetato-transaminasa (GOT) ww-
cataliza el transporte de nitrdgeno desde el qlutama
to al oxalacetato segln la sigaésnte ecuacibn 3
&=-Cetoglutarato + aspartato glutamato + oxalace
tato.

Para la determinacién cuantitativa de GOT se de
ja actuar el suero problema en solucién amortiguada=
sobre cetoglutarato y aspartato. El oxalacetato pro-
ducido se transforma enzim&ticamente en malato, en =
presencia de malato-deshidrogenasa (MDH), por medio-
de NADH,

NDH

Oxalacetato + NADH + H* malato + NAD

La velocldad de consumo de NADH puede medirse =~
por 1a disminucién de la extincidn en la regibén del-
ultravioleta cercano. 5us valores son directamente «
proporcionales a la actividad de la GOT.

MATERIAL Y REACTIVOS @

EspectrofotbSmetro

Cronfmetro

Pipetas de 1y 5 ml

Solucibn de sustrato {(disolvente)

Mezcla de enzima y amortiquador

La concentraciébn en la prueba es la siquiente:



Amortiguader de fosfatos 80 Mmol/L a PH 7.4, -
L-aspartato 200 Mmol/L; &-catoglutarato 12 Mmol/Lg-
- NADH 2 0,18 Mmol/L: LDH 1.2U/mL; MDH 0.6 U/ml.

METODO

A) Afiadir a un frasco de mescCla de entimad y amogp
tiguador 2 ml de solucién de sustrato, esperar dos =
minutos hasta la sisolucidn completa.

B8) Agregar 0.5 ml de suero § plasma, mezclar y-
pasarlo enseguida a una cubeta fotométrica, medir =e
la extincidn al cabo de 1 minuto y, simulténeamente-
poner en marcha el cronbmetro. Repetir las lecturase
de minuto en minuto, durante 3, 4 § 5 minutos una =
longitud de onda de 365 nm.

CALCULO 3
Actividad por volumen = E/min x 1471 U/L.
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DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINA SERICA

FUNDAMENTO 3

Las fosfatasas catalizan la hidrblisis de los =
&steres del Scido fosférico. En funcidn de los valores
de PH a que logran su actividad &ptima se distinguen
2 tipos de fosfatasas : Acida y Alcalina.

Para la determinacién de las fosfatasas segln -
Bessey, Lowry y Brock se utiliza como sustrato el P-
nitrofenolfosfato, que por la acciédn da la enzima se
escinde en P-nitrofenol y &cido fosfbrico.

Afladiendo hidréxido de sodio; se interrumpe la reac-

cién y el P-nitrofenol liberado es transformado en el
anién de color amarillo, que puede determinarse foto-
métricamente. La cantidad de P-nitrofenal liberado =

en 18 unidad de tiempo, es directamente proporcionsl

a la actividad de la foxfatasa. ( 47 )}, (53)

MATERIAL Y REACTIVOS :

Espectrofotémetro

Bafio maria

Cronbmetro

Tubos de ensayo

Pipetas de 1,10 ml

Amor tiguador de glicina y hidréxido de s0dio ==
Mmol/L PH 10,5
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Sustrato de P-nitrofen{lfoafato 5.5 Mmol/L
Hidréxido de sodio 0.02 N.

METODO 12

A) plipetear en 2 tubos de ensayo marcados "P"
(problema) y “B® (blanco), 1 ml de sustrato
amertiguador y dejar S minutos en bafio marfa
a 37°%. Agregar 0.1 ml de suero reciente al-
tubo "P%, mezclar, y dejar 30 minutos exac-~
tos en bafio marfa a 37° C,

B) Agregar hidréxido de s0dio 10 ml a los 2 tu=
bos ¥y 0.1 ml de suero al tubo "B™ mezclar, y
medir la extincidn & absorvencia del problee
ma contra ¢l blanco a 405 nm.

CALCULO t Actividad por volumen w Ext, X 200 = U/L

APLICACIONES CLINICAS 1

La fosfatasa alcalina del mero procede principa}l
mente de los huesos y también en parte del higado.

Se registran aumentos de fosfatasa alcalina en-
estados patolégicos como en la ictericia obstructiva,
por el contrario suele tener valores normales en ma}
formaciones congénita de Vias biliares, Otras enfer-
medades heplticas, no ictericas, pueden dar lugar a-
ligeros valores superiores de los normales como la -
cirrosis, cincer hep8tico, litiasis del colédoco y -
dlabetes con degeneracién hepética. Hay que recordar
que la engima se produce principalmente en huescs =»
Yy por lo tantc se observan elevaciones de fosfatasas
en problemas patolégicos que involucren dicho sistema.
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Por (ltimo se encuentran valores altos en cualquiera
de los procesos agudos del higado, como ejemplo la -
hepatitis viral,

VALORES NORMALES

De 15 a 69 U/L,
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DETERMINACION DE ACETILCOLINESTERASA SERICA

FUNDAMENTO 3

£1 principio de la prueba es la medicién de la-
tasa de producciln de tiocolina a partir de 1a hidrd
1isis de la acetilcolina, €sta es consumida por la =
reaccidn continua del tiol con el i6n 5.5 Litio=bis=
2-nitrobenzbico color amarillo. La cantidad de color
es medida en un espectrofotémetro a 412 nm, La resc-
cién es suficlientemente ripida con medicién de con--
centraciones bajas de la enzima y sin inhibir dicha~
concentracidn a la hidr8lisis enzim8tica. ( 16 )

MATERIAL Y REACTIVOS 1

Espectrofotfmetro
Cronémetro
Pipetas 1, S m}
Buffer de fosfatos PH 7.2
Acido ditionitrobenzbico 0.25 mm
Yoduro de acetilcolina 0,156 M.
Reactivo "A® 3 Buffer de fosfatos 50 mm,
Acido detionitrobenzbico 0.25 mm
Reactivo "B®™ : Yoduro de acetilcolina Q.15 M.
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METODO 3

A) Pipetear en una cuba de reaccién 3 ml de ~w==
reactivo ™A™ y agregar 0.02 ml de suero fresco.

B) Colocar 0.10 ml de reactivo 8%, mezclar y -
medir la extincidn cada 30 sequndos por 2 mi
nutos a 4312 nm contra blanco de agua.

CALCULO & Cambio de extincibn / 30 segundos X 23400 =
Unid/L.

APLICACIONES CLINICAS

La pseudocolinesterasa suele elevarse en Miastg
mia Grave, con bajas concentraciones en la hipoprotel
nemias & hipoalbuminamias dadas en la cirrosis heplt}
Cae

Efectivamente, se ha comprobado que el higado es
1a fuente principal de colinesterass plasmftica.

En la hepatitis virica se observa una caida acep
tuada de los valores de la colinesterasa en casos deg
Favorables, descensos notables en los casos de grave-
dad media, y modificacién insignificante en los favo-
rables. En las colecistopat{as ictéricas existe una =
reduccién moderada y es normsl en la no ictérica.

Las ictericias hemoliticas no se afecta la acti-
vidad colinesterasa del suero. En las {ictericias obse
tructivas de cotrta duracibn los valores son normales,
pero se registran valores bajos en los atagues de cg
langichepatitis, as{ como en el clncer y obstruccibn
prolongada,

VALORES NORMALES ¢
1900 a 3800 Unid / L.
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DETERMINACION DE SAMMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA

FUNDAMENTO 3

Se basa en la medicién, en forma cinética de la-
formacién de la P~ nitroanilina de color amarillo, a-
405 nm En la reaccibn la enzima en presencia de glicil
glicina, cataliza la transferencia de & -glutamina a-
partir del sustrato para dar el dipéptido & glutamil-
glicilglicina y nitroanilina. (25 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

tspectrofotbdmetro

Papel PH

Matracas aforados 100, 1000 ml
Balanza analitica

Bafico marfa

Solucibn Tris 0,2 M. (s0l. "A®)
Buffer Tris 0.1 N. PH 8.6

Acido clorhidrico 0.1 N. (sol. "B")

Preparacidn de resctivos 3

Tris 0.2 M (sol "AW) ; Hidroximetil-aminometano=
24423 gr. aforar a 1000 ml con agus destilada.
Buffer Tris 0.1 N PH 8.6 1 5° ml de solucibn wA®
agregar 25 ml de solucifn "B" llevar a PH 8.6 y=-
aforar con solucifén "A® a 100 ml

Buffer sustrato PH 8,2 2 GlicllePenitroanilina =
100 ml. Disolver en bafic maria no sobrepasando~=
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los 60°C, agitando.

El buffer sustrato puede fraccionarse en porcio-
nes de 3 ml y congelarse,

METODO:

A} Poner en una cubeta de reaccién 3 ml de sus--
trato buffer, agregar 0.2 ml de suero reciente,

B) Determinar el cambio de extincidn por minuto,
durante 3 a 6 minutos a 405 nm.

CALCULO: Cambio de extincién por minuto X 1616 « Unid/L.

APLICACIONES CLINICAS 3

La determinacién de la actividad de la enzima es
muy importante en enfermedades hepaticas, pues el esty
dio de &sta demostr8, elevaciones importantes en hepa-
titis viral y hepatitis crénica tanto viral como alco=-
hélica,

La gran elevacidn de la enzima es diagnstica =~
en enfermedades por obstruccisn biliar y coledocoli--
tfasis (arriba de 225 Unid.) no son muy aparentes, --
pudiendo dar valores en los 1imites normales de 1a =~
actividad de la enzima.

IS

VALORES NORMALES
De 4.5 a 26 Unidades /L.



120

DETERMINACION DE LACTATO DESHIDROGENASA
Lactato NAD exidorreductasa,

FUNDAMENTO$

La lactato deshidrogenasa cataliza la reduccibn
de pirlvato por el NADH, seglin 1a sigulente reaccibns
LDH
Piruvato NADH2 Lactato + NAD

Para l1a valoracién cuantitativa de la enzima se-
deja actuar el sueéro problema sobre plruvato y NADHz-
y se mide fotometricamente la velocidad de la reac=-

cténe. (7))

MATERIAL Y REACTIVOS 1@

gspectrofotédmetro

Cronfmetro

Pipetas de 1,5 ml

Solucibdn de sustrato amortiguador (piruvato sb-
dico 0.6 Mmol smortiguador de fosfatos PH 7.5 -
Mmol 50), disolvente NADHZ {liofilizado)

METODO @

A) Afladase con pipeta al frasco de NADH, liofi-
lizado, 3 ml de sustrato amortiguador y o.1ml
de suero no hemolizado.

B) Mezclar y pasarlo ensequida a la cubeta del-e
fotbmetro y medir la extincién a temperatura=
constante al cabo de un minuto, y simulténea-
mente, poner en msrcha el cronbmetro repetire
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la lectura de minuto en minuto, durante 3 mi
nutos. a 365 nm.

APLICACIONES CLINICAS

La distribucién de la deshidrogenasa 18ctica por
todos los tejidos del organismo y su falta de sensibj
lidad respecto al dafio celular hepitico, restringen la
utilidad de la prueba como un indicador especifico.

Un nivel de actividad de la deshidrogenasa lécti-
ca 5-10 veces mayor del valor normal, en presencia ===
de valcres normales § ligeramente elevador de transami
nasas, suglere hem§lisis intravascular (anemia pernicig
sa) & complicacién neoplfsica del higado.
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PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

El hierro es un componente esencial de las molécy
las de hemogliobina, mioglobinas, catalasa, citrocromas
y otras enzimas encargadas de la resniracién célular,.

Se encuentra tambifn como hierro de reserva en =
Srganos como higadc, bazo y huesos de donde se movili
za de acuerdo con las necesidades del organismo, ha=-
cla los sitlos donde es utilizado circulando en el «a
plasma; Adherido a una beta globulina llamada transfe
rrina o siderofilina, de la cual normalmente solo una
parte se satura de hierros Como se dijo anteriormente
el hierro es almacenado en parte, en el higado el cull
es liberado cuando existe un trastormo de las células
de dicho érgano, de aqul la importancia de su determi
nacifn sérica en akgunas hepatopatias.

Jirgl en el afic de 1957 informb de magnificos re
sultados diagndsticos para la ictericla por 1a obge=w
truceidn al observar la floculacién del suero al reag
cionar con el reactivo de fencles de folin clcocaltean
El mecanismo por el cual se realiza la floculacién no
se conoce con exactitud,

varlos autores opinan que se debe al incCremento-
de las mucoptoteinas y glicoproteinas, Szymansky, en-
contro una posible correlacifn con la elevacién de ~-
las betalipoproteinas. Se ha demostrado que la subge-
tancia responsable de la floculacién es originada por
las célular del epitello biliar y que su elaboracibn-
requiere del funcionamiento normal del hepatocito, ==
hecho que se ha concluido base a observaciones clinicag
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Yy experimentales; ya que la ligadura del coledoCo prg
duce inicialmente Jirgl positivo, pero al cabe de se-
manas se hace negativo en relacién a aparicién secunda
ria del dafio hepatocelular,

Por lo tanto en su interpretacifn correctas debe~=
tomarse en cuenta el tiempo de evolucién de la icteri-
cla y el estado de 1a funcidn hepltica.
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DETERMINACION DE HIERRO SERICO

FUNDAMENTO

Después de liberar el hierro de las protefnas, a-
&atas se les precipita, al filtrado se afiade una solu-
cibn de O-fenantrolina, la cual forma un complejo colg
reado con el hierro, la intensidad del color desarro--
1lado por 12 solucifn es directamente proporcional a -
1a concentracién del hierro, € 15 ), ( 22)

MATERTIAL Y REACTIVOS 1t

Colorimetro

Bafo marfia

Tubos de ensayo

Pipetas de 1, 5 ml

cronbmetro

Centrifuga

Acido clorhf{drico 1.2 % con agua

Acido clorhf{drico 0.3 % con agua

Acido tricloroacético al 20% en agua

Solucién saturada de acetato de sodic

Buffer de acetatos 2 M PH 4.5

0= fenantrolina mono hidratado al 0.1 % en agua
Agua destilada

Papel PH

Buffer de acetatos 2 M : 90 vollmenes de acetato
de sodio 2 M y 110 volfmenes de fcido acético 2 M.
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METODO s

A) Colocar 2 ml de suero & plasma en un tubo de =

ensayo.

B) Agregar 1 ml de Scido clorhidrico 1.2% mante--
ner a 37°C durante 1 hora.

C) Llevar a temperatura ambiente y agregar 1 ml =
de 8cido tricloracdtico al 20 %. Mezclar y man
tener 1 hora a temperatura ambiente.

D) Tepar el tubo y centrifugar a 3000 R.P.M. por-
15 minutos.

£) En una celdilla del colorimetro poner 2 m) de=~
ls solucién del sobrenadante, 0.5 ml de sOlue-
cién saturada de acetato de sodio, 0.5 ml del=-
buffer del sulfato de hidroxina,.

F) 0.5 ml de la solucibn de O-fenantrilina monohi
dratado.

G) Preparar un blanco con yn volumen de Scido ===
clorhidrico al 1% con un volumen de agua destj

. lada,

H) Mantener el blanco y el desconocido a tempera=-
tura ambiente 1 hora.

I) Agregar 2.5 ml de agua a cada tubo, mezclar ~-
Y leer a 490 nm,

CALCULO 3 100 X L / K = mcg de hierro por 100 ml
K - 114.6
L = Llectura de trasmitancia.

APLICACIONES CLINICAS 3

La éoncentraclén de hierro sérico en los enfermos
con ictericia hepatocklular crbnica con necrosis célular_
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intensa e ictericia hepatocelular aguda los niveles -~
de hierro estfn aumentados.

El aumento se debe.a la liberacién del hierro al~
macenado en las célular hepiticas cuando sufren necrosis.

En enfermos con hemocromatosis se observa concen=
traciones particularmente elevadas de hierro sérico, =
en cambito son normales en enfermos con obstruccibn de-
las vias biliares extrahepfticas y en aquellos con co-
lestasis intrahepbtica.

Para interpretar bien los datos se preciso tener-
en cuenta que existen otros padecimientos y estados ==
capaces de modificar la concentracién de hierro sérico
asi, se encuentran disminuida en las anemias por defi-
clencia de hierro y en mujeres embarazadas, en tanto--
suele elevarse su concentracibn en anemias hemoliticas
en personas que han sufrido miltiples transfusiones y=-
en algunos casos de destruccibn muscular amplia de or}
gen traumftico.

VALORES NORMALES 1
De 60 a 180 mcg / 100 wi
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PRUEBA DE JIRGL -

FUNDAMENTO ¢

La presencia de una substancia de estructura mue-
coprotéica y/o glicoproteina (betaproteina y betagloby
1ina), probablemente originada por las células calci--
formes parietales de la mucosa glandular y del epitello
de revestimiento de las vias biliasres, la evaporacibn-
de la substancis parece estar ligada parcialmente a una
célula hepitica Integra.

Los sueros con dicha substancia floculan con el =
reactivo de folin clocaltean. { 46 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Centrifuga

Pantalla negra

Tubos de ensayo

Pipetas de 2,5,10 ml
Cronbmetro

Papel filtro

Embudos de vidrio

Hidrbxido de potasio D.1 N
Acido sulfosalicilico al 20%
Acido fosfotugatico al 2%
Carbonato de calcio al 10%
Reactivo de fenoles de folinwcliocaltean
Agua destilada.
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METODO 't

A} Colocar en un tubo de ensayo 1.6 ml de suero y
agregar 4 ml de hidréxido de sodio al 0.1 N w=
mezclar, dejar reposar 45 minutos a temperatura
amblente.

B) ARadir 4 ml de &cido sulfosalicilico al 20%, =
agltar y dejar reposar durante 10 minutos.

C) En un tubo de ensayo para centrifuga, colocar-
S ml del filtrado, 1 ml de beido fosfotungtico
al 2%, agitar y dejar reposar 10 minutos.

D) Centrifugar a 1500 R.P.M. durante 15 minutos.-
Decantar y disolver el precipltado en 6.5 ml de
solucibn de carbonato de sodio al 10%.

E) Agregar 0.5 ml del reactivo de fenoles diluido
al tercio en aqua destilada, agltar.

P) Leer a las 12 horas poniendo el tubo delante =«
de una pantalla negra fuertemente 1luminada.

APLICACIONES CLINICAS

Hay floculacién cuando la ictericla se debe a obs
trucciédn biliar, en cambio no hay floculacién en las =
ictericlas de cualquier otrc origen como en los enfer=
mos con colestasis intrahepitica de modo que la prueba
no es itll para diferenciar a éstos enfermos de los =~
que tienen obstruccibn biliar extrahepitica.

El mecanismo fisioclégico de la prueba de Jirgl pa
rece encontrarse en la elevacibén que experimentan las-
mucoproteinas del suero sanguineo cuando ocurre obstruc
cibén billar y en su descenso cuande por lo contrario--
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hay iesibn hepatocélular e insuficiencia hepltica.

La prueba es ligeramente superior a otras pruebas
de floculacién utilizadas con el mismo fin.

VALORES NORMALES 3

riloculacibn 1 Negativa,
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FUNCIONAMIENTO PANCREATICO

INTRODUCCION 3

El diagnéstico de enfermedad pancreitica continflia

siendo problema complejo y desafiante. Los signos cli-
nicos y sintomas pueden ser minimos en presencis de ~-
inflamacibn & enfermedad neoplésica; destruccidn exten
siva, calcificacibn y fibrosis de la gllndula y puede-
no acompafiarse de una incapacidad significativa del «-
Srgano.
Ademfs 1a locallizacién retroperitoneal del plncreas lo
hace més inaccesible a los métodos' de palpacibn en el-
diagn8stlico fisico, excepto en los casos de una grane-
pancreatitis & carcinoma del pincreas.

Finalmente la deteccidn de anormalidades bioquiml
cas y metab8licas de &sta glindula es limitada porque=
dicho 8rgano tiene upa gran reserva funcional y una -
répida reparacién del mismo,

En las cflulas pancrelticas, las enzimas y proen-
zimas ent&n encerradas en los llamados gr&nulos de ci-
mogeno, que 3on estructuras con una pared blen limitaw
da. Ademfis, las cé&lulas contienen un potente inhibidor
que puede anular la actividad tripsica. Una vez que ==
los arénulos de cimogeno son liberados de las células-
alcanzando la luz de los conductos, la corriente los =
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conduce hacia los canales mis grandes y por 1timo -
hacla el intestino delgado. Aqui entran en contacto--
con la enteroquinasa, gue 11sa 1los orSnulos y activa-
las enzimas. Normalmente el tripsindgeno, experimenta
una lenta transformacién en tripsina; este proceso es
acelerado por el sulfato de magnesio y el amonio.

La etiologia de 1a pancreatitis es aln controver
tida, no conociendose con exactitud la razén de la re
pentina liberaciln de la ensima en las células pan--
crefticas, Se han sefalado varios mecanismos probables
para la liberacién de tripsina, uno serf{a la repenti-
na disminucién de la concentracién de los niveles del
inhibidor de la tripsina de la gléndula.

En 1954 Kalser y Grossman encontraron una dismi-
mucidn en la relacidn de 1los niveles del inhibidor o=
y la tripsina cuando se inducla la pancreatitis con -
una substancia llamada etionina.

Otra posibllidad serfa la repentina alcaliniza--
cién intracelular en la glfndula, provocada por el re
flujo del contenido del intestino delgado. Entre las=
viejas teorias se ubica la que considera la superse==
crecién del juge pancreftice por los efectos del alcchol
que habia recibido algunas evidencias experimentales-
pero que fub discutida por muchos investigadores, Esta
teoria est§ relacionada con la obstruccién y perfucién
que sugiere que la presibn de los conductos se eleva,-
deprimiendose la funciln célular y permitiendo el esca
pe de enzimas hacia los espacios paricelulares.

Otra teorfa es la que postula la existencia de «-
un canal comiin temporario entre los conductos billares
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y pancrefticos, por 1o que puede deducirse gque 1a bilis
actlie como activadora del tripsinSgenc, Se han efectua

do algunos trabajos en los cuales se anastomosa el con

ducto biliar comfin y el conducto psncreftico en anima=

les y se encontrd que después de largos periédos, una-

conslderable cantidad de bllir en 1o0s canales pancref=

ticos grandes y pequefios, no obstante pese a la presep

cia de bilis intrapancreftica, no hubo evidencias de =

inflamacidn

Tal vez 1a teorfa mis admitida sea la que indica-
como factor casual 1a obstruccibdn de los conductos por
litiasis biliar, cSlculos pancrefticos , espasmo del -
esfinter & del conducto de proliferacién epiteleal, e-
dema & parfisitos. La accién conjunta de la obstruccidn
de la mayor intensidad de los estimulos de la secrecibn
y del aumento de la presidn intraductal, llega a pro--
duclir la ruptura de los acinos y conductos, y la salida
de las enzimas digestivas al tejido intestinasl, donde-~
provocan, al ser activadas, procescos necrdticos,

En el diagnbstico por el laboratorio de anormali~
dades de la funcibdn exocrina de &sta gléndula, las de-
terminaciones de las concentraciones de ensimas pancref
ticas en la sangre y orina son las mis comunes usadas-
en diagnéstico de enfermedades pancrefticas, sobre otros
procedimientos menos especificos como son s La determg
nacidn PH, bicarbonato y niveles de enzimas del jugo -
ducdenal antes y despus de la administracisn de secrg
tina y pancreocimina, & varios factores necesarios pa-
ra la coagulacibn de la sangre.
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El jugo pancrefitico del hombre es un liquido claro
constituido principalmente de agua, electrocitos y una
¢ierta cantidad de enzimas digestivas. Las enzimas pan
crefticas fueron clasificados anteriormente como amila
sa, lipasa y tripsina, actualmente enzimas proteoliti-
cas. La relacién de &stas enzimas con obstrucciédn y --
destruccién del fiincreas se ve reflejado en la eleva~-
cibn de las mismas en la sangre.

El diagnbstico plantea la diferenciacién con el -
abdomen agudo que exige la intervencidn quirlrgica. En
el dlagnbdstico diferencial son {tlles los valores de -
amilasa sérica y urinaria, lipasa, leicinaminopeptidasa
Y 1a 5'nuclectidasa.
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DETERMINACION DE AMILASA SERICA Y URINARIA

INTRODUCCION 13

El trabajo clfsico de Elman en 1929 introdujo la-
determinacién de amilasa sérica en el diagnéstico de -
pancreatitls aguda. Los resultados de Wohlgehuth, Somo
gyl y otros pudieron ayudar s simplificar y extender -
SuU uso. Ahora la elevacién de la misma en la orina es-
considerada por la mayoria de los investigadores y mé-
dicos de extremo valor en el diagnbstico de pancrea—--
titis aguda.

Normalmente una pequefla cantidad de amilasa pasa-
a las células acinares del phncreas a travéz del espa-
cio interticial al torrente sanguineo, representando--
el grado de secrecién endocrina de una substancia exoe
crina. Existen cantidades pequefias de amilasa en las -
gl8ndulas salivales, la cufl es elaborada y secretada=
al tracto gastrointestinal y también una pequefia cant}
dad de 1a enzima se encuentra en el higado,

El camino directo para el paso de 1a enzima a par
tir del plncreas al torrente sanguineo, pudo demostrag
se por los trabajos experimentales de Popper y Necheles,
quienes demostraron gue con un traums directo al érgano,
el contenido de amilasa en las venas pancrefticas se -
incrementaba pasando dichas concentraciones al torrente
sanguineo general Dichas elevaciones de las concentra-
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ciones de amilasa ocurren durante las primeras 72 hrs.
de un ataque de pancreatitis aguda, sin embargo, des-
pués de una destruccidén célular aguda del péncreas di
chos niveles son bajos. Por lo tanto una determinacién
"normal® de 108 niveles de amilasa sanguinea no excluyen
el diagndstico de enfermedad pancrefitica.

Entre las ensimas pancrefticas excretadas en la -
orina solamente la amilaza puede ser usads extensivamen
te como una prueba diagndstica de pancreatitis, La elg
vacifn de amilasa en la orina, es un indicador muy Gtil
en enfermedades pancrefticas y en algunos casos m8s ~=
Gtil que la elevacidn de amilasa sanguinea, pues dicha
elevacifn de amilasa urinaria puede persistir durante-
7 6 10 dias despubs de un ataque pancreStico.

FUNDAMENTO 3

La prueba se basa en la reaccidn de una solucién-
estable de almidfn como sustrato con yodo pars formars
un compuesto color azul gue es medido colorimétricamen
te. La actividad de la enzima sobre el almidbn disminy
ye 1a intensidad del color azul. ( 45 ), ( 57 )

MATERIAL Y REACTIVOS 2

Colorimetro & espectrofotémetro
Balanza anal{tfca

Probetas de S00 ml

Mechero

Vaso de precipitados de 500 ml
Matraz volumétrico de 50 ml
Pipetas de 5, 10 ml

Matraz aforado de 1000 ml
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Bafio marla

Cronémetro

0.2 ml de suero

0.2 ml de orina

Soluciédn de sustrato de almidén
Solucibn de yode 0.1 N,

Agua destilada,

PREPARACION DE REACTIVOS 13

Sustrato de almiddn ¢ En 250 ml de agua disolver~
13.3 gr de fosfato disddico anhidro y 4.3 gr de Scido~
benzoico, Calentar a ebullicibdn y por sepsrado, mezclar
0.200 gr de almidbn en 5 ml de agua fria y agregar a la
solucibdn caliente, enjuagando el vaso de sisolucién de-
almiddn con agua fria., Hervir nuevamente por un minuto-
dejar enfriar y completar a 500 ml con agua destilada,
Esta solucidn es estable a temperatura amblente y debg
r& permanecer clara como el agua.

Soluclbn de yodo 0.1 N ¢t Disolver 3.567 gr de yo-
dato de potasioc y 45 gr de yoduro de potasio en 800 ml
de agua destilada, agrecar lentamente y agitando 9 mle
de &cido clorhidrico concentrado y diluir hasta 1 1litro
con agua destilada,

Solucién de yodo 0.01 N 3 Disolver 25 gr de yodu=
ro de potasic en 350 ml de agua destilada en un matraz
volumétrico de 500 mi agregar 50 ml de la solucién de=
yodo. 0.1 Ne y diluir a la marca con agua destilada, ==
mantener en refrigeracibn, ésta solucidn es estable por
.18 2 meses.
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METODO 1

A) En 2 matraces volumétricos de 50 ml marcados -
como "B® y “P® colocar 5 ml de sustrato de almi
dén y dejarlos en baflo marfa a 37° ¢ durante 5
minutos.

B) Pipetear 0.1 ml de suero u orina en &l matrasz-
"p® merzclar y mantener durante 7 minutos 30 se
gundos exactamente en bafio merfia.

C) Inmediatamente agregar 5 ml de solucién de yodo
0.01 N a los 2 matraces y aforar con agua desti
lada, mezclar y leer a 660 nm en infrarojo, cop
tra blanco de agua.

CALCULO 3

Abs de "B" « Abs. de "P" o ann . unid de amilasa

Abs de "B por 100 ml

APLICACIONES CLINICAS 1

Los valores altos por arriba de 400 unidades son-
carateristicos de pancreatitis aglida. La determinacién
més completa de amllasa es su relacidn de suero y ori-
na altas.

También se observan elevaciones de la amtlasa en-
una variedad de enfermedades intraabdominales y extra-~
abdominales haciendo una interpretacién dificil, algu=-
nas de estas son : Ulcera péptica perforada, penetracibn
de la porcibn posterior duodenal ulcerada en el pincreas
en coledocolitiasis, isquemis biliar, uremia, oclusibn
de los conductos salivales, obstruccién instestinal, -
neumonia, hepatitis infecciosa y la administracién de-
algunas drogas estimulantes del parasimpatico.
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VALORES NORMALES 3

60 a 160 unidades por 100 ml

DETERMINACION DE LIPASA SERICA

INTRODUCCION 3

Las elevaciones de lipasa sérica tlenen un parelg
lismo con las de amilasa sérica en el desarrolle de la
pancreatitis aguda y persisten por mbs tiempo.

La determinacién de lipasa se roma cas! siempre =
como una. prueba complementaria a la determinaciédn de -
amilasa debido a que a su determinaclbn nunca se le ha
dado mucho interés por diferentes razones, que entre =
las més importantes son : La complejidad de su determj
nacidn quimica, el excesivo tiempo que requiere su de-
terminacién, su inespecificidad para distinguir entre-
actividad lipolftica de una esterasa a la lipasa pan=--
crehtica en el desarrcllo del método.

Las elevaciones de lipasa sérica son siempre mis-
tardias aunado a su persistencia en niveles altos por-
més tlempo en una pancreatitis, le den gran utilidad -
en el diagndstico de dicha enfermedad.
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En 1943 Goldstein y Roe propusieron un método pa-
ra la determinacidn de lipasa en suero y tejidos, en la
cual utilizaban como sustrato el tributirin y requeria
una hora de hidrélisis del sustrato, sin embargo las g
levaciones de niveles de lipasa sbrica no fueron eleva
ciones de niveles de lipasa sérica, no fueron elevacip
nes constantes en paclentes con pancreatitis aguda.

Debldo a la importancia de conocer los niveles de
l1ipasa en sangre, en enfermedades del plncreas y otras
enfermedades asociadas a &sta., Roe disminuyo el tiempo
de hidrblisis del sustrato a una hora solamente.

FUNDAMENTO 3

Se basa en la hidr8lisis del aceite de oliva, em=
pleado como sustrato, que es producida por la lipasa -
sérica durante un perfodo de incubacifn de una hora y=
seguida de la titulacién de 8cidos grasos liberados ==~
con una solucién de hidréxido de sodioc 0.01 N utilizap
do fenolftalina como indicador. (8 ), { 33 )

MATERIAL Y REACTIVOS

Balanza analftica

Agltador magnético

Matraces vol 150, 200, 500 ml
Mezcla de sustrato-Buffer
Solucibn alcalina standart 0.01 N de hidréxido -
de sodio

Solucibn de fenolftaleina al 4 %
Agua destilada

Pipetas de 5 ml

Tubos de ensayo

Bafio marfa

Alcohol etflico 95 %
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Preparacibn de reactivos t Mezcla sustrato-Buffer
disolver 1.21 gr. de hidroxidometilaminometano (tris)-
con 1 gr. de benzoato de sodio en 500 m} de agua desti
lada, poner &sta solucién en un agitador magnético y =
agregar 10 gr de acasia y 50 ml de aceite de oliva, ho
mogenlzar por 10 minutos, reposar 4 horas, ajustando -
el PH a 8.5 por la adicién de HCl 1 N. Esta solucibén -~
se conserva en refrigeracién,

Solucién standart de alcall : preparas una solucién
0,01 N de hidréxido de sodio.

Soluciébn de fenoftalefna al 4 % 1 Preparas la so-
lueidn disolviendo 1 gr. de fenolftaleina en 25 m] de-
alcohol atilico al 95 %.

METODO 3

A) En un matraz de 150 ml pipetear 1 ml de suero
y guardar en refrigeracién.

B) Pipetear 10 ml de sustrato-Buffer en 2 tubos-
de ensayo rotulados "B™ y "P® y llevarlos a -
pafico marfa por 5 minutos,

C) Agregar al tubo "P"™ 1 ml de suero, mezclar y-
mantener a 37° C por 1 hora.

D) Extraer el tubo del bafo, vertir su contenido
en un matraz de 150 ml con 30 ml de alcohol =
etilico al 95 %.

E) Agregar al matraz que se guardo en refrigera-
¢i1én 30 ml de alcohol etflico al 95 %. Después
de haber agregado 10 ml de la mezcla de sustra
to Buffer. Enjuagar los tubos varias veces con
la mezcla de sustrato buffer y volver al matraz.
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F) Agregar a cada matraz 3 gotas de fenolftaleina
al 4 %, mezclar y titular con hidréxido de sodio
empleando agitador meclnico.

CALCULOS &

valor de titulacién de "P" - Valor de titulacibn
de "B" por 10 « Unidades de actividad de lipasa-
= Microgramos de 8cidos grasos liberados del sug
trato por lipasa en 1 ml de suero durante 1 hora.

APLICACIONES CLINICAS @

Los niveles altos de lipasa sérica en pancreatitis
aguda persisten por més tiempo que los de amilasa.

Niveles altos de 1ipasa se han observado también-
en pacientes con carcinoma de p&ncreas, en la cual la-
amilasa sérica puede ser normal. Niveles altos han sido
observados en ictericla obstructiva por presencia de =
c8lculos, tumores, cirrosis de higado, hepatitis viral,
obstruccidn intestinal y pemitonttis. Cambios no signi
ficativos fueron reportados despubs de la administrae-
cién de drogas estimulantes del parasimpatico. La de=-
terminacién de 1ipasa junto con la amilasa es Gtil en-
pacientes con paperas § enfermedad del tiroides, puesto
que el incremento de amilasa sanguinea puede deberse a
una inflamacidn de las glfndulas salivales y el péncreas.

VALORES NORMALES 1

2-12 unidades por 1 ml de suero.
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DETERMINACION DE 5'NUCLEOTIDASA SERICA

FUNDAMENTO @

La 5'nucleotidasa sérica es una enzima de activi-
dad fosfatfsica, que tiene un PH Sptimo de accidn o ==
7.8 la actividad fosfatlsica alcalina no especifica a-
PH 9 es alta si se utilizan sustratos de fenil fosfato,
adenosina fosfato y beta glicerofosfato en orden decrg
ciente. A PH 7.5, sin embargo, la actividad es también
baja con los sustratos de fenilfosfato y de beta gli--
cerofosfato, mientras que existe mayor actividad con -
el sustrato de adencsina de fosfato, por 10 que se infle
re que se debe a la 5°' nucleotidass especifice.

La actividad de &sta enzima se mide, pues, sustry
yendo la actividad no especifica sobre el beta glicers
to a PH 7.5 de 1la actividad total sobre la adenosina -
fosfato al mismo valor de PM, 9(21 ), ( 45 )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Espectrofotbmetro

Centrifuga

Relo)

Pipetas de 1, 5 ml

Bafio marf{a

Ac, tricloroficetico al 30%

Sustrato buffer de beta glxcérofoufato PH 9,3
Sustrato Buffer de adenosina 5 fosfato PH 7.5
Reactlvo reductor

Reactivo molibdico

Sol. standart de fosfato.
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Sustrato de buffer de beta glicerofosfato PH 9.3
Se prepara pesando 0.05 g. de beta glicerofosfato de «
sodio y 0.424 g de veronal sb8dico, disolviendolo en a=-
gua, ajustando a PH 9.3 y llevando a 100 ml conservar=
en refrigeracibn, para ajustar el mismo sustrato a PH=
7.5 agregar m&s & menos 1.2 ml de Scido clerhidrico 1N
sustrato buffer de adenosina S5 fosfato a PH 7.5 : Se =
disuelve 0.087 g de adenodina 5 fosfato y 0.4259 de ve
ronel s8dico en agua, se ajusta el PH con el agregado=
de 1.2 ml de &cido clorhidrico llevar a 100 ml y conser
var en refrigeracibn
Reactivo reductor i Se disuelven 0,5 g de Acido 1-2-4-
aminonaftol sulfbnico en 195 ml de bisulfito de sodioe-
al 15 % y se le agregan 5 ml de sulfito de sodioc al ==
20 %, Conservar en refrigeracibn renovar cada 4 semanas.

Reactivo molibdico 1 Dlsolver 25 g de molibdato=-
de amonio en 200 ml de agua destilada, En un frasco de
1 litro se colocan 300 ml de &cido sulfrico 10 N se -
agrega 1la solucién de molibdato y se diluye a 1000 mle
con agua destilada,

Solucibn standart de fosfato : pesar 0.02195 g. -
de fosfato monopotasico y 50 g de &cido triclorobcetico
y disolver en agua completando a 1 litro. Esta solucién
contiene 0.02 mg de fosféro en 4 ml.

METODO 3

A) Se mezclan 4.5 ml de cada sustrato con 0,5 ml-
de suero y se incuba a 37° € durante 2 horas Y
media,

B) Se agrega 1 ml de &cido triclorofcetico ai 30%.
Se deja reposar unos minutos y se centrifuca, =
se usan tubos de control sin incubacibn,
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C) Se toman 4 ml del sobrenadante y se agrega 0.5
ml de reactivo molibdico, 0.2 ml de reactivo -
reductor y 0.3 ml de agua destilada.

D) Se produce en la misma forma con 4 ml de s0lu~
cibn standart esperar 15 minutos y leer a 660nm,

CALCULO =
Buffer de adenosina fosfato PH 7.5 (A)
Buf fer sustrato beta glicerofosfato PH 9.3 (G9.3)
Buffer sustrato beta glicerofosfato PH 7,5 (G7.5)
Actividad fosfatfisica alcalins

Lectura de (G9.3) ( Prueba menos control )
X6a UB,

Lectura standart.

Actividad de 5' nucleotidasa sérica
Lectura de A - Lectura (G 7.5)

(Prueba menos control) (prueba menos control)
X6

Lectura del standart

La actividad se expresa en unidades bodansky.

APLICACIONES CLINICAS 3

Se han encontrado elevaciones en la actividad de-
la 5 ' nucleotidasa en pancreatitis aguda, en pancrea-
titis edematosa aguda hay elevacién moderada de su act}
vidad, manteniendose valores normales en pancreatitis-
crbnica y valores moderadamente altos en carcinoma del
pincreas, igualmente cuando hay obstruccién & metlstasis
del mismo.
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VALORES NORMALES 3
be 0.54 a 1,06 U.B. por 100 ml de suero.

La unidad de 5*' nucleotidasa se define como los mg
de f&sforo.

Liberadod en 60 minutos por 100 ml de suero.
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DETERMINACION DE LEUCIL-AMINO-PEPTIDASA

FUNDAMENTO 1

Es una enzima proteolitica que in vitro cataliza=~
1a siguiente reaccibn 3

L=leucil«beta-naftilamida + aqua
LAP Leucina ¢ Beta=naftilamina,

La cantidad de beta-naftilamina, producida es proporcig
nal a la cantidad de LAP presente, se diazota con hcido
nitroso y luego reacciona con N-{l-naftil)-etilendiamina
para formar un complejo coloreado. (1 }), ( 32 )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Espectrofotdmetro

Bafio maria

Centrifuga

Pipatas 1,5,10 ml

Buffer foafato 0.2 M PH 7.0
f~Leucil~beta=naftilamina 0.0.12 M
Sol. buffer de sustrato 0.01 M. PH 7,0
Acido tricloroficetico al 40%.

Sulfato de amonio 0.5%

Nitrito de sodio 0.1 %

Clorhidrato de N-naftiletilendiamina 0.05 %
Agua destilada.
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PREPARACION DE REACTIVOS :

Buffer fosfato 0.2 M PH 7.0 1 Disolver 28.4 g de=
fosfato disddico anhidro en agua destilada y completar
a 1000 ml,

Disolver 27.2 g de fosfato monopot8sico anhidro -
en agua destilada y completar a 1000 ml. Mezclar 7 par
tes de la primera solucién y 3 partes de la segunda, =
controlar el PH.

L=Leucil~-beta=-naftilamina 0.0022 M PH 7.1 : Diso}l
ver 400 mg en agua destilada, calentar suavemente y di
iuir a 1000 ml.

Solucidn buffer de sustrato 0.1 Me PH 7.0 ¢ Mezclar ==
partes ilguales de reactivos de fosfatos y L-Leucil-beta
=naftilamina, prepararlos cada mes.

Clorhidrato de N=(i-naftil)=etilendiamina 0.05% :
disolver S0 mg en alcohol etf{lico de 95 % y completar=
a 100 ml con alcohol. Esta sclucidn es estable por 30e
dias.

METODO 3

A) Diluir el suerc 1:50 ( 2 X ). Marcar 3 tubos -
como sigue "BR™ blanco de reactivo, "P" proble
ma, ®"B" blanco.

B) Agregar 1 ml de agua destilada a "BR", 1 ml de
suerc diluido a "P™ y "B", 1 ml de sustrato ==
buffer a “BR®™ y "P", 1 ml de buffer fosfato a "B

C) Mezclar e incubar a 37 °C durante 2 horas,

D) Agregar a los 3 tubos 1 ml de Scido tricloroég
tico, centrifugar y transferir 1 ml de sobrenag
dante & otros tubos rotulados como los anterlig
res,
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E) Agregar 1 ml de nitrito de sodio a los 3 tubos,
mezclar y esperar 3 minutos.

F) Agregar 1 ml de sulfamato de amonio a todos los
tubos, mezclar y esperar 2 minutos.

G) Agregar 2 ml de clorhidrato de N={l-naftil)=et}
lendiamina mezclar y esperar 10 minutos, leer-
a S60 nm contra blanco de agua.

Restar 1a 0.0 de tubos "BR™ y "B" de "pP", convertir la
D«.0. corregida a microgramos de beta-naftilamida de la
curva de calibracién,

Las unidades se calculan 1 Microgramos de beta-naf
tilamina X 3 = Unlidades. Donde el factor 3 corrige gue=
1 ml de alfcuota fué diluido a 3 ml.

Las unidades de LAP sfricas se definen como los =
microgramos de beta-paftilamina liberadas por 1 ml de-
suero al 2 % luego de 2 horas de incubacibn,

Curva de calibracibn : Para preparar la solucifne
madre standart. Se disuelve 22.6 mg de clorhidrato de~
beta-naftilamina en mjua destilads y diluir a 500 ml,~-
&sto equivale a 0,036 mg por ml de base libre. Se pro-
cede de acuerdo al siguiente esquema 1t

Tubo 501 madre standart Agua dest. Soltrabajo Beta=-naftil

ml ml {mgr/ml) amina (microg)
1 6.0 0.0 k13 12
2 5.0 1.0 30 10
3 4.0 2.0 24 8
4 3.0 3.0 18 6
S 2.0 4.0 12 4
6 1.0 5.0 6 2
7 0.5 5.5 3 1
8 8.0 6.0 ] 0
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Mezclar todos los tubos con la sclucién standar de tra
bajo y pipetear 1 ml de cada uno a cada serie de tubos
Agregar 1 ml de buffer fosfato y 1 ml de Scido triclerg
acético a todos los tubos. Mezclar, transferir una al}
cucta de 1 ml a tubos de lectura y proceder como para-
LAP sérica, leer todos los tubos contra blanco de reag
tivos (tubo 8)

APLICACIONES CLINICAS @

Se han reportado elevaciones de actividad de L-ley
cilaminopeptidasa en pacientes con clncer de plncreas=
también se ha reportado elevaciones de actividad en pa
cientes cén enfermedades como : Linfomas, Leucemias, =
Mielomas. Suele haber gran elevacién de actividad § ng
derada elevacibn en paclentes con coledocolitifsis, pg
ritonitis,hepatitis téxica, cirrosis y hepatomas entre
otros.

VALORES NORMALES 3

Adultos : 5420 Unidades
Nifios 1 5«24 Unidades
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FPUNCIONAMIENTO CARDIACO

INTRODUCCION @

Junto con el cuadro clinico y el electrocardiogra
ma, el laboratorio constituye la triolog{a fundamental
para el diagnbstico de enfermedad cardiaca,

La mayoria de exfmenes de laboratorio investigados
hasta ahora para ayudar al diagnéstico de infarto mio=
clrdico, han resultado ser inespec{ficos; pero algunos,
de todos modos, son de gran utilidad,

A) Se encuentran leucocitosis desde las dos horas
del infarto, en cifras variables de 10,000 a -
20,000 con neutrofilos polisegmentados del 75«
al 90 X ; descienden en pocos dias y desapare~
cen al cabo de 1a semana.

B) La velocidad de sedimentaciSn globular casi -~
siempre se acelera, quizh por el aumento de f}
brinSgeno del plasma, llegando a su miximo entre
los cuatro y cinco dfas, y puede quedar alto =
durante semanas, por lo que no puede tomarse =
como indice de recuperacién,

C) Aparece protefna "C" reactiva, que @s una glo-
bulina sérica que se forma como respuesta en--
caso de infecciones, tejido lesionado, neoplag
ma ete,
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D) Un grupo de enzimas ya numerosas ha sido esty
diado, ¥ son de gran utilidad, ya que reflejan
pérdida del contenido sarcoplasmitico de las -
células leslonadas y su paso a la sangre.

El diagnéstico y evoluclén del infarto del miocar
dio puede lograrse midiendo la actividad de las siguien
tes enzimas 1 La transaminasa glutfmica oxalacética —-
(TGO), creatincinasa isoenzima y deshidrogenasa alfahi
droxibutirica (HBDH). Pueden ser también (tiles la ado
lasa, la deshidrogenasa mflica y otras més.

Dichas enzimas pueden dividirse segln su tiempo--
de aparicibn en sangre en dos grupos :

1) Un grupo de aparicién precoz a las seils a ocho
horas y de breve duracibén menor de tres dlas;-
est8n entre &stas la transaminasa glutimico --
oxalacética y la creatinincinasa.

La creatinincinasa es de gran interés y juega un-
papel muy importante en la clinica, especialmente para
confirmar el diagnéstico del infarto al miccardio, pero
debido a que no solo aparece en misculos cardiaco, sine
también se encuentra en cantidades elevadas en mésculo
esquelético y cerebro, 1a interpretacién de un aumento
es dificil de interpretar, por lo que se debe de deteg
minar la isoenzima Ck-MB que es especifica del miocar-
dioc. La actividad de la creatinincinasa fraccibn MB pue
de medirse entre las ocho y veinticuatro horas siguiep
tes al infarto, determinandose hasta después de sesen=-
ta horas. La TGO alcanza su m&ximo ascenso en 24 hrse=
Y la CK en ocho hrs.

2) Un segundo grupo, de inicliacién un poco tardia,
después de 24 hrs. con duracibn prolongada y =
desaparicibn lenta, hasta de 10 a 14 dias, en-~
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&stas su grado mhximo de concentracibn en sangre se ==
alcanza al tercer & cuarto dia; Pertenecen & este grupo
las deshidrogenasas, tanto la léctica como la alfahidrg
genasas, tanto la l&ctlca como la alfahidrogenasas,

Blen seleccionadas &stas enzimas, sefalan el infar
to en la mayorf{a de los casos, o sea que tienen gran =-
egpecificidad. Utlilizadas aisladamente, en un tiempo a-
decuado, tienen ascensos entre el 95 y 98 % de los casos.

La transaminasa glutSmica oxalacéktica es realmente
muy Gtil para el diagndstico, ya que asclende en el 98%
de los casos agudos de infarto durante los tres primeros
df{as, sin embargo no es especifica.

La deshidrogenasa l&ctica es una enzima situada =-
entre el ciclo cflular aerSbico y anaerSbico, ya que ==
cataliza la conversién entre el &cido lbctico y el &ci-
do pirlvico. Se encuentra en mfltiples tejidos, y desde
este punto de vista es la mAs inespecifica.

Por electroforesis se ha podido separar en c¢inco-
isoenzimas al igual que la Ck, seglin su velocidad de =
migracibén, En este nuevo campo de anblisis de las enz}
mas el cual es muy prometedor, ya que el método las se
para o subdivide, en sus distintos componentes mediante
cromatograf {a en papel, y dicha separacién hace posi--
ble individualizar ms certeramente el sitio danado --
con exclusibn del no dapado,

Por ejemplo, se ha encontrado que las anormalida-
des de la LDH en su porcién alfa (se separan en albmi
na y globulinas y &stas en alfa 1 y alfa 2 y gamma, =-
beta 1 y beta 2) corresponden a leslones del corazn,-
corteza renal y globulos rojos, en cambio, las anorma-
lidades de la LDH en la porcisn beta gamma correspon--—
den a dafio en piel, misculo e higado.
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DETERMINACION DE & ~HIDROXIBUTIRATO - DESHIDROGENASA
{ HBDH )

FUNDAMENTO 3

Las deshidrogenasas caracteristicas del miocardio
catalizan la reduccibn de Scido & - cetobutirico por -

NADH, , segin 1a ecuacibn siguiente

HBDH
4 - cetobutirato + HADH2 Pl &=hidroxibutirato

+ NAD

Para la valoracidn cuantitativa de la enzima, se «
deja actuar el suerc problema sobre & -Cetobutirato y -
NADH,, y se mide fotométricamente la velocidad de la --
reaccién.  (52)

MATERIAL Y REACTIVOS

Espectrofotémetro

Cronémetro

Bafio maria

Pipetas de 5, 1 ml

Solucién amortiguadora de sustrato {(&-cetobutlrato
3 Mmol/L amortiguador de fosfatos 50 Mwmol/L & PH -
7.5) NRDHZ

METODO 1t

A) Preincubar los reactivos y cubetas de reaccién
a 25°c,

B) ARadir al frasco con NADH,, 3 ml de solucién =
amortiquadora de sustrato y 0.10 ml de suero -
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reciente no hemolizado.

C) Mezclar y verter inmediatamente en la cubeta «
de reaccibn.

D) Medir 1la extincién (absorvancia) al cabo de 1-
minuto y, simulténeamente poner en marcha el -~
crondmetro. Repetir la lectura, de minuto en -
minuto, durante 3 minutos. Longitud de onda —=
365 nm.

Cllculo de actividad enzimbtica & AE/min X 9118 U/L
a 365 nm.

APLICACIONES CLINICAS 1

La deshidrogenasa alfahidroxibutirica es una enz}
ma utilizada casi completamente en el diagnbstico de -
infarto del miocardio al igual que la creatincinass, -
tiene una alta sensibilidad para el diagnbstico de hepy
topatfas, suele tener elevaciones moderadas en trauma-
tismo musculares y algunos otros trastornos.

VALORES NORMALES 13

HBDH & 55-140 U/L
HBOH/LDH : 0.63-0,81

VALORES PATOLOGICOS:

HBOH/LDH mayor de 0.9 en lesiones miocirdicas
HBDH/LDH mensr de 0.6 en lesiones hepiticas.
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DETERMINACION DE LACTATO~DESHIDROGENASA
( LDK )

FUNDAMENTO 13

La lactato~deshidrogenasa cataliza la reduccién
de piruvate por el NADHZ, seglin la siguiente ecuacibn 1

Piruvato + NADHz .Jf!i Lactato + NAD

Para valoracifn de la enzima, se deja actuar el sue
ro probiema sobre piruvato y NAﬁHz, y se mide fotométri
camente la velocidad de la reacclién. ( g )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Eapectofotémetro

Cronémetro

Bafio marfa

Pipetas de 3, 1 ml

Solucidn amortiguadora de sustrato ( Piruvato s8bdi
co 0.6 Mmol/L amortiguador de fasfatos 50 Mmol/L a
PH 7.5}

NADHZ (l1io0filizado)

METODO 3

A) Se sfiade al frasco de NADH,, 3 ml de sustrato=-
amortiguador y 0«1 ml de suerc (reciente no ==
hemolizado).



156

B) Mezclar y vertir inmediatamente en la cubeta,-
medir la extincibn al cabo de 1 minuto y simul
taneamente poner en marcha el cronfmetro.

C) Repetir la lectura, de minuto en minuto, duran-
te 3 min. a una longitud de onda de 365 nm.

APLICACIONES CLINICAS 3

Esta valoracidn junto con una determinacidn de -«
las isoenzimas de LDH caracteristicas del miocardio, ©
sea, la llamada &-hidroxibutirato deshidrogenasa, es =
de gran valor para el diagndstico diferencial, pues, por
comparacién de ambos resultados, pueden distinguirse =
las alteraciones cardiacas de las hep&ticas.

Clculo t Actividad enzimitica = E/min. X 9118 U/L

VALORES NORMALES 3
80 - 240 U/L : HBDH/LDH 0.63 -0.81

En lesiones mioclrdicas HBDH/LDH mayor de 0.9
En lesiones hep&ticas HBDH/LDH menor de 0.6
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DETERMINACICON DE CREATININCINASA
(ATP creatina-N-fosfotranferasa)

FUNDAMENTO 13

CK
Fosfato de creatina + ADP — creatina + ATP

4
ATP ¢ D=glucosa 3ﬁir ADP ¢ Deglucosa=6-fosfato
D-glucosawfosfato ¢+ NADP G'G'PE“ D~gluconatg-6-fosfatos

«-—— NADP + H

La velocidad del aumento de NADPH se mide fotometrica=
mente.

Sus valores directamente proporcionales a 1a actividad
de CK en el suero & plasma, (41 )

MATERIAL Y REACTIVOS 13

Espectrofotémetro

Pipetas de 1,5 ml

Cronbmetro

Solucibn amortiguadora : Imidazol-acetato PH 6.7
Enzima/Coenzima/Sustrato ¢ fosfato de creatina -

30 Mmol/L

Glucosa 20 Mmol/L, N-aceticisteina 20 Mmol/L, --
acetato de mg 10 Mmol, EDTA 2 Mmol/L,ADP 2 Mmol/L,
NADP 2 Mmol/L, AMP 5 Mmol/L, adenisin=S-pentofosfato
5'-adenosina, 10 Mmol/L, glucosa-6-fosfato deshldrogenasa
menor de 1.5 KU/L, Hexicinasa menor de 2.5 KU/L.
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METODO 3

A) Agregar 2.5 ml de la solucién del amortigua--
dor al frasco que contiene la mezcla enzima/-
coenzima/sustrato y disolver.

B) Agregar a la disolucibn 0.10 ml de suero & -~
plasma, mezclar e incubar durante 3 minutos a
25° ¢,

C) Medir el aumento de sbsorvencla cada minuto durap
te 3,4,5 minutos.

CALCULO 1 Actividad enzim&tica a 365 nm = AE/min X7429 U/L

APLICACIONES CLINICAS 3

La concentracién de CPK en el mlisculo esquelético
y en el miocardio es muy elevada, y se encuentra en el
cerebro cantidades apreciables, mientras gue en otros-
&rganos solo hay pequefias cantidades y en el higado --
nada. Aunque la CPK se encuentra casi exclusivamente -
en el mioccardio, mGsculo esquelético, los trabajos mis
recientes indican que pueden darse valores elevador =--
séricos de CPK en el infarto pulmonar y ademfs pulmonar.
En el momento actual, debe ser considerado como Gtil,-
pero no especifico, en el diagnbstico de las enfermeda
des del miocardio y musculares,

VALORES NORMALES:
Mujeres de 10-70 U/L  Hombres de 10-80 U/L a 25°C.
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DETERMINACION DE CREATININCINASA FRACCION *MB®™

FUNDAMENTO 3

Los reactivos para la determinacifin de creatinin=-
cinasa contienen ademls anticuerpos inhibidores de CK-M
&éstos inhiben totalmente la actividad de la subunidad-
CK«M sin actuar sobre la actividad de la subunidad CK=B
por ello en la muestra se determina (inicamente la act}
vidad de 1a subunidad CK-B. ( 40 )

MATERIAL Y REACTIVOS 3

Espectrofotémetro

Pipetas de S ml

Bafo marfa

Solucifn amortiguadores 3 100 Mmol/L de amortigua
dor de imidazol acetato, PH 7.6

Ssolucién Enzima/Coenzima/Anticuerpo : 1.5 KU/L de
glucosa,.

6-fosfato-deshidrogenasa,

2.5 KU/L hexocinasa ; 1000 U/L de anticuerpos (cabra)

Cronémetros

0.2 ml de suero
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METODO ¢

A) Mezxclar el contenido de frasco de solucifn a-
mortiguadors con 2.5 ml de la solucibn Enzime/
Coenzims/Anticuerpc se mantiene astable, bsta
mezcla durante 7 dias & una temperaturs entre
2+8 grados centigrados y durante 12 horas & -
temperastura ambiente.

B) Preincubar la solucidn a 25°C y agregar 0.10 =)
de suero.

C) Mezclar e incubar durante 10 minutos a 257C =
y medir cada minuto el aumento de extincién -
durante 10 minutos & una longitud de onda de-
365 nm.

Chlculo 1 Actividad enzimbtica de la subunidad CK-Bi-
carbio de extinclén por minuto por 7429, Se
calcula la actividsd de CKX-MB en la muestra
multiplicando por 2 sl valor de la actividad
de la subunidad CK-B,

INTERPRETACION CLINICA 1

Valores m&s altos de los niveles normales dan una
alta probabilidad de lesibdn del miocardio.

En el infarto del miocardio despubs de 48 & 60 =~
horas de evolucibn, puede cbservarse un porcentaje de~
CK=MB inferior al 6 %.

VALORES NORMALES @

Valores inferjores de actividad CK=MB de 10 U/L.
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