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INTRODUCCI01'. 

Un menulll es un documento o eerie de docwnentoe 
que en torma ordenada 'I eietem4tica contienen intoi­
mac16n 'l/o 1nst1'1lccione11 'I cu7a 1'inal1da4 es esta~ 
bleoer la ncrmatividad 'I aatendar1zaoi6n de loa pro­
ce4imiento11 que aon neoeaarioa pare el deaar~ollo de 
loa prouamas que H oonaideran neoeearioe para la -
mejor ejeouo16n del trabajo • En este oaeo el mnnual 
trata aceroa de loa principios y t•cnioaa empleadas 
en la ejeouo16n de m•todoe para ve1orar la 1'unci6n -
de un 6rgano determinado • 

n preeente manual eeta dirigido a loa alumnos 
que ou1'1!181l el laboratorio de r.n411sie bioquímico-~ 
olfnioo III , dicho trabajo contiene lFe tlcnicae -
para evaluar el t'lmcicnamiento de los 4iterente11 6r-­
pno11 en eetudio de dicho curso , mencionado el fun­
damento , el mltodo a eeguir y una pequeffa exrlica-­
ci6n dP los valoree ano:nnelee obtenidoe en las dife­
rente• ente1'111ed11det1 del 6rgano en cueetion • 
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OBJlr.l'IVOS 1 

i.- Que loe eetudiantH que curean el laboratorio 
4e ~i•i• bioqufll1co cl!nico 111, conoacan­
lae principalH prue'bae para evalual" el f'lul­
cionaaiento 4e loe diterentee 6rganoe en ••­
tudio, ad OOllO pruebu oompl-tariae como 
una a1ternativa o co~rmaoi4n de loe valorea 
arrojado• por laa prueba• cona14e:radae oomo­
~eioaa • 

2 •• Que al 81'11111110 cuente con un manual que contenga 
loa prooe4im1entoe 4• acuer4o a lee poeib11i­
da4ee t•ontcaa-econ6mioae de nueetra aeouela. 

3 •• Que nuestra taoult•4 d18po~ de un manual -
de conav.J.ta practico ein neoeeidad de recurrir 
a grendee textos. 
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PRUEBAS DE COAGULACION 

La sangre es un fluido que circula en el cuerpo a 
trav6s del sistema vaacular bajo presi6n. L• prevenci6n 
del sangrado espontlneo y el control de hemorragias 
trau•lticaa aon referidos colllO hemostasis. Recienteme.!l 
te se han estudiado mis • fondo los mecanismos de la -
hemostasia para determinar la• anormalidades que resu¡ 
tan en probl .. as de sangrado. 

La henoatasis depende primariamente de los siguie.n 
tea puntoaa 

A) La resiatencia y contractibilidad normal de los va­
aoa aanguineoa y un adecuado mantenimiento del ai•­
t .... vaacular. 

B) La actividad plaquet•ria normal, la cual incluye 
nG111ero y funci6n adecuado de las plaquetaa. 

C) Un siat .. e adecuado de la coagulaci&n ( factores de 
le coagulac16n > 

D) La estabilidad del co&gulo. 

Laa plaquetaa, vaaoa y alatema de la coagulac16n­
aon importante• en 1• formaci6n del trombo, el cual ea 
111POrtante en al mecani•llO del control de la hemorra-­
gla. 
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En una lesi6n de un vaso, la secuencia exacta de­
los evento• no siempre siguen el mismo camino, pero -­
los si9ulentea factores pueden tener cierta lmportancta 
en su deaarrollo 1 Loca11zac16n del vaao lesionado, ta­
mano del vaso y presi6n aangu!nea en el potencial de -­
contracc16n del vaso lesionado, anormalidades 1ntrlnse­
caa del vaso, ano."19al1dadea 6 derrames de tejidos clr-­
cunvecinos y aplicac16n de pres16n externa 6 qulr6r9lca. 

En vasos arteriales grandes, en los cuales la pre­
si6n sangu1nea es alta, no hay for11aci6n usual111ente de• 
troftlbos que puedan ocluir la lesi6n elno, que es necea.! 
rio la apl1cac16n de un torniquete 6 el uao de pres16n­
externa 6 una intervenci6n quir~gica. 

En los vasos sangu!neos pequeftoa el control del -­
sangrado requiere de una compleja 1nteracci6n entre los 
componentes del vaso daftedo, plaquetas y las v!a1 in-­
trln1eca y extr!naeca de la coa9ulaci6n, para la forMa• 
c16n de un trombo. Un esquema simple ea llu1trado en la 
siguiente figura. 
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vaso lesionado 

L1beraci6n 
tejidos 

J 
1 

factor d• 

"-vla 

Reflejo temporal de 
vaaocon¡tricci6n 

Adherencia de plaquetas 
a 1• collgena. 

intrlnaeca / 1 

vla extrlnaec:a de coagulaci6n 
1 

Libaraci6n de 

.......... .. í'""'"' 
Vaaoconatricci6n 

prolongada 

ADP, etc • 

Agregaci6n dj plaquetas 

1 Tap6n de plaquetas semiper-
meable. 

1 Tap6n de plaquetas no perM.! 
ble 

Mucho• de los factores involucrados en la hemosta­
aia aon talllbi6n importantes en el proceso de la trombo­
ais, sobre todo en los procesos trol!lb6ticos en el sis-­
tema venoso de le• extremldades inferiores. Los procesos 
de formaci6n del trOlftbo usual11ente siguen el mismo cami­
no 1 

A) Un cambio en el endotelio del vaso. 

8) Adherencia de plaquetas a la coligen•, membrana basal 
y microfibrill•• aubendotelialea. 

C) lniciaci6n de la reacci6n de llberaci6n de la• plaqu.1 
taa por la co169ana y otras substancia• e1tlmulantea­
prannt••• 
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Dl Aqregaci6n adicional de plaquetas por ADP, tromboxano 
A2 y otras substancias relacionadas con las plaquetas 
para la formac16n de un trombo plaquetarlo reversible. 

El Generac16n de tromblna !nielada prob6bleinente por la­
vla extrlnseca. 

Fl Agregac16n de plaquetas por la tromblna, formac16n de 
fibrina por la trombina y actlvac16n de la vla lntri!!. 
seca de la coagulaci6n. 

Gl Formac16n de un tap6n estable de fibrina - plaquetas. 

H) rormac16n continua de fibrina por act1vac16n de la -
via lntrinseca y extrlnseca. 

I) Atrapamiento de gl6bulos rojo• y mas plaquetas en 
las redes de fibrina con la formaci6n del trombo. 

J) Lisis eventual, organizac16n y recanallzaci6n del 
trombo formado. 
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Un punto funda111ental en la realizaci6n de las 
prueba• de coagulaci6n ea la toma de la muestra por lo 
cual ae dan algunas reco11111ndacionea para una buena to­
ma. 

Cuando se toma sangre venosa, deber• ser aspirada 
tan r•pido co1110 sea posible y mezclar .. con un antiCOJ. 
gulante. Ea importante para laa pruebas que las mues-­
traa no ae contaminen con factores tisulares, para ev,1 
tar eato ae reeo11lenda usar jeringas vacutainer, en -­
las cuales la toma se realiza con un mango en el cual­
se insertan loa diferentes tubos segOn la muestra que­
se necesite y el tipo de anticoagulante mas recomenda­
ble para dicha prueba; al no ae tiene dicho equipo se­
puede ta111ar la muestra en jeringas comunes y hacer el-
1 lenado de tubos de la porci6n media de la toma, para­
evitar la contaminaci6n con factores h1sticos, pero el 
vaciamiento de la sangre deber' ser lo mas r6pido poa,1 
ble. 

En algunaa ocasiones ea dificil obtener sangre -­
venosa de un paciente, 6sto particularmente en niftos -
en loa cuales es relativamente flcll recolectar sangre 
capilar y la cual puede ~r utilizada para realizar -­
tiempo de protrombina, utilizando la pipeta de protrom 
bina Miale ( dada ) con oxalato, pero no es recomenda­
ble para realizar otras pruebas. 

Antlcoagulantea1 

Loa antlcoagulantes m&s satisfac­
torios para las pruebas de coagulac16n son los oxalatos 
y citratos, aunque se prefiere el citrato, pues propo,t 
clona una mejor preservaci6n de los factores V y VIII. 
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Las muestras citratadas son tambi6n mls sensibles a la 
presencia de heparina y por lo tanto, se prefieren pa­
ra pruebas usadas en la monitorizaci6n del tratamiento 
con heparina. El citrato forma complejos con el calcio 
que son insolubles o precipitan y pueden interferir -­
con la detecci6n en sistemas de coagulaci6n autom•tica 
con punto final foto-6ptico. Deberl transcurrir por lo 
menos media hora entre la toma de le muestra y el tiem 
po de la prueba, cuando se usa el citrato. 

En los estudios de coagulaci6n com6nmente se tOlllll 
una parte de anticoagulante por nueve partes de sangre 
total. La concentraci6n mis utilizada de citrato de 92 
dio ea una soluci6n al 3.8 •, en la mayorla de la• OC.! 
sienes esta concentraci6n ea satisfactoria, pero cuan­
do el valor del hematocrito excede del so•, como en -­
una policitemia o en un reci6n nacido, la cantidad de­
calcio no es suficiente en el plasma disminuido para -
unirse completamente al citrato y puede ocurrir una -­
prolongac16n del tiempo de protombina y tielllPO parcial 
de tromboplastina, por lo que deber• ajustarse la con­
centract6n del antlcoagulanta, para evitar dicho fan6-
meno; deberl reducirse la concentrac16n del citrato de 
sodio a 3.2 • seg6n el comite internacional para e•ta!!. 
dar1zac16n en hematologla. 

La heparlna no debe utilisarae como anticoagulan­
te para las pruebas de coagulaci6n, pueato que act6a -
en comblnac16n con la antitromblna III inhibiendo mu-­
chas de las reacciones de la coagulaci6n. 
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Le heparina sin embargo se puede utilizar para rea­
lizar las pruebas de agregaci6n plaquetaria. 

El leido atilendiaminotetracltico (EDTA) no es un­
anticoagulante satisfactorio para la prueba de coagula­
ei6n, porque inhibe o interfiere la polimerizaci6n de -
loa monomeros del fibrin6geno en la formaci6n del colg~ 
lo de fibrina y desestabiliza el factor V de la coagul~ 
ci6n, sin embargo puede utilizarse para el aislamiento­
de plaquetas y su examen. 

Centrifugaci6n 1 

Para obtener plasma rico en plaquetas (PRP), la sa,c. 
gre anticoagulada se centrifuga a 1000 R,P.M., el plas­
ma debe separarse rlpidamente con pipetas de pllstico y 
almacenarse en tubOs de pllstico o siliconizedos, dicho 
plasma puede utilizarse para estudios de agregaci6n Pl,! 
quetaria y para el m6todo directo factor III plaquetario 
aprovechable. 

Para obtener plasma pobre en plaquetas ( PPP ) la­
aangre anticoagulada se centrifuga a 3000 RPM durante -
10 minutos, el plasma se separa rlpidamente y se coloca 
en tubOs de pllatico, este plasma se utiliza para la m.! 
yor!a de 1•s pruebas de coagulaei6n. 

Para algunas pruebas es necesario que la centrifu­
gac16n sea realizada a 2 6 4 Oc para esto se requiere -
de centrifugas refrigeradas. Una vez extraida l• sangre 
empiezan a ocurrir cambios COlllO son la activaci6n de -­
los factores de contacto, los cuales no requieren calcio 
para su activaei6n, los factores llbiles como el factor 
V y el VIII pueden inactivarse, las plaquetas se alteran. 
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Suficientemente en 3 horas, por lo que las muestras cen­
trifugadas deber6n almacen•rse • 4 °c por un tiempo no­
mayor de 2 horas. Los cambios ocurridos dur•nte este PS 
r!odo de almacenamiento son mlnillOs e insignificantes -
para la realiz•ci6n correcta de l•• pruebas de coagul•­
ci6n. La sangre extra1da para l• prueb• de funci6n pl•­
quetaria deber6 permanecer a temperatura ambiente, y sa 
procedera inmediatamente despu~s de haberla extrafdo. 

Si el plasma se va • congelar, se deber6 hacer r6-
pidamente a 20 °c 6 mas, el congelamiento lento desnat11, 
raliza las proteinas y dichas muestras deber6n descongs 
larse para su utilizaci6n, de una manera r'pida a 37 °c, 
y deberln permanecer en ba~o de hielo hasta el momento­
de las pruebas, a exepci6n de las muestras para el estJ¿ 
dio de la funci6n plaquetaria. 

La inestabilidad'tle los reactivos y de las muestras 
de sangre y plasma tienden a causar una alteraci6n en -
los resultados que se relacion•n con el tiempo involu-­
crado en la realizaci6n de determinaciones repetid••• -
por esta raz6n, y con frecuenci• se deber6 obtener una­
muestra control al mislllO tiempo y bajo las mismas cond,1 
ciones que se obtienen las muestras del paciente. Estas 
dos muestras pueden ser checadas una contra otra duran­
te el periodo de la prueba. 
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Las reacciones multienzimlticas de medic16n del -
punto final de la coeguleci6n involucradas en la detes 
c16n del colgulo final de fibrina, son de tres tipos i 

A) Aquella• basadas en los ...&todos indirectos de cons.ll. 
MO de protmmbina, 

8) Aquellas basadas en el tia•po de coagulaci6n de la­
sangre total 6 pla1111a. 

C) "'todoa en 2 etapas en loa cuales un coagulante ae­
forma en un tubo y su potencial se ensaya sobre un­
auatrato en otro tubo. 

En algunos casos llega a ser muy dif lcil precisar 
el 1110111ento exacto de la coagulac16n, ••to trae como -­
consecuencia tiempos prolongados de protrombln• y tie,!!! 
pos parciales de tromboplastina, acentuandose 6sto en­
dilucionea crecientes del pla1ma. Cuando el plasma se­
coagula r'pidaftlellte, se 'ª incapaz de observar la for­
maci6n de redes de fibrina ya que loa cambios de 11qu,1 
do a a611do ocurren en un segundo. Con buenos m&todos­
manuales, una buena fuente de luz y un fondo negro se­
hace mls flcil ver el punto final. 

Los tiempos de coagul.c16n prolongados tambi6n -­
poaean ·problemas cuando s~ utilizan instrumentos autom! 
ticoa que emplean el sistema foto - 6ptico, la aecuen­
cia de coagulac16n puede ser tan lenta y el co,gulo -­
formado de calidad tan pobre, que el instrumento no d.l 
tecta el co&gulo y fracasa para desactivar el cron6me­
tro, cuando 6ato pasa, el tiempo de coagu1aci6n parece 
ser m&s prolongado de lo que en realidad ea, por lo ta!!. 
to, loa laboratorios deber'n establecer rutinariamente 
un punto en el cual todos loa valores prolongados sean 
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rechazados con un ex6men visual de la formaci6n del 
coAgulo. 

La medici6n directa y cuantitativa de algunas en­
zimas de la coagulaci6n se pueden alcanzar por la med! 
ci6n de la prote6lisis de sustratos preparados sint6t! 
cemente, dichos sustratos son satisfactorios para la -
medici6n de la actividad proteolltica de la trombina,­
factor x, plasmina, calicreina, urocinasa y otros, tam 
bi6n son usados sustratos cromog6nicos y el punto final 
es el desarrollo de color, el cual es medido por un e,1 
pectrofot6metro; similarmente cuando •e usan sustratos 
fluorog6nicos, el punto final es el desarrollo de flu2 
recencia detectada por un fluor6metro. La inestabili-­
dad enzimAtica, formaci6n de redes de fibrina y turbi­
dez pueden contribuir a dificultar la detecci6n de di­
chos puntos finales. La cuantificaci6n precisa de pro­
teollsis enzimAtica y por lo tanto la niedici6n de act1 
vidad se puede realizar por algunas pruebas m6s sofi•­
ticadaa, como son las t6cnicas de inmunodifu•i6n radial 
( RID ), la electroinmunodifusi6n ( EID ) y la t6cnica 
de radioinmunoensayo ( RIA ). 

se deberA seguir una metodologla adecuada en las­
pruebas de coagu1aci6n o no se obtendran resultados -­
satisfactorios. Las desviaciones de las 1nstrucciones­
del manejo en las realizaciones de las pruebas deberan 
evitarse, a menos que el laboratorio haya hecho pruebas 
frecuentes con una t6cnica adecuada comparando lo• re­
sultados con las pruebas ya estandarizadas. El tie~po­
de incubac16n de mezclas de activaci6n, tales como el­
TPTA deben ser llevadas a cabo como lo rec~iendan lo• 
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fabricantes del reac_tivo. Existen considerables variacig 
nea en loa reactivos que son 11arcados para uso en pruer 
bas 6nicas. Esto es particular111ente cierto en reactivos 
de TPTA. Aquellos reactivos que utilizan leido ellgico­
cOllO activador, pueden fracasar para detectar una defi­
ciencia de precalicrelna. 

La var111ei6n significativa en la detecci6n del efes, 
to de la heparina sobra tales reactivos, hace ver que -
es necesario que cada laboratorio construya una curva,­
agregando cantidades conocidas de heparina a la muestra 
de pla..,a con el f !n de detenainar la sensibilidad del­
aistema que aa eatl usando. Loa reactivos buferados son 
6tiles en la •lni•lzaci6n de tales variaciones. Es aco,n 
sejable utillaar controles proporcionados por los fabr! 
cantea de reactivos seleccionados. 

Ning6na prueba aislada de invest1gaci6n puede de­
ter•inar la funci6n he11e1stltlce adecuada. El uao de pruJt 
baa aislada• de coagulacl6n aon reprobables. 

El siguiente conjunto de pruebas de coagulaci6n ea 
rec:a111endable para la investigaci6n blaica del ...c:anis1110 
hemoatltico. 

A) Esti11aci6n del n6mero de plaquetas. 
B) TielllPO de aangrado COMO prueba en vivo de las funci2 

nas vaacularea y plaquetaria en la het110atasia pri•a­
ria. 

C) Tiempo de protrombina para evaluar la vla extrlnaeca 
D) Tiempo parcial de tromboplastina activado para eva­

luar la vla intrlnseca. 
El Retracc16n del colgulo para evaluar plaquetas y fibr! 

n6geno, y exaainer el carlcter del colgulo de la sa.o. 
gre total. 
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TIEMPO DE SANGRIA 

PUllDAMENTO 1 

El tleinpo de aangrla es el necesario pera que deje 
de sangrar una herida estandariaada en la piel, es una­
medida de la tunc16n plaquetaria e independiente del 111,1 

canlsllO de la cosgulac16n, aunque en el caso de altera­
c16n grave de la coa9ulac16n, el tletnpO de aangrla_ pue­
de ester prolongada. ( 39 ) 

MATERIAL 1 

- ccon6iaetro 
- Lanceta 
- Papel filtro 
- Alcohol 

METODO 1 

Al Se limpia el l6bulo de la oreja con alcohol sin 
presionar y aa practica una punc16n con una l•Jl 
ceta. 

BI Se pone en llU'Cha el cron69atro y cada 15 SetJU.ll 
do• .. observa la gota de sangre aobre un papel 
filtro, teniendo cuidado de no tocar la auperf.1 
cie del 16bulo de la oreja hasta que no aa119re-

•••· 
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INTERPRETACION CLINICA1 

Esta prueba suele ser prolongada en los proble•as 
tr0111boc:itop6nicos, en la enfermedad de Von WUlebrand, 
en algunas deficiencias hereditarias de factores plas­
mlticos COlllO el V y el VIII y en otras trombocitopatlas. 

El tiempo de sangrla es nor•al en la hemofilia A­

y a, en hipoprotrombinemias y en general en la hipof i­
brinogenemia hereditaria. 

JA ingesta de aspirina prolonga el tiempo de san­
grla, por lo que debe interrogarse al paciente sobre -
su uso, y repetir el eximen en caso de prolongaci6n del 
tiempo de sangrado en una se111ana sin tomas medicamento. 

VALORES NORMALES 1 

De 1-4 Minutos. 

PRUEBA DE FRAGILIDAD CAPILAR 

FUNDAMENTO 1 

La fragilidad capilar se prueba al SOllltltar al pa­
ciente s una presi6n inter.adia entre la aist6lica y -
la diast61ica por un deter•inado ti.-po. ( 38 ) 

MAftRIAL a 

- Cron61wetro 
- Baun&iietro 

ME'l'CDO 1 

A) Elegir el braza del paciente que no presente -
ning(in tipo de manchas que puedan confundirse­
con petequias. 
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B) Colocar el brazalete del bauman6metro a una preai6n 
intermedia entre la aist&lica y diaat6lica 1 con un­
mlxillO de 100 ... de Hg dura~te 5 minutos, quitar el 
brazalete y examinar la cara anterior del antebraao 
e unos 10 Cm. del codo y en una circunferencia de -
5 On de dilmetro. 

C) Realizar el conteo de petequia•. 

INTERPRETACION CLINICA 1 

Por lo com6n la prueba resulta negativa, aunque -
un pequeno nGmero de per110nas nor•ales pueden preaenter 
leve positividad. 

En casos de trombocito~nia 1 fibrinogenopenia y en 
la p6rpura vascular la prueba es francamente po•it1va 1 

en estados heniof!licoa es negativa. 

VALORES NORMALES 1 

Hasta 5 petequia•. 

RECUENTO DE PLAQUETAS 

FUNDAMENTO 1 

Se destruyen los eritrocitos con una aoluci6n -­
de oxalato de a1110nlo al 1.0 • y se hace cuenta directa 
de plaqueta• con el microscopio da contraate de faaes­
en una cimera de Neubauer da fondo plano. ( 29 ) 
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MATERIAL Y REACTIVOS 1 

- Oxalato de amonio al 1.0• 
- MeRthiolate incoloro 
- camera de Neubeuer 
- Microscopio de contraste de fases 
- Pipeta de diluc16n de gl6bulos rojos 
- Cron6metro 

1.0 de sangre venosa. 

METODO 1 

A) Cargar de sangre una pipeta de gl6bulos rojos­
hasta la marce o.s y llenar con el liquido de -
d1luci6n, hasta la marc• 101. 

B) Agitar, cargar la c6mar• de Neubauer y dejar r.1 
posar 10 minutos en c6mera h6meda. 

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

D) La cifra obtenida se multiplica por 2000 y nos­
d• el n61ftero de plaquet•• por millmetro c6bico. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Las cuentas bajas de plaquetas se observan en la -
tromboastenia y en trombocitopatlas. Las plaquetas act6an 
como trombos en caso de ruptura de peque"ºª vasos y su­
desintegraci6n provoca liberaci6n de serotonina, que •­
su vez produce vasoconstricci6n local y tiende a redu-­
cir la hemorragia. su papel es importante en la for••-­
ci6n de tromboplastina y libera factores necesarios pa­
ra la coagulac16n normal y otros de los que depende la 
retracci6n del co&gulo, 
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El nOmero de plaquetas puede aumentar hasta dos 
6 tres veces con el ejercicio brusco, con la adm1n1str,! 
c16n de adrenalina. Durante el transcurso de la mens-­
truaci6n puede apreciarse un decenso del n0111ero de pla­
quetas de hasta un 50 ~ 6 70 ~. que vuelven a la norma­
lidad despu~s del 4° dfa. 

VALORES NORMALES 1 

De 150,000 a 450,000 c~lulas por mil1metro cObico. 

RETRACCION DEL COAGULO 

FUNDAMENTO 1 

Cuando ae deja coagular en forma espont•nea la -­
sangre total se obtiene una masa solida con todos los­
componentes sanguineos, con el tiempo eata masa se con 
trae y exOda suero, por la funci6n contractil de la• -
plaquetas sobre la red de fibrina. ( 20 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

JeringH 
'l\lbos de graduado• de centrifuga• 
Ballo Maria 
Alambre de cobre 
Cron6metro 
2 Ml de sangre. 

METODO 1 

A) Extraer sangre vena••·~ ml. 
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B) Se coloca en cada tubo de centrifuga graduados 
2 ml. de sangre a temperatura de 37°c, introd¡¿ 
cir inmediatamente un espiral de alambre de c.51. 
bre. 

C) A l• hora ae retira el co~gulo y se mide el v.51. 
lOmen de suero remanente. Referir este volOmen 
a porcentaje y hacer el promedio de loa 2 tubos. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La cantidad de suero est• disminuida en la trolllba 
citop6nia y en la trombost6nia. Tambi6n debe conside-­
rarse que la retracci6n del colgulo no solo esta influ! 
da por la actividad plaquetaria, sino por la cantidad­
Y reactividad del fibrin6geno y el volGmen de los gl6-
buloa rojos. 

Cuando el f1brin6geno estl disminuido, el colgulo 
puede estar disminuido 6 pequefto y la retracci6n pare­
ce estar muy aumentada; cuando se encuentre aumentado­
como en algunos casos de estados inflamatorios, la re­
tracci6n es defectuosa. En presencia de actividad fi-­
brinolltlca puede disolver el coAgulo. Con un bajo va­
lor del hematocrito, la masa del co•gulo sera pequena­
en proporci6n, y dara valores elevados; cuando es •lto 
l• retracci6n resulta defectuosa por ser la "'8s• del-­
coAgulo d11111asiado grande. 

VALORES NORMALES 1 

40 • 6 mas. 
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ADHESIVIDAD PLAQUETARIA 

FUNDAMENTO 1 

El primer paso en el mecanismo hemostltico es la -
adhes16n de las plaquetas al lugar del dafto de las ve-­
"ªª' late m•todo compara la cantidad de plaquetas circo\! 
lente• en sangre venosa, con la cantidad que escapa de­
una vena lesionada. ( 20 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Lanceta 
Cimera de Neubauer 
Mlcrosc6pio de contraste de fases 
Jeringa 
Liquido de diluci6n para plaquetas 
1 Ml. de sangre venosa 

METODO 1 

A) Practicar una 1nciai6n en el antebrazo de 5 111111-

aproximadamente, dejando que fluya la •angre lJ. 
bremente por lo -· 1 minuto, efectuar do• rs 
cuentos de plaqueta• con •angra capilar con inte¡: 
valoa de 2 minutos. Lo• resultados se prOlledien. 

B) Al mismo tiempo se efect6a una extracci6n veno­
sa en la que •• realiza tambiln el recuento por 
duplicado. 
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C) La adhesividad plaquetaria IN VIVO estarla ex­
presada por la diferencia entre los 2 resulta­
dos. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

En la telangiectasia hemorr6gica hereditaria, y -
en la enfermedad de Von Willebrand, los valores son muy 
bajos, alrededor de 38,000 plaquetas por nwn3 ; por lo -
regular Astos valores van acompanados de tiempo de san 
gr1a prolongados. 

VALORES NORMALES 1 

Debe de existir un pr~io aproximado de 95,000-
plaquetaa por """3 de diferencia entre sangre venosa y. 
capilar. 

FACTOR PLAQUETARIO 3 

l"IJNDAMEN'l'O 1 

Las plaquetas al ser sometidas a diversos estlmulos 
6 alteradas, exponen un ~osfolipido ( factor 3 plaquet! 
rio ) no1eesario para la conversi6n intr!nseca del fac-­
tor 11 activado ( trombina ). La liberaci6n 6 exposici6n 
puede lograrse por fracmentaci6n mecAnica 6 por la acc16n 
de diversas substancias que actuarian como activadores. 
La preincubaci6n del plas11111 rico en plaquetas con caol!n, 
proporciona este estimulo, y el tietnpo de coagulaci6n -
con caol1n de un plasma rico en plaquetas es una medida 
de la capacidad del factor 3 plaquetario. e 56 ) 



22 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Caol1n ( suspensi6n de 4 gr. en 100 ml de cloruro 
de sodio al o.es ~ ) 

Cloruro C6lcico 0.035 M. ( 3.9 gr. da sal anhidra 
aforando a 1000 ml. con agua destilada ) 

Cron6metro 
Bal'lo marta 
Plasma rico en plaquetas ( poner 9 vol. de aangre 

con 1-vol. de citrato de sodio al 3.8 ~y­
centritugar a 2000 g. durante 15 minutos ) 

METODO 1 

Al Se preparan mezclas a partes iguales de las •! 
guientes muestras de plasma 1 1- plasma rico -
en plaquetas del paciente, con plasma pobre an 
plaquetas del control; 2- plasma rico en pla-­
quetas del control con plasma pobre en plaque­
tas del paciente, 3- plasma rico y pobra en -­
plaquetas del paciente; 4- plasma rico i pobre 
en plaquetas del control. 

B) A cada una de 6staa muestras se al'lade 0.2 ml.­
de suspenai6n de caolln bien mezcladas. 

C) Se colocan en bal'lo marta todas las muestras a-
370c durante 20 minutos agitando loa tuboa ca­
da 5 minutos. 

D) Se al'lade 0.2 ml de cloruro c6lcico 1 se pone en 
marcha el cron6metro y se anota el tiempo de -
coagulaci6n. El punto final sa determina cuando 
aparece el primer grumo de caolln. 
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INTERPRETACION CLINlCA 1 

t.as mesetas 1 y 2 difieren solo en la fuente de las 
plaquetas, si el tiempo de coagulaci6n de las mezclas -
que contienen las plaquetas del paciente ( mezcla 1 ) -
excede de las que contienen plaquetas normales ( mezcla 
2 ) en S segundos 6 mas, existe un defecto de disponibJ.. 
11dad del factor 3 plaquetarlo. 

Loa defectos del factor 3 plaquetario se encuentran 
en algunos casos de trombopatlas, en algunos pacientes­
con ur6triia1 trastornos m1eloproliferat1vos, inacroglobu­
ltn6tniaa etc. 

Las 111ezcla• 3 y 4 permiten apreciar la presencia 
de slg6n defecto de la coagulaci6n del paciente. 

VALORES NORMALES 1 

AGRtGACION PLAQUETARIA 

FUNDAMENTO t 

Los primeros e•tudlo• realizado• para llledir la a­
gregac16n plaquetaria fueron los realizados por Brinkhou• 
en 1959¡ luego llQrn y Cross b•••ndose en la diferencla­
de den•idad 6ptica entre el plasma rico en plaquetas y­
el carente de las mi•maa, describieron un m&todo en el­
cual se baaan los actuales, para ello se utiliza un •P.! 
rato llanlado agre961!1etro, que mide los incrementos de la 
traamia16n 6ptica al formerse los ac6111Ulos de plaquetas. 
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La agregaci6n se induce con la adici6n de diver-­
saa substancias, COlllO por ejemplo ADP, Col&geno, cate­
colaminas, etc. 

El ~todo detallado a continuaci6n es el de Pav-­
losky y Moreno, tiene la ventaja de poderlo realizar -
con elementos co111Unea de laboratorio. Se basa en la -­
diferencia entre el n~mero de pl~quetas antes y despu~s 
de agitar un plasma rico en ellas. e 50 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Citrato de sodio al 3.8 ~ 
centrifuga 
cron6nietro 
'l'llbos de pl&stico siliconado y de pl&stico 
Plasma rico en plaquetas 
Pipetas de 1,s ml. 
Material para conteo de plaquetas. 

METODO 1 

A) Extraer la sangre en forma directa sobre un tu­
bo de plSstico con 1 ml. de citrato, llevar a -
10 ml, la punsi6n debe ser limpia y al mezclar­
con el anticoagulante debe evitarse la hemolisis. 

B) La obtenci6n del plasma rico en plaquetas puede 
tambi~n obtenerse a centrifugando a 200 r.p~m.­

durante 8 minutos, conservando el plasma en tu­
bos de plSstico a so0 c. 

C) La prueba debe realizarse entre 2 y 4 horas de­
extra!da la sangre. 

D) Se toma 1 ml de plasma rico en plaquetas, se c2 
loca en un tubo de vidrio siliconado de 7 por -

75 "'"· tapar con tap6n de pl~stico. 
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E) Agitar 2 minutos a 16 r.p.m. y dejar el tubo -
en forma vertical 20 minutos, para que las pl~ 
quetas agregadas sedimenten y queden el tercio 
superior libre de acO..ulos plaquetarios. 

r> se tOlllen 0.1 ml. de plasma de la parte superior 
y se diluye con 1.9 •l• de citrato al 3.8 ~. -
al •illllO tiempo se realiza una diluci6n igual­
pero te111ando 0.1 •l. de plasma rico en plaque• 
tas inicial. 

G) La diferencia entre el n6mero de plaquetas --­
antes y despu6s de la agitaci6n dada en porcen 
taje, da una idea cuantitativa de las plaque-­
tas agregadas. 

APLICACIONES CLlNlCAS 1 

Bata prueba es anor.el sobre todo en la enfer-
111edad de Gla11111ann. Se encuentra tambi6n disminuida en­
hipofibrinogen..ia, en leuce11ias, tromboc:itop6nia y en 
insuficiencia renal. 

En la enferniedad de Von W11lebrand existen va­
lores en el limite normal inferior. Se pueden observar 
un aumento de la agregacion en el stress y algunos ca­
IO• de arterioeaclerosi1. 

VALORES NORMALES 1 

25 a 78 ~ de agregacion. 



26 

TIEMPO DE COAGUt.AClON DE SANGRE TOTAL 

FUNDAMENTO 1 

El tiempo que es necesario para que la sangre ae -
coagule en un tubo de cristal e• una lllSdida indirecta -
de la actividad total del sistema intrlnaeco de la coa­
gulac16n. La ob•ervaci6n per16dica de la •angre nos pe¡, 
mite la valoraci6n de las propiedades flaicas del colgul2 
que se forma como son el tamano, aspecto y fueraa 1M1cl­
nica del mi8lll0 1 as! como su estabilidad, velocidad y -­
extens16n del milllllO. ( 37 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 

Jeringa con aguja 
Tubos de enHye 
Cron6metro 
sano marta 

HETODO 1 

A) Se realiza la punsi6n rlpidamente de sangre ve­
nosa para obtener 5 •l de ella, iNlediatSMente­
que la sangre entra a la jeringa se pone a andar 
el cron6111etro. 

B) Se vacla la sangre en el tubo de cristal cuidaa 
do de no hacer espuma y se coloca en bano marla 
a 37°c. 
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C) Revisar el tubo cada 30 segundos, inclinando 
suavemente dicho tubo, hasta observar el coAgulo 
de sangre y parar el cron6111etro. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La prolongaci6n del tiempo de coa9ulaci6n se debe­
ª deficiencias de cualquiera de los factores de la coa-
9ulaci6n 6 tambiln a la presencia de anticoagulantes 
circulantes en el torrente sangu!neo. 

VALORES NORMALES 1 

Entre 4-S minutos. 
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PRUEBA DEL TIEMPO DE RECALCIFICACION DEL PLASMA 

FUNDAMENTO 1 

El plasma rico en plaquetas contiene todos los fa,¡ 
torea de coegulaci6n neceaerios pare la formaci6n de la 
protrombinasa intr!nsece o tromboplastina plasm&tica ~ 
con exepci6n de lo• iones de calcio. cuando se aftade ~ 

calcio al plasma se genera la protrombinasa intrlnseca1 
'sta active le protrombina y la trolllbina, as1 formada-­
convierte el fibrin6geno en fibrina, Le velocidad de le 
coeguleci6n es la medida de la actividad coagulante to­
tal desarrollada y estA disminuida si hay d'ficit nota­
ble de alg6n componente. e 9 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Citrato de sodio al 3.8 S 
Cloruro cllcico 0,025 "• 
Centr1f'uga 
T\lboa de poliestireno 
Reloj 
Pipetas pausteur 
Cloruro de sodio o.es S 
Be"o merla 
Jeringas de 10 ml, 

"ETODO 1 

A) Se practica una punsi6n venosa, teniendo cuidado 
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de no hemolizar la sangre, colocando 9 vol6me~ 
nes de sangre completa en un tubo de poliestir!_ 
no que contenga 1 volGmen de citrato, se mez~ 
cla por 1nversi6n y .. cantrlfuga a 2000 g. por 
15 minutos. 

B) Se extrae el plasma con una pipeta paateur, co­
locandolo sobre hielo si se trabajara despu6s. 

C) Se coloca 0.1 ml de plasma en un tubo de en•ayo 
sa anada o.1 ml de cloruro de sodio y la mez~ 
ele ae incuba a 37°C durante 1 minuto. 

D) Lll .. zcla se recalclfica con la adici6n de 0.1 
•l de cloruro cllclco pracalentado a 37°c y •e 
pone en marche el cron6inetro. 

E) Se coloca el tuvo en bano merla a 37°c y ae o¡ 
•erva cada 2 •ag. hasta ob•ervar el coAgulo de 
fibrina parando inmedlat .... nte el cron6Metro. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

E• un .Atodo lllUY ganeral da evaluaci6n qua ea in­
fluenciable por numeroso• factora• entra ello• eatln1-
Talllperatura1 dil111atro y ~eterial da loa tubos, volGman 
de la •uaatra ate.¡ solo •• prolonga cuando hay grave• 
daflcianciaa da lo• factores 1111,v,VIII 6 IX tambiln­
en pr•••ncia de anticoagulantas circulantes incluyendo 
altoe nivel•• de haparina. 

VALORES NORMAI.EI 1 

135-240 segundos. 
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA 

FUNDAM&NTO 1 

Como el extracto de cefalina no coagula el plaama 
hemof111co tan rlpidamente COIMI el normal, se le llam6 
tromboplastina parcial para diferenciarlo de la tr0111b.2 
plastina completa, la cuAl coagula con ambos plaa11aa -
en el mismo tiempo. 

Esta prueba es sensible a la deficiencia de todo• 
los factores plasmltlcos de la coagulaci6n excepto et­
factor VII y el factor plaquetarlo. ( 49 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Equipo de tromboplastlna parcial activada 
Soluc16n de cloruro de cllcio 0.03 M. 
SOluc16n de citrato de sodio el 3.8 • 
TUbos de ensayo de 13 por 100 ... 
Centrifuga 
Cron6inetro 
a.no maria 
Pipetas 0.1, 1•1. 

ME TODO 

A) Colocar 4.5 ml de sangre en un tubO de 13 por-
100 111111. conteniendo o.s ml de citrato de aod12 
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al 3.B ~. mezclando suavemente. Centrifugar la­
mueatra a 2000 r.p.e. durante 10 minutos y co~­
servar entre O y s0 e, hasta el momento de la 
prueba que debe ser antes de 2 horas. 

8) Poner 0.1 ml de trOllboplastina rec:onst1tu1da en 
cada tubo de 13 por 100 mm ( debe de trabajarse 
por lo menos por duplicado cada muestra l en 
bafto marta a 37°c tres minutos, y aftadir o.t ml 
de plasma problema y mezclar laa substancias y­
encul:>ar 3 minutos. 

C) Alladir o.t ml de cloruro de calcio precalentado 
a 3?0c, mezclando r6pidamente y empezar a medir 
el tiempo con cron6metro, hasta ver aparecer un 
gel de fibrina en la muestra y detener el cron§. 
.. tro, observando la 11111estra cada 30 segundos. 

APLICACIONES CLINICAS t 

La prueba aatl prolongada en la deficiencia de uno 
6 lllis de los factores x1r,x1,x,1x,v111,v, protrombina y 
f1brin6geno. Estl prolongado si el fibrin6geno es infe­
rior· a 100 mg por ml debido a los producto• de degrada­
c16n del fibr1n6geno 6 de la fibrina 6 a la heparine. 
En individuos normales que no tienen historia de hemo-­
rrlgiaa, ni alteracionea de los factores de coagulec16n 
ocasionalmente, se encuentra un tiempo prolongado. 

Tiempos mis cortos de lo normal se pueden observar 
despu&s de una punsi6n venosa deficiente, si el plasma 
contiene plaquetas y la prueba se realiza mis tarde de 
1 hora 6 en coegulaci6n intrevasculsr d1sem1nada. 

VALORES NORMALES r 

30-50 segundo•• 
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CONSUMO DE PROTROMBINA 

FUNDAMENTO 1 

La prueba de consumo de protrombina ea una medida­
de la actividad de la protrolllb1na que queda en el suero 
despu's de que la sangra se ha dejado coagular b•jo r1g! 
das condiciones de estandarizaci6n. Es una determinaci6n 
cuantitativa de la cantidad de tromboplastina plásmltica 
que la sangre es capaz de producir. 

cuando la sangre se coagula, la protrombin• inact! 
va 6 protrombin6geno se convierte al estado activo, si­
se produce una cantidad normal de tromboplastina plasm! 
tica, casi toda esta protrombina libre ser• conaumida,­
y el tiempo de protrombina en sueros norlllllles ser• de -
15 segundos 6 mas. Un tiempo de menos de 15 segundos ~ 
indicar! una deficiencia en uno de los factores necesa­
rios para la producci6n de tromboplastina plasmltica. 

( l.8 ) 
MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Tromboplastina activada 1 Tromboplastina liquida -
activada de cerebro de conejo. 
Cloruro cAlcico 0.02 H. 
Plasma de conejo exento de protrombina 1 fuente -­
de fibrin6geno y factor V. 
TUbos de 13 por 100 11111. 

ea.no maria 
Cron6metro 
Pipetas de 1.0 ml. 
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METODO 1 

A) Extraer 2.0 ml de sangre usando una jeringa si­
liconada, la punsi6n da la vena debe ser limpia, 
para evitar la conta•1naci6n de la sangre con -
troiaboplastina tisular. 

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

C) Colocar los tubos en bafto maria a 3?0 c y dejar­
la coagular, se van inclinando los tuboa cada -
30 segundos, hasta que se forn1a un co,gulo tur­
gente. 

D) 15 •inutos despu6a da que se haya formado el -­
colqulo centrlfugar, los tubos a 21 000 r.p.m. -
durante 2 minutos. No separar el suero del co&­
gulo. 

E) Volver a colocar los tubos en bafto maria a 37ºc 
• incubar durante 45 •inutos. 

F) Practicar un tle111po de protrOlftbina en una ltapa 
en el suero como sigues 
1.- Kedir en un tubo de vidrio de 13 por 100 11111 

en un bafto de agua a 37°c, o.2 ml de meacla 
de trolllboplastln• activada, cloruro de cal­
cio y 0.1 ml de pla11ma de conejo exento a -
protrombina. 

2.- Soplar fuertemente 0.1 ml del suero proble­
•• en la.meacla anterior y aimult6neamente­
et11peaar a cron6metrar. 

3.- Observar cuidadosamente hasta que se fornie­
el co&gulo, siendo &ate el punto final. 
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APLICACIONES CLINICAS 1 

Se observ6 que cuando una sangre h.-offltca se 
coagulaba, no se formaba trOftlboplaattna 6 ae for11aba~ 
poca, y conaecuenteinente poca protrOllbtna podfa conva¡: 
tirae en trombina, aaf mismo en la trombocipenia aava­
ra, la mayor parte da l• protrombin• parmanac:ia an el­
auaro, debido a que el factor plaquatar faltaba y ••.a 
vitaba la formaci6n de tromboplaatina plaamltica. 

Mis adelanta aa observ6 que cuando un pla... haft12 
tilico rico en plaquetas •• 11a&cl•b• con al pla .. a ~­
normal pobre en plaquetas 6 pla11111a trolllbocitoplntco,~ 
tiene lugar una correcci6n 11Utua1 al •i•lllO ti•llPOt con 
6atas obaervacionaa, aa desarrollo la primera prueba • 
de laboratorio para establecer la existencia da un aat,1. 
do hipotromboplaatin6mico. A asta prueba conocida como 
la de conaulllO de protrolllbina, puada acreditaraala la • 
in1c1aci6n de una nueva ortantaci6n del estudio da la• 
hemofilia y enferinedadaa •fin••• 

VALORES NORMALES 1 

un tia11po da protrOlllbtna del suero da 15 aagundos 
6 mi• es nor ... 1. 
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TIEMPO DE PROTROMBINA 

FUNDAMENTO 1 

Al agregar calclo y extracto h1at1co al plaama, el 
factor VII reacciona con el factor h1stico y se forma -
un producto que convierte el factor X en au forraa acti­
va que a au vea reacciona con el factor V en presencia­
de calcio tonteo y fosfollpielos para for•ar la protrombJ. 
nasa que convierte la protrOllb1na en trOlllblna, y 6ata a 
su Val convierte el fibr1n6geno en fibrina. ( 12 )• ( 48 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS r 

a.no •ada 
Tubo• de anaayo 
Pipeta• de 1 •l· 
Cron6-tro 
TrOllboplastina h!at~ca preparada 
Cloruro cllclco o.02s M. 
Pla11111a pobre en plquet••• 

METODO 1 

A) Se mezcla un volliftien de 0.1 •l de extracto de -
cerebro 6 pu1"'6n y 0.1 ml. de plasma problema,­
•• incuban en bafto ••r1a a 37°c durante 1 minuto. 

·a> Se agrega 0.1 ml. da cloruro de calcio 0.025 M. 
y se pone en ••rcha inlllediatamente el cron6111etro. 
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C) Despu6s de 8 segundos registrar la formaci6n -
del coAgulo de fibrina con un rlpido movimien­
to del tubo, volviendo el tubo al ba"o ••rl• -
hasta observar el coAgulo. 

D) Correr un control con el ple11111• normal, reali­
zando la prueba por duplic•do o triplic•do. 
Realizar la pruebll in111edlat11111ente·6 P•llAr el -
plasma a un tubo en refrlgeraci6n de la mi .. a. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

El tiempo de protrOlllbin• se encuentra alarg•dO -­
cuando existe niveles blljoa o ausencia de lo• siguien­
tes factores 1 V, VII, x, y 11 cuando el flbrin6geno -
estl por debajo de 100 mg por 100 •l• tambiln cuando-­
aparecen productos de degradaci6n del f ibr1n6geno & -­
de la fibrina 6 presencia da hepartna. En la policite­
mia puede estar prolongado debido e una desproporci6n­
en la relact6n de anticoagulante en el pla8111•• 

VALORES NORMALES 1 

12-16 .. gundoa 1 Mayor del 70 " de actividad con­
referencia al control normal. 
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TIEMPO DE TROMBINA 

P'UNDAMEN'l'O 1 

El tietlJ)O que es necesario para que el plasma coa­
gule despu6s de la adici6n de tr0111bina, se le 11 .. a tie.!!! 
po de trOlllbina. La trombina act6- directamente sobre el 
fibrin6geno para convertirlo en fibrina, la velocidad -
de la coagulaci6n con la tra.bina •• funci6n de la con­
centraci6n de fibi;in6geno 6 de la acci6n de los inhibi­
dores de la acci6n de la trolllbina sobre el fibrin6geno. 
( 11 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

aano •arla 
cron6metro 
Pipetas de 1 •l• 
Cloruro de sodio al o.es • 
TrOllbina preparada J bovina 6 hu•ana 
Plas•a citretado pobre en plaquetas. 

METODO 1 

A) Se IM!•clan 0.1 ml. de pla5111e problema y 0.1 ml. 
de cloruro de sodio o.es • y se calientan a 37º 
e, en bafto ••ria 1 minuto. 

B) Se agrega 0.1 ml. de soluci6n de trombina pre­
viamente calentada a 37°c, se pone en marcha el 
cron6metro y se toma el ti..,po de coagulaci6n. 
Si no se realiza la prueba inmediatamente se -
mantiene en refrigeraci6n el plasma. 
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C) Correr un control normal paralel ... nte. 

APLICACIONE.S CLINICAS 1 

Est• prueba es anor•al si existe un cambio cualit,! 
tivo del fibrin6geno, si la concentraci6n del fibr1n6CJ.!. 
no es inferior de 100 1119• por 100 ml. o si estl presen­
te un• substancia antitromblnic• COMO l• heparin• 6 los 
productos de degradaci6n del f1brin6geno 6 de la fibri-

Si la prueba es •normal 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 ti .. po de tromb.1 
n• de la mezcla es de 4 segundo• 6 •Is que el del plaa­
ma nor111al solo, hay que pensar en la presencia de una -
substancia antitromblnica. 

Al cabo de 10 minutos debe examinarse el co&gulo~ 
y compararlo con el del control nor•al, si ea muy frlgll 
indica bajo nivel de fibr1n6geno. 

VALORES NORMALES 1 

Valores mayorea de 3 aegundoa con relaci6n el tiem 
po de plasma normal. 
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CUANTIFICACION DE FIBRINOGENO 

FUNDAMENTO 1 

La concentrac16n da f1br1n6geno en el plasma as -
tal, que cuando se anade tr~blna en diluciones serla~ 
das del plasma con una aoluc16n salina tamponada, el -­
co,gulo ea visible a una concentrac16n de 1164 6 11128. 
( 10 ) 
MATERIAL Y REACTIVOS 1 

aano •arla 
cron6Mtro 
Pipetas de 1 ml. 
TUbos de ensaye 
Tromblna preparada 
Soluc16n salina tamponade 1 e.s gr. de cloruro de­
aod1o 1.21 gr. de tris base en 950 ml. de agua de,1 
tUada e PH 7.2 

ICTODOI 

A) Se realizan les a1gu1antes d1luc1onaa de plasma 
con la aoluc16n •allne t .. ponada1 11e,1116,t132, 
1164, 11128. A cada •l. de la d1luc16n se le a­
grega 1 ml de aoluc16n de tromblna. 

B) Deapu6• de .. zclarlo• •• dejan los tubos en bano 
.. rta a 37°c y se observan al c•bo de 15 a 30 m,1 
nutos. Para valorar le f1br1n611s1a lo• co,gulo.!. 



40 

formados deben observarse deapula de 2 Hra. 
de 1ncubac16n a 37° c. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Si ae observan colgulo• en lea diluciones 1132 
del pla1111a del paciente ae puede excluir une enótnell• 
cuentitetlve cllnicamente significativa del fibrin69.1 
no (concentrec16n del fibrin69eno de mayor de 100 mg/ 
100 1119. ). La 11&1• de loa colgulos a l•• 2 Hrs. 1nd,l. 
ca fibrin6liaia euinentede. 

VALORES NORMALESI 

Titulo• de formaci6n del colgulo, menores de 1132. 
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TIEMPO DE LISIS DE LA EUGLOBULINA 

FUNDAMENTO 1 

La fracci6n eualobulina del plasma, preparada por­
diluci6n y acidificac16n eatl relativamente libre del-­
aiate111a enzimltlco fibrinolltico y 1 por ello, la lisis­
del colgulo forMado por el flbrin6geno en el precipita­
do de euglobullna ocurre con relativa rlpidez. El tiem­
po neceaerio pare la lisis del colgulo ea el tiempo de­
llaia de la euglobulina. ( 5 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Cron6oletro 
centrifuga 
TUboa de enaayo 
Barlll• de cristal 
Plpetaa de 1 1 51 10. ml. 
Recipiente con hielo 
Oxalato sodico 0.1 M, 
Cloruro cllclco 0.025 M. 
Soluc16n de leido acAtico 1 Diluir 13.5 Ml de 5cldo 
acAtico al 1 ~en 1000 ml. de agua destilada con PH 
flnel entre 3,65 - 3.70 

Soluci6n de boreto tamponada 1 9 gr de cloruro .&d,1 
co en un matraz volum6trico y aforar a 1 Lt. con -
agua destilada, 
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METODO 1 

A) Se recolectara 4.5 ml. de aan9re total en un tu­
bo de centrlfu9a, enfriado previamente que con-­
ten9a 0.5 ml. de oxalato a6dico 0.1 M. La mezcla 
se coloca en hielo tan pronto como sea posible-­
Y se centrifu9a a 2000 9• durante 10 •in. •• se­
para el pla ... a y .. deja en hielo. 

B) A 9.5 ml. de la soluci6n de Acido acltico •• •­
nade o.s ml. de plasma y se meaclan cuidadosa-­
mente. Loa tubo• se refrigeran a 4°C durante --
30 Min. y entonce• •• centrifu9an a 2000 9• 1 -
minuto. 

C) El sobrante se desecha y el precipitado se re-­
conatituye en o.s ml. del tamp6n de borato me-­
diente una varilla de cristal. 
Cuando el precipitado se ha disuelto completa11e~ 
te, le soluc~6n se pone en bano •arla a 37°C -­
durante 2 minutost •• anade 0.5 ml. d• cloruro­
c61cico 0.025 M, que origina la formaci6n del -
col9ulo y se pone en marcha el cron6-etro cuan­
do se fon1a el col9ulo. 

D) Los tubos se mantienen a 37°c y .. examinan e -
intervalos para comprobar la llal• del colgulo­
y el tiempo de lisia d• euglobullne ea el in--­
tervelo del tiempo entre la coagulac16n y la --
1 lsis COllpleta. 
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INTERPRETACION CLINICA 1 

Est• prueb• no es especifica y se cree que refle­
je ente todo l• •et1vid•d del ect1vador. El resultedo­
puede se dlflcil de interpret•r cu.ndo la coneentrael6n 
del f1brln6geno est& diS111inu1da puesto que en esta ciE, 
eunst•ncia la eetivldad fibr1nol!tica normal puede di­
llOlver un pequefto co&gulo mis r&pidamente de lo normal, 
con lo cual da una f•lsa impresi6n de la actividad fi­
br1no11tica. 
Est• prueba es valiosa en el control del tratamiento -
con uroeinasa o estreptoeinasa. 

VALORES NORMALES 1 

!l velor norm•l de lisis v•rl• entre 90 Mln. y 6-
Hra. 
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PRODUCTOS DE DEGRADACION DE FIBRINOGENO-FIBRINA 

FUNDAMENTO t 

Los complejos de mon6meros de fibrina con fibrin69,1 
no, productos de la degradaci6n de la fibrina 6 amboa,­
precipi tan cuando se aftade al plasma protamina debil, 

( 34 ) 
MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Bafto marla 
Cron6metro 
Espejo concavo 
'l\lbos de ensaye 
sulfuro de pretamin• 
Plasma citratado pobre en plaquetas, 

METODO : 

A) Se coloca en un tubo de ensayo 1 ml, de pl••••• 
se calienta • 37°c durante 3 minuto• y .. exU1i­
na para comprobar que el plaaina es claro. se ª"!. 
de •1 plasma, una parte del sulfuro de protamina 
•l 1 $ y se mezcla bien agitando cuid•do•amente­
Y l• mezcla se incuba a 37°C durante 15 minutos, 

8) El tubo de ensayo se inclina lentamente hacia J. 
traz y hacia delante iluminado por una lua po·­
tente frente a un espejo c6ncavo en el cual ae­
ve le im•gen ampliada del pl• .. • para buscar -a 
teri•l insoluble, 
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APLICACIONES ci..INICAS t 

un re•ultado poaitivo aignifica la presencia 6 ~ 
for111aci6n da .,n6iaetro de fibrina • indirecta111ente le­
praaancia da fibrin6gano no alterado y talllbi6n la con­
cantraci6n adecuada y funcionalidad del aiate11a de co.1 
gulaci6n. 

una tr ... de fibrina, trazaa de fibrina 6 un con-
9l0111arado blando y ficil .. nt• viaibla, constituya un -
resultado po•itivo. 
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FUNCIONAMIENTO RENAL 

Introducci6n 1 

La extracci6n de 11quidos a partir de la aangre­
que fluye por loa vasoa renales, se efectGa primera-­
mente por los glo~rulo• de la corteza renal. Cerca -
de un mill6n de gl~rulo• de cada ri"on filtran alr~ 
dedor de 60 ml de liquido por minuto, desde la sangre 
a les nefrona• proximales 1 el filtrado gl~ruler 
medio en un adulto con unos ri"one• normales es, por­
lo tanto, de unos 120 ml/•inuto. 

La funci6n excretora de los riftones ae efectGa -
en los diferente• segmentos del nefr6n que •• le uni­
dad anet01110fiaiol69ic• del rifton, en donde ae lleve -
a cabo 1 oa proceaoa de fil treci6n gloaierular, reebaoE, 
ci6n y secrec16n tubular. 

El concepto de filtreci6n glomerular aurgi6 en -
1842 en Londres con Willian Bowrnen quien ad""''ª• atr,1 
bufe a loa tGbulos un papel puramente excretor. 

Karl Luldwlng en Alemania en 1844, explicaba l•­
funci6n renal e trevAz de filtreci6n y reabsorci6n t.I! 
bular, sin secreei6n e este nivel, y au opini6n fuA !. 
poyada por otros COlllO Heidenhaln y Cu1hny. Mas adale4 
te9en este siglo los estudios de inveati9adorea COlllO­

Verney, starllng y Homer Slllith dejaron definidas l••­
bases del funcionamiento renal que posteriormente hen 
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sido completadas por otros autores como Wring y Berli­
ner. 

La filtraci6n gli.erular, es el primer paso a la 
formaci6n de la orina y fu~ demostrada por primera vez 
mediante t~enicas de micropunci6n, por Richard y cola­
boradores en 1924• Ellos definieron adem's la composi­
ci6n del liquido glomerular as1 como la del ultrafil-­
trado del plas11&. 

El filtrado glomerular es consecuencia de fen6me­
nos flaicos a partir de un gradiente de presi6n entre­
la presi6n hidrostltiea de la arteriola aferente que -
alcanza 75 mm de Hg y que favorece el paso de llquidos 
y solutos desde la luz del capilar glomerular hacia el 
espacio capsular. Un factor importante es la permeabi­
lidad para algunos investigadores estl dada por la --­
presencia de poros funcionales de ?O a 100 A de dilme­
tro y para otros depende de la estructura misma de esa 
membrana por lo cual pasarian f lcilmente las mol~culaa 
pequeftas como las del agua, sodio, cloro, glucosa, Etc. 
pero no las mol~culas grandes, Cualquiera que sea el -
mecanismo, el hecho es que la membrana del capilar gl2 
merular es atravesada por mol~culas cuyo peso es menor 
de 15 1 000 mientras que impide el paso de aquellas con­
peao mayor que 70 1 000. El paso de mol~cular intermedias 
es dependiente de su carga el6ctrica as! como de su pr2 
pia estereoqu!mica. El liquido formado por filtraci6n­
glomerular es un ultrafiltrado del plasma y por lo ta!!. 
to, libre de protelnas pero con el resto de sus carac­
ter!sticas f isicoqu!micas semejantes, A su paso por las 
otras porciones del nefr6n hste liquido es sometido a-
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los mecanismos de reabsorc16n y aecrec16n, que lo con­
vierte finalmente en orina. 

La med1c16n de la velocidad con que ocurre la f 11 
trac16n a trav'z del gl~rulo se utiliza con frecuen­
cia para obtener un Indice de func16n renal que permi­
te valorar la evoluci6n de un padecimiento y au respue1, 
ta al tratamiento a ~sta med1c16n puede hacerae con f,! 
cilldad gracias al concepto de depurac16n introducido­
por Van Slyke en 1928. La depurac16n renal de una sub,1. 
tanela puede definirse como 1 w La cantidad de esa sub.! 
tanela que se libera del plasma en la unidad de tiempo• 
y puede expresarse como la relac16n entre la excrec16n 
urinaria de la misma por minuto, y su concentrac16n en 
el plasma. La f6rmula con la que se expresa la depura­
·c16n es la siguiente a 

u 
o X V 

p 

O Oepurac16n de la substancia ( ml/ minuto ) 
V Volumen de orina ( ml/ minuto ) 
U Concentrac16n de la substancia en la orina ( mg/ 

100 ml ) 
P • Concentrac16n de la substancia en el plasma ( mg/-

100 ml ) 

Para medir la velocidad de f1ltrac16n gloinerular­
medlante la depuraci6n de una substancia, se requiere­
que 6sta sea completamente filtrable, que no se rneta!:J2 
lice, que no se una a las prote!nas del plasma y que -
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no ae modifique au concentraci6n al paso por los t6bu­
los, por los mecanismos de reabaorci6n y secreci6n. La 
insulina, que es un polisac6rido de origen vegetal, -­
re6ne esas condiciones, por lo tanto, una infusi6n en­
cantidad conocida y a una velocidad constante a la ciL 
culaci6n del sujeto permita obtener una medici6n exac­
ta de la velocidad de f1ltraci6n glomerular. Sin emba~ 
go, el procedimiento que se requiere para hacerlo es -
laborioso y de poca aplicaci6n pr~ctica por lo que en­
la cllnica se prefiere medir la depuraci6n de la crea­
tinina end6gena, la que a6n cuando es secretada por -­
los t6bulos parcialmente, proporciona un Indice 6til -
de la velocidad de filtraci6n glomerular. 

PRUEBAS DE DILUCION Y CONCENTRACION 

INTRODUCCION 1 

Las caracterlsticas f1sicas 1 Vol6men, Densidad, -
cantidad, color, aspecto de·la orina y la composici6n-­
qu!mtca de la orina normal se mantiene dentro de los -­
limites variables pero definidos, que se alteran en las 
afecciones renales. 

El organismo moviliza de manera normal un volumen­
de agua calculado entre 21 500 y 31 000 ml por dla¡ ~sta­
agua se origina en la ingesti6n de llquidos, en los a-­
limentos ingeridos y en los procesos metab6licos en los 
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que el hidr6geno de los alimento• oxidado• ae convierte 
en agua. Si el organilllllO ea normal y se •antiene el equ,1 
librio h!drico, por lo tanto esa agua debe ser eli•ina­
da por los 6rganos encargados de '•ª funci6n, por el r,! 
n6n en forma de orina, por la piel en forma de transp1-
raci6n (sudor), por v!a pulmonar al saturar de vapor de 
agua el aire inspirado y por el inteatino al aco111paftar­
las heces. 

En condiciones normales el ho•bre adulto elimina -
casi el 50 • del agua diaria rnoviliaada¡ la que ea por­
el rifton representada por el volumen urinario de 24 Hra. 
varia entre 900 y 1800 •l corno limites extremos y se 112 
difica por numeroso• factores. A loa numerosos factores 
que modifican el volu111en urinario como la edad, peso, -
ingesta de agua, la excreci6n por otras viaa, las cond! 
clones ambientales, la dieta, Etc., deben agregarse los 
propios del organismo COlllO los estados et10Cionelea, loa 
estados metab6licos en las mas diversas enfermedades que 
no afectan en forma primaria al rifton, por Ejemplo, el­
volumen de orina en la Diabetes, en la Epilepaia, en la• 
lesiones en el Sistema Nervioso Central Etc., y dia•inJ! 
yen en el Shock, las Diarreas, los V6mitoa, la• fiebres 
con sudoraci6n profusa, las descompenaacionea cardiaca• 
Etc. 

cuando pueden eliminarse del cuadro de los factores 
extrarrenalea, la Medida del volumen de orina es un in­
dice de la actividad funcional del rifton. 

El peso especifico de la orina eat' !ntimamante rJ. 
lacionado con el volumen urinario. 
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El hOlllbre normal elimina por el rifton, a diario -
COMO 35 Grs. de substancias a6lidas que provienen del­
metabol islllO del organismo y para curapllr con ~ata fun­
ci6n, el rifton debe de disponer de una cierta cantidad 
de agua, de acuerdo con su capacidad de concentrac16n, 
porque en el filtrado glOftlerular aparece dlluci6n not2 
ria. 

La capacidad para concentrar que posee el rifton,­
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 serl baja, 
si el volumen de orina es pequefto porque no diapone de 
agua, la densidad ser6 alta. 

Las variaciones del peso especifico de la orina -
no aon un !ndice absoluto de la actividad renal, cOMO­
tampoco es el volumen de la orina excretada. l..as mis•as 
causas capacea de modificar el volumen urinario lllOdif,! 
can el peso especifico, pero las variaciones aon inve¡: 

•••• 
Loa limites de variaci6n normales del peao espec1 

fico de la orina aceptados de ordinario son de 1.010 a 
. 1.030 cuando el volumen aUJ'lenta mucho, el peso especi­

fico puede di .. inuir hasta 1.002 y cuando disminuye el 
volumen de orina, puede aumentar el peao especifico -­
hasta 1.040. 
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PRUEBAS DE DtLUCION 

FUNDAMENTO 1 

Son pruebas destinad•• a medir l• c•p•cid•d excret2 
ra de agua del rinon y se efect6an deapu6s de ingerir un 
volumen de liquido• conocido. ( 19 ) 

Mt'l'ODO 1 

A) Al p•ciente que es mantenido en ayunas de•de la­
noche anterior, .. le h•ce vaci•r la vejlgarse -
anot• la hor• y el t6r•ino de 30 minuto•, se le­
hace ingerir 1200 ml de •gua, -.nteniendolo de -
preferencia aco•t•do durante la pruet>a. 

8) A p•rtir del llOtllento de l• ingeat16n del agua .. 
recogen muestra• de orina cad• 30 y 60 •inuto• -
por .& hor••• 

C) En cada mue•tr• se determina el volu.en de orine 
y su peso especifico. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

En las nefrop•tias el volumen es 111enor y la den•i• 
d•d es alrededor de 1.010 

VALORES NORMALES 1 

Las person•s normales excretan •lrededor de 1200 •1 
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de orine entre la• 3 y 4 hora• de la ingesti6n de agua 
y la densidad dis•inuye y •e aproxim• a 1.002 

PRUEBAS DE CONCENTRACION 

FUNDAMENTO 1 

Son pruebas destinadas a medir la capacidad que P2 
•ee el rifton par• concentrar la orina, reflejadas por el 
au11ento de la densidad urinaria al so111eter al paciente­
• una privaci6n de agua durante cierto tlHPO• ( 3 ) ' 

METODO 1 

A) El paciente despu's de ingerir su desayuno en el 
dla de la prueba 'e abstiene de ingerir liquidos 
durante 24 Hrs. aunque recibe su al1mentaci6n h,! 
bitual, de preferencia seca. 

B) Se deacartan las orinas emitidas desde las 8 ha,! 
ta la• 20 Horas. 

C) Se recogen las orinas emitidas en el peri6do de 
12 horas que va desde las 20 horas hasta las e. 
horas del dla s1911lenta. 

D) En ellas se determina la densidad y el volumen­
de la orina. 
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APLICACIONES CLINICAS 1 

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

VALORES NORMALES 1 

El 100 S de las personas normales excretan una or1 
na de volumen variable, pero su densidad supera a 1,026 

DEPURACION DE CREATININA 

Introducci6n 1 

La tasa de excreci6n de creatinina ea fundamental­
mente una funci6n del filtrado glomerular, La cantidad­
de producci6n de creatinina en un sujeto normal es muy­
constante. Si la excreci6n renal es constante, los niv~ 
les plasmSticos permanecen bastante establea¡ incluso -
en las nefropat1as, el indice de excreci6n suele desee!!. 
der tan lentamente que los niveles plasmAticoa cambian­
muy ligeramente durante las 24 hrs, por 6stas razones -
el aclaramie~to de creatinina end6gena ha sido utiliaada 
ampliamente como prueba cllnica de la funci6n renal, La 
difusi6n se debe a su sencilla ejecuci6n y tambibn a su 
mayor precisi6n que el aclaramiento de la urea end6gena 
para valorar el Indice de filtraci6n glomerular, sin -­
embargo, dicha tbcnica de depuraci6n de creatinina pre­
senta 6 estS sujeta a errores en el m6todo como en su -
interpretaci6n, 
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La depuraci6n 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 fijo". 

Como consecuencia de las investigaciones realizadas 
para demostrar la dependencia existente entre la depur.! 
ci6n de una substancia y la superficie corporal, la f6!, 
mula de depuraci6n se corrige por el factor de superficie 
media ideal, Hollar y Van Slyke consideraron que la su­
perficie media del hombre normal es de 1.73 M2 y fste -
valor se adopt6 como t~rmino de comparaci6n para corre­
gir el valor de depuraci6n respecto de la superficie y­
se multiplica el valor de la misma por la relaci6n entre 
la superficie tipo, y la del sujeto, calculada por cua.!, 
quiera de los mftodos en especial por la f6rmula lineal 
de Dubois. 

FUNDAMENTO 

La depuraci6n plasmltica de cualquier substancia -
se expresa como el volumen del plasma, excenta de fsta­
substancia mediante la actividad renal por unidad de -­
tiempo ( minutos ) 1 dependiendo del tipo de substancia­
l• depuraci6n puede realizarse sobre todo mediante el -
filtrado glomerular. 

METODO 1 

A) Durante el d!a anterior a la prueba se suprimen 
les carnes, el te; el caf' y los medicamentos -
en especial aspirina y derivados del leido acetil 

salic!lico, Los pacientes con eceton~ria deben excluir­
se de la prueba por influencia sobre la reacci6n de Jaff' 
de la determinaci&n de creatinina sfrica y urinaria. 
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8) Se pen al pM:lente y se tOllll IV •l tun pu-• ds 
tu.IMr su superficie corporal lledlute i. t•­
bl• de Dubole. 

C) Se hldHt• •l P9Cl-te Mtee de le ~t 6ete 
hldr•t.ci6n puede hacer .. con tre• YHO• de •9U• 
en tre• to.11e, en lnterv.ios de 20 lllnutoe, 1 -

hor• •ntes de la prueba. 

DJ Se obtienen la• •ue•tr•• de orina en la prl11er• 
y segunda hora, y la tOllll de h -•tra de se119C"e 
puede efectuarse - cualquier -nto durante -
la prueba. 

SJ Se determina los v•lores de creatlnlna en sangre 
y orina. 

u 1.73 
CALCULOS 1 De•- X V X-----

p s 

De • Depuract6n de creatlnlna 
U • Concentracl6n de creatlnlna urinaria en mg S 
V • Volumen por minuto de orina 
P • Concentraci6n de creatlnina 8'rtca en 1119 S 
S • Superficie corpor•l. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La depur•c16n de la creatinina end6gen• puede usar­
se como medida aproximada del filtrado 9l0111erular para-­
fines cllnicos y cuyos resultados anoriaalea aon lndtce -
de nefropatlas que pueden ser de variadas etlologlas. 
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VALORES NOMALU 1 

100 • 170 al/ •lmato 

Dt:'l'l:lllWIM:ION DE CllBATDINA SlllICA 

P'UNDAMENTO 1 

t:l plc:Hto en aoluc:l&n 8lc:aUna da •• c:olO&"ac16n­
roJ 1•• c:on 1• c:ra•tlnin• (re11CC16n . .s. J•fff) 1 1• lnten­
ald•d de late c:olor es pl'OpOl'c:lonal • 1• c:onc:-t.rac16n­
de ••t• •ub•t•ncte. ( 35 ) 

MATERIAL Y Rt:AC'fIVOS 1 

Matrla erlenMyer de 250 Id 
Pipet•• 1 1 5 •l 
Tubo• d• ens•yo 
Papel filtro 
Reloj 
Espectrofot6metro 
Aqua destU•d• 
Acldo sulfGrlco 2/3 N. 
Tun9stato de sodio al 10 S 
Acido Plcric:o 0.04 M. 
Hidr6xido de sodio 0.75 N. 
Soluc:16n de c:reattnin• o.t 119 / •1 

1 1111 de sangre. 
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METODO 1 

A) Colocar 7 ml de agua destilada en un matr¡z erle.!l 
meyer de 250 ml, aftadir 1 ml de sangre y .. zclar. 

8) Agregar 1 ml de •cido sulf6rico 2/3 N. y agitar. 
Agregar 1. ml de tungstato al 10 " y agitar. 

C) Filtrar o centrifugar 

D) Tomar 3 ml del filtrado en un tubo de en1ayo y -
agregar 1 ml de 'cido ptcrico 0.04 M. y 1 ml de­
hidr6xido de sodio o.75 N. Agitar y dejar repo-­
sar 15 minutos. 

E) Leer a una longitud de onda de 540 n•• 

CURVA DE CALIBRACION 1 

Tubo # Sol.de creatinina 0.11119 " Agua dest. c.b.p. 
1 1 ml 100 1111 

2 2 ml 100 ial 
3 3 ml 100 ial 
4 4 ml 100 ml 
5 5 ml 100 ml 

La concentraci6n de creatinina en cada tubo correspo!l 
de 1,2,3,4 15, mg/100 ml de sangre respectivaiaente. De cada 
una de 6stas dilucione1 toaar 3 •l ponerlos en sus re1pec­
ti vos tubos y proseguir como se indica en la t6cn1ca a pa¡: 
tir del paso 4. 

APLICACIONES CLINICAS 

La concentraci6n d~ creatinina en la san9re aumenta 
en la distrofia muscular, destrucci6n renal, nefr!ti1, -
obstrucci6n biliar y tambifn en el embarazo, tambifn SU,! 

le aumentar su nivel por causa iatrogfnica 1 Trat..,iento_ 
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con metllteatoateron•• 

VALORES NORMALES 1 

De o.s a 1.5 "'9/ 100 •l de sangre. 

DETERMINACION DE UREA SERICA 

FUNDAMENTO 1 

La ureá reacciona con la 2,3 butanodlona 2-oxima 
en un ... dlo leido y ae produce un eomplejo de color .! 
marillo cuya intenaided es proporcional a la cantidad 
de urea presente. ( 36 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 

'l\lbos de enaayo 
Pipetas 1,s ml 
Sallo de agua 
Mechero 
Reloj 
Espectrofot6metro 
21 3 butnnedione 2-oxima ( diacetil mon6xima } -
el 3~ Mezcla foafo-sulf6rica-c6pr1ca ( 375 ml de 
Al::. fosf6rlco al 85~, Ac.su1f6rico concentrado -
11ezclar y agregar sulfato de cobre pentahlclratado 
6 gr. an 550 ml de agua dest.l 
Soluc16n de urea o.03 "191 ml 
1 Ml de sangre. 
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METODO 1 

A) Colocar 1.0 •l del filtrado libre de protel­
nea en un tubo de en•ayo. 

B) Aqregar 2 ml de diecetil nion6xima al 3$ y 3 •l 
de la mezcla foafo-sulfGrica-c:Gprica. 

C) Colocar en bano de agua hirviendo durante 20-
minutos. 

D) Sacar del ba"º• enfriar y completar a 10 1111 -
mezclar y leer a 475 n•. 

CURVA DE CALIBRACION 1 

ruso # Agua deat. Soluci6n urea mg/100 
0.03 1119 • 1111 ml 

1 s.o o.o o 
2 4.5 0.5 15 
3 4.0 1.0 30 
4 3.0 2.0 60 
5 2.0 3.0 90 

Proseguir colllO se indica en la tfcnica • partir­
del paso 2. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Desde el punto de vista cllnico, el t6nnino uremia 
utilizado para designar la elevaci6n de la concentreci6n 
sengulnea de urea no es adecuado. Debe hablar .. de hipe­
razoe111ia, que indica el incrMento de la urea y otra• --­
substancies nitrogenadas. 

Existe hiperazoe•i• renal y extrerrenal. La hiper•­
zoemia extrarrenel es la que aparece •in nefropatlea de­
mostrables, es reversible y .. presenta en distinta• •i­
tuaciones patol6gicaa colllO en la insuficiencia circuleta 
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r1a por d'ficit de oferta sangu1nea al rifton, se trate 
de insuficiencia cardiaca congestiva o de insuficiencia 
perif,rica COlllO en el estado de shock. 

En estado• de deshidrataci6n por v6mito, diarreas, 
queMaduraa extensas, eudoraci6n profusa etc. 

En estados infecciosoe, hemorr6gias digeetivae, 
donde loe productos de deecomposici6n de la sangre in­
crementa loa productos nitrogenado•, en la insuficien­
cia suprarrenal aguda donde la hipocloremia provoca la 
r.etenci6n de nitr6geno. 

En general en las hepatopat1ae los valores hem6t! 
cos son nor•ales e inclusive a veces bajos, por d'ficit 
de producci6n. 

En la hiperazoemia renal el p~oceso evolutivo de­
una nefropatla 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 aange. 
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PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO HEPATICO 

La constante aparici6n de estudios bioqu!micoa, -
radiol6gicos utilizados para evaluar la anatom!a y las 
funciones del h!gado, nos constituye un indice de la -
complejidad de actividad de este 6rgano. 

Como lo se"ala su nOmero y diversidad de pruebas, 
ningOn ex,men permite obtener por a! solo, toda la in­
formac16n para el diagn6stico de afecci6n hepltica.Sin 
embargo dichas pruebas son' de gran utilidad para esta­
blecer con certeza el diagn6stico diferencial de las -
hepatopati•a, escogiendo cuidadosamente un conjunto de 
pruebas basadas principalmente en un estudio clinico -
inicial que constituye la base sobre la cu¡l debe apo­
yarse el diagn6stico, y el cu&l debe ser corroborado en 
todos los casos por las pruebas de funcionamiento hep,i 
tico, 

Ea importante mencionar que los datos de laborat2 
rio proporcionan una viai6n instant,nea y muehas veces 
ea indispensable para el diagn6stico obtener una viai6n 
din6mica que solo puede obtenerse mediaqte estudios •.s 
riadoa, de aqut la gran utilidad de los datos de labO­
ratorio para juzgar la evoluci6n y el pron6stico de la 
afecci6n, en especial en los casos dif!ciles y COllpli­
cadoa. 

Para abordar el estudio de las pruebas de funcio­
namiento hepltico se ha escogido un grupo de exlmenaa-
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que son importantes en relaci6n con la frecuencia con -
l• frecuencia con las que se utlllzan en la cllnlca di,! 
rla, t0111ando en cuenta t..,bl¡n la facllldad de e}ecuc16n 
de la prueba, bajo costo y diaponibilld•d de reactivos­
y sobre todo para valorar en una for111a ••• completa el­
funcionamlento hepltlco. 

LAS PRUEBAS CON LAS SIGUIENTES 

1.- Pruebas basadas en el eatudlo de las funciones de -
excreci6n. 
A) Pruebas del metabolismo de los pigmentos billa-­

res 1 bilirrubinas •'ricas y urinarias. 
B) Pruebas de sobrecarga excretora 1 Bromosulfalelna 

2.- Pruebas basadas en el metabolismo de las protelnaa. 
A) Protelnas s6ricas totales y la relaci6n albOmina­

globulinaa. 
B) Floculaci6n y enturbamiento del timol. 
C) Tiempo de protrombln• y prueba de vitamina "K" 

3.- Prueba• basadas en el metabolismo de los hidratos de 
carbono. 
A) Tolerancia a la galactosa. 

4.- Pruebas basadas en el metabolismo de las grasas, 
A) Colesterol total y fracci6n esterificado. 

s.- Pruebas basadas en la funci6n de desintoxicaci6n. 
A) Acido hipOrico. 

6.- Pruebas basadas en la cuantificaci6n de enzimas. 
A) Transaminasa glutlmico ox8 lac6tica. 
B) Tranaaminasa glutlmico pirOvico. 
C) Fosfataa alcalina. 
D) Deshldrogenasa l6ctica. 
E) Pseudocolinesteraaa. 
F) Gamma glutamll tranapeptidasa. 

7.- Otras pruebas. 
A) Prueba de Jirgl 
B) Hierro a6rico. 
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PRUEBAS BASADAS EN EL ESTUDIO DE LAS FUNCIONES DE EXCRECION 

Introducci6n s 

Van der Bergh y Muller en 1916, describieron dos -
tipos de diazo reacci6n para loa pigmentos biliares en 
suero, en especial de bilirrubina, que es un rpoducto del 
catabolismo de la hemoglobina. 

Loa sueros de personas normales y de pacientes con­
ictericia ( colocaraci6n amarillenta de piel y conjunti­
va ) por hem6lisis, dieron un color rojo con Scido sulf! 
nllico diszotado solamente en presencia de atanol, Este­
tipo fu~ llamado reacci6n "indirecta" y fu~ distingible­
de la rescci6n "directa" del suero de pacientes con 1ct~ 
ricia obstructiva por no necesitar el etanol para deaa-­
rrollar el color de la reacci6n, 

En 1937 Malloy y Evelyn describieron un ""todo para 
la determinaci6n de la bilirrubina •'rica con una preci­
pitaci6n de proteínas eliminando tambi'n el uso de un -­
standart artificial con el uso de un colorímetro con un­
fil tro de luz selectiva, 

Konzelmann y Neefe ( 1950 ) recomendaron la determJ. 
nac16n de bilirrubina en un an&lisis urinario de rutina­
para la detecci6n temprana de enfermedades hepSticas con 
s!ntomas no claros de la enfermedad como una guia de evg 
luci6n de una afecci6n hepAtica como una prueba de rastreo 
en la selecc16n de donadores de sangre en laboratorios -
que carezcan de pruebas mAs espec1f icas para determinar­
hepati tis u otra hepatopatia. 
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Existen un gran nGmero de pruebes para la determi­
neci6n de l• bilirrubin• en orina, pero pr5cticamente -
todos loa m6tod~s empleados se besen en uno de los cua­
tro principios siguientes 

A) La observeci6n da una coloraci6n amarilla 6 ca­
f6 t1pica en la orina dada por l• presencia de­
bil irrubine. 

8) La oxidaci6n de la bilirrubina dando derivados­
coloreadoa caracteristicoa. 

Cl La copulaci6n de la bilirrubina a un componente 
diazo para dar un color especifico. 

D) Las diluciones coloridas que provienen de la -­
mezcle de la bilirrubina con ezul de metileno 6 
violeta de metilo. 

La medida de la bilirrubina total y deter•inaci6n 
de las fracciones directa 6 indirecta ea importante co­
mo pruebe preliminar del funcionamiento hep,tico y pare 
un diagn6stico diferencial de ictericias. 

Watson y Nosslin en 1957 observaron que la deter­
minaci6n de bilirrubina directa s6rica y bilirrubina -
total, en algunos pacientes con enfermedades heplticas 
6 de vies biliares, los datos de bilirrubina directa -
fueron elevados, mientras que loa de bilirrubina total 
fueron normales, 6stos autores recomendaron una relaci6n 
de la determinaci6n de la bilirrubina directa y bromo­
aulfeleina, puesto que sigue un mecanismo de excreci6n 
ai•ilar y puede detectar anormalidades hepltic•• die-­
cretas 6 de dificil diagn6atico. 

El mecanismo por medio del cu'l el h1gado excreta 
la br01110sulfaleina eo por conjunci6n, en efecto, estu­
dios bioqulmicos y cromagrlf icos demostraron que la co.11 
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junc16n se efect6a con 9lutaci6n y la cistelna, condl• 
ci6n necesaria para su eliminac16n, en un n6mero r.edu­
cido de casos (Chambers, Meister, Earlier, Bojqrneboe, 
Katz, Sc11rf ) se ha informado da reacciona• indesea--­
bles con el empleo de la bromosulfalelna, que van desde 
una 1nfiltraci6n tisular en el sitio da apl1caci6n del 
colorante, n6useas, v6mito, v~rtigo, urticaria y en a¡ 
gunos casos hasta la muerta por una reacci6n a dicho -
colorante, por lo tanto debe tenerse precauciones en al 
empleo de esta prueba en pacientes con antecedentes a-
16rgicos en donde debe comprobarse la sensibilidad con 
la aplicaci6n intrad~rmica de 0.1 ml en diluci6n al --
11100 de la substancia. 
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BILIRRUBINAS SERICAS 

FUNDAMENTO 1 

La determ1naci6n se basa en la diazo reacc16n de 
Ehrlich Proscher, que consiste en la copulaci6n, ·~ -
medio 6cido de la bilirrubina con el 'cido sulfani11co 
diazotado. 

En la diazo reacc16n hay la ruptura de la mo11cu•a 
de billrrubine y el 'cido v1nilneoxantobilurr6ico. El 
primero de estos compuestos reacciona con las sal•• -
de diazonio para formar azobilirrubina y en deter~lna 
das condiciones tambi~n el segundo compuesto puede -­
transformarse perdiendo folmaldehldo, formando aaob~­
lirrubina con una velocidad menor. ( 24 ), ( 51 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS t 

1 ml de suero o plasma 
Balanza analltic• 
Espectofot6metro 
Cron6inetro 
Matraces aforados de 10 y 1000 •l 
Pipetas de 1, s, 10 ml 
TUbos de ensayo. 
Soluc16n de bilirrubina de 10 mg • en clorofor1110 
Soluci6n de bilirrubine de 2 mg • en clorofor!llO 
Acido sulfanllico al 0,1 • ( w/v ) 
Acido clorhldrico concentrado, 
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Nitrito de sodio al 0.5 • Cw/v) 
Metano! puro e 96º> 
Agua destilada 
Diazo "A" t disolver 1 gr de leido aulfanilico­
de 15 ml de leido clorhidrico concentrado y afa 
rar a 1000 ml con agua destilada. 
Diazo •a• t Disolver o.5 gr de n!trido de llOdio 
en 100 Nl de agua destilada, conservando este -
reactivo en refrigeraci6n hasta 15 dias. 
Oiazo Reactivo r Mezclar 10 ml de diazo "A" con 
0.3 ml de diazo •e•. Este reactivo es ineatable 
par lo tanto es necesario prepararlo cada vez que 
se use. 

METODO t 

A) Colocar en un tubo de enaayo •p• 8.6 ml de -­
agua destilada con 1 ml de diazo reactivo y -
0.4 ml de auero • plasma. 

B) Colocar en tubo de ensayo •a• 8.6 ml de agua­
destilada con 1 ml de diazo "A" y 0.4 ml de -
suero 6 plasma. 

C) Mezclar cada tubo y dejar 15 minutos en reposo 
D) Leer a 535 lflll (lectura de bilirrubin• directa) 
E) En otros dos tul:>os de ensayo •p• y •a• se co12 

can 5 ml de cada una de la• mezcla• anteriores 
y •• le agregan 5 ml de .. tanol • cada uno, se 
mezclan y dejan 5 minutoa en repcao. 

P) Leer a 535 Nm (lectura de bilirrubSna total) 
G) Bilirrubina indirecta•Bilirrubina total-Bilir1'3l 

bina diracta. 
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Preparaci6n de curva de calibrac16n 1 

TUbo 1.- Soluc16n de 2 mg " de billrrublna en cl2 
roforMO o.s ml a9regando 9.5 ml de metanol que corres­
ponde a 1.0 mg/100 ml de bilirrubina en sangre. 

TUbo 2.- Soluci6n de 2 m9 % de bilirrubina en cl.2 
roformo 1.0 ml agregando 9.0 de metanol que correspon­
de a 2.0 mg/100 ml de bilirrubina en sangre. 

Tubo 3.- Soluci6n de 2 m9 % de bilirrubina en Cl,2 
roformo 2.0 ml agregando a.o ml de metanol que corres­
ponde a 4.0 mg/100 ml de bilirrubina en sangre. 

TUbo 4.- Soluc16n de 10 mg % de bilirrubina en -­
cloroformo 1.0 ml agregando 9.0 ml de metanol que corre.! 
ponde a 10 mg/100 ml de bilirrubina en sangre. 

Tomar 4 ml de cada una de estas soluciones testi­
go, aftadir 5 ml de metanol y 1 ml de diazo reactivo, -
mezclar, leer a los S minutos • 535 Nm contra un blan­
co con 4 ml de agua, 5 ml de metanol y t.o de diazo "A". 

APLICACIONES CLINICAS 1 

El valor de un resultado anormal de bilirrubina -
•'rica "total estriba especificidad para la disfunci6n 
h6pat1ca. El aumento por encima de lo normal, indica -
superproducc16n (Aem6lis1s 1ntravascular) 1 alg6n tipo­
de enfermedad hepatocelular (hepatitis), 6 afecc16n -­
del tracto biliar ( coledocolitlasis ). Sin embargo, -
la concentrac16n total de bilirrubina no es un indica­
dor sensible de obstrucci6n biliar 6 lesi6n hepatoce111. 
lar, ya que puede encontrarse cirrosis acentuada 6 el.!, 
culos en el col6doco a pesar de que aparezca normal.La 
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separaci6n en los coinponentea "indirecto" (no conjugado) 
"directo" (conjugado), es esencial para detectar enti­
dades caracterizad•• por hiperbilirrubin6miaa indirecta, 
por ejemplo, cuando el coinponenta indirecto excede de-
1.0 mg ~ mientras que el directo es menor dal 20 ~. -­
Cuando la bilirrubina directa llega al 30 ~ 6 m6e, so­
bre la total, la divisi6n no ayuda a determinar ei 1•­
ictericia es de origen intra o extra hep6tica. La ele­
vaci6n de la fracci6n conjugada indica que hay una le­
s16n leve 6 primaria de la hepatocitos, aunque la con­
centraci6n s6rica total permanezca normal. 

VALORES NORMALES 1 

Bilirrubina "directa" conjugada hasta 0.15 mg -~ 
por 100 ml de sangre. 

Bllirrubina total hasta 1.0 mg/100 ml de sangre. 



DETERMINACION DE BILIRRUBINA URINARIA 

FUNDAMENTO 1 

L• determ1naci6n se basa en la copulac16n de un•­
••l de diazonlo con bllirrubina, dicha sal contiene P­
ni trobenzeno diazonlo P-tolueno. Las tabletas contie-­
nen adem6s, leido sulfosalicllico y bicarbonato s6dico 
con el fin de facilitar un medio leido para la reacci6n 
y una mezcla efervecente que asegurar6 la disoluci6n -
de la tableta al agregar la muestra. 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Tubos de ensayo. 
Tabletas de reactivo ( P-nitrobenzeno diazonio -­
P-Tolueno) 
or in• fresca 6 recien obtenida. 

METODO 1 

A) Emplear orina fresca y sin centrifugar, mezcl•u· 
bien la muestra de la orina. 

B) Colocar en un tubo de ensayo aproximadamente -
1 ml de orina y agregar una tableta de reactiv0 

C) Al cabo de 30 a 60 segundos comparar el color­
de la reaccl6n con la escala crom~tica dada po1 
el laboratorio de fabrlcaci6n del reactlvo. 
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EXCRECION DE BROMOSULFALEINA 

FUNDAMENTO 1 

La inyecci6n por vla intravenosa de S mg/Kg de -
peso del colorante es acarreado por la albOmina al -
hlgado, donde es prontamente conjugado con glutaci~n, 
cistelna y cistelna-glicina, la cu&l es excretada en­
la bilis como tal. 

La prueba mide la cantidad de bromosulfalelna en 
el suero despu~s de un tiempo limite y por lo tanto -
la capacidad del hlgado para conjugarla y retirarla-­

del plasma. e 17 ), ( 55 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectofot6metro 
Aguja calibre 12 
Jeringa de 20 ml 
Cron6metro 
Tubos de ensayo 
Soluci6n inyectable de B.s.r. SO mg/ml 
Hidróxido de sodio o. S N. 
Acido clorhldrico o, 5 N. 
Agua destilada 
Peso y altura del paciente. 
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ME'IODO 1 

A) Se c•n•llz• un• de las ven•s del codo con •guj• 
calibre 12. 

B) Se toman 10 ml de sangre que se emple•ran como 
blanco, en un tubo de ens•yo sin •ntico•gulan­
tes. 

C) En el mismo br•zo canaliz•do se inyecta 150 mg/ 
m2 de superficie corporal con un tiempo para -
inyectar el colorante entre 30 y 60 segundos. 

D) Poner en marcha el cron6metro 
!) Recoger del brazo contrario al que se le aplic6 

el colorante, 10 ml de sangre en un tubo sin -
anticoagulantes. 

F) Se colocan 2 tubos de ensayo y se agregan los­
reacti vos y suero como • continuaci6n se mues­
tr•• 

Agua destilad• 
suero 
Acido clorhfdrico 
Hidr6xido de sodio 

Tubo "ª" 
e ml 
1 ml 
1 ml 

Tubo "P" 
e ml 
1 ml 

ml 

G) Se mezclan los tubos por inversi6n y se leen 
• 580 Nm. se hace una diluci6n del colorante -
con hidr6xido de sodio o. 5 N. • 0.005 N que 
tendr' una concentraci6n de 1 mg/ml y se toma­
como referencia al problema. 

APLICACIONES CLINICAS : 

Esta es una de las pruebas funcionales hepSticas­
m¡s sensibles de que se dispone para dar resultados --
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anormales en afecciones hepatobiliares de toda clase -
( de origen intra y extrahep,ticas ) 1 cuando no hay iS 
tericia demostrable por los estudios cllnico•, la pru.! 
ba tiene 3 aplicaciones principales 1 

1.- Detecta cirrosis •inactiva" ( retenci6n anor­
mal ha sido descubierta en m's de 90~ de ca-­
sos histol6gicamente comprobado•>· 

2.- Descartar vlrices esof,gicas sangrantes ( un­
valor normal en caso de hemorragia del tracto 
gastrointestinal superior, constituye eviden­
cia de que el paciente estl libre de enferme­
dad hepltlca). 

3.- Detecc16n temprana de inflltraci6n ( amilold2 
•la, granulosa ) 6 enfermedad que ocupa espa­
cio ( quistes 6 abscesos ) dentro del par,n-­
quina 1 cuando la retenci6n anormal puede ser­
el 6nico indice de disfunci6n hepltica. 

Las principales limitaciones de la prueba son 1 

1.- Ofrecen poca ayuda diágn6stica en presencia 
de ictecia, si se excluyen las hiperbillrrub1 
nemias y hem6lisls cong6nltas. 

2.- Huchas condiciones pueden dar resultados pos,! 
tivos falsos (por ejemplo, la admlnistraci6n­
de leido yopanoico en las 24 hora• anterior•• 
a la prueba, la obesidad, f iebre1 el ejarclclo 
la diabetes mellitus). 

La adminlstraci6n da e.s.r. puede causar efecto•­
t6xicos. 
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VALORES NORMALES 1 

Menos del 7% en un tiempo de 45 Min, 

PRUEBAS BASADAS EN EL METABOLISMO DE LAS PROTEINAS 

Introducc16n 

Se h• observ•do desde h•ce v•rios •"ºª l• elev•ci6n 
de globulinas s6ricas • partir de p•cientes con enf er~ 
d•des del h!gado, El •mplio uso de l•s prueb•s de flOC,!! 
l•ci6n y turbied•d del timol p•ra el di•gn6stico de afe~ 
ciones hep,tic•s h•n sido respons•bles de que el inte-­
r6s por dich•s prueb•s de elev•ciones de globulinaa sea 
gr•nde, 

Estas prueb•s han podido detect•r principalmente -
c•mbios peque"ºª en l•s fr•cciones de globulin•• s6ricas 
sin emb•rgo en •lgunos c•aoa, colllO en l• prueba de tur­
bied•d del timol, por ejemplo l• concentr•ci6n de l!qu.!, 
dos s6ricos tienen el efecto de •umentar l• intensid•d­
de la re•cci6n. 

Los m6todos usu•les de determinaci6n ée prote!n•s 
que dependen de la determin•ci6n de nitr6geno est•n •.!! 
jeto• a considerables errorest Puesto que las t6cnicas 
ademia de consumir mucho tiempo, los c•mbios peque"oa­
en la concentraci6n de globulinas no son aparentes, 
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Los cambios en los niveles de globulinas pueden­
detectarse o demostrarse mejor por medios electrofor! 
ticoa, pero dichas t•cnicas no son aplicables en labor~ 
torios de rutina. 

Las diluciones de suero con soluciones de baja -
fuerza 16nica decrecen la solubilidad de las prote!naa 
y bajo ciertas condicione• la mayor!• de globulina• -
pueden ser precipitada•, •ste principio es utilizado­
en la prueba de turbiedad del timol y su grado de po•! 
tividad depende; en enfermedades agudas del hlgado,-- · 
de la elevaci6n 6 incremento de los niveles de la fras 
ci6n gamma de las globulinas s•ricas. 

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

Las t•cnicas de determinaci6n de las fracciones­
separadas de globulinas, aunque, la purif icac16n de-­
ant!genos y elaboraci6n de los medios de prueba son -
costosos y dif!ciles de obtener. 

La t•cnica turbldim,trica provee un Indice del -
grao de elevaci6n de gamma globulina del suero de pa­
cientes con enfermedad hep,tica. 

En estas t•cnicas la diluci6n del suero con dil~ 
clones de sales de metales pesados precipitan varias­
fracciones de· globulinas de acuerdo a la concentr•-­
ci6n del metal usado. El anllisis electrofer,tico de­
dichos precipitados, demuestra que su composici6n es­
enteramente de gamma globulina. Estudio• con suero de 

pacientes con hepatitis demostraron que las concentr~ 
clones de precipitados de prote!nas son proporcional•.! 
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al incremento en la cantidad de gamma globulina en el­
suero. 

Las t'cnicas de determinaci6n de las fracciones s~ 
paradas de globulinas, aunque, la puriflcaci6n de ant! 
genos y elaboraci6n de los medios de prueba son costo­
sos y dif1ciles de obtener. 

La t'cnica turbidim,trica provee un indice del -­
grado de elevaci6n de gamma globulina del suero de pa­
cientes con enfermedad hepltica. 

En 'stas t~cnicas la diluci6n del suero con dilu­
ciones de sales de metales ·pesados precipitan var las -
fracciones de globulinas de acuerdo a la concentraci6n 
del metal usado. El an&lisis electrofer,tico de dichos 
precipitados demuestra que su composici6n es enterame.!l 
te de gamma globulina. Estudios con suero de pacientes 
con hepatitis demostraron que las concentraciones de -
precipitados de prote1nas son proporcionales a un in-­
cremento de gamma globulina. 

Desde hace varios anos se sabe que los pacientes­
con enfermedad hep&tica grave como tambl'n con icteri­
cia obstructiva, presentan problemas de coagulaci6n. 

En 1940 se observ6 que el d'ficit de vitamina "K" 
ocasiona hiprotrombinemia y que la vitamina "K" 1 que -
es soluble en grasas requiere para su absorci6n la pr~ 
sencia de sales biliares. Esto condujo al conocimiento 
de que la tendencia en la hemorragia en la ictericia -
obstructiva podla mejorarse con la administraci6n pa-­
renteral de vitamina "K" 1 pero la hipoprotrombinemia -
del paciente con enfermedad hep~tica no volv1a a la -­
normalidad tras la administrac16n parenteral de vitam.!, 
na "K", sobre 'stas bases se fund6 una prueba de fun-­
c16n hep&tica, la administraci6n de una dosis estable-
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cida de vitamina •K• a un paciente con ictericia obs­
tructiva normalmente restablece el tiempo de protrombJ.. 
na prolongada a un tiempo normal, mientras que falla­
en los pacientes con hipoprotrombinemia que presentan 
una enfermedad hep!tica intr1nseca. 

Esta prueba ha sido considerada por algunos, de­
cierto valor en el diagn6stico diferencial de icteri­
cia. 
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES 

FUNDAl'IENTO 1 

La prueba se basa en la coloraci6n caracterlstica 
adquirida por el contacto con el cobre, formando com-­
plejos, en los cuales el .cobre en soluci6n como Cu - 2, 
se une con varios grupos de p~ptidos en un medio alca­
lino, reproduciendo un color azul morado que es medido 

por un espectrofot6metro. ( 13 ), ( 26 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Balanza analltica 
Cron6metro 
Tubos de ensayo 
Soluci6n de hidr6xido.de sodio al 1°" 
Sulfato de cobre pen~ahidratado 
Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado. 
Cloruro de sodio al 0.851 
Agua destilada 
Soluc16n testigo de alb6mina de 1 mg/ml 
Suero 1.0 ml 
Preparaci6n del reactivo de Gornall 1 Colocar en -

un matraz aforado de 1000 ml sulfato de cobre pentahidrJ!. 
tado 1.S gr, tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 
6 gr disolver en 500 ml de agua destilada, agregar 300-
rnl de hidr6xido de sodio al 101 
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Enfriar y completar a 1000 ml con agua destilada. El 
reactivo se conserva por tiempo prolongado, debe de,! 
cartarse si presenta turbiedad 6 precipitaciones. 

Preparaci6n de soluci6n de hidr6xido 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 soluci6n testigo, 
1 ml de soluci6n salina, e.o ml de reactivo 
de Gornall, 

B) Tubo 2 (problema) 0.1 ml de suero 1,9 de s2 
luci6n salina, e.o ml de reactivo de Gornall, 

C) Tubo 3 (blanco) 2 ml de soluc16n salina, 8-
ml de reactivo de Gornall. 

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

CALCULO t ~~!!2~2-~e!!~~-2~-E~2~!~~~- x concentraci6n 
Densidad 6ptima de testigo 
testigo • gr de prote!na / 100 ml 

APLICACIONES CLINICAS 1 

El h!gado es el encargado de la s!ntesis de mu­
chos de los constituyentes prot~lcos del plasma t Alb~ 

mina, Fibrin6geno, Protrombina y otras prote!nas e-­
senciales para la coagulac16n de la sangre, 

En sujetos sanos, el h!gado conserva relativameii 
te constante la concentraci6n plasm5t1ca de substancia.! 
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gracias a que las sintetiza con velocidad aproximada a 
su destrucci6n. En estados patol6gicos, al disminuir -
la masa de c~lulas hep6ticas funcionales, el equilibrio 
•e rompe. 

As{ pues el descanso de la concentraci6n de alb6-
mina por debajo de 3 gramos por·lOO ml sugiere insufi­
ciencia hep,tica y naturalmente, en presencia de icte­
ricia indica origen hepatocelular. 

Esta alteraci6n suele presentarse en enfermos con 
insuficiencia hep,tica cr6nica, con m's rareza en la -
aguda, 

VALORES NORMALES 

De 6.50 a 8 gramos / 100 •l de suero. 
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DETERMINACION DE GLOBULINAS SERICAS 

FUNDAMENTO 1 

Esta determinaci6n se basa en la precipitaci6n de 
varias fracciones de prote!nas en contacto con sales -
de metales pesados en determinada concentrac16n y PH -
determinado. ( 14 ), ( 27 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Ballo Marta 
Tubos de ensayo 
Pipetas 1,s 10 ml 
Matraz aforado 1000 ml 
sulfato de Zinc 
Veronal 6 barbiturato leido 
Veronal S6dico 
Agua destilada 
Tiras de PH 
0.1 ml de suero 
Preparaci6n del reactivo de Kunkel 
Poner 24 mg de sulfato de zinc pentahidratado, 
280 mg de ~cido barbit~rico y 210 mg de barbitura­
to de sodio, calentlndolo para disolver en 800 ml­
de agua destilada y enfriar completando a 1000 ~1-

la soluci6n,debe tener un PH de 7.5 
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METODO 1 

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

8) Se deja reposar 30 minutos. 
C) Se lee la turbiedad en un espectrofot6metro a-

350 Nm. 

Preparaci6n del Standard z Tomar 1.15 gr de clor~ 
ro de bario dihidratado y llevar a 100 ml, tomar 3 ml­
de ésta soluci6n y llevar a 100 ml con 'cido sulfórico 
0.2 M, ésta soluci6n de sulfato de bario tiene una tu~ 
biedad de 20 unidades. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La elevaci6n de las globulinas en el plasma se d~ 
be a una reacci6n del sistema ret!culo endotelial; se­
encuentra sobre todo en cirrosis y hepatitis cr6nica y 
en enfermos con ictericia hemol!tica. Es discreta en -
hepatitis aguda y no se observa en las obstrucciones -
biliares, a menos que ta.1es alteraciones patol6gicas -
sean cr6nicas 6 hayan producido dano hep~tico secunda­
rio. 

La separaci6n y cuantificaci6n de las distintas -
globulinas gamma 6 inmune globulinas en sus fracciones 
IgG, IgA, IgH han sido de utilidad en el diagn6stico-­
diferencial de las ictericias, en efecto, Ja IgM que -
normalmente no sobrepasa la concentraci6n de 190 mg -­
por 100 ml de suero, sobrepasa dicho limite en algunos 
pacientes con cirrosis biliar primaria. En cambio, la­
concentraci6n de ésta inmunoglobulina no se eleva en -
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otros tipos de colestasis ni en los pacientes con obs­
trucci6n de las vias biliares extra hepAticas. 

VALORES NORMALES 1 

H'sta 12 unidades. 



85 

PRUEBA DE TURBIEDAD DEL TIMOL 

FUNDAMENTO 1 

Diluciones del suero de pacientes con afecciones -
del h1g8 do, con soluciones de baja fuerza i6nica, decr~ 
cen la solubilidad de las prote!nas y bajo ciertas COJl 

diciones, las ~ayor!as de las globulinas quedan insolu­
bles y se precipitan, dando una turbiedad a la soluci6n 
que es medida con el espectrofot6metro dicho incremento 
de la turbiedad depende del incremento de gamma globu-­
Hnas del suero. ( 2) ) , ( 4) ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Balanz• anal!tica 
TUbos de ensayo 
Pipetas de 0.2, 1,s, .y 10 ml 
Matraz aforado de 100 y 1000 ml 
Bai'lo Marta 
Acido barbit6rico 6 veronal 
Barbiturato de sodio 
Soluci6n al 10 ~ de timol en alcohol de 95º 
Agua destilada 
D.1 ml de suero 
Preparaci6n de reactivos 1 Buffer de media concen­
traci6n, colocar 1.380 gr de ~cido barbltGrlco y -
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1.30 gr de barbiturato de sodio. Disolver en 800 ml 
de agua destilada, calentando a ebullici6n, enfri•r 
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 soluci6n de timol al --
10~, 95.5 ml del buffer de concentraci6n media, ag.!, 
tar h~sta la disoluci6n completa, sin que deban ob­
servarse gotas aceitosas en el cuello del matraz. 

METODO t 

A) En un tubo de ensayo colocar O.OS 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 soluci6n standard como sigues 1.15 gr 
de cloruro de bario dihidritado por 100 ml, tomar-
3 ml de 'sta soluci6n y llevarla a 100 ml con leido 
sulf6rico 0.2 M 'sta soluci6n de sulfato de bario -
tiene una turbiedad equivalente a 20 unidades. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Es positiva (arriba de los valores normales) en he­
patitis infecciosa y en general en toda ictericia hepat2 
celular, en cirrosis con 1nflamec16n mesenquimal como ~­
hepatitis clrrotica, cirrosis atr6fica con exacervaciones 
ict,ricas, tambi'n es positiva en endocarditis, neumonias, 
tuberculosis pulmonar, mielomas como algunos ejemplos de 
enfermedades extra hep~ticas. 
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VALORES NORMALES 1 

De 0-4 unidades. 

TIEMPO DE PROTROMBINA Y PRUEBA DE LA VITAMINA "K" 

F'UNDAMENTO 1 

El tiempo de protrombina que se altera, prolonga~ 
dese cuando ~o hay absorci6n edecuada de su precursor­
la vitamina •K• 6 cuando el h!gado no puede utilizarla 
para la sintesis de la protrombina. ( 2 ), e 31 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Balanza analitica 
Jeringa de 1 y 5 ml 
Centrifuga 

ªª"º Maria 
Pipetas de 1 y 5 ml 
Fitonadiome ( vitamina "ki• 
Citrato de sodio 0.1 M 
Tromboplastlna activada 
Cloruro de calcio 0.025 M 
Tubos de ensayo 
Cro"6metro 
2 ml de suero. 
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METODO 1 

A) Determinaci6n del tiempo de protromblna por el 
m'todo de Quick. 

B) Administrar de 60 a 100 mg de fitonadiona en -
inyecci6n intramuscular 6 intravenosa. 

C) Extraer sangre a las 6 y 12 hrs. despu's para­
la determinaci6n de protrombina. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Un tiempo prolongado de protrombina no es especl­
f ico para la hipovitaminosis Ki, ya que se puede modi­
ficar por la deficiencia cong,nita de los factores de­
coagulaci6n y por las ~rogas (Warfarinal. 

Esta prueba no es un indicador sensible de lesi6n 
c'lular hep6tica, pues el tiempo de protrombina puede­
ser normal 6 ligeramente prolongado en cirrosis severa. 
La respuesta a la aplicaci6n parenteral de vitamina Ki, 
no siempre permite distinguir entre la hipovitaminosis 
debida a la afecci6n del par,nquina hepltico y la pos­
terior a ictericia obstructiva cr6nica, ya que la ocl~ 
si6n extrahep6tica del tracto biliar est6 con frecuen­
cia asociada a lesi6n c'lular hep5tica secundaria. El­
tiempo de protrombina tiene valor diagn6stico en afec­
ciones hepatocelulares agudas y cr6nicas. Un tiempo r!. 
ducido de protrombina (111enos de 40~ del control), que­
no responda a la administraci6n de vitamina Ki, es casi 
siempre la Gnica prueba funcional que sugiere el desa­
rrollo inminente de una insuficiencia hep6tice fulmina.!l 
te. 
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VALORES NORMALES 1 

Cuando no exceda de 3 segundos en comparaci6n 6 -
referencia a un testigo normal que pueda dar de 11 a 15 
segundos. 

PRUEBAS BASADAS EN EL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

INTRODUCCION 1 

La prueba de tolerancia a la galactosa se ha a pl! 
cado durante muchos anos al estudio de la enfermedad h~ 
p5tica. El higado normal es capaz de convertir la gala~ 
tosa en glucosa, que es almacenada en forma de gluc6geno 

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 es­
un carbohidrato que no tie~e un umbral para su elimina­
ci6n y por lo mismo es excretada f¡cilmente por los ri­
Hones, excepto en los casos de insuficiencia renal. 

La administraci6n de galactosa da lugar a la per-­
sistencia de niveles anormales en la sangre durante va­
rias horas y a la excreci6n urinaria de cantidades ano~ 
males de galactosa. 

Aunque antiguamente fu~ recomendada por varios au­
tores para el diagn6stico diferencial de las ictericias, 
nunca se uliliz6 mucho y en la actualidad es muy raro-­
su empleo. 
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TOLERANCIA A LA GALACTOSA 

FUNDAMENn> 1 

Los m~todos para la determinaci6n de galactosa en -
sangre 6 en orina ordinariamente implican eliminaci6n de 
glucosa por fermentaci6n con levadura por tratamiento con 
oxidasa de glucosa. 

La conc@ntraci6n de los az~cares reductores remane!!, 
tes determina entonces y se expresa como galactosa. Se 
han propuesto varias modificaciones de ~stos ""°todos y -
todos adolecen de falta de especificidad. 

Con el hecho de disponer ahora de oxidase de galac­
tosa se puede presentar un m~todo m~s especifico. ( 28 ) 

( 44 ) 
MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Balanza analltica 
Centrifuga 
Cron6metro 
Pipetas 1,s, y 10 ml 
Matraz volum~tico de SO, 100 0 1000 ml 
Tiras de PH 
Amortiguador de fosfatos PH 7.0 
Trit6n X-100 
Ortotoluidina 



Metanol puro 
Peroxidasa 
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Oxidasa de galactosa 
Sulfato de Zinc 
Hidr6xido e¡rico 
Standart de galactosa 
Agua destilada 
1 ml sangre u orina. 

P~eparaci6n de reactivos : Reactivo enzim¡tico 1 en 
un matraz de 50 ml.se colocan 2.5 mg de ortotolui~ina que 
se disuelve con 0.5 ml de metanol y se agrega 30 ml de~ 
mortiguador de fosfatos PH 7.0 Se agregan enseguida 2.5-
mg de peroxidasa y 4 mg de oxidasa de galactosa se mez-­
clan hasta la disoluci6n y se agregan 5 ml de trit6n --­
X-100 al 2% se diluyen hasta la marca con el amortiguador 
de fosfatos. 

Preparaci6n del amortiguador de fosfatos PH 7.0 : -
poner 5.79 gramos de fosfato &cido de sodio anhidro, 3.53 
gramos de fosfato &cido de potasio anhidro en un matraz­
volum~trico de 1000 ml se diluye con agua hasta la marca 
ajustar el PH a 7.0 con &cldo clorhidrico 0.1 N 6 hidr6xi 
do de sodio de 0.1 N 

Preparacion del trit6n X-100 al 2% V/V : Se diluye-
2 ml' de trit6n X-100 a 100 ml en un matraz volum~trico de 
100 m con agua destilada. 

Preparacl6n de amortiguador de glicina 0.25 M PH 
7.0 : 12.22 gramos de glicina con 9.5 gramos de cloruro­
de sodio en 1000 ml agregar 300 Ml de agua y 87.5 ml de­
hidr6xido de sodio 1 N mezclar y diluir hasta la marca -
con agua destilada y checar PH. 
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Preparaci6n de amortiguador de glicina 0,25 M -
PH 7,0t 12,22 gramos de glicina con 9,5 gramos de -­
cloruro de sodio en 1000 ml, agregar 300 ml de agua­
y 87,5 ml de hidr6xido de sodio t N mezclar y diluir 
hasta la marca, con agua destilada y checar PH. 

METODO 1 

A) Poner 0.5 ml de agua destilada en 3 tubos de cen­
trifuga de 12 ml marcado como Xi, S2, 51, Agregar 
1 ml de agua en otro tubo •s• testigo. 

B) Se agrega 0,5 ml de sangre u orina al tubo Xi y -
0,5 ml de los standart de galactosa a 51 y 52 me!. 
clar. 

C) A cada uno de los tubos poner 2 ml de hidr6xido -
de bario 0,3 N, mezclar y agregar 2 ml de sulfato 
de zinc al 5 % y dejar reposar 5 minutos. 

D) Centrifugar 5 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, 52, Sl, y •s•. 

F) Agregar 2 ml de reactivo enzim6tico a todos los -
tubos y ponerlos a baño maria a 37° c. 

G) Despubs de una hora, agregar 6 ml de amortiguador 
de glicina para interrumpir la reacci6n y estabi­
lizar el carbohidrato. Mezclar bien y leer a 425nm. 
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Abs X-Abs "B" 

C"LCULO Mg de galactosa/100 ml • ------------··- X Abs S-Abs "B" 
Conc. St. Galact. 

"PLIC ... CIONES CLINIC"S 

"unque la prueba es de un valor cllnico pobre en 
la evoluci6n de la funci6n hep6tica, su limitaci6n m~ 
yor es su insensibilidad, La tolerancia anormal no es 
manifiesta hasta que no ocurre una destrucci6n grave-

. de las c~lular hep6ticas, sin embargo una disminuci6n 
progresiva de la tolerancia guarda un paralelismo con 
necrosis en desarrollo de c~lular hep6ticas, y puede­
ayudar a distinguir entre una ictericia obstructiva y 

una hepatitis, no obstante su uso ha sido desechado. 

VALORES NORMALES 1 

No exceder de 42 mg/100 ml rlespu~s de 60 minutos. 
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PRUEBAS BASADAS EN EL METABOLISMO DE GRASAS 

INTROOUCCION 1 

Los 11pidos de la sangre (colesterol, fosfol1pi­
dos, triglicéridos) son, por definlci6n insolubles en 
soluciones acuosas por lo que no se encuentran libres 
en el plasma sangu1neo, sino que entran a él, circulan 
y salen unidos a prote1nas, éstos complejos de 11pidos 
y prote1nas pueden ser clasificados en funci6n de su-­
densidad, gracias a la ultracentrifugaci6n en1 Lipoprg 
te1nas de muy baja densidad, kilomicrones, lipoprote1-
nas de bajü densidad y lipoprote1nas de alta densidad. 

Los kilomicrones se componen principalmente de -­
triglicéridos, que siendo de origen ex6geno y procede~ 
te del intestino, son transformados en la sangre a la­
que llegan a través del conducto tor~xico. Solo una -­
pequena fracci6n de los kilomicrones es depurada por -
el h1gado. 

Las lipoprote1nas de muy baja densidad transpor-­
tan triglicéridos que proceden del h1gado, 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
te1na, las lipoprote1nas de muy baja densidad se con-­
vierten en lipoprote1nas de baja densidad, las que co~ 
tienen un 50% de colesterol y el resto de fosfol1pidos 
y proteínas. Finalmente las 11poprote1nas da alta den-
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sidad son las que tienen mayor contenido protelnico y -
no participan directamente en el transporte de gliclri­
dos. 

El h1gado es el principal 6rgano de slntesis, de-­
gradaci6n de lipoprotelnas del plasma, por lo que es -­
comprensible que latas experimentan cambios cuando la -
funci6n hepltica se perturba. 

Los mltodos usados para la determinaci6n de coles­
terol y Esteres de colesterol, fueron revisados por --­
Bloor, Knudsen, Perry, Kelsy y otros¡ en todos 6stos -­
rnltodos el.colesterol libre es separado de los Estere•­
por precipitaci6n con digitonina para una determinaci6n 
cuantitativa de ambos, colesterol libre y combinado, 
casi todos los mltodos utilizan la reacci6n de color de 
~iet>erman-Burchard. 

Varios procedimientos son usados para la extracci6n 
del colesterol de la sangre. Bloor, los extracta de --­
sangre fresca con una mezcla de alcohol y 6ter, Myers -
y Wardell a partir de sangre seca con cloroformo. 
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DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL 

FUNDAMENTO 1 

El leido paratoluensulf6nlco en medio •c6tico reas, 
clona con el colesterol para formar un complejo que con 
anhldrldo ac6tico y leido sulf6rico concentrado, se vue¡ 
ve de color verde, cuya intensidad es proporcional a la 
cantidad de colesterol presente. ( 30 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectofot6metro 
TUbos de Ensayo 
Pipetas de s, 10 y 20 ml 
Acldo ac6tico glacial q,p. 
Acido paratoluansulf6nlco q.p. 
Anhldrldo ac6tico q,p. 
Acldo sulf6rico q.p. 
Colesterol q.p. 
Preparaci6n de re•ctlvos 1 Soluci6n ac6tica de lc,1 

do par•toluensulf6nico al 12 ~ 1 12 gramos de ~ido --­
paratoluensulf6nico, aforando con leido glacial a 100 -
ml. 
Soluci6n colesterol 400 mg/100 ml 1 4 gramos d• coleats 
rol, aforando • 100 ml' con leido ac6tico glacial. 
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METODO 1 

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 agua al 
tubo B, al tubo E ponerle 0.1 ml de la soluci6n de -
colesterol 

C) A los tubos P y B agregarles 0.1 ml de leido ac~tico 
glacial, al tubo P agregar 0.1 ml de agua destilada. 

D) Agregar 0.5 ml de soluci6n ac~tica de ~cido parato-­
luensulf6nico al 12~ a cada uno de los tubos. 

F) Dejar la mezcla a temperatura ambiente hasta que se­
enfrie anadir 0.2 ml de leido sulf6rico concentrado, 
agitar vigorosamente. 

G) Dejar 20 minutos a temperatura ambiente, y leer a 
550 mm ajustando con el tubo B a cero de densidad 
6ptica. 

Curva de calibraci6n 1 

De la soluci6n de colesterol de 400 mg en 100 ml. t2 
mar 10, 20, 30, 40 y SO ml y aforar a 50 ml con leido -
ac~tico glacial para obtener las concentraciones siguie.!!. 
tes 1 

eo, 160, 2rO, 320 y 400 mg en 100 ml 

Soluci6n de colesterol ml de leido ac~tico Mg en tOOml 

4 mg en 1 ml glacial c.b.p. 
10 so 80 
20 so 160 
30 so 240 
40 so 320 
so so 400 
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De cada uno de bstas diluciones, tomar 0.1 ml y -
continuar como se indica en la t~cntca • partir del paso 
c) en la ind1caci6n del tubo E. 

APLICACIONES CLINICAS s 

Las lipoprote1nas plasm&ticas, especialmente las de 
baja densidad b betal1poprote1nas, y por ende el colest!. 
rol plasm6tico desciendan cuando hay insuficiencia hep6t,!. 
ca. 

Este descenso no solo tiene un valor diagn6stico sino 
pron6stico, pues la concentración baja de ~stas fraccio­
nes indica deterioro progresivo de la funci6n hepatocel~ 
lar, en cambio, la tendencia a la recuperaci6n de niveles 
normales es indicativa de recuperac16n. 

El descenso de la proporción del colesterol esterif,!. 
cado es caracter1stico de la insuficiencia hep&tica y, -­
por consiguiente, de la enfermedad parenquimatosa del h1-
gado, y ayuda a diferenciar la hipocolesterolemia de ori­
gen hep&tico de las que se deben a otras causas, tales 
comos Absorción intestinal deficiente, hipertiroidismo y­
estados febriles prolongados. 

En las hepatopat!as por obstrucc16n biliar extra --­
hep&tica y en las que se deben a colestasis intra hepltica 
se elevan las lipoprote1nas de baja densidad a betalipo-­
prote!nas y, en consecuencia el colesterol total del sue­
ro, cuya concentración 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 obstrucci6n biliar cr6nica­
la disminuci6n del colesterol total, previamente elev.! 
do, indica dano hepatoceiular secundario y tiene, por­
ello, gran valor diagn6stico. 

VALORES NORMALES 1 

Colesterol total 1 Adultos de 160 a 240 mg/100 ml 
ninos1 130 a 180 1119/100 ~l. 
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PRUEBAS BASADAS EN LA CUANTIFICACION DE ENZIMAS 

INTRODUCCION a 

El citoplasma de las c~lular parenquimatosas hep! 
ticas es rico en enzimas que catalizan m6ltiples funci2 
nes metab6licas realizadas por dicho 6rgano. Cuando las 
c'lulas del par,nquima se lesionan o destruyen, algunas 
enzimas, incluidas las transaminasaa del suero y l• de.!!, 
hidrogenasa lActica, son liberadas hacia la circulaci6n. 

La aparici6n de actividad enzimAtica o su increme.!l 
to, llega a ser demostrable al igual que la disminuci6n 
de la colinesterasa. 
La acci6n de la fosfatasa alcalina s'rica que se origi­
na en el h1gado, no procede de las c'lulas parenquima-­
tosas, sino mas bien de las que recubren el tracto bi-­
liar; la actividad se eleva principalmente en las afec­
ciones hep6ticas caracterizadas por obstrucci6n. 

Las dos trsnsaminasas s~ricas que se determinan 
normalmente durante una enfermedad hepAtica son la tra.!l 
saminasa glutAmico pir6vica ( TGP ) y la transaminasa -
glutAmico oxalac,tica ( TGO ). Las medidas de su activ.!, 
dad constituyen indicadores sensibles de lesiones hepa­
tocelulares difusas, puesto que los niveles elevados -­
estAn entre las primeras anormalidades bioqu!micas pos­
teriores a la lesi6n o muerte del hepatocito. 

Sin embargo, 'sta sensibilidad se ve comprometida­
por la falta de especifidad del 6rgano. Las transamina­
sas se localizan en altas concentraciones en el miocar­
dio, el m6sculo esquel~tico y los ri~ones y su actividad 
aumenta cuando uno de ~stos 6rganos se lesiona. 
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Karmen, Wreblewki, Ladue realizaron una medici6n­
de la actividad de las transaminasas en un estudio so­
bre cromatografla en papel, sin embargo dicha ticnica­
escapa por ahora a su aplicaci6n rutinaria en la mayorla 
de laboratorios. 

Retman y Franquell llevaron a cabo la medici6n con 
un m6todo mSs sencillo y accesible a cualquier laboratg 
rio, 6stos m6todos colorim6tricos son suficientemente-­
exactos y sensibles en la determinaci6n de la actividad 
enzimltica como lo son los ~todos en determinaci6n de­

uv. 
La fosfatasa alcalina se encuentra en grandes con­

centraciones en diversos 6rganos (huesos, hlgado, rino­
nes, mucosa intestinal). 

Dentro de varios aspectos interesantes de su meta­
bolismo, las rutas de eliminaci6n de las fosfatasas 
alcalinas, son variadas, encontrSndose una a trav6s de­
la vla biliar, por lo que su elevaci6n en la sangre pu~ 
de ser signo de un trastorno hepStico-biliar, 

Se han llevado estudios sobre la dP.terminaci6n de­
la isoenzima de la fosfatasa alcalina, separando funda­
mentalmente la de origen'hep&tico de la 6sea 1 por m6to­
dos electrof6reticos, inmunol6gicos y t6rmicos cuya com 
plejidad no ha permitido que tengan utllizaci6n en la -
cllnica diaria, 

La cuantificaci6n se realiza por medio de varias -
t6cnlcas siendo las mSs utilizadas las de Bodanky, Kyng 
-Armstrong y la de Bessey y Lowry, 6sta 6ltima con la -
ventaja de utilizar una pequena muestra de suero con -­
muy buenos resultados en su cuantificaci6n. La distrib~ 
ci6n de la deshidrogenasa l&ctica (LDH) por todos los -
tejidos del organismo y su falta de especificidad y se~ 
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sibilidad respecto al da"o celular hep&tico, restringen 
la utilidad de la prueba como indicador en el caso ••P.! 
c!fico, aunque su determinaci6n acampanad• de otras en­
zimas es un buen dato, para apoyar une lesi6n hepltice. 

La determinaci6n de la cetilcolinesterasa 6 pseu-­
docolinesterasa es muy Gtil en lesiones heplticas cr6n! 
cas, pues se trata de una esterase sintetizada por el -
h!gado en una concentraci6n alta y cuya determinaci6n -
colorim6trica llevada a cabo por Ellman es r&pida y muy 
sensible. 

Una de las determinaciones mls espec!f icas de dano 
al hlgado consiste en la medici6n de ganrna-glutamil-tran.! 
-ferasa, la cual tambl~n es Gtil en algunos tipos de --­
obstrucci6n biliar de etiolog!a principalmente alcoh6lica. 
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DETERMINACION DE GLUTAMATO-PIRUVATO-TRANSAMINASA 
(COLORIMETRICA) 

( L-alanina 1 2-oxoglutarato-aminotransferasa ) 

FUNDAMENTO 1 

La transaminasa-glutlmico-pirGvica (GOT) cataliza 
la siguiente reacci6n 1 

Alanina + & -cetoglutarato 
Piruvato 

GPT 
glutamato + 

El piruvato formado reacciona en soluci6n alcali­
na con 2-4 dinitrofenihidrazina. El producto de la reas_ 
c16n se mide fotometricamente entre 500 y 560 nm. ( 4 ) 

( 54 ) 
MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectofot6metro 
Cron6metro 
Pipetas 1 y 5 ml 
sustrato amortiguador (amortiguador de fosfatos -
100 Mmol/L, PH 7.4, Dl-alanina 100 Mmol/L, &-cet2 
glutarato 2 Mmol/L). 
Reactivo de color (2,4-dinitrofenihidrazina 1.5 Mmol/L) 
Hldr6xldo de sodio 0.4 mol/L 
Soluc16n patr6n (plruvato de sodio 2 Mmol/L) 
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HETOOO 1 

A) En do• tubos de ensayo marcados •p• Cprobleioa 
•a• (blanco) se coloca o.s ml de soluc16n amortiguado­
ra de sustrato y se i~cuban 5 minutos en bafto marta a-
370 c. 

B) Se agrega al tubo •p• 0.1 ml de suero reciente 
mezclar e incubar exactamente 30 minutos a 37° c. 

C) Se agregan a los dos tubos el reactivo de color 
o.s ml agregando 0.1 ml de suero al tubo "8" mezclar y­
dejar reposar 20 minutos a temperatura ambiente. 

D) Agregar a los dos tubos s.o ml de h1dr6xldo de 
sodio 0.4 M mezclar y leer el problema contra el blanco 
al cabo de 5 minutos a una longitud de onde de 546 Nm 

CALCULO : 

TABLA PARA LA OBTENCION DE LA ACTIVIDAD POR VOLUMEN 

Extinciones '°"todo uv Extinciones ""todo uv 
Convencional Convencional 

mU/ml mU/ml 
0.2 3 0.30 46 
0.04 5 0.32 50 
0.06 8 0.34 53 
o.os 10 0.36 57 
0.10 13 0.38 61 
0.12 16 0.40 65 
0.14 19 0.42 69 
0.16 22 0.44 74 
0.10 26 0.46 79 
0.20 29 0.48 84 
0.22 32 o.so 90 
0.24 36 o.s2 98 
0.26 39 
0.28 43 
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APLICACIONES CLINICAS 1 

Las enfermedades agudas del hlgado dan lugar a 
elevaciones de las transaminasas en el suero, de gran 
valor para el diagn6stico. Las elevaciones m&ximas -­
se han obtenido en casos de hepatitis aguda infeccio­
•a y t6xica. En ·6stos casos de lesi6n hepatocelular~ 
difusa aguda, ambas enzimas se elevan de manera muy -
importante 1 400 a 2000 y aGn m&s unidades, siendo el 
ascenso de la transaminasa pir6vica ligeramente supe­
rior a la oxalac&tica. Ambas descienden en forma par~ 
lela a la mejor!a cllnica para volver a ascender si -
ocurre una exacerbaci6n de la enfermedad. 

La cirrosis y otras hepatopatlas cr6nicas tambi6n 
se eleva la actividad s&rica de las transaminasas si­
bien de manera moderada! SO a 250 unidades por ml. 

En la ictericia por obstrucci6n de las vlas bi-­
liares extra hep&ticas, las cifras de transaminasas s! 
ricas tambi&n se elevan, generalmente entre 40-300 -­

unidades, solo por excepci6n se excede la Gltima ci-­
fra, al contrario de lo que ocurre en los casos de -­
ictericia hepatocelular aguda, de aqu! el valor diag­
n6stico de 6sta prueba. 

En enfermos con lest,sis intra hep&tica, las el~ 
vaciones en la actividad de las transaminasas s6ricas 
son similares a las que se observan en los enfermos con 
obstrucci6n biliar extra hep&tica por lo que, en 6stos 
casos, no tiene valor para el diagn6stico diferencial. 
Los valores de las transaminasas tambi'n se elevan en 
pacientes con enfermedad del miocardio, musculo esqu~ 
letico y otros tejidos. En casi todos los casos las -
transaminasas que se elevan son la oxalac6tica m&s que 
la pir6vica. 
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VALORES NORMALES 1 

3-17 mU/ml 

1 unidad internacional (U) de enzima es 1• canti­
dad de enzima necesaria para transformar 1 lllDl de 
sustrato en 1 minuto. 
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DETERMINAClON DE GLUTAMATO-OXALACETATO-TRANSAHINASA 
(COLORIMETRICO) (¡,..Aspartato-2-0xoglutarato-Amino-­

transferasal 

FUNDAMENTO t 

La glutamato-oxalacetato-transaminasa cataliza 
la transferencia del grupo amino del glutamato al -
oxalacetato segOn la siguiente reacci6n1 

GOT 
Glutamato + oxalacetato &-cetoglutarato + 

aspartato 

Para la determinaci6n de GOT segOn Reitman y -­
Frankel se deja actuar el suero problema en soluci6n 
amortiguada sobre cetoglutarato y aspertato y se mide 
le cantidad producida de oxeleceteto. El producto de­
reacci6n puede determinarse fotometrlcamente en forme 
de 2,4-dinitrofenihidrazona, en soluci6n alcalina. -­
Puesto que tambiln el &~cetoglutarato que se produce­
en le reacci6n forme une hidrazona, se mide en el in­
tervalo de 500 a 560 nm dentro del cual las extincio­
nes de las hidrezonas se distinguen en mSxirno grado,­
se mide a une concentrac16n sub6ptima de &-cetogluta­
rato, para no obtener valores blancos demasiado elev.! 
dos. ( 4 ), ( 54 ) 
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MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Bai'lo marta 
Cron6metro 
Pipetas 1, S ml 
Soluci6n amortiguadora del sustreto (ainortiguador 
de fosfatos 100 Mmol/L 

Reactivo de coloraci6n (2,4-dinitrofenihidracina-
1.S Mmol/L) patr6n (concentrado, piruvato s6dico 2 Mmol/ 
L) Hidr6xido de sodio 0.4 N. 

METODO 1 

A) Colocar en 2 tubos marcados npw (problema) y­
•en (blanco) o.s ml de soluci6n amortiguadora 
de sustrato y colocarlos S minutos en bano -­
maria a 37° c. 

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

C) Agregar o.s ml de reactivo de colorac16n a loa 
2 tubos y 0.2 ml de suero al tubo "B". Mezclar 
y dejar en reposo 20 minutos a temperatura -­
ambiente. 

D) Agregar h1dr6xido de sodio 0.4 N, S ml a cada 
tubo, mezclar y dejar; despu's de S •inutos -
medir la extinci6n (absorvencia) del problema 
contra el blanco e 546 nm. 
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APLICACIONES CLINICAS 1 

Las enfermedades agudas del hlgado dan lugar a el,!? 
vaciones de las transaminasas en el suero, de gran va­
lor para el diagn6stico. Las elevaciones m~ximas se han 
obtenido en casos de hepatitia aguda infecciosa y t6xi­
ca. En éstos casos de lesi6n hepatocelular difusa aguda, 
ambas enzimas se elevan de manera muy importantes 
400 a 2000 y aGn m~s unidades siendo el ascenso de la -
transaminasa pir6vica ligeramente superior a la oxala­
cética. Ambas descienden en forma paralela a la mejorla 
cllnica para volver a ascender si ocurre una exacerba­
ci6n de la enfermedad. 

La cirrosis y otras hepatopatlas cr6nicas también 
se eleva la actividad sérica de las transaminasas, si­
bien de manera moderada: SO a 250 unidades por ml. 

En la ictericias por obstrucci6n de las vlas bi-­
liares extrahep~ticas, las cifras de transaminasas sé­
ricas también se elevan, generalmente entre 40-300 un.!, 
dades, solo por excepc16n se excede la Gltima cifra, -
al contrario de lo que ocurre en los casos de ictericia 
hepatocelular aguda, de aqul el valor diagn6stico de ~ 
ésta prueba. 

En enfermos con colest&sis intra hepética, las e­
levaciones en la actividad de las transaminasas séri~ 

cas son similares a las que se observan en los enfer-­
mos con obstrucci6n biliar extra hepética por lo que,-
en éstos casos, no tiene valor para el diagn6stico di­

ferencial. Los valores de las transaminasas también se 
elevan en pacientes con enfermedad del miocardio, musculo 
esquelético y otros tejidos. En casi todos los casos -
la transaminasa que se elevan son la oxalacética més -
que la pir6vica. 
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2-19 MU/ml 
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1 unidad internacional (U) de enzima ea la cantl• 
dad de enzima necesaria para transformar 1 mol -­
de sustrato en 1 minuto. 

I!Ji?¡I 12ªEª ¡a 2si1ns;i'2n dt ¡! 1cj¡ivid!sl 
ll!i!r vol ums¡n 

Extinciones Hl!todo UV Extinciones M6todo UV 
Convencional convencional 

mU/ml mU/ml 
0.02 3 0.16 34 
0.04 6 0.18 41 
0.06 10 0.20 50 
o.oe 14 0.22 60 
0.10 18 0.24 72 

0.12 23 0.26 86 
0.14 28 
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DETERMINACION DE GLUTAMATO-OXALACETA'l'O-TRANSAHINASA 
( uv ) 
( L-Aspartato-2...0Xaglutarato-Aminotranaferasa 

FUNDAMENTO 1 

La glutamato-oxalacetato-transaminasa (GOT) ~­
cataliza el transporte de n1tr6geno desde el glutam,t 
to al oxalacetato segOn la sig~nte ecuaci6n 1 

&-Cetoglutarato + aspartato glutamato + oxalac~ 
tato. 

Para la determlnac16n cuantitativa de GOT se d~ 
ja actuar el suero problema en soluci6n amortiguada­
sobre cetoglutarato y aspartato. El oxalacetato pro­
ducido se transforma enzimSticamente en malato, en -
presencia de malato-deshidrogenasa (MDH), por medio­
de NM>H. 

NDH 
Oxalacetato + NADH + H+ malato + NAO 

La velocidad de conswno de NADH puede medirse -
por la d1smlnuc16n de la extlnc16n en la regi6n del­
ultravioleta cercano. Sus valores son directamente -
proporcionales o la actividad de la GOT. 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot&.etro 
Cron6metro 
Pipetas de 1 y 5 ml 
Soluc16n de sustrato (disolvente) 
Mezcla de enzima y amortiguador 
La concentrac16n en la prueba es la siguientes 
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Amortiguador de fosfato• 80 Ml!lol/L a PH 7.4, -
L-aspartato 200 ltnol/L; &-catoglutarato 12 ltnol/Ls­
NADH 2 o.te Mmol/L: LDH 1.2U/mL; MOH 0.6 U/ml. 

METODO 1 

A) Alladir a un frasco de .. scla da enzi11a y •llO¡: 
tiguador 2 ml de soluci6n de sustrato, esperar dos -
minutos hasta la siaoluci6n completa. 

B) Agregar o.s ml de suero 6 plasma, Mezclar y­
pasarlo enseguida a una cubeta fotomltrica, lladir 
la extinci6n al cabo de 1 minuto y, simult&neamanta­
poner en marcha el cron6metro. Repetir las lecturas­
de minuto en minuto, durante 3, 4 6 5 minutos una -­
longitud de onda de 365 nm. 

CALCULO 1 

Actividad por volumen • E/min x 1471 U/L. 
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DETERMINACION DE P'OSFATASA ALCALINA SERICA 

FUNDAMENTO 1 

Las fosfatasas catalizan la hldr6llsis de los -
'steres del Acido fosf6rico. En funci6n de los valorea 
de PH a que logran su actividad 6pt1ma se distinguen 
2 tipos de fosfatasas 1 Acida y Alcalina. 

Para la determ1naci6n de las fosfatasas se96n -
Bessey, Lowry y Brock se utiliza como sustrato el P­
nltrofenolfosfato, que por la acci6n do la enzima se 
escinde en P-nitrofenol y Acido fosf6rico. 
Al\ad1endo hidr6xido de sodio; se interrumpe la reac­
c16n y el P-nitrofenol liberado es transformado en el 
ani6n de color ..arillo, que puede determinarse foto­
m~tricamente. La cantidad de P-nitrofenol liberado -
en la unidad de tiempo, es directamente proporcional 
a la actividad de la fo~fataaa. ( 47 ), ( 53 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Eapectrofot6metro 
Ballo marf.a 
Cron6metro 
'l'Ubos de ensayo 
Pipetas de 1,10 ml 
Amortiguador de glicina y hidr6xldo de sodio -­
Mmol/L PH 10.S 
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Sustrato de P-nitrofenllfoafato s.s ttnol/L 

Hidr6xido de sodio 0.02 No 

METODO 1 

A) pipetear en 2 tubOs de ensayo marcados •p• 
(problema) y •a• (blanco), 1 •1 de sustrato 
amortiguador y dejar S minutos an bafto •arla 
a 37°c. Agregar 0.1 ml de suero reciente al­
tubO •p•, mezclar, y dejar 30 minutos exac-­
tos en bafto maria a 37° c. 

B) Agregar hidr6xido de sodio 10 •l a los 2 tu­
bOs y o.t ml de suero al tubO •a• mezclar, y 
medir la extinci6n 6 absorvencia del proble­
ma contra el blanco a 405 nm. 

CALCULO 1 Actividad por volumen • Ext. X 200 • U/L 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La fosfatasa alcalina del111ero procede principal 
mente de los huesos y tambi6n en parte del hlgado. 

Se registran aumentos de tosfatasa alcalina en­
estedos patol6gicos como en la ictericia obatructiva, 
por el contrario suele tener valorea normales en m•l 
formaciones cong6nita de Vlas biliares. Otrea enfer­
medades hep&ticas, no ictericas, puedan dar lugar •­
ligeros valores superiores de los normal•• como la -
cirrosis, c5ncer hep&tico, litiasis del col6doco y -
diabetes con degeneraci6n hep&tica. Hay que recordar 
que la enzima se produce principalmente en hueso• •• 
y por lo tanto se observan elevaciones de fosfatasaa 
en problemas patol6gicos que involucren dicho sistema. 
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Por 6ltiino se encuentren valores altos en cualquiera 
de los procesos agudos del hlgado, como ejet11plo la -
hepatitis viral. 

VALORES NORMALES 1 

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

FUNDAMENTO 1 

El principio de la prueba es la med1c16n de la• 
tasa de producci6n de t1ocol1na a partir de la h1drA 
lisia de la acetilcollna, fata es consumida por la -
reacc16n continua del tiol con el 16n 5.5 L1tio-b1s-
2-nitrobenz61co color amarillo. La cantidad de color 
es medida en un eapectrofot6metro • 412 nm. La reac­
ci6n es suficientemente r&plda con medic16n de con-­
centraciónes bajas de la enzima y sin inhibir dich•­
concentrac16n a la hidr611s1s enzim&tica. ( 16 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Cron6metro 
Pipetas 1, S ml 
Buffer de fosfatos PH 7.2 
Acido dition1trobenz6ico 0.25 mm 
Yoduro de acetilcollna 0.156 M. 
Reactivo "A" 1 Buffer de fosfatos 50 1111. 

Acido det1onitrobenz61co 0.25 1111 

Reactivo •B• s Yoduro de acetilcolina 0.15 M. 
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A) Pipetear en una cuba de reacci6n 3 ml de -~ 
reactivo •A• y agregar 0.02 ml de suero fresco. 

8) Colocar 0.10 ml de reactivo .a•, mezclar y -

medir la extinci6n cada 30 segundos por 2 mJ.. 
nutos a 412 nm contra blanco de agua. 

CALCULO t Cambio de ext1nc16n / 30 segundos X 23400 • 
Unid/L. 

APLICACIONES CLINICAS r 

La pseudocollnesterasa suele elevarse en Miasts 
mi• Gc"ave 1 con bajas concentraciones en la hipoprote.&, 
nemias 6 hipoalbumlnamias dadas en l• cirrosis heplt.1 
ca. 

Efectivamente, se ha comprobado que el higado es 
la fuente principal de colinesterasa plasmStica. 

En la hepatitis v{rica se observa una calda acen 
tuada de los valores de la colinesterasa en casos de.! 
favorables, descensos notables en los casos de grave­
dad media, y modificaci6n insignificante en los favo­
rables. En las colecistopatlas ict6ricas existe una -
reducc16n moderada y es normal en la no ictérica, 

Las ictericias hemollticas no se afecta la acti­
vidad colinesterasa del suero, En las ictericias obs­
tructivas de corta durac16n loa valores son normales, 
pero se registran valores bajos en los ataques de c2 
langiohepatltis 1 as! como en el clncer y obstrucc16n 
prolongada, 
VALORES NORMALES t 

1900 a 3800 Unid / L. 
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DETERMINACION DE llN9IA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA 

FUNDAMENTO 1 

Se basa en la lledic16n, en forma cin6tica de la­
forMac16n de la P~ nitroanilina de color amarillo, a-
405 rua En la reacci6n la enzi•• en presencia de glici! 
glicina, catallza la transferencia de & -9lutamina a­
partlr del sustrato para dar el dlp6pt1do & glutam11-
gl1cilglic1na y nitroanllina. ( 25 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS r 

Espectrofot6metro 
Papel PH 
Matracas aforados 100, 1000 ml 
Balanza analltica 
Bario maria 
Soluci6n Tris 0.2 M, (sol. wA•) 
Buffer Tris 0.1 N. PH 806 
Acido clorhldrico o.t N. (sol. "11•) 

Preparac16n de reactivo• 1 

Tris 0.2 M (sol •A•) 1 Hidroximetil-aminometano-
24 .23 gr. aforar a 1000 ml con agua destilada. 
Buffer Tris 0,1 N PH 8.6 r Sº ml de soluci6n •A• 
agregar 25 ml de soluc16n •B• llevar a PH 8.6 y­
aforar con soluc16n •A• a 100 ml 
Buffer •ustrato PH 8.2 1 Gl1c11-P-n1troan11lna -
100 ml. Disolver en bafto .. ria no eobrepa1ando--
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los soºc, agitando. 

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

METODOI 

A) Poner en una cubeta de reacci6n 3 ml de sus-­
trato buffer, agregar o.2 ml de suero reciente. 

B) Determinar el cambio de extinci6n por minuto, 
durante 3 a 6 mintitos a 405 nm. 

CALCULO! Cambio de extinci6n por minuto X 1616 • Unid/L. 

APLICACIONES CLINICAS 

La determinaci6n de la actividad de la enzima es 
muy importante en enfermedades hepa~icas, pues el est~ 
dio de ~sta demostr6, elevaciones importantes en hepa­
titis viral y hepatitis cr6nica tanto viral como alco­
h6Uca. 

La gran elevaci6n de la enzima es diagn6stica -­
en enfermedades por obstrucci6n biliar y coledocoli-­
t!asis (arriba de 225 Unid.) no son muy aparentes, 
pudiendo dar valores en los limites normales de la -­
actividad de la enzima. 

VALORES NORMAi.ES 

De 4.5 a 26 Unidades /L. 
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DETERMINACION DE LACTATO DESHIDROGENASA 
Lactato NAD exidorreductaaa. 

FUNDAMENTO! 

La lactato deshidrogenasa cataliza la reducci6n 
de pir6vato por el NADH 2 seg6~ot\ª siguiente reacci6n1 

Piruvato + NADH 2 Lactato + NAD 

Para la valoraci6n· cuantitativa de la enzima se­
deja actuar el suero problema sobre piruvato y NADH2-
y se mide fotometricamente la velocidad de la reac-­
ci6n. ( 7 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Cron6metro 
Pipetas de 1,5 ml 
Soluci6n de sustrato amortiguador (piruvato s6-
dico 0.6 "'1<>1 amortiguador de fosfatos PH 7.S -
Mmol 50) 1 disolvente NADH2 (liofilizado) 

METODO 1 

A) Alladase con pipeta al frasco de NADH2 liofi• 
lizado, 3 •l de sustrato a111<>rti9uador y o.1ml 
de suero no hemolizado. 

B) Mezclar y pasarlo enseguida a le cubeta del-­
fot6metro y medir la ext1nci6n a temperatura­
constante al cebo de un minuto, y simultlnee-
111ente, poner en marche el cron6metro repetir-
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la lectura de minuto en minuto, durante 3 "'.! 
nutoa. a 365 nm. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La distribuci6n de la deshidroqenasa l&ctica por 
todos los tejidos del organismo y su falta de sensibJ. 
lidad respecto al da"o celular hep&tico, restringen la 
utilidad de la prueba como un indicador especifico. 

Un nivel de actividad de la deshidrogenasa l&cti­
ca 5-10 vecea mayor del valor nor•al, en presencia --­
de valores normales 6 ligeramente elevador de transmnJ. 
naaas, sugiere hem6lisia intravascular (anemia pernici2 
~e) 6 c:o.plicaci6n neopl&aica del hlgado. 
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PRUEBAS COMPLEMENTARIAS 

El hierro es un componente esenci•l de les mol6c.!!. 
l•s de hemoglobina, mioglobinas, catal•sa, citrocromas 
y otras enzimas encargadas de la res~lraci6n c61ular. 

Se encuentra tambi6n como hierro de reserve en -
6rganos como hlgado, bezo y huesos de donde se movll! 
za de acuerdo con les necesidedes del organismo, ha-­
cia los sitios donde es.utilizado circulando en el -­
plasma¡ Adherido a una beta globulina llamada transf.!!. 
rrina o slderofilina, de la cu•l normalmente solo una 
parte se satura de hierro. Como se dijo anteriormente 
el hierro es almacenado en parte, en el hlgado el cu•l 
es liberado cuando existe un trastorllO de las c6lul•• 
de dicho 6rgano, de aqul la importancia de su determ,! 
naci6n s6rica en akgunas hepatopatlaa. 

Jirgl en el ano de 1957 inform6 de magnlticoa r.!!. 
sultados diagn6sticos para la ictericia por la oba--­
trucci6n al observar la floculac!6n del suero al reas 
clonar con el reactivo de fenoles de folin ciocaltean 
El mecanismo por el cual se realiza la floculaci6n no 
se conoce con exactitud. 

varios autores opinan que se debe al incremento­
de las mucoprotelnas y glicoprotelnas. Szymensky, en­
contro una posible correl•ci6n con la elevaci6n de -­
las betelipoprotelnas. Se h• demostr•do que la subs-­
tancia responsable de la f loculaci6n es originad• por 
las c61ular del epitelio billar y que su elaborec16n­
requiere del funcionamiento normal del hepatocito, -­
hecho que se ha concluido base • observaciones cllnic•,1 
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y experimentales; ya que la ligadura del coledoco prs 
duce lnlclalmente Jirql positivo, pero al cebo de se­
llllln•s se hace negativo en relac16n a aparlci6n secund,! 
ria del dano hepatocelular. 

Por lo tanto en su interpretaci6n correcte debe-­
tomarse en cuenta el tiempo de evoluc16n de la icterl­
ci• y el estado de la func16n hep!tica. 
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DETERMINACION DE HIERRO SERICO 

FUNDAMENTO 

Despu6s de liberar el hierro de las protelnas, a-
6stas se les precipita, al filtrado ae anade una aolu­
ci6n de 0-fenantrolina, la cual forma un complejo col2 
reado con el hierro, la intensidad del color desarro-­
llado por la soluci6n es directamente proporcional • -
la concentraci6n del hierro. e 15 ), e 22 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Color1metro 
eano maria 
TUbos de ensayo 
Pipetas de 1, 5 ml 
cron6metro 
Centrifuga 
Acido clorhfdrico 1.2 % con agua 
Acido clorhfdrico 0.3 % con agua 
Acido tricloroac6tico al 20% en agua 
Soluci6n saturada de acetato de sodio 
Buffer de acetatos 2 M PH 4.S 
o- fenantrolina mono hidratado al 0,1 S en agua 
Agua destilada 
Papel PH 
Buffer de acetatos 2 M 1 90 vol6menes de acetato 
de sodio 2 M y 110 vol6menes de leido ac6tico 2 M. 
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METODO 1 

A) Colocar 2 ml de suero 6 plasn•a en un tubo de -
ensayo. 

8) Agregar 1 ml de Scido clorhidrico 1.2% mante-­
ner a l?°C durante 1 hora. 

C) LLf!var a temperatura ambiente y agregar 1 ml -
de leido triclorac6tico al 20 %. Mezclar y ma.!l 
tener 1 hora a temperatura ambiente. 

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

E) En una celdilla del colortmetro poner 2 ml de­
la soluci6n del sobrenadante, o.s ml de solu-­
ci6n saturada de acetato de sodio, O.S ml del­
buffer del sulfato de hidroxina. 

P) o.5 ml de la soluci6n de 0-fenentrilina monoh,! 
dratado. 

G) Preparar un blanco con un volumen de leido --­
clorhldrico al 1• con un volumen de agua dest1 
lada. 

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

I) Agregar 2.s ml de agua a cada tubo, mezclar -­
y leer a 490 nm. · 

CALCULO 1 100 X L / K mcg de hierro por 100 ml 
K 114.6 

L • Lectura de trasmitancta. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La concentraci6n de hierro s6rtco en los enfermos 
con ictericia hepatoc:6lular cr6nica con necrosis c&lular_ 
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intensa e ictericia hepatocelular aguda los niveles -­
de hierro est6n aumentados. 

El aumento se debe.a la llberaci6n del hierro al­
macenado en las cllular hepAticas cuando sufren necrosis. 

En enfermos con hemocromatosis se observa concen­
traciones particularmente elevadas de hierro slrico, -
en cambio son normales en enfermos con obstrucc16n da­
las v!as biliares extrahep6ticas y en aquellos con co­
lestasis intrahep6tica. 

Para interpretar bien los datos se preciso tener­
en cuenta que existen otros padecimientos y estados -­
capaces de modificar la concentrac16n de hierro s6rico 
as1, se encuentran disminuida an las anemias por defi­
ciencia de hierro y en mujeres embarazadas, en tanto-­
suele elevarse su concentrac16n en anemias hemolltlcaa 
en personas que han sufrido m6ltiples transfuslonaa y­
en algunas casos de destrucci6n 1Nscular amplia de orJ. 
gen traum6t1co. 

VALORES NORMALES 

De 60 a 180 mcg / 100 Ml 
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PRUEBA DE JIRGL 

FUNDAMENTO 1 

La presencia de una substancia de estructura mu~ 
coprot6ica y/o gllcoprotelna (betaprotelna y betaglob~ 

11na), probablemente originada por las cAlulas calci-­
formea parietales de la mucosa glandular y del epitelio 
de revestialento de las vlas biliares, la evaporac16n­
de la substancia parece estar ligada parcialmente a una 
c&lula hep,tica Integra. 

Loa sueros con dicha substancia floculan con el -
reactivo de folin clocaltean. ( 46 ) 

HATERil\L Y REACTIVOS 1 

Centrifuga 
Pantalla negra 
Tubos de ensayo 
Pipetas de 21 5,10 ml 
Cron6metro 
Papel filtro 
Embudos de vidrio 
Hidr6xido de potasio 0.1 N 
Acido sulfosal1c11ico al 20% 
Acldo fosfotugatico al 21' 
Carbonato de calcio al t<M' 
Reactivo de fenoles de folin-ciocaltean 
Agua destilada. 
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METODO 1 

A) Colocar en un tubo de ensayo 1.6 ml de suero y 
agregar 4 ml de h1dr6xido de sodio •l 0.1 N ~ 
mezcl•r, dejar reposar 45 minutos • temper•tur• 
ambiente. 

8) Aftadir 4 ml de Scido sulfosalic111co al 2°"' -
agitar y dejar reposar durante 10 Minutos. 

C) En un tubo de ensayo para centrifuga, colocar-
5 ml del filtrado, 1 ml de •ctdo fosfotungtico 
•l 2", agitar y dejar reposar 10 minutos. 

D) Centrifugar a 1500 R.P.M, durante 15 minutos.­
Decantar y disolver el precipitado en 6.5 ml de 
aoluci6n de carbonato de sodio •l 10~. 

E) Agregar o.s ml del reactivo de fenoles diluido 
al tercio en agua destilada, agitar. 

P) Leer a las 12 horas poniendo el tubo delante -
de una pantalla negr• fuertemente iluminada. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Hay floculaci6n cuando la ictericiá se debe a Ob,! 
trucci6n biliar, en cambio no hay floculaci6n en las -
ictericias de cualquier otro origen como en los enfer­
mos con colestasia intrahepStica de modo que l• prueba 
no es Útil para diferenciar a Astos enfermos de los -­
que tienen obstrucci6n biliar extr•hepitic•. 

El mecanismo fisiol6gico de la prueb• de Jir9l p~ 
rece encontrarse en l• elev•ci6n que experiment•n las­
mucoprote!nss del suero sangu!neo cuando ocurre obstrus 
c16n biliar y en su descenso cuando por lo contrario--
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hay lesi6n hepatoc61ular e insuficiencia hepltica. 

La prueba es ligeramente superior a otras prueba• 
de floculac16n utilizadas con el mismo fin. 

VALORES NORMALES 1 

Floculac16n 1 Negativa. 
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FUNCIONAMIENTO PANCREATICO 

INTRODUCCION 1 

El diagn6st1co de enfermedad pancre,tica contin6a 
siendo problema complejo y desafiante. Los signos cl1-
nicos y s!ntomas pueden ser m1nimos en presencia de -­
inflamaci6n 6 enfermedad neopl6sica; destrucción exte~ 
siva, calcif icaci6n y fibrosis de la gl,ndula y puede­
no ac:ompa"arse de una incapacidad significativa del 
6r9ano. 
Adem&s la localización retroperltonesl del pSncreas lo 
hace mis inaccesible a los m~todos'de palpación en el­
diagnóstlco fls1co, excepto en los casos de una gran-­
pancreatl tis 6 carcinoma del p&ncreas. 

Finalmente la detecci6n de anormalidades bioqu1m,!. 
cas y metab6licas de 'sta gl&ndula es limitada porque­
dicho órgano tiene una gran reserva funcional y una -­
rSpida reparac16n del mismo. 

En las c'lulas pancreAticas, las enzimas y proen­
zimas ent'n encerradas en los llamados gr&nulos de ci­
mogeno, que son estructuras con una pared bien limita­
da. Adem6s, las c'lulas contienen un potente inhibidor 
que puede anular la actividad tripsica. Una vez que -­
los gr&nulos de cimogeno son liberados de las c~lulas­
alcanzando la luz de los conductos, la corriente los -
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conduce haci• los can•les mSs grandes y por Olt1mo -­
hacia el intestino delgado. Aqu1 entran en contacto-­
con la enteroquinasa, que lisa los Qrlnulos y activa­
las ensim•s. Normalmente el tripsin6geno, experiment• 
una lenta transformaci6n en tripsina; este proceso es 
acelerado por el sulfato de magnesio y el amonio. 

La etiolog1a de la pancreatitis es aOn controve~ 
tida, no conociendose con exactitud la raz6n de la r.1 
pentina 11ber•c16n de la ensiM• en las c6lulas pan-­
cre&ticas. Se han senalado varios mecanismos probables 
para la liberac16n de tripsin•, uno serla la repenti­
na disminuci6n de la concentraci6n de los niveles del 
1nhibidor de la tripsina de la gllndula. 

En 1954 Kalser y Grossman encontraron una dismi-
11Uc16n en la relaci6n de los niveles del inhibidor -­
y la tripsina cuando se inducia la pancreatitis con -
una substancia llamada etionina. 

Otra posibilidad seria la repentina alcaliniza-­
ci6n intracelular en la gllndula, provocada por el r_! 
flujo del contenido del intestino delgado. Entre las­
viejas teor1as se ubica la que considera la superse-­
creci6n del jugo pancreStico por los efectos del alcohol 
que habla recibido algunas evidencias experlmentales­
pero que fuA discutida por muchos investig•dores. Esta 
teor1a estS relacionada con la obstrucci6n y perfuci6n 
que sugiere que la presi6n de los conductos se elev•,­
deprimiendose la funci6n c6luler y permitiendo el ese~ 
pe de en&iMas hacia los espacios paricelulares. 

Otra teor1a es la que postula la existencia de -­
un canal comOn temporario entre los conductos blliare~ 
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y pancreAticoa, por lo que puede deduciree que la bilis 
act6e como activadora del tripsin6geno. Se han efectu,! 
do algunos trabajos en los cual•• se anastomoaa el co.11 
dueto biliar com6n y el conducto pancreltico en anima­
les y se encontr6 que despu6a de largos per16doa, una­
considerable cantidad de bilir en los canales pancrel• 
ticos grandea y pequeftos, no obstante pese a la preae.11 
cia de billa intrapancreltica, no hubo evidencias de -
inflamac16n 

Tal vez la teorla mla admitida sea la que indica­
colllO factor casual la obstrucc16n de loa conductos por 
litiasis biliar, c~lculos pancrelticoa , eapaSlllO del -
esfinter 6 del conducto de proliferaci6n epiteleal, a­
dema 6 parlsitos. t.a acci6n conjunta de la obstrucci6n 
de la mayor intensidad de los est!muloa da la secreci6n 
y del aumento de la presi6n intraductal, llega a pro-­
ducir la ruptura de los ac!noa y conductos, y la salida 
de las enzimas digestivas al tejido intestinal, donda• 
provocan, al ser activadaa, procesos necr6ticoa. 

En el diagn6st1co por el laboratorio de anormali­
dades de la func16n exocrina de lsta gllndula, las de­
terminaciones de las concentracionea da enaimas pancre! 
tices en la sangre y orina son laa mis comunes uaadaa­
en dis9n6stlco de enfermedade~ pancre&ticaa, sobre otros 
procedimientos menos espec!ticoa como son 1 La determ,i 
nac16n PH, bicarbonato y niveles de enzimas del jugo -
duodenal antes y despu6s de la adm1nlstrac16n de secr,s 
tina y pancreocimlna, 6 varios factores necesarios pa­
ra la coagulac16n de la sangre. 
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El jugo pencreltico del hombre es un liquido claro 
constituido principalmente de egue, electrocitos y une 
cierta cantidad de enzimas digestivas. Las enzimas Pª.!l 
creltices fueron clasificados anteriormente como amil,! 
sa, lipasa y tripsine, actualmente enzimas proteoliti­
ces, Le releci6n de 6stes enzimas con obstrucci6n y -­
destrucci6n del ~lncrees se ve reflejado en le eleve-­
ci6n de las mismas en la sangre. 

El diagn6stico plantee la diferenciaci6n con el -
abdomen agudo que exige la intervenci6n quir6rgice, En 
el diagn6stico diferencial son 6tiles los valores de -
emilasa s6rica y urinaria, lipasa, leicinaminopeptidasa 
y la S'nucleotidasa. 
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DETERMINACION DE AHIL.ASA SERICA Y URINARIA 

INTRODUCCION 1 

&l trabajo cllsico de Elman en 1929 introdujo la• 
determinaci6n de amilasa s6rica en el diagn6stico de -
pancreatitis aguda. Los resultados de WOhlgehuth, Soft12 
gyi y otros pudieron ayudar a simplificar y extender -
su uso. Ahora la elevaci6n de la misma en la orina es­
considerada por la mayorta de los investigadores y ~­
dicos de extremo valor en el diagn6stico de pancrea--­
titis aguda. 

Normalmente una pequefta cantidad de amilasa pasa­
ª las cflulas acinarea del plncreas a trav6z del espa­
cio interticial al torrente sangutneo, representando-­
el grado de secreci6n endocrina de una substancia exo­
crina. Existen cantidades pequeftas de amilasa en las -
gl5ndulas salivales, la cull ea elaborada y secretada. 
al tracto gastrointestinal y tambi6n una pequefta cent! 
dad de la enzima se encuentra en el hlgado. 

&l camino directo para el paso de la enzima a pa,t 
tir del p6ncreas al torrente aangutneo, pudo delllOatra¡, 
se por los trabajos experimentales de Popper y Nechelea, 
quienes demostraron que con un trauma directo al 6rgano1 

el contenido de amilaaa en las venas pancre6ticas se -
incrementaba pasando dichas concentraciones al torrente 
sangu1neo general Dichas elevaciones de las concentra-
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clones de amilasa ocurren durante las primeras 72 hrs. 
de un ataque de pancreatltis aguda, sin embargo, des­
pu6s de una destrucci6n c61ular aguda del pAncreas d1 
choa niveles son ba}os. Por lo tanto una determinac16n 
"normal" de los niveles de amilaaa sangulnea no excluyen 
el dlagn6atlco de enfermedad pancre&tlca. 

Entre las ensimas pancre4tlcas excretadas en la -
orina sola11111nte la a111ilaaa puede ser usada extensivameJl 
te como una prueba diagn6stlca de pancreatitla. La els 
vac16n de amilasa en la orina, es un indicador muy Otil 
en enfermedades pancrelticas y en algunos casos m's --
6til que la elevac16n de amilasa sangulnea, pues dicha 
elevac16n de amilasa urinaria puede persistir durante-
7 6 10 dlaa despu6s de un ataque pancreAtico. 

f'\JNDAMENTO 1 

La prueba se basa en la reacc16n de una soluc16n­
eatable de alm1d6n como sustrato con yodo para formar­
un compuesto color azul que es medido colorim6tricameJl 
te. La actividad de la enzima sobre el almid6n dismin,!! 
ye la intensidad del color azul. ( 45 ), ( 57 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Colorimetro 6 espectrofot6metro 
Balanza anallt1ca 
Probetas de 500 ml 
Mechero 
Vaso de precipitados de 500 ml 
Matraz volum6tr1co de SO ml 
Pipetas de s, 10 ml 
Matraz aforado de 1000 ml 



Ba~o maria 
Cron6metro 
0.2 ml de suero 
0.2 ml de orina 
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Soluc16n de sustrato de almid6n 
Soluci6n de yodo 0.1 N. 
Agua destilada. 

PREPARACION DE REACTIVOS 

Sustrato de almid6n 1 En 250 ml de agua disolver-
13.3 gr de fosfato dis6dico anhidro y 4.3 gr de Acido­
benzoico. Calentar a ebullicl6n y por .separado, 111ezclar 
0.200 gr de alm1d6n en 5 ml de agua fr1a y agregar a la 
soluc16n caliente, enjuagando el vaso de sisoluc16n de­
almid6n con agua fria. Hervir nuevamente por un minuto­
dejar enfriar y completar a 500 ml con agua destilada. 
Esta soluci6n es estable a temperatura ambiente y deb,! 
r& permanecer clara como el agua. 

Soluci6n de yodo 0.1 N r Disolver 3.567 gr de yo­
dato de potasio y 45 gr de yoduro de potasio en 800 ml 
de agua destilada, agreoar lentamente y agitando 9 ml­
de Acido clorh!drlco concentrado y diluir hasta 1 litro 
con agua destilada. 

Soluci6n de yodo 0.01 N 1 Disolver 25 gr de yodu­
ro de potasio en 350 ml de agua destilada en un matraz 
volum6trlco de 500 ml agregar 50 ml de la 110luci6n d•­
yodo. 0.1 N. y diluir a la marca con egua destilada, 
mantener en refrigerac16n, 6sta soluci6n es estable por 
1 6 2 meses. 
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METODO 1 

A) En 2 matraces volum6trlcos de SO ml marcados -
como •e• y "P• colocar S ml de sustrato de alm,1 
d6n y dejarlos en ba"o marta a 37° e durante s 
minutos. 

B) Pipetear 0.1 ml de suero u orina en el matras­
•p• mezclar y mantener durante 7 minutos 30 s~ 
gundos exactamente en bello merla. 

C) Inmediatamente agregar S ml de soluc16n de yodo 
0.01 N • los 2 matracea y aforar con agua deat,1 
lada, mezclar y leer a 660 nm en lnfrarojo, CO,!l 

tra blanco de agua. 

CALCULO 1 

Aba de •e• - Aba. de wp• 

Aba de •e• 

APLICACIONES CLINICAS 1 

X 800 • Unid de amilasa 
por 100 ml 

Los valores altos por arriba de 400 unidades son­
caraterlsticos de pancreatitls agOda. La determinac16n 
m6s completa de amilasa es su relaci6n de suero y ori­
na altas. 

Tambi6n se observan elevaciones de la amilasa en­
una variedad de enfermedades 1ntraabdom1nales y extra­
abdominales haciendo una 1nterpretaci6n diflcll, algu­
nas de estas son 1 Ulcera pfptica perforada, penetraci6n 
de la porci6n posterior duodenal ulcerada en el p6ncreas 
en coledocolitiasis, isquemia billar, uremia, oclusi6n 
de los conductos salivales, obstrucc16n lnstestlnal, -
neumonia, hepatitis infecciosa y la administraci6n de­
algunas drogas estimulantes del parasimpatico. 
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VALORES NORMALES 1 

60.a 160 unidades por 100 ml 

DETERMINACION DE LIPASA SERICA 

INTRODUCCION 1 

Las elevaciones de lipasa •'rica tienen un par&ls 
lismo con las de amilasa s'rica en el desarrollo de la 
pancreatitis aguda y persisten por m•s tiempo. 

La determinaci6n de lipasa se roma casi siempre -
como una. prueba complementaria a la determinaci6n de -
amilasa debido a que a su determinaci6n nunca se le ha 
dado mucho inter's por diferentes razones, que entre -
las mls importantes son 1 La complejidad de su determJ. 
naci6n qulmica, el excesivo tiempo que requiere su de­
terminaci6n, su inespecificidad para distinguir entre­
actividad lipolltica de una esterasa a la lipasa pan-­
creltica en el desarrollo del "'6todo. 

Las elevaciones de lipasa ª'rica son siempre mls­
tard1as aunado a su persistencia en niveles altos por­
mls tiempo en una pancreatitis, le dan gran utilidad -
en el diagn6stico de dicha enfermedad. 
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En 1943 Goldstein y Roe propusieron un m6todo pa­
ra la determ1nac16n de lipasa en suero y tejidos, en la 
cual utilizaban como sustrato el tr1but1rin y requer1a 
una hora de h1dr6lis1s del sustrato, sin embargo las !. 
levac1ones de niveles de lipasa s6r1ca no fueron elev,t 
clones de niveles de 11pasa s6rica 1 no fueron elevacl,sa 
nes constantes en pacientes con pancreatttls aguda. 

Debido a la importancia de conocer los niveles de 
llpasa en sangre, en enfermedades del p6ncreas y otras 
enfermedades asociadas a ~sta. Roe disminuyo el tiempo 
de h1dr6lis1s del sustrato a una hora solamente. 

FUNDAMENTO 1 

Se basa en la hidr6lis1s del aceite de oliva, em­
pleado como sustrato, que es producida por la llpasa -
s6r1ca durante un periodo de incubac16n de una hora y­
seguida de la titulaci6n de 6cidos grasos liberados -­
con una soluc16n de hidr6xido de sodio o.ot N utiliza.!!. 
do fenolftal1na como indicador. ( 8 )

1 
( 33 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Balanza analltica 
Agitador magn~tico 
Matraces vol 150 1 200, 500 ml 
Mezcla de sustrato-Buffer 
Soluc16n alcalina standart 0.01 N de hidr6xido -
de sodio 
Soluci6n de fenolftalelna al 4 ~ 
Agua destilada 
Pipetas de 5 ml 
TUbos de ensayo 
Bailo marta 
Alcohol etllico 95 % 
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Preparaci6n de reactivos 1 Mezcla sustrato-Buffer 
disolver 1.21 gr. de hidroxidometilaminometano (tris)­
con 1 gr. de benzoato de sodio en sao ml de agua dest! 
lada, poner 'sta soluci6n en un agitador magn~tico y -
agregar 10 gr de acasia y SO ml de aceite de oliva, h2 
mogenizar por 10 minutos, reposar 4 horas, ajustando 
el PH a e.s por la adici6n de HCl 1 N. Esta soluci6n -
se conserva en refrigeraci6n. 

Soluci6n standart de alcali 
0.01 N de hidr6xido de sodio. 

preparas una soluc16n 

Soluc16n de fenoftalelna al 4 • a Preparas la so­
luci6n disolviendo 1 gr. de fenolftaleina en 25 ml de­
alcohol atllico al 95 ~. 

METODO 1 

A) En un matraz de 150 ml pipetear 1 ml de suero 
y guardar en refrigeraci6n. 

B) Pipetear 10 ml de sustrato-Buffer en 2 tubos­
de ensayo rotulados •a• y •p• y llevarlos a -
bano marla por S minutos. 

C) Agregar al tubo •p• 1 ml de suero, mezclar y­
mantener a 37° e por 1 hora. 

D) Extraer el tubo del bano, vertlr su contenido 
en un matraz de 150 ml con 30 ml de alcohol -
etlllco al 95 •· 

E) Agregar al matraz que se guardo en refrlgera­
ci6n 30 ml de alcohol etlllco al 95 ~. Despu~s 
de haber agregado 10 ml de la mezcla de sustr.! 
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 hidr6xido de sodio 
empleando agitador mec,nico. 

CALCULOS 1 

Valor de titulaci6n de "P" - Valor de titulaci6n 
de "B" por 10 • Unidades de actividad de lipasa­
• Microgramos de Acidos grasos liberados del SU,! 
trato por lipasa en 1 ml de suero durante 1 hora. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Los niveles altos de lipasa s6rica en pancreatitis 
aguda persisten por mi• tiempo que los de amilasa. 

Niveles altos de lipasa se han observado tambi6n­
en pacientes con carcinoma de pSncreas, en la cual la­
amilasa s6rica puede ser normal. Niveles altos han sido 
observados en ictericia obstructiva por presencia de -
cSlculos, tumores, cirrosis de hlgado, hepatitis viral, 
obstrucci6n intestinal y pefllltonitis. Cambios no sign! 
ficativos fueron reportados despu6s de la administra-­
ci6n de drogas estimulantes del parasimpatico. La de-­
terminaci6n de lipasa Junto con la amilasa es Gtil en­
pacientes con paperas 6 enfermedad del tiroides, puesto 
que el incremento de amilasa sangulnea puede deberse a 
una inflamaci6n de las glSndulas salivales y el p6ncreas. 

VALORES NORMALES 1 

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

FUNDAMENTO 1 

La 5'nucleotidasa s~rica es una enzima de activi­
dad fosfat&sica 1 que tiene un PH 6ptimo de acci6n a --
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 decr.t, 
ciente. A PH 7,5 1 sin embargo, la actividad es tambi6n 
baja con los sustratos de fenilfosfato y de beta gli-­
cerofosfato, mientras que exista mayor actividad con -
el sustrato de adenosina de fosfato, por lo que se infi~ 
re que se debe a la 5 1 nucleotida•a especifica. 

La actividad de 6sta ensiina ae mide, puaa, au•tr.1 
yendo la actividad no especifica •obre el beta glicer.1. 
to a PH 7,5 de la actividad total sobre la adeno•ina -
fosfato al mismo valor de PH. 9(21 ), ( 45 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Centrifuga 
Reloj 
Pipetas de 1, 5 ml 
Bafto maria 
Ac, trlclorolcetlco al J01l 
sustrato buffer de beta glicerofosfato PH 9.3 
Sustrato Buffer de adenosina 5 fosfato PH 7,5 
Reactivo reductor 
Reactivo molibdico 
Sol, standart de fosfato, 
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Sustrato de buffer de beta glicerofosfato PH 9.31 

Se prepara pesando o.os g. de beta glicerofosfato de -
sodio y 0.424 g de veronal s6d1co, disolviendolo en a­
gua, ajustando a PH 9.3 y llevando a 100 ml conservar­
en refr1gerac16n, para ajustar el mismo sustrato a PH-
7.5 agregar m's 6 menos 1.2 ml de &cido clorh!drico 1N 
sustrato buffer de adenosina S fosfato a PH 7.S : Se -
disuelve 0.087 g de adenodina S fosfato y 0.425g de vs, 
ronel s6dico en agua, se ajusta el PH con el agregado­
de 1.2 ml de &cido clorh!drico llevar a 100 ml y cense~ 
var en refrigeraci6n 
Reactivo reductor : Se disuelven o.s g de &cido 1-2-4-
aminonaftol sulf6nico en 195 ml de bisulfito de sodio­
al 15 ~y se le agregan 5 ml de sulfito de sodio al --
20 ~. Conservar en refrigeraci6n renovar cada 4 semanas. 

Reactivo molibdico 1 Disolver 25 g de molibdato-­
de amonio en 200 ml de agua destilada. En un frasco de 
1 litro se colocan 300 ml de leido sulfOrico 10 N ae -
agrega la soluci6n de molibdato y se diluye a 1000 ml­
con agua destilada. 

Soluci6n standart de fosfato : pesar 0.02195 g. -
de fosfato monopotasico ~ 50 g de leido triclorolcetico 
y disolver en agua completando a 1 litro. Esta soluci6n 
contiene 0.02 1119 de fosf6ro en 4 ml. 

Mf:TODO : 

A) Se mezclan 4.5 ml de cada sustrato con o.s ml­
de suero y se incuba a 37° C durante 2 horas y 

media. 

B) Se agrega 1 ml de leido triclorolcetico al 30~. 

Se deja reposar unos minutos y se centrifuga. -
se usan tubos de control sin incubaci6n. 
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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 solu­
ci6n standart esperar 15 minutos y leer a 660nm. 

CALCULO : 

Buffer de adenosina fosfato PH 7.5 (A) 

Buffer sustrato beta glicerofo•f•to PH 9.3 (G9.3) 

Buffer sustrato beta glicerofosfato PH 7.5 (G7.5) 

Actividad fosfat,sica alcalina 

J..ectura de (G9.3) ( Prueba menos control ) 

t.ectura standart. 

Actividad de 5' nucleotidasa s6rica 

t.ectura de A -
(Prueba 111enos control) 

Lectura (G 7.5) 

(Prueba 11111nos control) 

J.ectura del standart 

La actividad se expresa en unidades bodansky. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Se han encontrado elevaciones en 11 actividad de­
la 5 • nucleotidasa en pancreatitis aguda, en pancrea­
titis edematosa aguda hay elevaci6n lllOderada de su actJ. 
vidad, manteniendose valores normales en pancreatit1s­
cr6nica y valores moderadamente altos en carcinoma del 
p&ncreas, igualmente cuando hay obstrucc16n 6 met6atasis 
del mismo. 
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VALORES NORMALES 1 

De 0.54 a 1.06 u.a. por 100 ml de suero. 

La unidad de 5' nucleotidasa se define como los mq 
de fósforo. 

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

FUNDAMENTO l 

Es una enzima proteolStica que in vltro cataliza­
la 6iguiente reacc16n s 

L-Leucll-beta-naftilamida + agua 
LAP Leucina + Beta-naftilamina, 

La cantidad de beta-naf tilamina, producida es proporc12 
nal a la cantidad de LAP·presente, se dlazota con leido 
nitroso y luego reacciona con N-(1-naft11)-etilend1am1na 
para formar un complejo coloreado, ( 1 ), ( )2 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Bafto maria 
Centrifuga 
Pipetea 1,s,10 ml 
Buffer fosfato 0,2 H PH 7.0 
L-Leucll-beta-naftllamina 0,0,12 M 
Sol. buffer de sustrato 0,01 M. PH 7,0 
Acldo triclorolcetico al 40•, 
Sulfato de amonio o.s• 
Nitrito de sodio 0.1 • 
Clorhidrato de N-naftiletilendiamina o.os • 
Agua de6tllada, 
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PREPARACION DE REACTIVOS : 

Buffer fosfato 0.2 H PH 7.0 1 Disolver 28.4 g de­
fosfato dis6dico anhidro en agua destilada y completar 
a 1000 ml. 

Disolver 27.2 g de fosfato monopotAsico anhidro -
en egua destilada y completar a 1000 ml. Mezclar 7 pa,t 
tes de la primera soluci6n y 3 partes de la segunda, -
controlar el PH. 

L-Leucil-beta-naftilamina 0.0012 M PH 7.1 : Disol 
ver 400 mg en agua destilada, calentar suavemente y d! 
luir a 1000 ml. 
Soluci6n buffer de sustrato 0.1 M. PH 7.0 : Mezclar -­
partes iguales de reactivos de fosfatos y L-Leucil-beta 
-naftilamina, prepararlos cada mes. 

Clorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina 0.05% 1 

disolver 50 mg en alcohol et!lico de 95 % y completar­
a 100 ml con alcohol. Esta soluci6n es estable por 30-
dfas. 

ME TODO 

A) Diluir el suero 1:50 C 2 % >. Marcar 3 tubos -
como sigue "BR" blanco de reactivo, •p• probls 
me, "ª" blanco. 

B) Agregar 1 ml de agua destilada a "BR•, 1 ml de 
suero diluido a "P" y "ª"• 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 Acido tricloroAs 
tico, centrifugar y transferir 1 ml de sobren~ 
dante a otros tubos rotulados como los anteri2 
res. 
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t) Agregar 1 ml de nitrito de sodio a loe 3 tubos, 
mezclar y esperar 3 minutos. 

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

G) Agregar 2 ml de clorhidrato de N-(1-naftil)-etj, 
lendiamina mezclar y esperar 10 minutos, leer­
ª 560 nm contra blanco de agua. 

Restar la o.o de tubos •aR• y •a• de •p•, convertir la 
o.o. corregida a microgramos de beta-naftilamida de la 
curva de calibraci6n. 

Las unidades se calculan 1 Microgramos de beta-nat 
tilamina X 3 • Unidades. Donde el factor 3 corrige que-
1 ml de alicuota fu~ diluido a 3 ml. 

Las unidades de LAP s~ricas se definen corno loa -
microgramos de beta-naf tilamina liberadas por 1 ml de­
suero al 2 ~ luego de 2 horas de 1ncubac16n. 

Curva de cal1brac16n 1 Para preparar la soluc16n­
madre atandart. Se disuelve 22.6 mg de clorhidrato de­
beta-naftilamina enigua destilada y diluir a 500 ml 1~ 
~sto equivale a 0.036 mg por ml de base libre. Se pro­
cede de acuerdo al siguiente esquema 1 

Tubo Sol madre standart Agua deet. Sol.trabajo 8eta-naft11 

1 

2 

3 
4 

5 

6 
7 

8 

ml 

6.0 
s.o 
4.0 
3.0 
2.0 
1.0 
o.s 
o.o 

ml 

o.o 
1.0 
2.0 
3.0 
4.0 

s.o 
s.s 
6.0 

(mgr/ml) uina (microg) 

36 12 
30 10 
24 8 

18 6 
12 4 

6 2 
3 1 
o o 
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Mezclar todos los tubos con la soluc16n standar de tr~ 
bajo y pipetear 1 ml de cada uno a cada serie de tubos 
Agregar 1 ml de buffer fosfato y 1 ml de &cido triclor2 
ac6tico a todos los tubos. Mezclar, transferir una al! 
cuota de 1 ml a tubos de lectura y proceder como para­
LAP s~rica, leer todos los tubos contra blanco de reas 
tivos (tubo 8) 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Se han reportado elevaciones de actividad de L-1•,ll 
cilaminopeptidasa en pacientes con c6ncer de p6ncrea1-
tambi6n se ha reportado elevaciones de actividad en P.! 
cientes c~n enfermedades como 1 Linfomas, Leucemia•, -
Mielomas. Suele haber gran elevaci6n de actividad 6 "'a 
derada elevaci6n en pacientes con coledocoliti6sis, PS 
ritonitis,hepatitis t6xica, cirrosis y hepatoma1 entre 
otros. 

VALORES NORMALES 

Adultos 1 5-20 Unidades 
Ni"ºª 1 5-24 Unidades 
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FUNCIONAMIENTO CARDIACO 

INTRODUCCION r 

Junto con el cuadro cl!nico y el electrocardiogr~ 
ma, el laboratorio constituye la triologla fundamental 
para el diagn6stico de enfermedad cardiaca, 

La mayorla de ex6menea de laboratorio inveatigadoa 
hasta ahora para ayudar al diagn6stico de infarto mio• 
cArdico, han resultado ser ineapeclficos¡ pero algunoa, 
de todos modos, aon de gran utilidad. 

A) Se encuentran leucocitoaia desde laa dos horas 
del infarto, en cifras variables de 10,000 a -
20,000 con neutrofiloa poliaegmantadoa del 75• 
al 90 ~ ; descienden en pocos dlaa y desapare­
cen al cabo de la ae•ana. 

B) La velocidad de sedimentaci6n globular casi -­
siempre se acelera, quiE6 por el aumento de f,1 
brin6geno del plasma, llegando a su mlxilllO entre 
los cuatro y cinco d!aa, y puede quedar alto -
durante aemanaa, por lo que no puede tOllBrae -
como Indice de recuperaci6n, 

C) Aparece protelna "C" reactiva, que es una glo­
bulina a~rica que se forma como reapueata en-­
caso de infecciones, tejido lesionado, neopl•A 
ma etc. 
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D) Un grupo de enzimas ya numerosas ha sido est~ 

diado, y son de gran utilidad, ya que reflejan 
p&rdida del contenido sarcoplasm&tico de las 
c&lulas lesionadas y su paso a la sangre. 

El diagn6stico y evoluc16n del infarto del mioca~ 
dio puede lograrse midiendo la actividad de las siguie!J. 
tes enzimas 1 La transaminasa glut6mica oxalac&tica -­
(TOO), creatincinasa isoenzima y deshidrogenasa alfah! 
droxibut1r1ca (HBDH). Pueden ser tambi&n útiles la adg, 
lasa, la deshidrogenaaa m6lica y otras mfis. 

Dichas enzimas pueden dividirse segOn su tiempo-­
de aparici6n en sangre en dos grupos 

1) Un grupo de aparlci6n precoz a las seis a ocho 
horas y de breve duraci6n menor de tres d1as¡­
estfin entre 6stas la transaminasa glut&mico -­
oxalac&tica y la creatinincinasa. 

La creatinincinasa es de gran inter&s y juega un­
papel muy importante en la cl1nica, especialmente para 
confirmar el diagn6stico del infarto al miocardio, pero 
debido a que no solo aparece en músculos cardiaco, sino 
tambi&n se encuentra en cantidades elevadas en músculo 
esquel&tico y cerebro, la interpretaci6n de un aumento 
es dificil de interpretar, por lo que se debe de dete~ 
minar la isoenzima Clc-MB que es espec1f ica del miocar­
dio. La actividad de la creatinincinasa fracci6n MB pus 
de medirse entre las ocho y veinticuatro horas siguie!J. 
tes al infarto, determinandose hasta despu&s de sesen­
ta horas. La TGO alcanza su m&ximo ascenso en 24 hrs.­
y la CK en ocho hra. 

2) Un segundo grupo, de iniciaci6n un poco tard!a, 
despu&s de 24 hrs. con duraci6n prolongada y -
desaparici6n lenta, hasta de 10 a 14 d!as, en-
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6stas su grado mlximo de concentraci6n en sangre se -­
alcanza al tercer 6 cuarto dla; Pertenecen a este .grupo 
las deshidrogenasas, tanto la lictica como la alfahidr2 
genasas, tanto la lictica como la alfahidrogenasas, 

Bien seleccionadas 6stas enzimas, senalan el infa,t 
to en la mayorla de los casos, o sea que tienen gran -­
especificidad, Utilizadas aisladamente, en un tiempo a­
decuado, tienen ascensos entre el 95 y 98 ~ de los casos. 

La transaminasa glutlmica oxalac6tica es realmente 
muy 6til para el diagn6stico, ya que asciende en el 98~ 
de los casos agudos de infarto durante los tres primeros 
dlas, sin embargo no ea especifica. 

La deshidrogenasa l~ctica es una enzima situada -­
entre el ciclo c6lular aer6bico y anaer6bico, ya que -­
catal iza la conversi6n entre el leido l•ctico y el lei­
do pir6vico, Se encuentra en m6ltiples tejidos, y desde 
este punto de vista es la mis inespeclf ica, 

Por electroforesis se ha podido separar en cinco­
isoenzimas al igual que la Clc, seg6n su velocidad de -
migraci6n. En este nuevo campo de anllisia de las enz,l 
mas el cual es muy prometedor, ya que el m6todo las ·~ 
para o subdivide, en sus distintos componentes mediante 
cromatografla en papel, y dicha separaci6n hace posi-­
ble individualizar mis certeramente el sitio danado -­
con exclusi6n del no danado, 

Por ejemplo, se ha encontrado que las anormalida­
des de la LDH en su porci6n alfa (se separan en alb6mi 
na y globulinas y 6stas en alfa 1 y alfa 2 y gamma, -­
beta 1 y beta 2) corresponden a lesiones del coraz6n,­
corteza renal y globulos rojos, en cambio, las anorma­
lidades de la LDH en la porci6n beta gaimna correspon-­
den a dano en piel, m6sculo e hlgado, 
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DETERMINACION DE & -HIDROXIBUTIRATO - DESHIDROGENASA 
( HBDH ) 

FUNDAMENTO 1 

Las deshldrogenasas caracterlsticas del miocardio 
catalizan la reducci6n de &cido & - cetobutlrico por -
NADH 2 , seg6n la ecuaci6n siguiente 1 

... HBDH 
- cetobutirato + NADH 2 .. &-hidroxibutirato 

+ NAD 

Para la valoraci6n cuantitativa de la enzima, se -
deja actuar el suero problema sobre & -cetobutirato y -
NADH2 , y se mide fotom6tricamente la velocidad de la -­
reacci6n. ( 52 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Cron6metro 
Ballo maria 
Pipetas de 51 1 ~l 
Soluci6n amortiguadora de sustrato (&-cetobutirato 
3 "'1ol/L amortiguador de fosfatos SO Mmol/L a PH -
7.5) Nll.DH2 

METODO 1 

A) Preincubar los reactivos y cubetas de reacc16n 
a 2s0 c. 

B) A~adir al frasco con NADH 2 , 3 ml de soluc16n -

amortiguadora de sustrato y 0.10 ml de suero -
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reciente no hemolizado. 

C) Mezclar y verter inmediatamente en la cubeta -
de reacci6n. 

D) Medir la ext1nci6n (absorvancial al cabo de 1-
minuto y, simult&neemente poner en marche el -
cron6metro. Repetir la lectura, de minuto en -
minuto, durante 3 minutos. Longitud de onda --
365 nm. 

C&lculo de actividad enzimltica 1 AE/min X 9118 U/L 
a 365 nm. 

APLICACIONES CLINICAS 1 

Le deshidrogenasa alfahidroxibutlrica es una enz1 
ma utilizada casi completamente en el diagn6stico de -
infarto del miocerdio al igual que la creatincinasa, -
tiene una alta sensibilidad para el diagn6stico de hep.a 
topatlas, suele tener elevaciones moderadas en trau111a­
tismo musculares y algunos otros trestornoa. 

VALORES NORMALES 1 

HBDH 1 55-140 U/L 
HBDH/LDH 1 0.63-0.81 

VALORES PATOLOGICOS: 

HBDH/LDH mayor de 0.9 en lesiones •loc&rdicaa 
HBOH/LOH menor de o.6 en lesiones hepitlcaa. 
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OETERMINAClON DE LACTATO-DESHIDROGENASA 
( LDH ) 

FUNDAMENTO 1 

La lactato-deshidrogenasa cataliza la reducci6n 
de plruvato por el NADH 2 , según la siguiente ecuac16n z 

Piruvato + NAllH
2 

LDH L¡¡ctato + NAO 

Para valorac16n de la enzima, se deja actuar el sue 
ro problema sobre piruvato y NADH2 , y se mide fotom~tr! 
camente la velocidad de la reacci6n. ( 6 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Especto!ot6metro 
cron6metro 
Bal'lo maria 
Pipetas de 3, 1 ml 
Soluci6n amortiguadora de sustrato ( Piruvato s6d! 
co 0,6 Mmol/L amortiguador de fosfatos 50 Mmol/L a 
PH 7,5) 

NADH2 (liofilizado) 

METODO 1 

A) se aftade al frasco de NADH 2 , 3 ml de sustrato­
amorti9uador y 0.1 ml de suero (reciente no -­
hemolizado). 
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B) Mezclar y vertir inmediatamente en la cubeta,­
medir la extinci6n al cabo de 1 minuto y slmul 
taneamente poner en marcha el cron6metro. 

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

APLICACIONES CLINICAS 1 

Esta valoraci6n junto con una determ1nac16n de -­
las isoenzlmas de LOH caracterlsticas del miocardio, o 
sea, la llamada &-hidroxibutlrato deshidrogenasa, es 
de gran valor para el diagn6stico diferencial, pues, por 
comparaci6n de ambos resultados, pueden distinguirse 
las alteraciones cardiacas de las hep~ticas. 

C&lculo 1 Actividad enzim&tica • E/min. X 9118 U/L 

VALORES NORMALES 1 

eo - 240 U/L 1 HBOH/LOH o.63 -o.et 

En lesiones mioc&rdicas HBOH/LOH mayor de 0.9 
En lesiones hep&ticas HBOH/LOH menor de 0.6 
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OETERMINACION DE CREATININCINASA 
(ATP creatina-N-fosfotranferasa) 

FUNDAMENTO 1 

Fosfato de creatina + ADP 

ATP + O-glucosa ~ 

CK 
~---r creatina + ATP 

o-glucosa-fosfato + 
AOP + D-glucosa-6-fosfato 

6-6-Plltl 
NAOP ~ ~b~uc~na~¡-6-fosf ato+ 

La velocidad del aumento de NADPH se mide fotometrica­
mente. 
sus valores directamente proporcionales a la actividad 
de CK en el suero 6 plasma. ( 41 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrof ot6metro 
Pipetas de 1,5 ml 
Cron6metro 
Soluci6n amortiguadora 1 Imidazol-acetato PH 6.7 
Enzima/Coenzima/Sustrato 1 fosfato de creatina -
30 Mmol/L 
Glucosa 20 Mmol/L, N-eceticisteina 20 Mmol/L, --
acetato de mg 10 Mmol, EOTA 2 Mmol/L,ADP 2 Mmol/L, 
NADP 2 Mmol/L, AMP 5 Mmol/L, adenisin-5-pentofosfato 
5'-adenosina, 10 Mmol/L, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
menor de 1.5 KU/L, Hexicinasa menor de 2.5 KU/L. 
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METODO 1 

A) Agregar 2.s ml de la soluci6n del amortigua-­
dor al frasco que contiene la 111ezcla enzima/­
coenzima/sustrato y disolver. 

B) Agregar a la disoluci6n 0.10 ml de suero 6 -­
plasma, mezclar e incubar durante 3 minutos a 
2sº c. 

C) Medir el aumento de sbsorvencia cada minuto dura.!!. 
te 3,4,S minutos. 

CALCULO 1 Actividad enzim~tica a 365 nm • AE/min X7429 U/L 

APLICACIONES CLINICAS 1 

La concentraci6n de CPK en el mósculo esquel6tico 
y en el miocardio es muy elevada, y se encuentra en el 
cerebro cantidades apreciables, mientras que en otros-
6rganos solo hay pequenaa cantidades y en el hlgado -­
nada. Aunque la CPK se encuentra casi exclusivamente -
en el miocardio, mósculo esquel6tico, los trabajos m6s 
recientes indican que pueden darse valores elevador -­
s6ricos de CPK en el infarto pulmonar y adem6s pulmonar. 
En el momento actual, debe ser considerado como Ot11 1 -

pero no especifico, en el diagn6stico de las enfermad!, 
des del miocardio y musculares. 

VALORES NORMAt.ES1 

Mujeres de 10-70 U/L Hombres de 10-80 U/L a 2s0 c. 
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DETERMINACION DE CREATININCINASA FRACCION "MB• 

P'UNDAMENTO 1 

Los reactivos para la determinaci6n de creatinin­
cinasa contienen ademls anticuerpos inhibidores de CK-M 
~stos inhiben totalmente la actividad de la subunidad­
CIC•M sin actuar sobre la actividad de la subunidad CK-B 
por ello en la muestra se determina Onicamente la act.1 
vidad de la subunidad CK-B. ( 40 ) 

MATERIAL Y REACTIVOS 1 

Espectrofot6metro 
Pipetas de 5 ml 
Bal\o maria 
Soluci6n amortiguadores 1 100 Mmol/L de amortigu!. 
dor de imidazol acetato, PH 7.6 
Soluci6n Enzima/Coen.zima/Anticuerpo 1 1.s KU/L de 
glucosa. 
6-fosfato-deshidrogenasa. 

2.s KU/L hexocinasa ; 1000 U/L óe anticuerpos (cabra) 

Cron6metro1 

0.2 ml de suero 
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METODO l 

A) Mezclar el contenido de frasco de soluc16n a­
mortiguadora con 2.s .i de la aoluct6n Snsl••/ 
Coenzima/Anticuerpo se ... nttene estable, Asta 
mezcla durante 7 dlaa a una temperatura entre 
2-8 grados centígrados y durante 12 horas • -
temperatura ambiente. 

8) Preincubar la soluci6n a 2sºc y agregar 0.10 •l 
de suero. 

C) Mezclar e incubar durante 10 minutos a 2s0c • 
y medir cada minuto el aumento de extinci6n -
durante 10 minutos a una longitud de onda de-
365 nm. 

CSlculo a Actividad enzimltica de la subunidad CK-8•· 
cambio de extinci6n por minuto por 7429. Se 
calcula la actividad de CK-Ma en la muestra 
multiplicando por 2 el valor de la actlvlded 
de la subunidad CK-B. 

INTERPRETACION CLINICA l 

Valores m•s altos de los niveles normales dan una 
alta probabilidad de lesi6n del miocardio. 

En el infarto del miocardio de&pu6s de 48 a 60 -­
horas de evoluci6n, puede observarse un porcentaje de­
CK-MB inferior al 6 •• 

VALORES NORMALES t 

Valores inferiores de actividad CK-MB de 10 U/L, 
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