2O06 X 7

Universidlad LA SALLE _2:
ESCUELA DE QUIMICA "J

INCORPORADA A LA U.N. A M.

Diseiio y Desarrollo de Métodos Enzimaticos para la
Cuantificacion de Glucosa, Acido Urico y Colesterol
en Sangre, que podrdn ser utilizados en los
Loboratorios de las Unidades Asistenciales de la
Secretaria de Salud en la Repiblica Mexicana

TES1S  PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL  TULO  DE
Quimico Farmacéutico  Bidlogo
P R E S E N T A N :
MATILDE CABRERA MONTOYA
MIRCEL MEDINA  MEJIA

DIRECTOR DE TESIS INTERNO
Q. F, B. LETICIA LINARES ESTUDILLO

TESIP CON
FALLA PE ORIGEN  wexico, 0. v. 1994



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



A Dios

por habernos dado una vida 11ena de oportunidades.

A nuestros padres

esus y Yolapda Samuel y Mech ?
gu1enes debo por ser un eJemp 0
o 1o que soy as

A nuestros hermanos

Alejandro y José Luis Meche



Ala Universidad "La Salle"

por 1a formagiéq que nos ?16, TO solo como profegionistas
sino por todo lo 'que implica 1a esencia de nuestro ser.

Al Doctor Francisco Javier Resano Pérez

con adgirac16n y resBeto por,sg dedicacién y apoyo.
racias por haber confiado en nosotras.

A la Q.F.B. Leticia Linares Estudillo

por sus consegos, por ayudarnos a superarnos
Yy por ser mas que una maestra, una amiga.



Con especial carifio para
R1cardop JggépLuis

por un sinfin de razones.

A_todas las persgnas que trabajan en
. el Laboratorq ee q¥ de R agt1vos

BOF Ao Sgg1ga a$t1ﬁgg883esto
r su interés y carino

A ti Kena por darnos algo mas que una amistad.

y a todos aquellos que nos han ensefiado . . .

Maty Mircel



INDICE

Péag.

OBJETIVOS & & o v vt e s et e et s e e e e e e e i 1
PROLOGD . . . . v v et e e e e e e e e e e e e e e 2
INTRODUCCION . . . . . . o . e s e e e e e v e e e e 3
1. GENERALIDADES DE LAS SUBSTANCIAS A DETERMINAR:

LUCOSA. ACIDO URIC8 Y CgLES%ERSL ETERHINA

1.1 Glucosa

1.1 Caracteristicas . . . . . . . . ... .. ... 1

bID BRUSSERIaReIcas - v v e 16

1.1.3 Importancia de su determinacidn

en sgngre e ee es e e e e e e e e e s 20

1.1.4 MNétodos de’determinacidn™ . . . . .. .. L. 28

1.2 Acido Urico

1.2.1 Caracteristicas . . . ., . . . .., .. .. ... gg

1.2.2 Metabolismo . . . . . . . . ...« .. v ...

1.2.3 (Iempgrga?gw de su determinacion 1

1.2.4 Hetodos de détérminaéién” ¢ o 01D 11l 49

1.3 Colesterol

1.3.1 Caracteristicas . . . . . . . ... . .. ... 9

1.3.2 Metabolismo . . . . . . . . ... .. ¢ 4 . 0

1.3.3 éﬂpgrgapc1a de su determinacion 6

1.3.4 Métodos de détérminacién’ | L 1 1Ll il 7

2. METODOS UTILIZADOS ACTUALMENTE EN LA SECRETARIA
BE gALUD N

2.1 gétodo de la orto:toluidina para la
eterminacion de glucosa



Fundamento del método . . . . ... . . .. . . .
Componentes del re?ct1vo para la

ggoggg:nac1on de glu
L1near1gag del'método . . . . . .. . ..

...........

[ANIACIER AN V]
I o

Bl o

2.2 6todo del gcigo gosfot ngstico para 1a

eterminaci cmdo rico
2.2.1 Fundamento delmétodo . . . . . . . ... . ."
2.2.2 omgongn tes ﬁel react1vo para ia
292 dsgggglnacaén e acidourico . . . . .. . ..
2.2.4 Lineari ag det'método . . - . ... L.
2.3 ﬁetoda de L]eberman? -Burchard para la

eterminacion de colesterol
2.3.1 Fundamento del método , . . . ... . . . . . ..
2.3.2 Componentes del regctivo para 1a

3 dﬁggrglnacién de colesterol . . . ... . ...

%Zgi4 twnear1ga§ del'método . . . . ... NS

2.4 Toxicidad de }os camponentes de los
reactivos utilizados

—

.3.% CoTpuestbs'nitﬁobeﬁadoé """"""

JaSiaviab]
N H

............

. METODOS PROPUESTOS
31 MéagdgAg§ 1a glucosa oxidasa/ 4-aminofenazona

g.{. Fundamento d31 método . . . ., .
Cg¥e?gigt$§6

e “BRY anaghostico T
determ1nac16n de gﬂucgs ..... C

...............

1near1gad det ‘método

3.1.3 0
3.1.4
314 Erocedi



3.2 Método de 1a uricasa/ 4-aminofenazona

3.2.1 Fundamento del método . . . . ... ..
3.2.2 Componentes de1 reagtwo para 1a

eterm acion Cee e
3.2.3 2% g Qagnssticd
ara a determnamén e acidd urico
3.2.4 Proced 13 ..........
3.2.5 Linearidad de1 ‘método . - . ...

. M 1 1 1 o
3.3 éggggo Snagogg e ﬁBB PAP 3dasa/

3.3.1 Fundamento del método . . . . ... . .
3.3.2 Componentes, del rea two qara 1a
eterm1g $16n de coleste .
3.3.3 Costo_ de che e d?agnbst co
B ra 1a determ1nac16n e colesterol .
3.3.4 Proc g ..........
3.3.5 L1near1 ad de1 ‘método . . . . . ...
3.4 Toxicidad de los reactivos utilizados
g . mpuestos aromaticos . . . . . . . .
2 Buestos nitrogenados . . .
$Ad BRes

S o RORB BT R H o

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFTIA . , . . . . .

..........




OBJETIVO GENERAL

Disefiar y desarrollar métodos enzimatico-colorimétricos para
1a cuantificacion de glucesa, acido (rico y colesterol en sangre,
mismos gque podrén ser utilizados en los laboratorios de andlisis
clinicos de 1las unidades asistenciales que pertenecen a 1la
Secretaria de Salud, en 1a Repdblica Mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Se pretende que Tlos métodos de andlisis a desarrollar
cumpian con las siguientes caracteristicas:

Que sean especificos.

- Que sean confiables.

- Que sean sensibles,
Que sean factibles de realizarse en los laboratorios de 1la
Secretaria de Salud.

- Que los componentes de los reactivos utilizados no sean
téxicos.

- Que 1a determinacién se 1leve a cabo de una manera sencilla y
répida,

- Que tengan un bajo costc de produccién.

- Que sean validados para asi asegurar que cumplen con los
requisitos para 1as aplicaciones analiticas deseadas.

1.



PROLOGO

Al ingresar al Lahoratorio Central de Reactivos para 1levar
a cabo nuestro servicio social, pudimos darnos ‘ cuenta de 1la
necesidad de actualizar algunos de los métodos ‘de anélisis
clinicos que se utilizan en la Secretaria de Salud, ya que éstos
no garantizan la obtencién de resultados confiables, ademis de
que representan un peligro para la salud tanto de los quimicos
analistas, como de las personas encargadas de 1a produccién de
los reactivos, ya que los componentes de los mismos son téxicos.

Por 7los motivos anteriores nos interesamos en realizar una
investigaci6n para proponer otros métodos de andlisis que se
adaptaran a las necesidades y a 1a tecnologia disponible en 1los
laboratorios de 1a Secretaria de Salud.

Consideramos que de esta manera podemos aplicar los
conocimientos adquiridos durante nuestros estudios profesionales,
contribuyendo al desarrolio cientifico de México en materia de
salud, aportando nuevas y mejores metodologias que nos hagan
autosuficientes en reactivos clinicos y teniendo una mayor
eficiencia en los resultados de los andlisis realizados en
nuestra poblacién.
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La Quimica Clinica estudia el desarrollo y la ejecucién de
los andlisis quimicos de los 1iquidos corporales y de otros
materiales biol6égicos para el diagnostico, terapéutica y
profilaxis de las enfermedades. Intenta aclarar los fendmenos
que se verifican en la enfermedad, sirviéndole de base 1las
anormalidades en el proceso metabdlico del organismo, y es
indispensable para obtener un resultado eficaz en el diagndstico
médico.

Las exigencias que se le hacen varian de afio en afio y de
Taboratorio en laboratorio; la experiencia préctica demuestra que
1a ‘"vida" de un método de determinacién es de aproximadamente
5 afios, después de este lapso necesita ser revisado o renovado.

En los altimos afios ha habido un notable incremento en el
nimero de analisis requeridos por 1a poblacién, por To que cabe
suponer que se necesitan desarrollar métodos mds sencillos y que
den una mayor exactitud en los resultados.

Uno de los principales 1iquidos corporales que se utilizan
en los andlisis clinicos es 1a sangre. Esta es el vehiculo
Tiquido por medio del cual los principales nutrientes organicos
son transportados desde el intestino, donde se absorben, hasta el
higado, donde se elaboran, y de ahi a otros 6rganos; también es
el vehiculo por el cual los productos organicos de desecho y el
exceso de jones minerales se transportan a los rifiones para su

-3 .



excrecidon. La sangre también transporta el oxigeno desde 1los
pulmones a los tejidos, asi como el bidxido de carbono producido
durante el metabolismo respiratorio para su eliminacién. Ademéds,
la sangre sirve asimismo para transportar hormonas y otros
mensajeros quimicos, desde diversas gléndulas enddcrinas hasta
sus drganos blanco especificos.

Una vez absorbidos del tracto intestinal, 1la mayor parte de
Tos nutrientes 1legan directamente al higado, que es el principal
centro de distribucidn de nutrientes en el metabolismo de 1los
mamiferos. Tal vez el higado sea el drgano que muestra una mayor
flexibilidad metabdlica, puesto que es el primero en recibir los
nutrientes del -intestino, y por tanto, tiene que ajustar sus
actividades metabdlicas (2).

E1 sistema vascular del humano adulto contiene de 5 a 6
litros de sangre aproximadamente. Casi la mitad de su volumen
son células: gldébulos rojos (eritrocitos), que transportan
oxigeno y algo de biéxido de carbono, y en mucho menor nimero,
glébulos blancos (Teucocitos) y plaquetas. La porcién no celular
es el plasma sanguineo, cuyo 10 porciento aproximadamente,
consiste en varios solutos organicos e inorganicos. Las
proteinas plasmaticas representan las tres cuartas partes del
total de solutos. E1 resto de los solutos consiste en nutrientes
organicos y en metabolitos, productos de desecho y sales
inorganicas (6). En la tabla 1 se muestran Tos componentes

.4 -



principales - del plasma sanguineo normal y su funcién general;
aunq'ue sin duda, aGn quedan muchos componentes minoritarios de
éste por. identificar.

Los componentes del plasma sanguineo se mantienen en
concentraciones con ‘'pequefias variaciones gracias a varios
mecanismos de regulacion que suavizan las fluctuaciones de 1la
composicidon, o que constituye wuna necesidad dada la
intermitencia de los periodos de alimentacién de los humanos.

La velocidad a la cual 1a sangre transporta nutrientes a
través de varios drganos es relativamente elevada en comparacion
con el ritmo de su metabolismo; contrariamente, la fraccidn
extraida de 1a sangre, de un determinado nutriente, durante un
solo “paso" por la mayoria de los drganos, es relativamente
pequefia (2).

La medicion de las concentraciones de componentes
especificos del plasma sanguineo y de la orina es
extraordinariamente <importante en medicina, puesto que permite
vislumbrar Tla naturaleza de las alteraciones metabdlicas y 1la
efectividad de las medidas terapéuticas.

En los examenes quimicoclinicos habituales se trabaja
exclusivamente con sangre venosa o capilar y s6lo en casos
especiales es preciso obtener sangre arterial para las
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correspondientes  determinaciones. Kaplan y colaboradores
compararon 1las concentraciones de colesterol, cloro, glucosa,
sodio, potasio, urea, calcio, fdsforo, proteinas totales y
albimina en sangre venosa y capilar, encontrando que s6lo los
valores de glucosa eran +inferiores en la primera; en todas Tas
demds substancias no existen diferencias demostrables (12), por
To cual el tipo de sangre utilizada carece de significado para
Tas siguientes substancias: colesterol, sodio, potasio, cloro,
urea, proteinas totales, calcio, aibimina y fosforo. En el caso
de 1a glucosa hay que esperar valores mas bajos en la sangre
venosa que en la capilar (hasta 22 mg/100 ml) .

Con frecuencia se plantea el interrogante de si para el
examen de determinadas sustancias es necesaria la extraccién de
sangre en ayunas o, dicho de otro modo, si Ta ingesti6n
alimenticia ejerce alguna influencia significativa sobre sus
concentracijones sanguineas. Annino y Relman (13)investigaron las
concentraciones de urea, glucosa, bicarbonato, cloro, sodio,
potasio, creatinina, proteinas totales, colesterol, calcio,
fésforo y acido Grico en 32 personas sanas, en ayunas y 45 y 120
minutos después del desayuno. En el caso del fosforo se observd
una pequefia caida 45 minutos después de 1a ingesta alimenticia,
1a concentracién de glucosa presentd grandes dispersiones hacia
arriba en los valores registrados de un individuo a otro cuando
13 determinacion se realizd después de ingerir alimentos. Otros
metabolitos que presentan variacion en 1as concentraciones san-
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guineas son el colesterol y los triglicéridos; por lo cual. para
realizar la determinacion de cualquiera de Tos metabolitos
. mencionados, la muestra de sangre debera tomarse en ayunas (10-12
horas de ayuno total) (1).

Se puede aceptar que no es necesaria la extraccion de
sangre en ayunas cuando se desea determinar wurea, bicarbonato,
cloro, sodio, potasio, creatinina, proteinas totales, calcio y
&cido drico, ya que en estos casos no se presentd diferencia
alguna en Tlos valores registrados en ayunas, 45y 120 minutos
después de 1a ingesta alimenticia.

La wutilizacion de plasma en lugar de suero tiene la ventaja
de que 1a hemélisis producida durante la extraccién, coagulacion
y transporte de 1a sangre es mucho menor. La disminucién del
petigro de hemblisis asi como 1a posibilidad de centrifugacion
sanguinea son ventajas sustanciales en favor de 1la utilizacion
del plasma. La utilizaci6n de sangre entera en lugar de plasma o
suero sdlo es admisible en el andlisis de los eritrocitos y
cuando en el plasma existen concentraciones aproximadamente
iguales de la substancia que hay que determinar. Sin embargo, el
suero tiene la ventaja de no presentar dinterferencia con Tlos
anticuagulantes para 1levar a cabo 1a determinacidn.

Para realizar la determinacion con los métodos enzimaticos
que proponemos, 1o ideal es utilizar suero en 1lugar de plasma
-7



por To que no es necesario adicionar a 1a muestra substancias
anticoagulantes, a excepcién de que no se cuente con el tiempo
necesario para que el codgulo se retraiga, en este caso se podré
agregar heparinato de amonio como anticoagulante de eleccidn, o
&cido etilendiamintetraacético.

La accidon inhibidora de 1a heparina sobre el proceso de
coagulacidn es compleja y transcurre escalonadamente; inhibe la
activacién de Ta protrombina a trombina, 71a transformacién del
fibrindgeno en fibrina por accién de la trombina y finalmente es
un factor estabilizador plaquetario. Como anticoagulante 1o més
conveniente es el empieo de 75 U de heparina por m1 de sangre
(aproximadamente 0.75 mg/m1) (1)(5).

E1 4&cido etilendiamintetraacético (EDTA) forma un complejo
con el calcio, que es 1a base de su efecto anticoagulante. Lo
mas frecuente es 1la utilizacién de 1 mg de su sal disddica
(dihidratada) por ml de sangre.

En la conservacién de l1a sangre siempre existe el peligro
de que se produzca el catabolismo glucolitico del azicar por los
eritrocitos y leucocitos presentes en la sangre entera, pudiendo
prevenirse este proceso mediante la separacion dinmediata del
plasma o la del suero inmediatamente después de que se retraiga
el codgulo. La separacion inmediata se realiza centrifugando l1a
sangre después de Tos 60 minutos siguientes a su extraccidn.
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Después de centrifugar, el suero se pasara a un nuevo tubo; con
este procedimiento la concentracién de glucosa permanece estable
como minimo 24 horas si se conserva a 4°C (1). De ciertas
investigaciones se desprende que Ta concentraci6n de glucosa en
plasma o suero conservados en condiciones de perfecta esterilidad
permanece constante durante Targo tiempo  (23).

En el caso de 1a determinacién de glucosa, en algunas oca-
siones es necesario agregar al suero una substancia que funcione
como conservador, como los floruros, para evitar la glucolisis de
Tos eritrocitos, pero solo cuando se espera que 1a muestra tenga
una concentracion de leucocitos por arriba de lo normal, ya que
Tos floruros inhiben muchas enzimas.

Si se conserva el suero que fué centrifugado inmediatamente
después de ser extraida 1a sangre, a temperatura ambiente no se
presenta modificacién alguna de los metabolitos y enzimas. A 4°C
y en recipiente cerrado. el suero o plasma pueden ser conservados
hasta 24 horas sin que se presenten modificaciones. Si es
necesario conservarlos por més tiempo es necesario congelarlos o
Tiofilizarlos (1) (5).

Se encontrd que en el plasma estacionado a 25°C se producen
en las primeras 24 horas modificaciones en 1a concentracién de
sus componentes, que pueden caracterizarse como relativamente
pequeiias: permanecen sin alteraciones el sodio, potasio, cloro
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fosfato, colesterol y wurea; aumentan el hierro, calcio y
creatinina; descienden las concentraciones de bilirrubina directa
y éacido drico (14).

E1 plasma o suero contiene aproximadamente 93% de agua y la
sangre completa alrededor de 81%.

Frecuentemente, para la ejecucion de determinados analisis
quimico clinicos, 1a muestra de plasma o suero debe ser
previamente desproteinizada.

E1 método de desproteinizacién mds usado es el de 1la
precipitacién de 1as proteinas como sales insolubles. E1 pH
tiene un importante papel en todos los métodos de precipitacion.
Las proteinas poseen cargas eléctricas positivas y negativas, y
el nimero de esas cargas depende del pH. En caso de pH
fuertemente alcalino las proteinas se comportan como aniones con
un exceso de cargas negativas, mientras que, por el contrario, en
un medio fuertemente &cido se encuentran como cationes protéicos
con un exceso de cargas eléctricas positivas. Entre Tlos dos
extremos mencionados se encuentra un pH que es tipico para cada
proteina, el cual constituye un punto isoeléctrico en el cual se
iguala el ndmero de cargas positivas y negativas; en este punto
las proteinas poseen la mayor tendencia a precipitar.

Si el pH de una solucién es inferior al punto isoeléctrico
- 10 -



de 1a proteina que se ha de precipitar, é&sta se encuentra como
cation y en consecuencia reaccionara con determinados aniones
constituyendo  compuestos  salinos insolubles. Los aniones
desproteinizantes mas utilizados son el picrato, molibdato,
tungstato, sulfosalicilato, metafosfato, perclorato y tricloroa-
cetato: comunmente se usa tricloroacetato o tungstato.

Si el pH de 1a solucidn se encuentra por encima del punto
isoeléctrico de las proteinas, éstas se encuentran como aniones,
es decir, que pueden constituir sales insolubles con determinados
cationes. Como cationes se utilizan 1os metales pesados como el
zinc, mercurio, cadmio, uranio, hierro, cobre y plomo.

Se han desarrollado muchos métodos clinicos para determinar
metabolitos en sangre, pudiendo encontrarse métodos sencillos en
cuanto a equipo, técnicas y/o reactivos, asi como los que
requieren de una tecnologia muy avanzada. Los métodos
tradicionales utilizados para la determinacién de glucosa, &cido
Grico y colesterol se encuentran explicados en el capitulo dos
dentro de 1as caracteristicas de cada una de las substancias; se
observa que en general dichos métodos presentan la desventaja de
ser poco especificos, pudiendo producirse resultados falsos por
la presencia de ciertos productos metabdlicos endbgenos.

La necesidad de renovar los métodos de andlisis quimico-
clinicos ha 1levado al desarrollo de nuevos métodos, dentro de
- 11 -



los cuales los enzimdticos han probado ser de una gran exactitud
y sencillez. Por lo anterior, las determinaciones enzimiticas se
han transformadoc en un recurso diagndstico absolutamente
imprescindible en la medicina actual. Son wmiltiples las
enfermedades en l1as que las determinaciones enzimaticas no pueden
ser reemplazadas por otros procedimientos diagndsticos, y ademds
constituyen uno de los ramos més modernos de la quimica clinica.

Todas las enzimas sin excepcibn son proteinas. Como toda
proteina, son 1dbiles y propensas a su inactivacion y
desnaturalizacion, Mientras que 1la inactivacitén puede ser
reversible, la desnaturalizacién es, en cambio, siempre
irreversible. De ahi que las determinaciones enziméticas deben
Tlevarse a cabo, en principio, con 1a mayor rapidez posible. Las
enzimas son extremadamente sensibles a l1a accién de los metales
pesados, Jjabones, detergentes y &cidos. La Timpieza
insuficiente de 1a cristaleria del laboratorio, especialmente de
Tos recipientes de envio de las muestras, constituye una de 1las
fuentes de error mds frecuente en 1a determinacidn enzimat-ica.

Las reacciones enzimaticas son sensibles a Tlas modifica-
ciones de 1a temperatura. Al ascender 1a temperatura hasta
cierto 1imite, crece la actividad enzimitica. Esta se duplica
aproximadamente con un ascenso de 10°C o, expresado de otro modo,
se comprueba un dincremento del 10% en 1a actividad enzimatica
cuando la temperatura asciende 1°C.  Las mediciones de 1la
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temperatura deben ser controladas estrechamente y no deben apar-
tarse mas de 0.05°C del valor nominal (14). Se ha propuesto
medir las enzimas de uso clinico a temperaturas estandares como
25, 30 y 37°C. contra cada una de las cuales se pueden esgrimir
argumentos. La ventaja de las determinaciones a 37°C estd en la
gran diferencia de extincién por unidad de tiempo y en 1a mayor
sensibilidad que de ello se deriva. Por esa razén se incrementa
la frecuencia de los analisis realizados y se utilizan menores
cantidades de muestra que a 25°C. Como desventaja de 1las
mediciones a 37°C puede mencionarse la posibilidad de que ciertas
enzimas, asi como algunas coenzimas, se inactiven y
desnaturalicen durante el tiempo que dura Ta reaccién. Todas
estas cuestiones fueron motivos de dudas y discusiones. En el
afio de 1973 1a Asociacidn Escandinava de Quimica y Fisiologia
Clinica recomendd 1a realizacién de los exdmenes a 37°C (15).

Los expertos en enzimas de Ta Comisién de Estandarizacién de
la IFCC (International Federation on Clinical Chemistry) han
recomendado provisionalmente Jlos 30°C como temperatura de
medicién. Los documentos respecto a la temperatura definitiva,
internacionalmente reconocidos, adn no se han concluido.

En el caso de Tos metodos de determinacidn que se proponen,
se realizaron varias pruebas de temperatura con los reactivos, y
se determind cual era la mds Optima para cada caso.

No existe ninguna regla fija para establecer el pH de una
- 13 -



reacciébn  enzimitica. En cada caso es necesario indagar
experimentalmente cudl es la concentracién de hidrogeniones
optima para la prueba. Para ello debe considerarse, ante todo,
que la temperatura, 1a fuerza i6nica, la presencia de activadores
e inhibidores pueden tener una influencia substancial sobre el pH
éptimo (16).

Es posible medir Ta concentracion de un sustrato mediante su
transformaci6n enzimitica; en éste caso, 1la enzima debe ser
afiadida en exceso de tal modo que bastante sustrato se transforme
por unidad de tiempo. La medicidn enzimatica del sustrato tiene
la ventaja de que el metabolismo que hay que mensurar es el
especialmente registrado. E1 desarrollo de la reaccién debe
plantearse de tal modo que 1a reaccién se desenvuelva en un
periodo de tiempo admisible; a éste método se le concce como
"método del punto final" (1).
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TABLA 1.
NORMAL

Concentracién aproximads
®g/100 ml

COMPONENTES PRINCIPALES - DEL PLASMA SANGUINEO HUMANO
(2},

Protefnas (totales) 5800-8000 Regulacién osmética; transports do Scldos
grascs, bllirrubine, etc.
“, pyT-9lcbullnes 2800~-3800 Trensporte de |Tpldos, cobre y hierro;
coaguiaclén ssngufnes; anticuerpos.
Ulpldos (totsles) 400-700
TrigiYcér!dos 100-250 Componentes de 18 ruts dirlgids s los cen
4ros da almacensmlfento o de oxidaclén.
Fostolfpldos 150-250
Colesterol y sus ésteres 100-250 Metasbollsmo graso.
Acldos grasos Itbres 8-20 Fuentes combustibles Inmedlatss pars los
alscutos y e corazbn.
Glucosa 50-100 Foras de transporte de glicidos.
Aninobcidos 35-65 Precursores de les sintesls protelcas.
Urea 20-30 Producto d& excrec!&n del nitrégenc sajro
fcldo. i
Acldo Urlco 2-6 Producto final del catabollismo de las pu-—
rims.
Crestinine 1-2 Forma excretorie de le crestinina.
Usctato 817 Producto de Ia glucSiiais en alacules y
eritrocitos.
Plruvato 0.4-2.0 Producto de [a glucSiisis en elaculos y
eritrocitos.
P = hidroxibutirsto 3-6
Acstoacetato 0.8-2.0 Cusrpos ceténicoss formss de transporte
. de los grupos acetilo.
Biiterubina 0.2-1.4 Producto de la degradacifn de la proto~
poriirine.
Conponentes Inorglnicos l'qulv-‘
[ 140
x* s
[+]] 100
IOOOs 0
Fostato 4



CAPITULO 1

GENERALIDADES DE LAS SUBSTANCIAS A
DETERMINAR: GLUCOSA, ACIDO URICO Y
COLESTEROL



1.1 GLUCOSA.

1.1.1 Caracteristicas.

Quimicamente, la glucosa es una aldohexosa en 1a que Ta
forma aldehidica estd en equilibrio con 1a forma enodidlica: sin
embargo, a pH fisioldgico el equilibrio se desplaza hacia Tla
forma enodidlica caracterizada por sus propiedades reductoras. La
forma aldehidica de 1a glucosa es muy inestable y en solucifn
acuosa solo existe en muy pequefas cantidades (Fig. 1).

1.1.2 Metabolismo de la glucosa.

Las principales substancias energéticas son los hidratos de
carbono, y en forma secundaria también intervienen las grasas y
proteinas. El grupo fisioldgicamente mas importante es el de las
hexosas, de las cuales Ta més importante en el organismo humano
es la glucosa; posteriormente se encuentran Tla galactosa y
fructosa. Otros hidratos de carbono importantes son Tlas
pentosas, como la ribosa (presente en el RNA) y 1a desoxirribosa
(presente en el DNA).

Al tubo digestivo Tlega una mezcla de monosacaridos Tlibres
resultantes de Ta digestidn de oligosacaridos y polisacaridos,
- 16 -



Tos cuales son absorbidos por 1a mucosa del duodeno y l1a primera
parte del intestino delgado. Después de su absorci6n, 1a glucosa
circulante es captada y almacenada principalmente por el higado,
Tos musculos, y las células corporales; Tas células cerebrales
solo captan las glucosa (sin almacenarla) para poder 1levar a
cabo su metabolismo. La glucosa entra al hepatocito Tibremente,
por difusién a favor de un gradiente de concentracin; para
entrar a casi todas las demas c&lulas necesita de un portador

activado por sodio, en especial a nivel de misculo, adiposito y
tejido fibroso.

Dentro de la célula 13 glucosa puede seguir dos vias
metabdlicas principales, aerobia o anaerchia, segin 1a cantidad
de oxigeno disponible. E1 metabolismo anaerobio es el que se
utiliza prinicipalmente en el misculo, en el cual las exigencias
del aumento de actividad con frecuencia sobrepasan el suministro
inmediato de oxigeno. E1 dcido pirlvico se reduce a acido
Tactico por accibén de 1a deshidrogenasa del &cido lactico y del
dinucleotido de difosfopiridina reducido.

Cuando existe bastante oxigeno en 1a célula, el nuclebtido
de difosfopiridina conserva su forma oxidada, por 1o que no puede
reducir el &cido pirdvico a dcido 1actico. En éstas condicifnes,
1a deshidrogenasa lactica cataliza la reaccién opuesta:

+ DPI
CH, CHOHCOOH E?ﬁ ----- N» CH,COCOOH + DPNH
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los cuales son absorbidos por 1a mucosa del duodeno y la primera
parte del intestino delgado. Después de su absorcidn, 1a glucosa
circulante es captada y almacenada principalmente por el higado,
los musculos, y las células corporales; las células cerebrales
solo captan Tlas glucosa (sin almacenarla) para poder 1levar a
cabo su metabolismo. La glucosa entra al hepatocito libremente,
por difusién a favor de un gradiente de concentracién; para
entrar a casi todas las demds células necesita de un portador
activado por sodio, en especial a nivel de misculo, adiposito y
tejido fibroso.

Dentro de la cé&lula la glucosa puede seguir dos vias
metabdlicas principales, aerobia o anaerobia, segidn la cantidad
de oxigeno disponible. E1 metabolismo anaerobio es el que se
utiliza prinicipalmente en el misculo, en el cual las exigencias
del aumento de actividad con frecuencia sobrepasan el suministro
inmediato de oxigeno. E1 A&cido pirdvico se reduce a A4cido
Jactico por accibén de 1a deshidrogenasa del &cido lactico y del
dinucleotido de difosfopiridina reducido.

Cuando existe bastante oxigeno en la célula, el nuclebtido
de difosfopiridina conserva su forma oxidada, por 1o que no puede
reducir el acido pirdvico a acido lactico. En éstas condicidnes,
la deshidrogenasa 1actica cataliza la reaccién opuesta:

LDH + DI
CH, CHOHCOOH --H-T--PN> CH,COCOOH + DPNH
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E1,’&b1dofp1rﬁvico es Juego descarboxilado por condensacién
con €l “&cido -Tipoico, produciendo biéxido de carbono y
- &cido 1ipoico acetilado. Este dltimo se combina con la coenzima
A para dar acetil-CoA que finalmente se integra al ciclo de Krebs
(Fig. 3).

Aproximadamente dos tercios de 1a glucosa 1ibre que entra en
el higado penetra en sus células y resulta fosforilada a glucosa-
6-fosfato por 1a hexoquinasa; el resto de 1a glucosa se vierte en
Jla sangre sistémica. Los otros monosacdridos., tales como Tla D-
galactosa y 1a D-manosa, son fosforilados en el higado y después
transformados en glucosa-6-fosfato (3).

La mayor parte de 1la glucosa-6-fosfato se transforma
intracelularmente y sigue el camino de la glucogénesis
acumuléndose como glucdgeno histico, ocurriendo ésto cuando el
suministro de glucosa es superior a 1as necesidades inmediatas
del organismo, o bien se utiliza para la liberacién de energia a
través de su catabolismo, primero a través del proceso de
glucdlisis y luego por medio del ciclo del dcido citrico (Fig.
3) (2.

E1 higado puede almacenar de 5 a 6 % de su propio peso de
glucogeno (el misculo casi 1%) (70).

La sangre circulante no contiene mas aztcares senciilos que
la D-glucosa y pequefias cantidades de D-fructosa; dichos aziicares
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son transportados desde la sangre a través de la membrana
plasmatica de las células musculares y adiposas por accién de la
insulina, produciéndose una reduccién en los niveles sanguineos
de glucesa (1).

Son mdltiples las hormonas que contribuyen a regular los
niveles del azicar en sangre, y en el mecanismo de esa regulacidn
entran en accién, ademds de la insulina (hormona esencial), el
glucagbn, la somatotropina hipofisiaria, los glucocorticoides y
1a adrenalina (4).

La adrenalina produce un aumento répido de la glucosa
sanguinea por activacién de la fsforilasa que desdobla el
glucégeno. Esta activacion tiene lugar a través de la union del
fosfato con la fosforilasa y se acompafia de una disminucidn del
fosfato en sangre. E1 glucagén tiene un efecto similar, sin
embargo, Tla adrenalina eleva también el lactato sanguineo al
desdoblar el gluc6geno muscular. La hormona tiroidea facilita la
glucogen6lisis hepatica, aumentando asi el azicar sanguineo, pero
eleva también 1a utilizacién de glucosa por las céluias
tisulares. La utilizacién de 1a glucosa aumenta considerablemen-
te por efecto de la insulina, problablemente porque ésta facilita
la penetracion de la glucosa a las células. Cuando no existe
bastante <insulina penetra menos glucosa a la céiula, aumenta Jla
glucogendlisis hepatica, disminuye la oxidacion de carbohidratos
y se eleva la produccion de cuerpos ceténicos.
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Bajo una dieta normal, 1la mayor parte de 1a glucosa se
convierte en glucégeno o dglucosa sanguinea. Una porcidn
relativamente pequefia se oxida por completo, puesto que es la
oxidacion de los A&cidos grasos y de los aminoicidos la que
proporciona la mayor parte del ATP que el higado requiere. la
mitad aproximadamente de 1a glucosa que experimenta degradacidn
en el higado, penetra en 1a ruta del fosfogluconato, que es el
responsable de la generacidn del NADPH que hace falta como agente
reductor en la biosintesis de los acidos grasos (2).

Normalmente el organismo no excreta glucosa ; ésta pasa
1ibremente al filtrado glomerular, en donde alcanza la misma
concentracion que en la sangre, pero en condiciones fisiologicas
se reabsorbe por completo por el epitelio tubular, a razdn de 125
mg por minuto en promedio. Si no fuera asi, se perderian cada dia
por 1a orina casi 200 g de glucosa. Por To tanto, si la tasa de
filtracién o el riego sanguineo del rifibn disminuyeh. puede no
presentarse glucosuria a pesar de que existan en sangre
cantidades muy altas de glucosa.

1.1.3 Importancia de su determinacién en sangre.

E1 diagndstico de los transtornos del metabolismo de Tlos
hidratos de carbono se apoya en parte en 1a medicién de 1la
- 20 -



glucosa plasmatica, ya sea en ayunas o tras estimulacién o
pruebas de supresién. La sangre venosa es la muestra de eleccidn
para el an&lisis de glucosa, pero en nifios y otros pacientes en
los que 1a puncién venosa resulte dificil puede utilizarse sangre
capilar (8).

Los valores normales de la concentracidon de. glucosa en
sangre son de 50 a 100 mg/100 mi, 2.78 a 5.55 mmo1/1 (5).

La regién 1limite estd considerada dentro de 100 a 130 mg/100
ml, 5.55 a 7.22 mmo1/1 (5).

La regidn patologica es menor de 50 mg/100 ml en una
hipoglucemia, y mayor de 130 mg/100 ml en una h1per'g1 ucemia. Los
resultados en Tlas determinaciones de niveles de glucosa
sanguineos dependen de los siguientes factores: 1) Utilizacién de
sangre entera, plasma o suero, 2) utilizacion de sangre capilar o
venosa, 3) de la eventual ejecucidn de una desproteinizacién vy,
4) por el método utilizado; por las razones anteriores no se
pueden indicar normas absolutamente vélidas para 1a determinacién
de glucosa en sangre, en ayunas. Por 1o anterior las cifras
dadas deben interpretarse como “valores de referencia” que han
sido obtenidos de los tres tipos de métodos de determinacidn:
de las substancias reductoras, de los hidratos de carbono totales
y enzimatica de ta glucemia (1).

Durante el ayuno Tos niveles de glucosa se mantienen dentro
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de los Timites normales gracias a 1a desintegracidn del glucdgeno
de reserva, y en ayunos prolongados a la sintesis de nueva
glucosa a partir de 1a gluconeogénesis (2).

En la tabla 2 se dindican los valores de referencia
representativos, procedentes de una investigacidén realizada con
el método de la glucosaoxidasa en plasma venoso y capilar sin
desproteinizaci6n previa (1).

Los resultados de 1a glucosa plasmatica pueden clasificarse
como hiperglucémicos o hipoglucémicos, aunque dichas definiciones
son arbitrarias.

La sospecha clinica de diabetes se confirma al encontrar
glucosa en 1a orina y al descubrir un contenido muy elevado de
glucosa en 1a sangre. La prueba mds senciila consiste en
obtener una prueba de orina uno o dos horas después de una comida
rica en hidratros de carbono. Sin embargo. en personas de edad
avanzada con un elevado umbral renal, puede haber elevacién de la
glucosa sanguinea sin glucosuria; ademas, el encontrar azicar en
1a orina no es por si solo un signe diagnostico de diabetes, sino
que indica glucosuria renal. Por 1o tanto, 1la determinacién de
Ta glucosa sanguinea no sélo es preferiblie como procedimiento de
eleccidn, sino que resulta indispensable para establecer el
diagnbstico de diabetes (4)(6)(7).
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A) Hiperglucemia:

Existe una larga lista de enfermedades y sindromes que se
asocian con un nivel elevado de glucosa plasmatica en ayunas.

E1 tipo més importante de hiperglucemia es 1a Diabetes. E1
conocimiento de 1a Diabetes es importante por su gran frecuencia;
se calcula que hay unos 200 millones de diabéticos en el mundo.
La Diabetes es, después de 1a obesidad, el segundo transtorno
metab6lico mas comin (69).

La Diabetes es mds frecuente en personas mayores.

E1 tratamiento de la Diabetes ha aumentando notablemente,
por 1o que la esperanza de vida para los diabéticos es wmayor,
aumentando con ésto el nimero de diabéticos en el mundo y el
nimero de personas que heredaran el gen diabético. La obesidad
es un fendmeno creciente en todo e1 mundo debido a la
industrializacion de los alimentos, 1a cual contribuye a que haya
mds diabéticos en potencia. Otro factor muy importante que
influye en el desarrollo de 1a enfermedad es el ritmo de vida
moderno que ocasiona un estrés permanente.

La Diabetes mellitus es una enfermedad crénica caracterizada
por concentraciones plasmiticas de glucosa anormalmente elevadas,
glucosuria (presencia de glucosa en 1a orina) y engrosamiento de
las membranas basales de los capilares. Los sujetos tienen un
elevado riesgo de ceguera, nefropatia, vasculopatia periférica y
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cardiopatia (8).

La Diabetes tiene componentes metabdlicos y vasculares,
ambos interrelacionados. E1 sindrome metab6lico estd
caracterizado por una elevacidn excesiva e inapropiada de la
glucosa sanguinea, acompafiado de alteraciones en el metabolismo
de Tos 1ipidos y las proteinas, de todo To cual 1a causa es una
falta relativa o absoluta de insulina (4).

La Diabetes Mellitus se divide clinicamente en dos grupos:
1a insulinodependiente y 1a <insulinoindependiente. Los pacientes
con Diabetes Mellitus -insulinodependientes presentan 1la
enfermedad en su juventud (generalmente antes de los 30 afios), ¥y
rdpidamente aparecen los transtornos, con remisiones ocasionales
y episodios de cetosis. Por el contrario, los sujetos con
Diabetes Mellitus insulinoindependientes suelen ser obesos; en
estos casos. la enfermedad aparece después de los 40 afios, el
comienzo es insidioso y la cetosis rara (8).

La insulina es secretada en respuesta de la hiperglucemia y
estimula la sintesis del glucagén (hormona secretada por el
pancreas en respuesta a la hipoglucemia) e inhibe su degradacién,
tanto en el higado como en el misculo; sin embargo, su mecanismo
de accidn no ha sido todavia bien dilucidado, se cree que un paso
determinante de 1a regulacién puede ser 1a activacién de 1a
fosfoproteina fosfatasa, 1o que conduce a la estimulacién de 1la
glucogénesis (3).
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Respecto a los tipos de Diabetes, se aplica 1a siguiente
clasificacion etioldgica:

1) Diabetes genética, que se subdivide segiin 1a edad de aparicion
en Diabetes juvenil y del adulto.

2) Diabetes pancredtica, en 1la que hay intoTerancia a los
hidratos de carbono y no hay produccién de insulina.’

3) Diabetes end6crina, cuando se acompafia de endocrinopatias.

4) Diabetes atrogénica, cuando es precipitada por 1la
administraci6én de corticosteroides, ciertos diuréticos o por la
combinacién de estrdgenos-progesterona (7).

E1 mantenimiento de una concentracion sanguinea constanate
de glucosa es uno de los elementos fundamentales de 1la
homeostasia. La concentracidn de glucosa en sangre en cualquier
momento refleja el equilibrio de dos grupos de procesos
fisiolégicos: 1) 1os que tienden a aumentar la concentracidn de
glucosa en sangre por a) absorcién de Tos carbohidratos
ingeridos, b) formacién de carbohidratos a partir de fuentes no
hidrocarbonadas (gluconeogénesis) y, ¢) movilizacibn de 1a gluco-
sa de los depdsitos o reservas de giucégeno. y 2) los que tienden
a disminuir 1a concentracién de glucosa en sangre mediante 1la
utilizacién de glucosa por los tejidos muscular, adiposo.
cerebral, hepatico, etc.
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B) Hipoglucemia:

La hipoglucemia se define como un sindrome caracterizado por
bajos niveles plasmaticos de glucosa en asociacién con un grupo
de sintomas que se alivian con la ingesta de alimentos o hidratos
de carbono. Los niveles plasmaticos de glucosa tras el ayuno
nocturno inferiores a 45 mg/dl (2.5 mmol1/1 S.1.) resultan clara-
mente patoldgicos, mientras que los superiores a 55 mg/dl (3
mmol/1 S.I.) suelen considerarse "normales”. Durante la primera
semana de vida, la hipoglucemia viene definida por concentra-
ciones plasmaticas de glucosa inferiores a 25 mg/dl (1.4 mmol/1
S.I.) en el caso del recién nacido prematuro o de bajo peso al
nacer. En el recién nacido a término, los valores de glucosa son
inferiores a 35 mg/d1 (1.9 mmo1/1 S.1.) desde el momento del
nacimiento hasta las 72 horas de vida, a partir de entonces los
valores -inferiores a 45 mg/d1 (25 mmo1/1 S.1.) se consideran
representativos de hipoglucemia (4).

En adultos se presentan dos grupos diferentes de sintomas,
dependiendo de que 1a hipoglucemia sea aguda o crénica. Cuando
la hipoglucemia se presenta rapidamente, los mecanismos
homeostéticos ponen en marcha la liberacién de adrenalina y
aparecen sudoracion, inestabilidad, temblores, debilidad y
ansiedad. Si la reduccidén de 1a glucosa en plasma se produce
lentamente, predominan el dolor de cabeza, irritabilidad, letar-
gia y otros sintomas propios del sistema nervioso central (4)(7).
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Las informaciones divulgadas en los medios de comunicacién
han 1levado al pablico en general a creer que la hipoglucemia
estd extremadamente difundida, pero que con frecuencia no es
detectada. Una declaracion sobre 1a hipoglucemia realizada por
Ta American Diabetes Association y otras sociedades médicas 11ega
a Tla conclusién de que tales afirmaciones carecen de fundamento.
Sin embargo, muchos pacientes continuan presenténdose con un
autodiagnéstico de hipoglucemia. En estos casos es importante
que, s§i tras el oportuno estudio diagnostico no se confirma 1la
hipoglucemia, el paciente quede convencido de que su idea inicial
era errénea. Sin embargo, si se confirma la presencia de
hipoglucemia, es esencial realizar una investigacion determinante
de su origen.

E1 etanol y otros férmacos representan otras causas de
hipoglucemia. La hipoglucemia inducida por etanol sélo ocurre
después de una ingestidn de alcohol prolongada y cuando se reduce
simultaneamente el suministro hepdtico de glucdgeno. Las causas
més corrientes de hipoglucemia inducida por farmacos son los
agentes hipoglucémicos (sulfonilureas, 1insulina, etc.), que
representan mas de 1a mitad de Tas causas <inducidas por farmacos:
salicilatos, sulfamidas, propanolol o una combinacién de éstos.
1a hipoglucemia ficticia es otro fenfmeno que puede no producirse
en relacion con las comidas.

Los -dnsulinomas u otros tumores, tales como mesoteliomas,
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carcinomas hepaticos, tumores adrenocorticales y carcinomas gas-
trointestinales pueden provocar hipoglucemia. La hipoglucemia
provacada por tumores suele ser profunda y persistente.  Aproxi-
madamente, entre el 30% y 50% de los tumores, como por ejemplo,
grandes tumores del mesénquima, hepatomas y carcinomas cortico-
suprarrenales, producen substancias insulinoides que provocan
hipoglucemia (8).

La causa més importante de la hipoglucemia esponténea es 1la
secrecion excesiva e inapropiada de insulina por los tumores,
denominados dinsulinomas, ocurren a cualquier edad, aunque
resultan mas corrientes entre la cuarta y sexta décadas. Las
diversas caracteristicas c¢linicas asociadas con estos tumores
son debidas a 1a hipoglucemia que inciden. E1 diagn6stico de
hipogliucemia debe establecerse utilizando los criterios conocidos
como triada de Whipple: 1) ataques hipoglucémicos precipitados
por el ayuno, 2) nivel de glucosa en el plasma inferior a 40
mg/d1 (2.2 mmol/1 S.I.) durante el ataque y 3) alivio rapido de
Tos sintomas por administracién de glucosa.  Aproximadamente el
80% de los insulinomas son benignos, un 10% mdltiples y otro 104
malignos. Se ha descrito que 1os insulinomas malignos producen
ciertas hormonas, que incluyen ACTH y glucagdn (7) (8).

1.1.4 Métodos de determinacion.

El fundamento de Tlos primeros métodos quimicos para 1la
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determinacién cuantitativa de la glucosa se basa en la facil
oxidacién que caracteriza a la forma en6lica de 1a glucosa.
Sin embargo, éstos métodos de reduccién no registran solo la
glucosa, sino también todos los demds azlcares reductores
existentes y otras substancias como 1la creatina, creatinina,
dcido Orico, glutation y dcido  ascbrbico. Por esta
inespecificidad los métodos de reduccién no deberian utilizarse
para las determinaciones cuantitativas de glucosa en sangre, sin
embargo, pruebas cualitativas en las que l1a reduccién se 1leva a
cabo con solucién de Fehling o de Benedict son aiin importantes
para demostrar la presencia de niveles altos de glucosa; 1o mismo
puede decirse de la tabletas y tirillas clinicas de prueba (1).

Nuevamente, 1la principal desventaja de todas Tas pruebas
cualitativas de reducci6n reside (al igual que en Tos métodos
cuantitativos de determinacién) en su poca especificidad. Pueden
producirse resultados positivos falsos por la presencia de
ciertos productos metabolitos enddgenos, pero muy especialmente
por la accibn de ciertos medicamentos como el 4acido ascérbico,
tiamina, penicilina, é&cido para-aminobenzoico, estreptomicina,
isoniacida, y tetraciclina (1)(5)(11). Las pruebas de reduccién
deberian utilizarse sdlo en aquellos casos en Tos que se sospecha
la existencia de niveles altos en la sangre de cualquier clase de
aziicar, exceptuande 1a glucosa.

Los métodos utilizados para la determinacién de los hidratos
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de carbono totales se basan en 1a formacién de derivados tipicos
de los monosacdridos, cuya coloracién posibilita una posterior
evaluacidn fotométrica.

Si se calienta 1a glucosa en presencia de &cidos fuertes se
origina un derivado de furano con desprendimiento de agua (Fig.
2). E1 hidroximetilfurfural asi constituido puede condensarse por
calentamiento con ciertos fenoles orginicos, y originar asi
substancias intensamente coloreadas determinables fotométricamen-
te. Tampoco este mé&todo es especifico para la glucosa, dado que
otras hexosas, como la fructosa y galactosa pueden constituir
furfurales al ser calentadas con 4cidos fuertes y fenoles organi-
cos. Por otra parte, teniendo en cuenta que el calentamiento
acido de los polisacaridos (inulina, glucdgeno, almidén) 1los
hidroliza a monosacdridos, el procedimiento termina siendo
apropiado para 1a determinacidn de Tos carbohidratos totales.

La determinacion de azdcares sanguineos con aminas aromati-
cas es un método cromogénico que se usa actualmente para Ta
evaluacion de 1las aldosas., dado que es un procedimiento de
ejecucidn relativamente sencillo. En esta técnica 1a glucosa es
calentada en presencia de &cido acético glacial y se condensa con
anilina o con orto-toluidina, dando Tugar a la formacién de
glucosilamina. Probablemente el producto de 1a reaccifn es una
mezcla de glucosilamina y Ta correspondiente base de Schiff en
interequilibrio; el método tiene 1a desventaja de que ademds de
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Ta glucosa también otros azicares. como la fructosa, manosa Yy
galactosa, originan diversas cantidades de crombgeno (1). La
galactosa y la manosa reaccionan por 1igual, mientras que 1la
Tactosa, 1a maltosa, la sacarosa y la fructosa To hacen con mucho
menor intensidad (8).

Las determinaciones enzimdticas de 1a glucosa . sanguinea
registran exclusivamente Tos niveles de glucosa, y son preferi-
bles cuando se requiere de una determinacion exacta (1).

Una aproximacion muy 0til a la metodologia de 1la
determinacién de 1la glucosa ha sido el método del electrodo
glucosa-oxidasa-oxigeno. En este método, la reaccién de Ta
glucosa con el oxigeno es monitorizada mediante un electrodo
sensible a éste, mientras que el peréxido de hidrégeno generado
se elimina por reaccidn con el etanol y yodo. Evaluando 1a tasa
de consumo de oxigeno puede determinarse con precisién 1a
glucosa, Este método resulta preciso, lineal y carece de
interferencias notables.

Se ha postulado un método con hexocinasa, que proporciona un
elevado grado de especificidad para la determinacién de glucosa;
tal procedimiento ha sido propuesto como método de referencia
para la determinacidn de glucosa, y en &1, ésta se mide cuantifi-
cando la formacién de NADPH a partir de las siguientes
reacciones:
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Hexocinasa =~
(1) Glucosa + ATP  ----. TR, - Glucosa-6-fosfato + ADP

(2) Glucosa-6-fosfato + NADP  ----obeeenes - .
6-fosfagluconolactona + NADPH + H

E1 principal inconveniente de 1a hexocinasa 1o constituye su
costo, pero sin duda es el método con mayor precisién (8).

E1 método enzimdtico que utiliza glucosa oxidasa ¥y
peroxidasa es uno de los mas accesibles; en este método Ja
glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de 1a glucosa en é&cido
glucénico y peréxido de hidrégeno, el cual, en presencia de
peroxidasa, produce la copulacion oxidativa de l1a 4-aminofenazona
y el 2,4-diclorofeno]l para formar un cromdgeno coler rojo cereza.
Este método se explicard mis adelante.
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Fig. 1
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Tabla 2

Concentracion de glucosa en ayunas en plasma capilar y venoso;
determinacion con la glucosaoxidasa/peroxidasa sin desproteinizacion; en mg/100 mi (36)

flgﬂ-ma capilar Plasma venoso
n=20 Region qg n=20 Region qe
Edad x s = 2s X s x =25
Recién nacidos. 6 horas 322 1313 594 5846
5 dias 441 1563 1284 75736 ‘
Ninos 1-2 afios 720 1975 325 1115 633 13,02
3-4 anios 751 1153 520 98,2 654 7,60
5-6 afios 78,9 496 69,0 888 679 3,30
7-9 afios 81,8 748 66,8 96,8 69,7 4,92
10-12 aflos 80,2 922 618 98,6 687 6,22
13-15afios 78,2 768 628 936 724 510
16-20 afios 82,4 497 725 924 701 3,30
Adultos Hombres  21-30 anos 79,5 506 694 89,6 683 3,32
Mujeres 21-30 afos 83,4 520 730 838 707 3,40
Hombres  31-50 afios 83,6 755 68,5 98,7 71,0 4,97
Mujeres ~ 31-50afios 83,8 7,68 684 992 711 5,07
Hombres 51-80afios 84,3 858 67t 1015 715 5,62
Mujeres 51-80 afios 83,5 8,19 67,1 999 709 5,40
Adultos 20-80 afios 83,0 7,04 689 97,1 6938 4,58
n=120 n=120




1.2 ACIDO URICO. -
1.2.1"Caracteristicaé.

E1 &cido Girico es el principal producto del catabolismo de
las purinas en el hombre. Se forma por 1a accién de 1a enzima
Xantina-oxidasa sobre las purinas (adenina y guanina), que son
compuestos heterociclicos con cardcter aromético; éstas estén
contituidas por un anillo de pirimidina y otro de imidazol
condensados (Fig. 5). Las bases nitrogenadas purinicas y pirimi-
dicas forman parte de los nucleétidos, unidades estructurales del
DNA  y RNA (desoxirribonucleétidos y ribonuciedtidos respectiva-
mente). Un nucleétido esta formado por una base nitrogenada
heterociclica, una pentosa y una molécula.de acido fosférico (3)
(8.

La purina se puede considerar como un derivado de 1la
pirimidina; esté constituida por un anillo de pirimidina y otro
de imidazol. Las bases nitrogenadas principales que se
encuentran en los nuclebtidos son tres derivades de 1la
pirimidina, el uracilo, 1a timina y Ta citosina; y dos derivados
de 1a purina. l1a adenina y 1a guanina (Fig. 5). En forma libre o
no combinada estas bases se encuentran solamente en cantidades
minimas o trazas en las células, generalmente como productos de
Ta hidrdlisis enzimatica de 1los acidos nucleicos y de los
nucledtidos (2).

- 35 -



E1 acido drico es un dcido débil con pKal de 5.75 y pKa2 de
10.3: en consecuencia, este acido existe al pH de los 1liquidos
corporales casi totalmente en forma de anién urato; parece ser
que Ta unién del urato a las proteinas del plasma es minima (8).

1.2.2 Metabolismo del &cido drico.

La mayor parte del dcido Orico en el hombre proviene del
catabolismo de 1a guanina. E1 desdoblamiento de 1a adenina es
poco 1intenso, y gran parte de esta base parece excretarse sin
alteraciones en Ta orina (70).

E1 producto final de Ta degradacion de las purinas en el
hombre es el dcido Grico. Las purinas principales, adenina y
guanina, se convierten primero en xantina, 1a cual es entonces
oxidada a acido drico por 1a flavoproteina xantin-oxidasa. La
mayor parte de la formacion del acido Grico tiene lugar en el
higado, el cual presenta gran actividad de 1a enzima xantin-
oxidasa, al dgual que la mucosa intestinal de acuerdo con 1la
siguiente reacci6n (2):

Xantina + HO + 0, ------ + Acido Grico + 0~
superéxido

En muchos mamiferos, incluyendo al humano, el producto final
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de la degradacidn de Tas bases plricas de los cidos nucléicos
(purinas), es el &cido drico.

La mayoria de 1os nucleétidos producidos por 1a hidrélisis
de los &cidos nucléicos, se cataboliza para formar la pentosa. el
fosfato y la base correspondiente (Fig. 6), como se explica a
continuacidn:

1. La adenilato desaminasa cataboliza 1a desaminacion del
C-6 del residuo de adenina, dando origena 1la formacién de
inosina 5'monofosfato.

2. La siguiente reaccidn consiste en la pérdida del fosfato
por medio de hidrélisis. La reaccién es catalizada por 1a enzima
fosfo-monoesterasa correspondiente; Tlos productos de esta
reaccién son los nucledsidos guancsina o inosina.

3. E1 siguiente paso consiste en el rompimiento de 1a unién
entre la pentosa y la base nitrogenada, por medio de una
fosforélisis. La reaccién es catalizada por 1a enzima purina-
nuclebsido-fosforilasa correspondiente, dando como productos a la
hipoxantina o a 1a guanina y ribosal-1-fosfato.

4. la guanina pierde su grupo amino por medio de la enzima
guanasa, dando origen a 1a xantina.

5. La hipoxantina es oxidada por 1a xantina oxidasa, dando
xantina. La misma enzima también oxida a 1a xantina, para dar el
acido drico, producto final de esta via.

Esta enzima es una metaflavoproteina, que contiene flavin
adenin dinucledtido en su forma oxidada (FAD) como coenzima, ¥y
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que requiere ifones molibdeno y hierro no proveniente de 1a
sangre. Llos electrones del sustrato retienen al molibdeno, FAD y
hierro. E1 aceptor final de electrones es el oxigeno: Tlos
productos de ésta reacci6n son el perdxido y el acido drico (3)
2).

Los &cidos nucléicos ingeridos por el hombre experimentan
hidrélisis enzimética en el intestino por accion de las nucleasas
secretadas por el péncreas. Los nucledtidos resultantes de dicha
degradacién sufren a su vez una hidrélisis enzimatica para rendir
finalmente las bases purinicas y pirimidicas libres. Si no son
recuperadas y reutilizadas, las bases Tibres son degradadas y sus
productos finales excretados. Un adulto medio en un periodo de 24
horas, sometidc a una dieta reducida en purinas, excretard
aproximadamente entre 275 y 600 mg de A&cido drico, Tlo cual
representa una cantidad algo menor que 1la formada por el
metabolismo endégeno. Es probable que 1a mayor parte de 1a
totalidad de 1a excrecion restante de acido Grico tenga lugar a
través de las secreciones biliares, pancreaticas y gastrointesti-
nales con posterior degradacién por la flora intestinal. Los
tejidos humanos tienen una capacidad uricolitica muy Timitada
(8).

La solubilidad méxima del &cido Grico en plasma es de

8.5 a 8.8 mg/100 m1, y a un pH de 7.4 aproximadamente el 98% del

acido Grico total se encuentra bajo su forma de sal monoalcalina.

Sin embargo, se observan con frecuencia concentraciones estables
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superiores a las indicadas, cuestion atribuible al hecho de que
Ta solubilidad del acido Grico en plasma depende, entre otros
factores, de 1a ‘interacci6n entre el catabolito y ciertas
macromoléculas séricas. Experimentos realizados in vitro han
sefialado que entre estas Gtimas se encontrarian la seroalbdmina y
una glucoproteina (9).

Normalmente, aproximadamente el 25% del é&cido arico
plasmatico se encuentra en correlacién con 1as mencionadas
macromoléculas, y en ciertas formas de gota primaria parecen
subyacer alteraciones de las globulinas uitrafijadoras (8).

E1 acido Grico se encuentra también presente en los glébulos
rojos y en condiciones de equilibrio su concentracion
eritrocitaria es aproximadamente la mitad de la plasmética.
Debido a su mala solubilidad en los 1iquidos organicos, el acido
Grico es un catabolito potencialmente peligroso capaz de conducir
a la costitucién de formaciones cristalinas (1).

Los valores normales del &cido Grico en plasma son, para
hombres: 3.4 a 7.0 mg/dl (0,20 a 0.42 nmo1/7 S.I.) y para
mujeres: 2.4 a 5.7 mg/d1 (0.14 a 0.34 mmol/1 S.I.) (70).

Los valores de 1la concentracion de 4cido Grico sérico
pueden estar sujetos en los distintos individuos a variaciones
genéticas y a las determinadas por el medio. Muchos estudios
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realizados en distintas zonas han demostrado que también existen
apreciables variaciones en diferentes regidnes étnicas vy
sociales. Junto a los factores genéticos también se encuentra la
edad y el sexo de Tos individuos dnvestigados. Los recién
nacidos muestran valores algo superiores a los del adulto, pero
dentro del primer afio de vida sus cifras se igualan. Con toda
seguridad el hombre posee (en promedio) concentraciones de &cido
urico superiores a las de la mujer, pero esta diferencia entre
los sexos depende también de la edad, ya que se observa que al
aumentar la edad del hombre, su uricemia decrece, mientras que
sucede exactamente lo contrario en 1a mujer, en la que pasada la
menopausia los valores de &cido Urico en sangre son practicamente
idénticos en ambos sexos (10) (1) (5).

En un mismo individuo son observables diferencias de un dia
para otro de aproximadamente 0.5 mg/100 ml; se ha demostrado
también la existencia de un ritmo diario siendo los valores
nocturnos mas bajos que los diurnos (10) (5).

Las cifras de la uricemia estan significativamente
influenciadas por el tipo de alimentacidn. Asi, por ejemplo, una
dieta 1ibre de purinas puede conducir a un descenso del &cido
Grico en sangre de hasta 0.8 mg/100 ml y, por el contrario, con
una dieta rica en la mencionada base se observan excreciones
urinarias de acido Grico superiores a 800 mg diarios. Por su
parte la actividad fisica también influye en los niveles de acido
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Urico en 1a sangre; bajo condiciones de trabajo muscular intenso,
la uricemia puede ascender alrededor de 2.5 mg/100 ml y
simulténeamente aumentar la excrecidon urinaria del catabolito.
También se comprueba algo similar en casos de esfuerzos
exagerados mentales y psiquicos (1) (7).

La excrecién urinaria del &cido Grico depende del contenido
purinico de la dieta ingerida. E1 &cido arico filtrado por el
glomérulo renal experimenta una parcial reabsorcién tubular; por
otra parte, el catabolito es también excretado por el tdbulo y en
parte reabsorbido nuevamente. Como regla general puede
considerarse que un adulto sano sometido a una dieta normal
excreta no mas de 250 a 700 mg cada 24 horas (6).

Los tres principales reguladores de la concentracion
plasmatica del acido Grico son: (Fig. 7)
1) La sintesis y el catabolismo end6genos de los derivados de
Tas purinas.
2) La ingesta exdgena de purinas.
3) La eliminacion renal de Tos uratos.

1.2.3 Importancia de su determinacion en sangre.

Numerosas enfermedades, alteraciones fisioldgicas, cambios
bioquimicos e incluso factores sociales y de comportamiento se
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asocian a modificaciones de la concentracién del acido (rico en
el plasma. E1 aumento de 1a concentracitn sérica del acido drico
es. mucho mds frecuente y clinicamente mas significativo que su
disminucion (8).

La capacidad del organismo para eliminar el acido Grico estd
relacionada con 1la concentracién de éste tanto en el torrente
sanguineo como en la orina. Puede haber 2 tipos de alteraciones
en los niveles sanguineos de acido Grico:

A) Hiperuricemia:

Cuando las concentraciones de &cido Grico en sangre son
mayores de 6 a 7 mg/dl (solubilidad del acido Grico a 37°C en
suero) se favorece la acumulacién de cristales de urato de sodio.

E1 aumento en las concentraciones de &cido Grico en sangre
puede deberse a los siguientes factores: sintesis y destruccion
aumentada de purinas, disminucién de la eliminacién del 4cido
Grico o deficiencia de 1a actividad de enzimas de la via de
ahorro (Fig. 7).

La ingesta dietética de alimentos ricos en purinas, como por
ejemplo, carnes, visceras, vegetales leguminosos y fermentos,
provoca una Teve hiperuricemia, asi como una excrecion urinaria
de acido Grico significativamente incrementada.
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La gota es un transtorno del metabolismo de las purinas o de
Ta excrecion renal del &cido Orico caracterizado por: 1)
hiperuricemia; 2) precipitacién de urato monosédico en forma de
depésitos (tofos) por todo el cuerpo, excepto por el sistema
nervioso central, aunque muestra una especial predileccién por
las articulaciones y el cartilago periarticular, el hueso, las
bolsas sinoviales y el tejido subcutneo; 3) ataques clinicos
recurrentes de artritis y 4) nefropatia y a menudo nefrolitiasis.

Aunque en el origen genético menos de una tercera parte de
todos 1los pacientes presentan una historia familiar de gota
ciinica. Frecuentemente, en parientes proximos se detecta
hiperuricemia asintomdtica. La gota podria tener muy bien un
origen poligénico. Los varones constituyen mas del 90% de todos
los casos, mientras que 1a gota no es corriente en las mujeres
antes de la menopausia. La edad mas probable de aparicién se
centra en la quinta década y 1a enfermedad es muy infrecuente
antes de los veinte afios.

La gota se clasifica a menudo en primaria y secundaria segin
si se supone que la enfermedad es un error congénito del
metabolismo que afectas directamente 1a sintesis o excrecion del
acido drico o si se asocia con hiperuricemia derivada de
cualquiera de las otras etiologias. Si se considera la
frecuencia de 1a hiperuricemia, la gota secundaria es una
complicacién muy poco comin. La reserva miscible del &cido arico
aumenta notablemente en Jla gota y puede superar 30 g. Lla
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concentracidon de A&cido Urico en el plasma se relaciona mas o
menos con la gravedad clinica, pero no se sabe por que un
individuo presenta gota clinica, mientas que otro de la misma
familia con una concentracion iguaimente elevada de acido drico
en el plasma puede mantenerse asintomatico.

E1 aumento de carga que representa para el cuerpo el écido
Grico resultado de un incremento notable de 1a sintesis de dicho
4cido a partir de purinas endbgenas de una disminucidn de la
excrecién renal del 4cido Grico o de una combinacién de ambos
defectos (6) (7) (B).

lLa gota primaria es una enfermedad que ataca sobre todo a
hombres jovenes, después de la pubertad. En 1a mujer se presenta
después de 1a menopausia, siendo sin embargo mas rara que en el
hombre. Casi no se observa en mujeres en edad reproductiva.

E1 riesgo de aparicitn de gota se manifiesta con uno o més
accesos gotosos agudos y aumenta a medida que asciende 1la
concentracion plasmética del acido urico (1) (7).

La deficiencia de 1a enzima hipoxantin-guanin-fosforribosil-
transferasa, que conduce a la sobreproduccién de purinas con
acumulacion 1intensa de écido Grico, representa una etiologia
rara. Lla enzima antes mencionada normalmente estd presente en
todos los tejidos y transforma la hipoxantina y 1a guanina en sus
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respectivos nucieStidos, 4cidos inosinmicos y guanilico (Fig. 8).
Esta enfermedad, normaimente denominada sindrome de Lesch-Nyhan,
se caracteriza por retraso mental, coreocatetosis, paralisis
cerebral espdstica, comportamiento agresivo e impulsos hacia la
automutilacion, ademds manifestacitn patoldgica de hiperuricemia,
artritis gotosa, nefrolitiasis y nefropatia.

La ausencia de la hipoxantina-guanina-fosforribosil-transfe-
rasa (Fig. 9) da origen al sindrome de Lesh Nyhan. Debido a 1a
falta de ésta enzima, las bases purinicas no pueden ser reaprove-
chadas, To que causa aumento en la formacién de &cido Grico. Se

ignora a que se debe el comportamiento agresivo y el retraso
mental de estos paciente. i

La ausencia de actividad de 1a giucosa-6-fosfatasa, en 1la
enfermedad de Von Gierke impide 1a salida de glucosa de 1la
célula, dando origen, entre otras alteraciones, a la formacidn
excesiva de ribosa-5-fosfato, 1a cual ejerce una modulacion
positiva sobre 7la sintesis de novo de purinas, ocasionando 1la
formacion exagerada de acido drico (Fig. 10).

E1 aumento en Ta actividad de la enzima glutation reductasa
puede ocasionar también una aceleracién de 1a sintesis de ribosa
5-fosfato, produciéndose un aumento en la formacién de &cido
(rico por el mecanismo descrito en 1a figura 11.

En algunos pacientes gotosos se ha observado que hay un
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exceso de acido glutdmico en sangre, por To que se sospecha que
la ausencia o deficiencia en la actividad de 1a deshidrogenasa
glutamica, aumenta las concentraciones de glutamina, sustrato de
Ta primera reaccién de la sintesis de purinas, To que produce un
incremento en la produccién de 4cido Grico (3).

La mayor produccién y catabolismo de nucleoproteinas tiene
importancia en Ta hiperuricemia que se produce conjuntamente con
la leucemia, 1linfoma, macroglobulinemia, policitemia, mieloma
miltiple, neuroblastoma y neoplasias diseminadas. Asimismo, 10S
agentes quimicoterépicos y la terapéutica a base de radiacién
ionizante para las neoplasias malignas pueden incrementar
notablemente la formaci6n de dcido Grico. La psoriasis también
se asocia a una hiperuricemia, como resultado de la mayor
proliferacién de células epidérmicas. La hiperuricemia es
frecuente en 1a anemia de células falciformes.

La dngestion de etanol incrementa a menudo la concentracidn
plasmatica del &cido arico y puede provocar ataques de gota en
pacientes susceptibles. La patogénesis en este caso esté
relacionada con el exceso del Tactato producido por la oxidacién
del etanol a acetaldehido, catalizada por 1la alcohol-
deshidrogenasa y que inhibe competitivamente la excrecién renal
del écido Grico. E1 exceso de lactato también se asocia con 1la
hiperuricemia en los casos de ejercicio fuerte, toxemia del
embarazo e intoxicacion por etilenglicol. De igual manera el
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incremento del acetoacetato y beta-hidroxibutirato contribuye a
la hiperuricemia en 1a cetoacidosis diabética y en 1a inanicidn.
La enfermedad por almacenamiento de gluctgeno de tipo I va
acompafiada de modo regular de hiperuricemia como consecuencia de
1a acidemia lactica y 1a mayor formacién de purinas (5) (8).

La hiperuricemia se produce en muchas otras alteraciones en
las que no estd bien definida 1a relacidn patogénica, entre 1las
que se incluye el sindrome de Down, sobredosis de barbitdricos,
envenenamiento por cloroformo, mondxido de carbono, amoniaco ¥y
berilio, hipoparatiroidismo, acromegalia, diabetes insipida
nefrogénica, sarcoidosis y enfermedad hepatica (8).

B) Hipouricemia:

Las causas de 1a hipouricemia son relativemente pocas. Los
valores de urato plasmdtico menores de 2 mg/100 m1 que no estdn
relacionados con 1a accion de farmacos son raros, ya que variados
medicamentos como 1la aspirina y el alopurinol, asi como 1los
medios de contraste radiclogicos pueden producir una disminucidn
de Ta concentraci6n sérica del acido Grico (8). La hipouricemia
puede encontrarse también en diferentes neoplasias: por lesiones
tubulares que suelen ser congénitas (defecto idiopético de resor-
cién); en dos alteracidnes congénitas del metabolismo: defecto o
carencia de 1a enzima xantinoxidasa, la xantinuria, alteraci6n
infrecuente, es provocada por una deficiencia congénita de 1la
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xantinoxidasa de forma que en lugar del acido (rico se excretan
xantina e hipoxantina. Por otra parte, 1la enfermedad hepatica
grave puede dificultar seriamente la transformacién de la xantina
a éacido Grico; se trata de un transtorno genético raro causado
por deficiencia importante o falta de actividad de la xantina
oxidasa en el higado y la mucosa del intestino delgado. En 1a
mujer Tlactante la actividad de 1a enzima es deficiente en 1a
leche mamaria o en el calostro.

Cuando estén restringidas las purinas de la dieta, los
valores séricos de urato son menores de 1 mg por 100 m1, y el
urato urinario suele ser menor de 30 mg por dia.

La xantinuria debe ser distinguida de otras causas de
hipouricemia, en casi todas en las que los valores séricos de
uratos estén por encima de 1 mg por 100 m1 y la orina contiene
considerablemente mas acido Grico que en Tlos pacientes con
xantinuria,

La otra alteracidn del metabolismo son Tlos defectos o
carencias de Ta purino-nuclebsido-fosforilasa: o adquiridas
(enfermedades de Wilson, sindrome de Fanconi, hepatopatia con
ictericia, enfermedad de Hodgkin, o carcinoma broncogénico) (5)
(6) (7} (8).
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1.2.4 Métodos de determinacién.

Se han descrito numerosos métodos para la determinacion del
&cido drico en los 1iquidos biol6gicos. Las primeras técnicas se
aplicaron en sangre total y exigian la separaci6n del é&cido
firico como su sal de plata. Para la determinacién colorimétrica,
el urato de plata era disuelto en solucién de ciahuro y medido
por su accién reductora sobre el fosfotungstato ‘en solucién
Tigeramente alcalina. Debido a que el cianuro incrementa 1la
intensidad del color producido, éste se conservé en algunos
métodos después de que Ta técnica de precipitacién con plata fué
abandonada (11). Los métodos con cianuro presentan varias
dificultades <inherentes, que -incluyen la coprecipitacion del
dcido @rico con las proteinas del plasma. la formacién de
turbidez durante el desarrollo de color y la presencia de
sustancias endbgenas potencialmente -interferentes, tales como
dcido ascorbico, tioles Tlibres, purinas metiladas, 4acido
homogentisico y glucosa en concentracidnes muy altas. E1 uso de
un filtrado 1ibre de proteinas para l1a formacion de color elimina
la mayoria de las interferencias. E1 carbonato sédico que se usa
como reactive para conservar un medic alcalino ha sido de
algunos otros métodos sustituido por cianuro sbdico para
incrementar la sensibilidad del ensayo (8) (11).

A pesar de Tlas numerosas modificaciones del método
colorimétrico realizadas para mejorar 1a especificidad, el método
mds especifico continda siendo 1a oxidacién del acido Grico con
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1a enzima uricasa. La introduccién del usc de uricasa permitid el
desarrollo de métodos altamente especificos para medir el &cido
arico y proporciond un criterio para evaluar los antiguos métodos
colorimétricos (5) (8) (11).

Los métodos espectofotométricos en ultra violeta con uricasa
se basan en la medicién directa del descenso de 1a absorbancia a
292 nm después del tratamiento con uricasa. Las ventajas de este
método consisten en que evita la precipitacién de proteinas y
presenta una sensibilidad y especificidad superiores (40).

Los diversos métodos que se sirven del perbxido de hidrégeno
formado durante 1a reaccién enzimatica con uricasa incluyen 1la
formaci6n de crombgenos por via de acoplamiento con la enzima
catalasa y la formacién de compuestos fluorescentes ya sea por
autoacoplamiento de acido p-hidroxifenilacético o por oxidacion
del 4cido homovanilico; otros de la determinacion de la captacion
de oxigeno durante la formacion de peréxido de hidrbgeno. por la
valoracién coulombimétrica y por determinaciones cromatograficas;
el 4cido Grico también puede separarse por cromatografia de
intercambio 1i6nico y medirse su absorbancia directamente a 292
nanometros (5) (8) (11).

En el método enzimitico el 4cido Grico se transforma, en
presencia de oxigeno y uricasa, en alantoina y peroxido de
hidrbgeno; éste Gltimo reacciéna simultaneamente con el é&cido
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3,5-dicloro-2-hidroxibencensul fénico y 4-aminofenazona formando
una quinonimina de color rojo. Este método se describird en
detalle en el capitulo siguiente.
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Fig. 5. Estructuras de las bases pirimidicas.
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Fig. 11 Un incremento en 1a actividad de la enzima glutatitn reductasa ocasiona wna mayor sintesis
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el acido iirico.

Aumento en la actividad de la
enzima Glutation reductasa c)

Glu~ Cis = Gli
Glucosa 6 P /— i

NADPM + H sl :aducci?n

6 fosfogluconato s e proteina
I

Glu — Cis- GIi

2 Glu= Cis~ Gli

Ribulosa 5 fasfato
Sintesis de purinas =—=p |IMP ————nw—.p Ac, Urico

NADP



1.3 COLESTEROL

1.3.1 Caracteristicas.

Los esteroides son derivados del perhidrociclopentanofenan-
treno, hidrocarburo tetraciclico saturado que se origina a partir
del escualeno, triterpeno 1ineal que se cicla con facilidad. El
primer producto esteroide importante en este proceso es el
Tanosterol, que es el precursor del colesterol en los tejidos
animales (Fig. 12).

Es un miembro del grupo de los esteroides 11amados
esteroles, que son alcoholes esteroides que contienen un grupo
hidroxilo en el carbono 3 del aniTlo A y una cadena ramificada de
ocho o mids atomos de carbono en el carbono 7 (Fig. 13).

El colesterol es una molécula lipidica en casi todos Tlos
organismos eucariotes, Tlos vegetales contienen otros esteroles
diferentes (2) (3).

Los 1ipidos sencitlos no contienen 4cidos grasos. Aparecen
en las células y en los tejidos en cantidades menores que 1los
1ipidos complejos, perc se hallan entre ellos muchas sustancias
con intensa actividad biol6gica, como las vitaminas, hormonas y
otras biomoléculas solubles en las grasas, muy especializadas.
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Existen dos clases principales de 1ipidos insaponificables,
los terpenos y los esteroles (3).

E1 colesterol funde a 150°C y es insoluble en agua, pero se
extrae facilmente de los tejidos con cloroformo, éter, benceno o
alcohol caliente. E1 colesterol se encuentra en 1as membranas
plasmaticas de muchas células animales y en las 1lipoproteinas
del plasma sanguineo. E1 lanosterol fue encontrado por primera
vez en la cubierta cérea de 1a lana, en forma esterificada, antes
de ser definido como un intermediario importante en la
biosintesis del colesterol en los tejidos animales. En Tlos
tejidos animales el colesterol es el precursor de otros muchos
esteroides; se incluyen entre ellos Tlos 4cidos biliares,
compuestos con cardcter detergente que ayudan a la emulsion de
Tos 1ipidos y a su absorcién intestinal; los andrégenos u
hormonas sexuales masculinas; 1los estrégenos, que son las
hormonas sexuales femeninas; 7la progesterona y las hormonas
adrenocorticales (2).

1.3.2 Metabolismo del colesterol.

E1 colesterol es el principal esterol en el organismo
humano, se pa calculado que un individuo con peso ideal de 70
kg que corresponde aproximadamente al 0.2% de su peso corporal,
puede contener en su organismo 140 g de colesterol distribuidos
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principaimente en el sistema nervioso central, tejido adiposo,
misculo y piel. Cualquier célula de nuestro organismo, ademds de
utilizar las fuentes extracelulares de colesterol, es también
capaz de sintetizarlo; este proceso se 1leva a cabo
principalmente en el higado y en el intestino. E1 colesterol se
puede encontrar en los tejidos en sus formas esterificada (CE) y
no esterificada (CNE); 1a principal funcién de esta d1tima parece
ser como componente estructural de membranas en 1as que actda
como regulador de la fluidez membranal. En las regiones de la
membrana en donde predominan los 4cidos grasos insaturados
disminuird dicha fluidez, en cambio, en las regiones donde
abundan los A&cidos grasos saturados, se incrementara. EIl
colesterol esterificado casi no existe en las membranas, se
encuentra en el citoplasma, de preferencia asociado a otros
1ipidos, y su funcidn parece ser 1a de reserva, depositéndose
fundamentalmente en el tejido adiposo, hepatico, gb6nadas y
corteza suprarrenal. E1 colesterol es tanto el producto de una
via biosintética, como el precursor de otras vias metabdlicas,
como es el caso de la sintesis de &cidos biliares, de hormonas
esteroides y sintesis de vitamina D,

E1 hombre puede absorber facilmente el colesterol contenido

en los alimentos. Una persona cuya dieta incluye leche, carne y

huevos, ingiere en promedio entre 500 y 1000 mg de colesterol por

dia (1.3-2.6 mmol), ya que su contenido en 1a yema de un huevo es

aproximadamente de 240 mg y la ingesta promedio de carne
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proporciona entre 300 y 400 mg de colesterol. Sin embargo, del
colesterol total ingerido, solamente se absorbe el 40%.

Cuando 1a 1ingesti6n es relativamente baja, su absorcién es
eficiente; en cambio, cuando el colesterol de 1a dieta excede los
800 mg (2.1 mmol/dia), su absorcién es menos eficiente.

Cuando una persona evita ingerir alimentos ricos en
colesterol, resulta relativamente facil reducir 1a ingesta a 400
6 500 mg/dia; sin embargo, aun en estas condiciones, se
absorberén en promedio entre 200 6 300 mg (0.5-0.8 mmol/dia).

E1 colesterol de 1a dieta es incorporado a micelas formadas
por constituyentes anfifilicos presentes en Ta bilis. Estas
micelas contienen fosfolipidos y écidos biliares conjugados,
ademds del propio colesterol:; este proceso, conocido como
emulsificacién, es indispensable para solubilizar el colesterol
en el quimio, el medio acuoso presente en el lumen intestinal.
E1 colesterol esterificado, una vez integrado en la fase micelar,
es hidrolizado en el lumen intestinal por 1a enzima colesterol
estearasa, presente en el jugo pancredtico; esta hidr6lisis es
posible gracias al proceso de emulsificacién, To que permite que
la enzima actie sobre o dentro de 1a micela. E1 colesterol se
absorbe por la difusién de las micelas hacia las c&lulas de 1la
mucosa, en donde gran parte de €1 es nuevamente esterificado.

Los ésteres de colesterol que se sintetizan en las células
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de la mucosa -1intestinal, conjuntamente con el colesterol no
esterificado, son incorporados a particulas 1ipoproteicas de gran
tamafio, constituidas principalmente por trigliceroles; estas
particulas, conocidas como quilomicrénes, transportan el
colesterol y los triacilgliceroles de 1a linfa hacia el plasma, a
través del conducto tordxico (Fig. 15) (2) (3).

Todos los &tomos de colesterol endégeno se derivan de 1la
acetil-coenzima A {acetil-CoA). Esta substancia, considerada
como 1a piedra angular del metabolismo, puede formarse a partir
de carbohidratos, 1ipidos y proteinas. La glandula hepdtica y
el intestino son los principales sitios de sintesis de colesterol
en el hombre; sin embargo, también se sintetiza en las glandulas
que producen hormonas esteroideas, por ejemplo: corteza adrenal,
testiculos y ovarios. Las enzimas que participan en las
reacciones de sintesis se encuentan localizadas en el citoplasma
y en el reticulo endoplasmico de la célula.

La biosintesis del colesterol se conoce como
colesterogénesis, en la que en la etapa inicial se condensan dos
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, continuando
el proceso hasta que el lanosterol es transformado a colesterol.
Las enzimas clave en el metabolismo del colesterol son las
siguientes:

a) En 1a sintesis de colesterol, 1a 3 hidroxi 3 metil glutaril
coA reductasa (HMGR).
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b) En 1a formacibn intracelular de é&steres de colesterol, 1la
acil-Co A, colesterol acil transferasa (ACAT).

¢} En la hidrdlisis intracelular de ésteres de colesterol, 1la
colesterol éster hidrolasa (CEH).

d) En 1la sintesis de acidos biliares, la colesterol 7 alfa
hidrolasa.

En la figura 16 se muestra 1a sintesis enddgena del coleste-
rol (colesterogénesis) indicando todos los intermediarios.

La sfintesis de colesterol es un proceso que requiere un
elevado gasto energético, por lo que es de esperarse que su
metabolismo sea cuidadosamente requlado. E1 colesterol puede ser
esterificado y los ésteres resultantes pueden, a su vez, ser
hidrolizados. En cuanto a su conversidn en acidos biliares, esta
via constituye uno de los principales mecanismos para la
utilizaci6n de colesterol. E1 colesterol también es el precursor
de las hormonas esteroideas; st bien 1a cantidad de este
compuesto convertido en este tipo de hormonas es pequefia, en
términos de 1a utilizacidn total de colesterol, estas reacciones
son de enorme importancia desde el punto de vista fisiolégico (2)
4) (6).

La enzima 3 hidroxi 3 metil glutaril CoA reductasa es 1a
Gnica sujeta a regulacidn en 1a biosintesis del colesterol. E1
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colesterol de 1a dieta, presente en los restos de quilomicrones,
constituye el inhibidor mds importante de 1a HMGCoA reductasa
hepética: sin embargo, esta inhibicién no se 11eva a cabo en 1a
sintesis intestinal de colesterol, Puesto que el colesterol es
el producto final de 1la via biosintética originalmente se
considert que 1la inhibicion correspondia a 1a de un efector
alostérico negativo y se definié como inhipicién por
retroalimentacién. Sin embargo, estudios posteriores en cultivos
celulares, demostraron que 1a regulacién ocurria a través de
cambios en el contenido de HMGCoA reductasa, y no por regulacién
alostérica de 1a enzima ya existente (25).

Los principales sitios para 1la sintesis de ésteres de
colesterol por la enzima colesterol acil transferasa son higado,
intestino y corteza adrenal (2). Esta reacci6n también tiene
Tugar en Tlas células musculares Tisas de la pared arterial,
proceso de gran importancia en 1a génesis de 1a ateroesclerosis
.

Importancia de las lipoproteinas en la regulacién del metabolismo
del colesterol:

La membrana plasmatica de ciertas células contiene
receptores para lipoproteinas. Dos receptores han sido
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identificados, €1 primero reconoce 1a apoproteina B-100, presente
en las Tlipoproteinas de baja densidad (LDL) conocido como
receptor para LDL; el segundo reconoce la apoproteina E presente
en Tlos restos de quilomicrones. E1 receptor para LDL se
encuentra en muchos tejidos, incluyendo fibroblastos y
hepatocitos; por el contrario el receptor para los restos de
quilemicrones se encuentra solamente en el higado (3).

las LDL dnhiben 1la sintesis de colesterol, al ser
endocitadas por 1a cétula; el primer paso en este proceso es el
reconocimiento de la LDL por su receptor especifico. El sitio de
reconocimiento de LDL se encuentra asociado con 1la
apolipoproteina (apo B-100). E1 colesterol de las proteinas de
baja densidad (LDL) <inhibe 1a sintesis endbgena de colesterol al
ser endocitadas las LOL y 1iberado el colesterol que inhibe a ia
HMG-CoA reductasa (Fig. 17) (3).

1.3.3 Importancia de su determinacitn en sangre

E1 colesterol y los triglicéridos son 1ipidos plasmiticos
del maximo interés a 1a hora del diagndstico y tratamiento de las
alteracitnes de las lipoproteinas. E1 colesterol es el esteroide
més frecuentemente determinado en fluidos del cuerpo humano para
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el diagndstico de las perturbaciénes del metabolismo graso. ya
que altera Tlos vasos sanguineos, E1 colesterol es un alcohol
capaz de ser esterificado por 4cidos grasos, pero que, debido a
su deficiente solubilidad en los medios acuosos, es transportado,
Tigado principalmente a los lipoproteinas beta. EI1 diagndstico
fundamental es 1la determinacién de 1a concentracién sérica del
denominado colesterol total (colesterol libre y esterificado).

Se encuentra como una mezcla de formas esterificada (60%
70)%) y no esterificada (30% a 40%), siendo bastante constante la
proporcidn de ambas en individuos normales. Las concentraciones
de colesterol total y lipoproteina-colesterol suelen expresarse
en términos del nicleo de esterol sin distinguir la fracci6n
esterificada y la no esterificada. Por lo general no es
necesario diferenciar ambas formas, excepto en casos en que debe
calcularse Ta masa total de lipoproteinas; o cuando 1a relacién
colesterol/éster de colesterol es indudablemente anormal, 7lo que
puede afectar la estimacién del total de nicleos de esterol.

Lipidosis es el término general que se aplica a todas 1las
enfermedades caracterizadas por acumuiaci6én anormal de 1ipidos en
los tejidos o en el liquido extracelular. Algunas veces se
restringe exclusivamente 3 1as anormalidades del metabolismo de
los 1ipidos que son hereditarios. Xantomatosis es un término
morfolégico que se refiere a la acumulaci6n de 1ipidos en los
tejidos acompafiada de grandes “"células espumosas”.
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Las més comunes de las lipidosis son 1las causadas por
alteraciones secundarias en la concentracién de los 1lipidos
plasméticos. Estos suelen descubrirse y diagnosticarse mediante
mediciones de Tas concentraciones de colesterol. Es mas facil
comprender estos transtornos cuando se consideran en términos de
Tipoproteinas, las formas en que casi todos Tos 1ipidos, excepto
los 4cidos grasos 1ibres, se encuantran en el plasma. Pueden
ocurrir tanto aumento selectivo como deficiencia grave o falta de
algunos de los grupos o clases de Tipoproteinas.

Las anomalias de 1las lipoproteinas, por si mismas, se
caracterizan por muy pocos transtornos. Por 1o general, las
Tipoproteinas son  simplemente 1indicadores de anomalias
intracelulares del metabolismo de 1ipidos o carbohidratos que se
reflejan en concentracibnes plasmaticas anormales de 1ipidos; sin
embargo es de gran importancia determinar cualquier alteracién en
los niveles plasmiticos normales para asif poder evitar una
cardiopatia temprana.

A: Hipercolesterolemia:

E1 aumento en la concentracién de los 1ipidos plasmaticos y
de las protefnas cuya etiologia no se debe a una enfermedad
primaria representan problemas del metabolismo que son dificiles
de clasificar y de tratar. Para su diagndstico se miden 1las
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concentraciones plasmiticas de colesterol y triglicéridos (70).

Las principales hipercolesterolemias, con aumentos supe-
riores a 300 mg/dl son: a) formas sintomaticas, en 7las que
ademas del aumento de colesterol, se observa ia subida de todas
las fracciones lipidicas, esto es, de los triglicéridos y Tlos
fosfolipidos; y b) Xantomatosis hipercolesterolémica idiopética,
famitiar o esencial, que lo cbedece a excesos dietéticos, sino
que se trata de un transtorno idiopatico del metabolismo endbgeno
del colesterol (4) (24),

La hipercolesterolemia familiar es la forma mas antigua
conocida de hiperlipoproteimemia (HLP) familiar. La existencia
de un gen anormal produce HLP beta que se descubre con facilidad
al afio de edad, y a menudo al nacer. La HLP de tipo II puede ser
Ta dnica anomalia durante toda la vida, pero empiezan a aparecer
hacia los 20 afios de edad xantomas subcutdneos (afeccidn cuténea
caracterizada por 1la formacién de placas o nddulos amarillos,
Tigeramente elevados y de tamafio diverso) sobre todo en Tlos
tendones de Aquiles y codos. Hacia los 50 afios de edad el
peligro de cardiopatia coronaria es de 3 a 10 veces lo normal.
No parecen ser muy frecuentes 1a diabetes, 1la hiperuricemia u
otras anomalias que se observan en otras formas de hiperlipopro-
teinemia. Los descendientes de dos padres afectados presentan
HLP del tipo beta: pueden tener xantomas cutdneos al nacer, 1a
aterosclerosis en ellos es particularmente grave, y la muerte se
presenta entre e] afio y Tos treinta afios de edad por cardiopatia.
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La hipercolesterolemia familiar afecta a ambos sexos ¥y
ocurre con mayor frecuencia en personas caucasoides, pero no es
exclusiva de dicha raza.

Aln sigue discutiendose 1a importancia del colesterol en
relacién a 1a ateroesclerosis. En los animales se ha demostrado
con los acetatos colestergenos marcados con is6topos radiactivos
que a las pocas horas ya aparecen precipitados de colesterol
"marcados” en 1os vasos.

El exceso de colesterol puede deberse a una dieta
excesivamente rica en 1ipidos y sobre todo en colesterol y grasas
de origen animal con abundantes &4cidos grasos no saturados. Pero
en Tla ateroesclerosis no s6lo aumenta el nivel de colesterol en
forma de B8-1ipoproteinas, sino los triglicéridos, disminuyendo en
cambio Tos fosfolipidos, lo que facilitaria la precipitacién del
colesterol, por 1o cual se recomienda 1levar una dieta pobre en
lipidos después de los 40 afios de edad, asf como determinar con
cierta regularidad los niveles de colesterol plasmatico a fin de
prevenir una cardiopatia coronaria temprana. Algunos alimentos
ricos encolesterol son: visceras sbélidas en general (sesos,
higado, rifion), mariscos (camarén, Tlangosta, ostiones), yema de
huevo, carne y leche (4)(7)(24). '
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B) Hipocolesterolemia:

E1 colesterol normal oscila entre 150 y 250 mg por ciento.
En el hipertiroidismo desciende pronto a menos de 120 mg por
ciento junto con las grasas, . al ser metabolizado en exceso. En
el hipotiroidismo aumenta su nivel plasmatico.

Los niveles plasmaticos de colesterol son mds pajos entre
Tos vegetarianos y 1os pueblos de alimentacién yobre en grasas y
carne (orientales), que entre los que consumen mucho de estos
alimentos (anglosajones, centro-europeos, sudamericanos,etc.)(24)

1.3.4 Métodos de determinacidn.

En los Tlaboratorios clinicos se utilizan muchos tipos de
métodos para 1a determinacién del colesterol, siendo los métodos
enzimdticos y colorimétricos 7Tos mads ampliamente utilizados.

Se dispone de miltiples métodos para la determinacién
colorimétrica del colesterol, utilizando uno de los tres grupos
de reactivos siguientes: anhidrido acético/écido sulflrico
(reactivo de Liebermann-Burchard), sal de hierro/4cido sulfirico
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o acido p-toluenosulfénico.

La absorbancia de los crombforos producidos a partir del
colesterol y sus ésteres difiere con uno y otro reactivo. Los
ésteres del colesterol producen mds color que el colesterol con
el reactivo de Liebermann - Burchard, y generan un sesgo positive
del 10 al 15% cuando los andlisis se basan en los esténdares del
colesterol no esterificado (17) (19). Estos ésteres dan una
coloracién menos intensa que el colesterol con el reactivo de
acido sulfarico/sales de hierro, siendo los valores de prueba
ligeramente mas bajos que los de referencia (18). Hay mas de 200
métodos para la determinacién de colesterol en suero (11),
por 1o que solo mencionaremos los mas
utitizados.

Método de Liebermann - Burchard: El1 colesterol reacciona con
el acético y é&cido sulfarico concentrado, y en un medio
absolutamente deshidratado se constituyen polimeros de
hidrocarburos no saturados. En €l transcurso de la reaccifn se
produce una pérdida de agua y el colesterol se protona, con To
que se origina un jon de enilcarbonio, el cual .sufre nuevas
deshidrogenaciones, constituyendo asi mds sistemas conjugados
insaturados. E1 maximo de absorci6n se ubica en los 412, 478,563
y 620 nm, siendo éstas longitudes de onda caracteristicas del
dienil, trienil, tetraenil y pentaenilcatibn, respectivamente
(Fig. 14) (1). Para la 1investigacién de 1lipidos en forma
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semiautomatizada se ha utilizado una modificacidn de éste método.

Cuando se trabaja segin el método de Liebermann y Burchard,
generalmente se establecen diferencias entre procedimientos de un
solo paso y de pasos miltiples. Estos (1timos presuponen la
extraccién y aislamiento del colesterol y 1la correspondiente
reaccién colorimétrica, mientras que los procedimientos de un
solo paso utilizan directamente el suero para la reaccidn
pigmentaria. los métodos de un solo paso no poseen Ja
especificidad caracteristica de los de extraccion, pero su
ventaja es que combinan procedimientos de ejecuctén sencilla con
una elevada precision (Tabla 2).

En e1 método de Liebermann - Burchard previa extraccion con
2-propanolol, el colesterol es extraido de las muestras de suero
con 2-propanolol, el cual elimina 1as substancias interferentes;
la reaccibn de color es acelerada por el color de la reaccibn
exotérmica del 2-propanolol con el &cido sulfdrico; después de
incubacién controlada, la absorbancia es medida a 630 nm. Es
Tineal para concentraciones de colestero] hasta 10 g/1 (11).

Método de Schoenheimer - Sperry: Hidroliza los ésteres de
colesterol, extrayéndolos con  solventes organicos y
precipiténdolos con digitonina; analizando posteriormente con el
reactivo de Liebermann - Burchard (11).
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Los métodos que se basan en el procedimiento de Liebermann-
Burchard tienen el inconveniente de que 1as reacciones que se
Tlevan a cabo son exotérmicas; 1a temperatura no puede ser
controlada, por 1o que los resultados y confiabilidad son bajos.

Método de Parekh - Jung: Se basa en la precipitacion de
proteinas y substancias asociadas con acetato de uranilo, seguida
de colorimetria de Ta reaccién que se produce entre el colesterol
y una mezcla de sulfato de fierro y dcido sulfarico concentrado.
E1 método puede ser utilizado para determinar colesterol total en
suero y otros fluidos corporales, homogenizados tisulares o sus
extractos. Dentro de los inconvenientes del método esté la alta
toxicidad de los reactivos utilizados y el usoc de radioisétopos
que se requiere para obtener el acetato de uranilo. Este método
no ha dado resultados satisfactorios con muestras pediédtricas
(20) (21).

Determinacion por cromatografia de gases: E1 colesterol se
extrae, se saponifica, se seca con éter y se determina 1a
concentracién utilizando un cromatdgrafo de gases (1).

Métodos enziméticos: Se determina el colesterol total
directamente en el plasma o el suero en una serie de reacciones
en las que los ésteres son hidrolizados, se oxida el radical OH
de 1a posicién 3 del colesterol y se determina enziméticamente el
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perdxido de hidrégeno, uno de los productos de 1a reaccibn. Esta
reaccién se verd en detalle mas adelante.

Los métodos enzimiticos se ven menos sujetos a posibles
interferencias por substancias no esterélicas que los métodos
quimicos; s6lo se consumen cantidades de muestra expresadas en
microlitros, no siendo necesario el paso previo de 1a extraccidn,
Son métodos bastante répidos y si se suprime Ta hidrolasa del
éster de colesterol, proporcionan también datos acerca del
colesterol no esterificado. Finalmente, los métodos enziméticos
parecen ser bastante precisos, con coeficientes de variacién que
oscilan entre el 1% y el 2¥. En 1a mayoria de los casos se
emplean métodos de calibracion sérica estandar o pueden medirse
las concentraciones de colesterol en sueros de calibracién. Los
valores enzimadticos coinciden con los de referencia en
aproximadamente un 1% cuando los métodos enzimaticos son
calibrados con sueros a 1los que se ha asignado valores de
referencia de colesterol (20)(59).
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Fig. 12
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Fig. 14 Mecanismos de 1as reacciones en la determinacifn de oolesterol
seq(n Liebermann, Burchard y Zak.
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Fig. 17 El colesterol de la dieta es incorporado a micelas.
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CAPITULO 2

METODOS UTILIZADOS ACTUALMENTE EN
LA SECRETARIA DE SALUD



2.1 METODO DE LA ORTO-TOLUIDINA PARA LA DETERMINACION DE
GLUCOSA.

2.1.1 Fundamento del método.

La orto-toluidina se condensa con una aldosa o cetosa para
formar glucosilamina , la cual se equilibra con su base de Schiff
y posiblemente forma otros complejos cromdgenos (Fig. 18).

Estas reacciones ocurren en medio &cido y con calentamiento
a ebullicion. La intensidad del color verde obtenido se mide
espectrofotométricamente., La densidad Sptica de 1a solucidn esté
relacionada 1inealmente con la concentracifn de glucosa presente
11).

Los principales inconvenientes de este método son: su
inespecificidad, ya que cualquier aldohexosa presente en Tla
sangre reacciona con la orto-toluidina: 1la toxicidad de 1los
componentes del reactivo, de los cuales l1a orto-toluidina se ha
reportado como cancerigeno (72); y que la reaccibn requiere de
ebullicibn.

Este método fué utilizado ampliamente en todo el mundo desde
fines de la década de los 60's, por la Secretaria de Salud desde
1971 (26) (27).
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2.1.2 Componentes del reactivo para 1a determinacién de
glucosa.

E1 reactivo de orto-toluidina estd constituido por 1las
siguientes substancias:

- Orto-toluidina para sintesis 33.906 m1/
- Acido i alisi

it acer 182, Bar 2 Bnitas s 882.000 /1
- Tiourea ACS 0.730 gn
- Agua destilada 73.510 m1A

Nota: La cantidad de orto-toluidina varia de acuerdo con su
pureza,

Las siglas ACS se refieren a 1a American Chemical Society.

E1 estuche de diagnbstico para la determinacién de glucosa
consta de:

- Reactivo de orto-toluidina, 3 frascos con 240 ml cada uno.
- Patrén de glucosa de 1 mg/ml, 1 frasco con 20 ml.

El patrén de glucosa con concentracién de 3 mg/ml para
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realizar la curva esténdar se entrega a solicitud especifica.

2.1.3 Procedimiento.

Para realizar la determinacién puede utilizarse suero,

plasma, liquido cefalorraquideo u orina.

Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco
Agua 0.1 ml
Patrén de glucosa 1 ma/ml
Suero problema
Reactivo de orto-toluidina 5.0 ml

Testigo Problema
0.1 m -
0.1m

5.0 m 5.0 mi

Mezclar los tubos y colocarlos durante 8 minutos en bafio de
agua a ebullicién. E1 nivel de agua en el bafo debe ser superior

al nivel de los reactivos en los tubos.

Sacar los tubos del baiio

y enfriarlos inmediatamente con agua fria corriente. Leer en un
espectrofotometro 1a densidad &ptica del cromigeno formado a una
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iongitud de onda de 630 nmo con el filtro correspondiente
(rojo), ajustando a 100% de transmitancia o cero de absorbancia
con el blanco de reactivos . E1 color es estable durante 20
minutos.

Convertir 1a lectura a 1a concentraci6n por calculos o con
Ta curva estandar.

mg de glucosa/100 m1 = D.0. problema
D.0. testigo

Curva estandar (debe hacerse con cada lote de reactivos):
Usar patrén de glucosa con 3 mg/ml ; medir exactamente 1las
diluciones para 1a curva.

Tubos  Pagrin, e getlaa  G2GIELETNE0™

1 0.0 m .om 0

2 0.5 m 2.5 ml 50
3 1.0m 2.0 ml 100
4 2.0m 1.0 m 200
5 3.0m 0.0m 300

La determinaci6n se realiza en 30 minutos aproximadamente.
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2.1.4 Linearidad del método.

La curva esténdar es 1lineal hasta una concentracién de
glucosa de 700 mg/100 mt (70).
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Fig. 18 Roaccifn que se verifica en 1a determinacifn de glucosa por el métods de la orto-toluidina
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2.2 METODO DEL ACIDO FOSFOTUNGSTICO PARA LA DETERMINACION
DE ACIDO URICO.

2.2.1 Fundamento del método,

EY d&cido Grico en solucién alcalina reduce el reactivo de
dcido fosfotlingstico y forma un complejo de color azul (Fig. 19).
E1 color final se mide espectrofotométricamente en 1a regidn roja
del espectro. La densidad optica del cromgeno formado estd en
retacién 1lineal con la concentracién de &cido (irico presente en
1a reaccién,

Los principales inconvenientes de este método son su inespe-
cificidad, ya que en 1a sangre hay substancias que también
reducen el reactivo de acido fosfotlngstico, asi como 1a toxici-
dad de los componentes del reactivo, y el método requiere de
desproteinizacion.

Este método ha sido utilizado desde fines de 1a década de
los 60's en todo el mundo: por 1a Secretaria de Salud desde 1971
(28) (29).
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2.2.2 Componentes del reactivo para la determinacién de
acido drico.

EY reactivo de &cido drico estd constituido por 1las
siguientes substancias:

- Tungstato de sodio 40 g
- Actdo orto-fosforico 32 miNn
- Suifato de litio 32 o/l
- Agua bidestilada c.b.p. 11

E1 estuche de diagndstico para la determinacién de d&cido
(rico consta de:

- Reactivo de acido fosfotlngstico, 1 frasco con 230 ml.
- Carbonato de sodio al 14% , 1 frasco con 230 ml.
- Patrén de édcido Grico 1 mg/m1. 1 frasco con 20 ml.

2.2.3 Procedimiento.

Desproteinizar el suero, plasma u orina con tungstato de
sodio al 10% y acido suifdrico 0.083 N: filtrar o centrifugar.
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Pipetear en tubos de ensayo:.

Blanco Testigo Problema

Agua 3.0m
Patrén de ac. Grico 0.01 mg/ml 3.om
Filtrado 3.0m
" Reactivo de ac. fosfotingstico 1.0 ml 1.0 m 1.0 ml
Carbonato de sodio al 14% 1.0 ml 1.om 1.0 m1
Mezclar y dejar en reposo 15 minutos a temperatura ambiente.
Leer la densidad dptica del crombgeno formado a una longitud de
onda de 710 nm o con el filtro correspondiente (rojo). ajustando

a 100% de transmitancia o cero de absorbancia con el blanco de
reactivos. E1 color es estable durante 15 minutos.

Convertir 1a lectura a la concentracién por cdlculos o con
1a curva esténdar.
mg de &cido Grico /100 ml = D.0. problema

............. x 10
D.0. testigo

Curva esténdar (debe hacerse con cada lote de reactivos):
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Diluir el patrén de dcido drico 1:100 con agua destilada
para obtener una solucibn estandar que contenga 0.01 mg de &cido
drico/ml. Esta solucibn es estable una semana si se mantiene en
refrigeracién.

Medir exactamente para l1as diluciones de la curva:

Tubos Es}énd em37$?° des i?ada Egug\éalsg 2071'83 ml

1 0.0 m 10.0 m 0.0
2 2.5 ml 7.5 ml 2.5
3 5.0 m 5.0 ml 5.0
4 7.5m 2.5 ml 7.5
5 10.0 m 0.0 ml 10.0

La determinaci6n se realiza en 30 minutos aproximadamente.

2.2.4 Linearidad del método.

La curva esténdar es lineal hasta una concentracién de acido
urico de 15 mg/100 m1.



Fig. 19
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2.3 METODO DE LIEBERMANN-BURCHARD PARA LA DETERMINACION DE
COLESTEROL.

2.3.1 Fundamento del método.

E1 colesterol reacciona con anhidrido acético y &cido
sulfirico concentrado, constituyéndose en polimeros de
hidrocarburos no saturados. En el transcurso de la reaccién se
produce una pérdida de agua y una protonizacién del colesterol,
con lo que se origina un ion de enilcarbonio. A continuacibn,
este compuesto sufre nuevas deshidrogenaciones, proceso por el
cual se constituyen mds sistemas conjugados insaturados (Fig.
20). E1 color verde producido se mide espectrofotométricamente.

Los principales inconvenientes de este método son: con este
método se pueden encontrar valores 20% més elevados que con Tlos
obtenidos en Tos métodos de extracci6n por ser un método directo,
sueros hemolizados, ictéricos o Tipémicos dan resultados
elevados: y l1a toxicidad de los componentes del reactivo.

La reaccion que se 1leva a cabo data del siglo pasado, pero
el método como tal fué implantado a fines de la década de los
50's y utilizado en muchos laboratorios de andlisis clinicos en
todo el mundo. La Secretaria de Salud lo trabaja desde 1971 (30)
(31).
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2.3.2 Componentes del reactivo para 1a determinaci6n de

colesterol.

El  reactivo de color para colesterol

Liebermann-Burchard) estd constituido
sustancias:

- 1 131
%gi'ido acético glac gm'ico)

nerte al acido cr 451
- Anhidrido acético ACS 458
- Acido sulfarico ACS .9
- Mark-aff (* MR) 19
- Hielo seco CO 780

por

mi/1
ml/1
ml/1
g/1
a/1

(Reactivo de
las siguientes

El hielo seco debe usarse 1o mas reciente posible, ya que

absorbe 1a humedad con €1 paso del tiempo.

Las siglas ACS se refieren a 1a American Chemical Society.

El estuche de diagn6stico para la determinacién de

colesterol consta de :

- Reactivo de colesterol, 3 frascos con 175 m1 cada uno.
- Acido acético glacial QP, 1 frasco con 10 ml.
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- Patrén de colesterol 2 mg/ml, 1 frasco con 10 ml.

2.3.3 Procedimiento.

Para realizar la determinacién se utiliza suero’ o plasma.

'P'ipetear en tubos de ensayo:

Blanco
Acido acético glacial QP 0.1m
Patron de colesterol 2 mg/ml
Suero problema
Reactiv or pal .0m
cg?este?'o e(%ﬂos para 50w

Mezclar e incubar en bafio de agua a 37°C durante 6 minutos.
E1 nivel de agua en el bafio debe ser superior al nivel de 1los
reactivos en tubos. Sacar los tubos y secarlos por fuera. Leer 1a

Testigo Problema

0.1m .-
e 0am

5.0 ml 5.0 ml

densidad dptica del cromégeno formado en un espectrofotémetro,

una longitud de onda de 625 nm o con €1 filtro correspondiente
(rojo) ajustando a 100% de transmitancia o cero de absorbancia
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con el blanco de reactivos. E1 color es estable 20 minutos (19).
La lectura se convierte a la concentracidn por célculos:

mg colesterol/100 m! = D.0. problema x 200
D.0. testigo

La determinacin se realiza en 30 minutos aproximadamente.

2.3.4 Linearidad del método.

E1 método es 1ineal hasta concentraciones de colesterol de
300 mg/100 m1 (73).
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Fig. 20 Reaccifn que se verifica en 1a detemminacifn de colesterol por el método de Liebersann-
Burchard.
HOAC /H,S0, Ac,0(50,) Q ’9
HO
Colesterol Carbdnico idnico del Pentoenilcotidn

3, 5 - colestadieno



2.4 TOXICIDAD DE LOS COMPONENTES DE LOS  REACTIVOS
UTILIZADOS (32) (33) (69).

2.4.1 Acidos.

- Acido acético glacial (Contenido en Tos reactivos para
determinacién de glucosa y colesterol).

Limite de exposicion 10 ppm
Dosis letal calculada 5 ml/kg de peso

- Anhidrido acético (Contenido en el reactivo para determinacién
de colestrol).

Limite de exposicién 5 ppm
Dosis letal calculada 5 ml/kg de peso

- Acido orto-fosférico (Contenido en el reactivo para
determinaci6n de acido drico).

Limite de exposicion 1 mg/m cibico
Dosis letal calculada 1 g/kg de peso

- Acido sulfarico (Contenido en el reactivo para determinaci6n de
colesterol).
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Limite de exposicién 1 mg/m cibico
Dosis letal calculada 1 ml/kg de peso

Los 4cidos corrosivos destruyen los tejidos por accién
quimica directa. La proteina tisular es convertida en proteinato
dcido, el cual se disuelve en el 4&cido concentrado. La
hemoglobina es convertida en hematina acida oScura y es
precipitada. La dintensa estimulaci6n por el dcido causa pérdida
del 'ref'lejo del tono vascular. Los hallazgos patoldgicos son
corrosion e irritacién. Después de 1a ingestion frecuentemente se
encuentra 1a perforaci6n por corrosién e irritacién. E1 epitelio
del es6fago puede descamarse en partes o totalmente. E1 ojo
muestra denudacidn del epitelio corneal y en casos graves, edema
y necrosis de los tejidos mas profundos.

A. Envenenamiento agudo.

1. Ingestién: Dolor intenso con sensaci6n de quemadura en la
boca, faringe y abdomen, seguido por vémito y diarrea de sangre
precipitada, de color oscuro. La presi6n arterial cae
bruscamente. Se pueden encontrar manchas parduzcas o amarillentas
alrededor de, o en 1a boca.

2. Inhalacién: La inhalacién de vapores de &cidos o gases
irritantes causa tos, sensacion de ahogo y sintomas variables de
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cefalea, vértigo y debilidad, seguidos después de un periodo de
Tatencia de 6 a 8 horas por edema pulmonar con sensacién de
opresién tordcica, falta de aire, vértigo, esputo espumoso Yy
cianosis. Los hallazgos fisicos concomitantes son hipotension
arterial y alta frecuencia del pulso.

3. Contacto cutaneo: Los sintomas son dolor intenso y manchas
parduzcas o amarillentas. Las quemaduras usualmente penetran en
su totalidad el grosor de 1a piel, tienen bordes definidos y
sanan lentamente con formacién de cicatriz.

4. Contacto ocular: E1 edema conjuntival y Ja destruccién de la
cbrnea aparecen por el contacto con &cidos afin diluidos. Los
sintomas son dolor. lagrimeo y fotofobia.

B. Envenenamiento crénico (por inhalacién). La inhalacidn
prolongada de vapores de acidos pueden causar erosién de TJos
dientes seguido de necrosis maxilar. La irritacién bronquial con
tos crénica y los ataques frecuentes de bronconeumonia son
comunes. También se observan transtornos gastrointestinales.

2.4.2 Compuestos nitrogenados.

- Orto-toluidina
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Limite de exposicién 5 ppm
DL 50 5 mg/kg de peso

La o-toluidina transforma 1a hemoglobina en metahemoglobina.
La intensa metahemoglobinemia producida por esta sustancia puede
producir hipoxemia lo suficientemente grave como para lesionar
las células del Sistema Nervioso Central. En los hallazgos
patolbgicos efectuados en muertes producidas en una intoxicacién
aguda se encuentran sangre color chocolate, lesiones en el
rifibn, higado y bazo, asi como hemblisis: pueden también ocurrir
ulceraciones en 1a pared de 1a vejiga y necrosis.

Las principales manifestaciones en el envenenamiento con
este compuesto son cianosis e ictericia.

A. Envenenamiento agudo (por inhalacibn, absorcién cutinea o
ingestidn). Los sintomas y signos incluyen cianosis con cifras de
metahemoglobina mayores del 15% ; cefalea, respiracion
superficial y desvanecimiento con cifras de metahemoglobina de
40-50% ; confusi6n, descenso de 1a presidn arterial, 1letargo y
estupor a 60% ; convulsiones, coma y posiblemente muerte con
cifras de metahemoglobina del 70% o mas.

B. Envenenamiento crénico (por inhalaci6n o absorci6n cutinea).
Ocurren pérdida de peso, anemia, debilidad e irritabilidad.
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Pueden ser afectados el sistema. nervioso, higado, riflones y
médula Osea.

2.4.3 Sales.
- Tungstato de sodio (Contenido en el reactivo para determinacion
de &cido Orico).
Limite de exposicidn 1 mg/m clbico
Las sales solubles de tungsteno pueden producir fibrosis

puimonar.

- Sulfato de litio (Contenido en el reactivo para determinaci6n
de &cido drico.
Las cifras séricas no deben exceder de 1.5 meq/1t

Puede ocasionar diarrea, vomito, somnolencia, erupciones
cutdneas, debilidad muscular, falta de coordinacidn, movimientos
atetOsicos, coma y descenso de la presion arterial (32)(33).
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CAPITULO 3

METODOS PROPUESTOS



3.1 GLUCOSA.

La formulacién que se propone se desarrolld analizando 1a
bibliografia sobre 1a determinacién enzimética-colorimétrica de
punto final de 1a glucosa, a partir‘de 1980 a 1a fecha, 1o mismo
que la informacién de los reactivos enzimiticos de las casas -
comerciales.

Se hicieron pruebas con los diferentes componentes que
aparecen en la bibliografia, haciendo combinaciones de concentra-
ciones de enzimas, de procedencia de Tas mismas, de soluciones
amortiguadoras tanto de sus componentes como de sus pH's,
propiedades fotoquimicas de los compuestos formados, y finalmente
de las temperaturas de reacci6n y de las condiciones de estabili-
dad de Tos reactivos (34) (35) (36) (37) (38) (39) (40) (41).

3.1.1 Fundamento del método.

En el método de Ta glucosa oxidasa/ 4-aminofenazona (que se
conoce por sus siglas como GOD-PAP) la glucosa oxidasa convierte
enzimiticamente a la glucosa en &cido glucbnico y per6xido de
hidrégeno, el cual, en presencia de peroxidasa, produce 1la
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copulacién oxidativa de la 4-aminofenazona con el 2,4-
diclorofenol, dando Tugar a la formacién de una iminoquinona de
color rojo-cereza (Fig. 21), de intensidad proporcional a 1la
cantidad de glucosa presente en la reaccién (34).

La longitud de onda 6ptima para efectuar 1a Tlectura del
complejo colorido es 520 nm, de acuerdo al espectro.de absorcién
realizado de 400 a 600 nm con patrén de glucosa a una
concentracién de 3 mg/ml , en el cual 1a mixima absorcidn se
observa en un rango de 510 a 520 nm (Tabla 4) (Grafica 1). Sin
embargo, ya que pocos laboratorios de 1a Secretaria de Salud
cuentan con espectrofotdmetros 1o suficientemente sensibles para
registrar lecturas de densidad Optica por arriba de 1.0 (las
cuales se presentan cuando se analizan muestras con valores de
glucosa mayores de 300 mg/d1) se prefiere realizar la lectura a
una longitud de onda de 550 nm, ya que de esta manera se obtienen
valores mas bajos y se aumenta el rango clinico del anilisis.

3.1.2 Componentes del reactivo para la determinacién de
glucosa.

Para 1legar a 1a formulacién propuesta, se experimentaron 36
diferentes formulaciones del reactivo enzimdtico de glucosa,
haciendo con cada uno determinaciones con patrén de las Secreta-
ria de Salud de 1 y 3 mg de glucosa por ml.
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Se probaron soluciones amortiguadoras de fosfatos, acetatos
y tris hidroximetil aminometano, con 50 pH's diferentes variando
su concentracion, alcanzando el pH deseado tanto con reactivos
1iquidos como sdlidos, y se mantuvieron a temperatura ambiente y
en refrigeracién registrando tanto 1a temperatura del
refrigerador como 1a del medio ambiente dos veces al dia.
También se 1levd un control del pH y de las caracteristicas
fisicas de cada solucién. Posteriormente se les agregd cloruro
de sodio en distintas concentraciones 11evando el mismo control
anterior.

Como aceptores se utilizaron 4.aminofenazona, 4-cloro 3-
metil fenol y 2,3-diclorofenol. Se combinaron y se usaron
diferentes concentraciones de cada uno, intentando también
alcanzar su total solubilidad utilizando BriJ 96 en distintos
porcentajes.

Se probaron dos tipos de glucosa oxidasa, cruda y de tipo X-
S, ambas procedentes de Asperqillus niger de 50,000 unidades cada
una, marca Sigma Chemical. La glucosa oxidasa cruda tiene una
actividad de 7,250 unidades por miligramo de s61lido y 1a tipo X-S
119,000 unidades por miligramo de s6lido.

A los reactivos que funcionaron mejor se les agregb azida de
sodio como conservador al 0.1%, teniendo como control reactivo
sin azida de sodio para verificar que ésta no <inhibiera la accién
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de la peroxidasa. Se hizo su curva esténdar y se corrid su
espectro de absorcidén.

Cuando se determind 1a formulacidén que producia mejores
resultados, se le realizaron pruebas de estabilidad durante un
mes y medio, analizando diariamente el pH y la densidad dptica
del reactivo (que se mantuvo de 0 a 5°C), y reatizando determina-
ciones con patrones esténdar de glucosa de 1 y 3 mg/ml (elabora-
dos en el Laboratorio Central de Reactivos) (Tabla 5) (Gréficas
2,3 y4).

Con el reactivo anterior también se realizaron determina-
ciones con sueros control para Quimica Clinica, Moni-trol:-ES
Level I y Level II (marca Baxter Healthcare y American Date),
Kontrollogen LP y Kontrollogen L (marca Behring), Qualitrol N y
H (marca Merck), Precipath U y Precinorm U (marca Boehringer
Mannheim), cada uno en diferentes lotes (Tabla 6).

Con la formulacién més eficiente se desarrollaron, en
distintos dias, varios lotes piloto de 1a misma y se les realiza-
ron las siguientes pruebas con €1 fin de perfeccionar el resulta-
do de las determinaciones:

- Pruebas de reaccién a diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, y 50 °C) con patrones NIST con concentra-
ciones de 1 y 3 mg/dl y con patrones del Laboratorio Central de
Reactivos de 1a Secretaria de Salud en las mismas concentra
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ciones, incubande 15 minutos (Tabla 7) (Grafica 5).

Estabilidad del color con patrones que equivalen a 100, 200,
300, 400 y 500 miligramos de glucosa por decilitro, midiendo
densidad optica de cada uno, a los 15, 60, 120, y 180 minutos.
(Tabla 8) (Gréfica 6).

Se efectuaron determinaciones con 120 sueros de origen humano.

Todas las determinaciones anteriores se efectuaron por
triplicado y en diferentes fechas.

E1 reactivo enzimdtico para la determinacién de glucosa
quedd finalmente constituido por las siguientes sustancias:

- Glucosa oxidasa (GOD). Enzima que oxida a 1a glucosa en &cido
glucénico y perdxido de hidrégeno.
Procedente de Aspergitlus niger, Tipo X-S ; 50,000 U. E.C.
1.1.3.4, Cat. G-7141 . Sigma Chemical Co.

Peroxidasa (POD). Enzima que produce la copulacion oxidativa
de 1a 4-aminofenazona con el 2,4-diclorofenol.
Procedente de rdbano picante, Tipo I ; 100,000 U . E.C.
1.11.1.7 Cat. P-8125. Sigma Chemical Co.
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- 4-Aminofenazona. Aceptor de hidrdgeno.
(Cat. A-4382 ., Sigma Chemical Co.).

- 2,4-Diclorofenol. Aceptor de hidrégeno.
(Cat. D-6023 . Sigma Chemical Co.).

- Tris(hidroximetil)aminometanoc. Componente de la solucién amor-
tiguadera, '
(Cat. T-1503 . Sigma Chemical Co.).

- Fosfato monobdsice de potasio. Componente de la solucién
amortiguadora.
(Cat. 3246 . J.T. Baker).

- Cloruro de sodio. Favorece la jonizacién de los componentes de
1a solucifn amortiguadora.
(Merck)

- Azida de sodio. Conservador.
(Cat. S-2002 . Sigma Chemical Co.).

Nota: El1 noOmero que aparece a continuacién de las siglas E.C.
hace referencia al nimero de 1a Comisibn de Enzimas.
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REACTIVO UTILIZADO

- Glucosa oxidasa 8000 U/L

- Peroxidasa 1500 U/L

- 4-aminofenazona 0.25 mmol/L
- 2.4-diclorofenol 0.30 mmol/L
- Tris(hidroximetil)aminometano 0.05 mol/L
- Fosfato monobédsico de potasio 0.05 mol/L
- Cloruro de sodio 0.07 mol/L
- Azida de sodio 0.0154 mol/L

E1 contenido del vial se disuelve en 500 ml de agua
destilada. E1 reactivo ya preparado debe conservarse de 2 a 8°C
y protegido de la luz. Se observd que en estas condiciones el
reactivo es estable 1 mes como minimo (o hasta que Ta D.0 del
blanco sea mayor de 0.2 a 520 nm).

3.1.3 Costo del! estuche de diagndstico para 1la
determinaci6n de glucosa.

E1 estuche para 1a determinaci6n enzimatica de glucosa estd
calculado para 250 pruebas. Su costo es de N$ 14.65 (E1 precio no
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incluye el costo del patrén de glucosa de 6 mg/ml para realizar
1a curva estandar).

Substancia Cantiggdréggl_legra 500 ml Precio (N$)

- Glucosa oxidasa 0.0214 8.15
- Peroxidasa 0.008 3.81
- 4-aminofenazona 0.025 0.03
- 2,4-diclorofenol 0.02444 0.01
- Tr'ls(h1drox1met1'l) 3.029 1.97
aminome

- ggsgg%gsl_rl)gnobésuo 3.4022 0.34
- Cloruro de sodio 2.0704 0.07
- Azida de sodio 0.5 0.26

TOTAL 9.08044 14.65
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3.1.4 Procedimiento.
Para realizar la determinacién se utiliza suero o plasma.

Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Testigo | Problema

Agua.destﬂada 0.01 m
Patrén de glucosa 1 mg/ml 0.01 m
Problema 0.01 m
g?gcc:glgo enzimatico para 2.0 ml 2.0 m 2.0 m

Mezclar e incubar en bafio Maria a 37°C durante 15 minutos.
leer la densidad dptica del crombgeno formado en un
espectrofotémetro, a una longitud de onda de 550 nm. ET color es
estable durante 2 horas.

Convertir 1a lectura a su concentracién por célculos o con
1a curva estandar.
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D.0. bl
----- prod,m x 100 = mg glucosa/100 ml
D.0. testigo

Curva estéandar:

Para realizar la curva esténdar se utiliza patrdn de glucosa
de 6 mg/ml ; medir exactamente las diluciones para la curva:

Tubos Patroén de glucosa Agua Equivalente a mg
6 mg/ml destilada de glucosa/100 ml
1 0.5 ml 2.5m 100
2 1.0 ml 2.0 m 200
3 1.5 m 1.5 m 300
4 2.0m 1.0m 400
5 2.5m 0.5 ml 500
6 3.0m 0.0 m 600

Medir 0.01 ml de cada dilucién y continuar como se <indica en
el procedimiento.

La tabla 9 presenta los valores de D.0. que se obtuvieron al
realizar la curva estandar (Gréfica 7). Las lecturas se
realizaron en un espectrofotémetro Hitachi-Perkin Elmer.
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3.1.5 Linearidad del método.

E1 método es lineal hasta concentraciones de glucosa de
500 mg/100 ml.

NOTA: Las conversiones de X de transmitancia a densidad 6ptica
se hicieron de acuerdo a 1a tabla de conversiones que se
encuentra al final de la tesis.
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Fig. 21 Reaccifn que se verifica en la determinacibn enzimitica de glucosa
por el método de la glucosa oxidasa - 4-aminofenazona.
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TABLA 4 'is"eSEE‘c’igﬁ R R

— Patrén de glucosa_300 mg/d]
Hnggy ¥T D.0.

Jumior Las Tecturas se realizaron en un espectrofot6metro Coleman.
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TABLA 5 P[l*uebas de estabilidad del reactivo enzim&tico de
glucosa. -

FECHA RERC?tvo RERETIVO 1 Réﬁﬁﬂ

|

-

~

B IOINOND

SHTHEHTHEND

S, S S S S

T o o e o e e S S o e o S S S S, S e S S S S S S S S

Jun 10%as Tecturas se realizaron en un espectrofotémetro Coleman
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TABLA 6 esupen se 10s u'ltad?s de las  determin ciong
e glucosa_co| e re cE VO en mat1co utilizando
sueiros contral para 8 mica C mc

SUERO SRR cORFRIL Mo/ meOr o EndHRICo

ot

74-82 79
qgc; ]-t??1 *ES 249-282 270
Kontrollogen LP 239-259 248
Kontrollogen L 79-103 90
Qualitrol N 74-100 81
Qualitrol H 167-225 213
Precipath U 221-269 257
Precinorm U 106-130 115

JunioLas lecturas se realizaron en un espectrofotometro Coleman
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AB f 2 la_variacién de la temperatura de
TABLA 7 [iiecto 2?. a_varijac a egg 1gn

SRSHREE1EE o ffolgpeciomes e CRRerminec
Tenpgggtura 10 3 man
5 0.185 0.517
10 0.247 0.835
15 0.256 0.813
20 0.270 0.776
25 0.280 0.824
30 0.293 0.878
35 0.313 0.899
40 0.322 0.878
45 0.306 0.870
50 0.319 0.886

Jun 10%35 Tecturas se realizaron en un espectrofotémetro Coleman

Los ultados de las_ determinaciones _realizadas con
patrones NIﬁsy cgn patrones ECR ?ueron muy r:ﬁmﬂar‘taes. a :
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TABLA 8 qstagﬂwad del color del crombgeno formado g?n
mgucgterm'i nacién de glucosa con reactivo enzi-

th%?“ lg'g"ln. 68'8i n. lgborh'in. 188'3in.

100 0.388 0.386 0.370 0.373
200 0.801 0.806 0.801 0.801
300 1.170 1,173 1.171 1,168
400 1.606 1.613 1.599 1.579
500 2.060 2.070 2.030 2.020

Lag lecturas se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi
Perkin-Elmer.
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TABLA 9 Curva estindar realizada,K can et reactivo
g uc at‘lct ap ra 132 adetgr'm'inaC'lﬁn

Eqyivajente Jan ¥ T D.0
100 51.1 0.282
200 26.5 0.570
300 14.3 0.842
400 7.7 1.111
500 3.8 - 1.426
600 2.3 1.652

aé 1ecturas se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi-
Perkin Elme
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GRAFICA 7
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3.2 ACIDO URICO.

Para desarrollar 1a formulacién propuesta se analizd la
bibliografia sobre la determinaci6n enzimatica-colorimétrica de
punto final del acido drico. a partir de 1980 a 1a fecha, asi
como la informaci6n de los reactivos enziméticos de las casas -
comerciates. Se realizaron pruebas con los diferentes componentes
que aparecen en la bibliografia, haciendo combinaciones de
concentraciones, de enzimas, de procedencia de las mismas, de
soluciones amortiguadoras tanto de sus componentes como de sus
pH's, propiedades fotoquimicas de Tos compuestos formados ¥y
finalmente de las temperaturas de reaccién y de las condiciones
de estabilidad de los reactivos (44) (45) (46) (47) (48) (49)
(50) (51) (52).

3.2.1 Fundamento del método.

La uricasa oxida enzimiticamente al &cido Grico produciendo
alantoina, per6xido de hidrdgeno y bibxido de carbono. EIl
perdxido de hidr6geno generado produce 1a copulacién oxidativa de
Ta 4-aminofenazona con el &cido 3,5-dicloro-2-hidroxibencen-
sulfénico, mediante una reacci6n catalizada por 1a peroxidasa,
dando lugar a la formaci6n de una quinonimina roja (Fig. 22) , de
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intensidad proporcional a 1la concentracién de é&cido Grico
presente en la reaccién (34) (42).

La Tlongitud de onda 6ptima para efectuar la lectura del
complejo colorido es 520 nm, . de acuerdo al espectro de absorcién
realizado de 400 a 600 nm con patrén de cido JGrico con una
concentracién de 0.05 mg/ml, en el cual 1a mixima absorcién se
observa en un rango de 500 a 520 nm (Tabla 10) (Grafica 8).

3.2.2 Componentes del reactivo para 1a determinacién de
acido arico.

Antes de elegir 1a formulacién propuesta se analizaron 41
diferentes formulaci6nes del reactivo enzimatico de Acido Urico,

Las soluciones amortiguadoras estudiadas fueron de fosfatos,
realizéndolas con fosfato dibasico de sodio, fosfato monobésico
de potasio y Tris(hidroximetil)aminometano, probando 36 pH's
diferentes variando 1a concentracién de cada uno y combinadndolos.
Se realizaron pruebas de estabiiidad de soluciones mantenidas a
temperatura ambiente y en refrigeracién, 1levando un control de

Ta temperatura, €1 pH y las caracteristicas fisicas de cada solu-
cion.

Como aceptores se utilizaron 4-aminofenazona, Aacido 3,5
- 132 -



diclorofenol 2-hidroxibencensulfonico (DHBS) y 2,4 dicloro fenol,
combinandolos y variando 1a concentracién de cada uno.

Se probaron tres tipos de uricasa, procedentes de higado
porcino de 100 unidades, de Aspergillus flavus de 100 unidades y
Candida utilis de 50 unidades, variando las concentraciones de
cada una.

Se les agregd azida de sodio al 0.1% como conservador.

Se trabajé con patrén de 4cido Grico del Laboratorio Central
de Reactivos con una concentracion de 5 mg/d1, pero como éste
contiene formaldehido inhibe 1a accibn de la uricasa, por 1o que
se prepar6é un patrén disolviendo 60 mg de carbonato de litio en
75 ml de agua destilada a 60°C, posteriormente agregando 100 mg
de dcido Grico y aforando a 100 m1. De esta solucién se tomd una
alicuota de 5 ml y se 11evd a un volumen final de 100 ml para
obtener un patrén equivalente a 5 mg de &cido Grico por
decilitro.

Con este patr6n se realizaron todas las pruebas siguientes,
por triplicado y en diferentes fechas:

Cuando se determind 1l1a formulacién que producia mejores
resultados se le realizaron prubas de estabilidad durante un mes
y medio, analizando diariamente el pH y 1a densidad 6ptica del
reactivo (que se mantuvo de 0 a 5°C), y realizando determina-
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ciones con el patron arriba mencionado (Tabla 11) (Graficas 9,10
y 11),

Con la formulacién més eficiente se desarrollaron, en
distintos dias, varios lotes piloto de 1a misma y se les realiza-
ron las siguientes pruebas con el fin de perfeccionar el
resultado de las determinaciones:

Pruebas de reaccitn a diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, y 50 °C) incubando 30 minutos (Tabla 12)
(Gréfica 12).

Pruebas para determinar la estabilidad del color del
crombgeno formado (30, 60, 120 y 180 minutos) (Tabla 13) (Grafica
13).

Se efectuaron determinaciones con 120 sueros de origen humano.

E1 reactivo enzimitico para 1a determinacién de acido Grico
quedd finalmente constituido por las siguientes substancias:

- Uricasa. Enzima que oxida al Aacido drico produciendo
alantoina, peréxido de hidrégeno y biéxido de carbono.
de higado porcino, TipoV ; 100U . E.C. 1.7.3.3 Cat. U-9375
Sigma Chemical Co.).
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- Peroxidasa. Cataliza la copulacion oxidativa de la 4-
aminofenazona con el &cido 3,5-dicloro-2-hidroxibencensulféni-
o,
de rabano picante, Tipo I ; 100,000 U . E.C. 1.11.1.7 Cat.
P-8125 . Sigma Chemical Co.

- 4-Aminofenazona. Aceptores de hidrdgeno.
Cat. D-6023 . Sigma Chemical Co.

Acido 3,5-dicloro-2 hidroxibencensulfénico (DHBS). Aceptor
de hidrégeno.
Cat. D-4645 . Sigma Chemical Co.

Fosfato dibasico de sodio. Aceptor de hidrégeno.
Cat. 6586 Merck.

Nota: E1 nimero que aparece a continuacién de las siglas E.C.
hace referencia al nimero de 1a Comisién de Enzimas.

REACTIVO UTILIZADO

- Uricasa 50.0 U/L

- Peroxidasa 250.0 U/L
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- 4-aminofenazona 0.3 mmol/L

- DHBS 3.0 mmol/L

Fosfato dibdsico de sodio 39.7 mol/L
- Fosfato monobisico de potasio 10.3  mol/L

- Azida de sodio 0.0154 mol/L

E1 contenido del vial se disuelveen 100 ml de agua
destilada; el pH del reactivo ya preparado es de 7.35 a 7.40. E1
reactivo debe conservarse de 2 a 8°C y protegido de la Tuz. Se
observé que en estas condiciones e! reactivo es estable 1 mes
como minimo (o hasta que 1a D.0. del blanco sea mayor de 0.2 a
520 nm}.

3.2.3 Costo del estuche de diagndstico para la determinacion
de &cido drico.

El equipo para la determinacién enzimdtica de acido Grico
estd calculado para 50 pruebas. Su costo es de N$ 38.40
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Substancia Cantiggdréggéiegra 100 m Precio (N$)

- Uricasa 0.14750 37.10

- Peroxidasa. 0.00026 0.12

- 4-aminofenazona 0.00609 0.01

- Ac, 3,5-dicloro- 0.07950 1.05
2??}grox1bgng£g-
sulfénico

- Fosfato dibasico 0.56354 0.06
de sodio

- Fosfato monobasico 0.14014 0.01
de potasio

- Azida de sodio 0.1 0.05

TOTAL 1.03703 38.40

3.3.3 Procedimiento.

Para realizar 1a determinacidn se utiliza plasma o suero.
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Pipetear en tubos de ensayo:

‘Blanco Testigo Problema
Agua destilada 0.05 ml
Patrdn_de acido drico 0.05 ml
5 mg/m1
Problema e 0.05 ml
Reactgvo enﬁimatico 2.0m 2.0 m 2.0 mi
para acido Urico

Mezclar e incubar en bafio Maria a 37°C durante 30 minutos.
teer 1a densidad Optica del crombgeno formado en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 520 nm. E1 color es
estable.

Convertir 1a lectura a su concentracidn por cilculos o con
la curva esténdar.

D.0. problema

............. 00 = 100 m
510 testige x 500 mg acido Orico/100 m
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Curva estandar:

Para realizar 1a curva estandar se utiliza patrén de é&cido
drico de 20 mg/d1 ; medir exactamente las diluciones para la
curva.

Tubos FALOn e adil®  qehBfaga  GEYLVAlENLS 200"y
1 0.3 m 2.7 m 2
2 0.6 ml 2.4 m 4
3 0.9 m 2.1m 6
4 1.2 m 1.8 ml 8
5 1.5 ml 1.5 ml 10
6 1.8 m 1.2 m 12
7 2.1m 0.9 m 1
8 2.4 m 0.6 ml 16
9 2.7 m 0.3 m 18

10 3.0m 0.0 ml 20

Medir 0.05 m] de cada dilucién y continuar como se indica en
el procedimiento.

La tabla 14 presenta los valores de D.0, que se obtuvieron
al realizar la curva estdndar (Gréfica 14). Las lecturas se
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realizaron en un espectrofotémetro Hitachi-Perkin Elmer.

3.2.5 Linearidad del método.

E1 método es 1ineal hasta una concentraci6n de &cido trico
de 20 mg/100 ml.

NOTA: Las conversiones de % de transmitancia a densidad 6ptica se
hicieron de acuerdo a la tabla de conversiones que se
encuentra al final de la tesis.
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Fig. 22 Reaccién que se verifica en la determinaci6n enzimitica de Acido
frico por el método de 1a uricasa - 4-aminofemazona.

HN—-N—C=0 HZT o
o=C Q o=C C NQ
I " =0 uricosa ] el
HN—C—NH. + 2H,0 + 0, =+ HN—C—NH + Ho, + €O,
Acido "drico Alontoina
. o
C SO H N
2 0\:/ \N/CHa
2H,0, + + cl; Ic
N
cl .Hzl( CH,
Acido 3-5-dicloro-2- Y4 - aminogenazona

hidroxi - bencensvlgénico

1 peroxidasa

HO,5

N-(4-antipiri)}-3~cloro~ 5 - sulfonado ~p~ benzoquinenc - monoimina



TABLA 10 spectro de absorcion del eno formado
Eep acgagiup enz1m tica paggoqlggdeterminacién

Patrén de &cido drico de 5 mg/dl
hongitud ................................
e onda 0.
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Prugba d$ estabilidad del reactivo enzimético de
acido darico.

ci

TABLA 11

D.g " D.0.
relfive 5 masan

REACTIVO

FECHA

................................

B T T I T T T T T e T i O e e i e e

RO OO LIRO U= RO =R

pectrofétometro Coleman

Las Tlecturas se realizaron en un es|

Junior,
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TABLA 12 Efecto dg 1a variacién qe 1a teﬂgeratura ge
g n el Z reacc ones de determinaci
enz1m tica de c1d

Temngatura 5 3@9&1
5 0.048
10 0.050
15 0.059
20 0.060
25 0.060
30 0.064
35 0.062
40 0.052
45 0.047
50 0.037

Junio#as lecturas se realizaron en un espectrofotdmetro Coleman
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TABLA 1 tabilidad d del fi
3 Eg aggt?ggmaglégo gracﬁdocﬁgﬁge mc)onorrrr‘lgggﬁsg
enzimatico.

ACIDO URICO D.0. .0, B.0, 0.0,
rng/gil‘ 30 min. 60 min. 120 min. 180 min.

3 0.030 0.037 0.037 0.035
5 0.059 0.066 0.065 0.064
9 0.144 0.150 0.152 0.140

Jun1o[r5‘5tas Tecturas se realizaron en espectrofotémetro Coleman
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TABLA 14 Curva

Perki ILI?

reald
enz1mat$ggégg?'g dggglmfralggm

50 SL1d63Y

681008t/ 0 *T 0.0:
2 92.75 0.033
4 86.00 0.066
6 79.75 0.098
8 73.75 0.132

10 68.25 0.166
12 63.75 0.19
1 59.00 0.229
16 54.50 0.264
18 50.25 0.299
20 46.50 0.332

ivo
co.

§1 lecturas se realizaron en un espectrofotometro Hitachi

mer.
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GRAFICA 8 ESPECTRO DE ABSORCION DEL
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GRAFICA 9 PRUEBAS DE ESTABILIDAD
DEL REACTIVO ENZIMATICO
DE ACIDO URICO

PH Reactwo
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GRAFICA 10 PRUEBAS DE ESTABILIDAD
DEL REACTIVO ENZIMATICO
DE ACIDO URICO
D.0O. Reactivo
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GRAFICA 11 PRUEBAS DE ESTABILIDAD DEL
REACTIVO ENZIMATICO DE
ACIDO URICO
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GRAFICA 12 EFECTO DE LA VARIACION DE LA
TEMPERATURA DE INCUBACION
EN LAS REACCIONES DE
DETERMINACION ENZIMATICA DE
ACIDO URICO

D.O. 5 mg/d!
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GRAFICA 13 ESTABILIDAD DEL COLOR DEL

0.07

0.06

0.05| - -

0.04 S —

0.03 |- -

0.02 [N

0.01

D.O. Patrén Acido Urico 5 mg/di

CROMOGENO FORMADO EN LA
DETERMINACION DE ACIDO
URICO CON REACTIVO
ENZIMATICO

|

\

% %
% 2 %
Tiempo (minutos)
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RAFICA 14 CURVA ESTANDAR REALIZADA
CON EL REACTIVO ENZIMATICO
PARA DETERMINACION DE

ACIDO URICO
D.O.
o 1 4 ¢ e 75
® ° % % %
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3.3 COLESTEROL

La formulacién propuesta se desarroll6 analizando la
biblijografia sobre la determinacidn enzimético-colorimétrica de
punto final del colesterol, a partir de 1980 a ta fecha, 1o mismo
que Ta informacién de los reactivos enzimiticos de las casas
comerciales. Se hicieron pruebas con los diferentes componentes
que aparecen en la bibliografia, haciendo combinaciones de
concentraciones, reactivos y pH's Optimos de reacci6n (53) (54)
(55) (56) (57) (58) (59) (60) (61) (62) (63) (64) (65) (66) (67)
(68) .

3.3.1 Fundamento del método.

La colesterol esterasa cataliza la hidr6lisis enzimitica de
los ésteres del colesterol en dcidos grasos y colesterol 1ibre,
el cual es entonces oxidado por la colesterol oxidasa en colest-
4-en-3-ona y peréxido de hidrfgeno: este GItimo. en presencia de
peroxidasa, produce 1a copulacién oxidativa de Ta 4-aminofenazona
y el 2.,4-diclorofenol, dando lugar a la formacion de una
iminoquinona de color rojo-cereza, de intensidad proporcional a
Ta cantidad de colesterol presente en 1a reacci6n (34) (54).

ta longftud de onda 6ptima para efectuar 1a Tectura del
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compiejo colorido es 520 nm, de acuerdo al espectro de absorcidn
realizado de 460 a 600 nm con patron de colesterol con una
concentracién de 200 mg/dl, en el cual la méxima absorcibn se
observa en un rango de 500 a 520 nm (Tabla 15)(Grafica 15).

3.3.2 Componentes del reactivo para la determinacion de
colesterol.

Para determinar la formulacidn propuesta se analizaron 12
diferentes formuiaciones del reactivo enzimitico de colesterol.

Se probaron diferentes substancias que ayudaran a aumentar la
actividad de la enzima colesterol esterasa y 1a solubilidad de
los componentes de 1a formulacién, como: Carbowax 8000, Triton X-
100 y Taurocolato de sodio, variando las concentraciones de cada
uno y haciendo combinaciones con todos ellos.

Se analizaron tres tipos de colesterol estearasa provenien-
tes de: Pseudomonas fluorescens con 500 unidades, Pseudomonas
species con 500 unidades y de péncreas bovino con 1000 unidades;
y dos tipos de colesterol oxidasa, de Nocardia erythropolis con
100 unidades, y de Pseudomonas fluorescens con 500 unidades. Se
variaron 1las concentraciones de cada enzima, asi como 1la
temperatura y tiempo de formulacidn.
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A .'Ias formulaciones se les agrego azida de sodio al 0.1%
como conservador.

Para realizar las determinaciones se utilizé patrén de
colesterol de 200 mg/d1. Con este patrén se realizaron todas las
pruebas siguientes, por triplicado y en diferentes fechas:

Cuando se determiné la formulacién que producia mejores
resultados se le realizaron pruebas de estabilidad durante un mes
y medio, analizando diariamente el pH y 1a densidad éptica del
reactivo (que se mantuvo de 0 a 5°C), y realizando determinacio-
nes con el patrén arriba mencionado (Tabla 16) (Gréficas 16,17 y
18).

Con 1a formulacidn mas eficiente se desarrollaron, en
diferentes dias, varios lotes piloto de 1a misma a los que se les
realizaron Tlas siguientes pruebas con el fin de perfeccionar el
resultado de las determinaciones:

Pruebas de reaccidn a diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 y 50°C) incubando 30 minutos. (Tabla 17)
(Grafica 19).

Pruebas para determinar 1a estabilidad del color del crombgeno
formado (30, 60, 120 y 180 minutos). (Tabla 18) (Grafica 20).

Se efectuaron determinaciones con 120 sueros de orfigen humano,
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E1 reactivo enzimitico para 1a determinacién de colesterol
esté constituido por las siguientes sustancias:

- Colesterol esterasa

(de Pseudomonas species ; 500 U . E.C. 3.1.1.13 Cat. C-1403
Sigma Chemical Co.). :

- Colesterol oxidasa
(de Pseudomonas fluorescens : 500 U . E.C. 1.1.3.6 Cat. C-7149
Sigma Chemical Co.).

- 4-Aninofenazona
(Cat. A-4382 Sigma Chemical Co.).

- 2,4-Diclorofenol
(Cat. D-6023 Sigma Chemical Co.).

- Acido taurocdtico
(Cat. T-4009 Sigma Chemical Co.).

- Azida de sodio
(Cat. S-2002 Sigma Chemical Co.).

Nota: E1 nimero que aparece a continuacién de las siglas E.C.
hace referencia al nimero de 1a Comisién de Enzimas.
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REACTIVO UTILIZADO

- Colesterol esterasa 100 u/L

- Colesterol oxidasa 100 u/L

- Peroxidasa 1500 u/L

- 4-aminofenazona 0.5 ‘mmo1/L
- 2,4-diclorofenol 0.6 mmol/L
- Fosfato dibisico de sodio 29.2 mmol/L
- Fosfato monobdsico de potasio 20.8 mmol/L
- Acido taurocdlico 5.2 mmol/L
- Azida de sodio - 0.0154 mol/L

E1 contenido del vial se disuelve en 500 ml de agua
destilada; el pH del reactivo ya preparado es de 6.95 a 7.0 . EI
reactivo debe conservarse de 2 a 8°C y protegido de 1a luz. Se
observ6 que el reactivo es estable 1 mes como minimo (o hasta que
1a D.0. del blanco sea mayor de 0.2 a 520 nm).

3.3.3 Costo del esiucrie de diagndstico para 1a determinacion
de colesterol.

E1 estuche para la determinacidn enzimitica de éo'lestero'l
estd calculado para 250 pruebas. Su costo es de N$ 393.20
- 158 -.



Substancia Cant'idag sggétqega 500 m1 Precio (N$)

- Colesterol 0.00025 211.11
esterasa

- Co]ssterﬂ 0.00970 100.00
oxidasa

- Peroxidasa 0.00800 3.81

- 4-aminofenazona 0.05080 0.05

- 2.4-diclorofenol 0.04890 0.02

- Fosfa'éo dibésico 2.07260 0.12
de sodio :

- Fosfato monobdsico 1.41530 0.14
de potasio 53

- ngrocolato de 1.39800 77.62
sodio

- Azida de sodio 0.5 0.26

TOTAL 5.50355 393.20

3.3.4 Procedimiento.

Para 1levar a cabo 1a determinacidn se wutiliza suero o
plasma.
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Pipetear en tubos en ensayo:

Blanco Testigo Problema
Agua destilada 0.02 ml
gatr9n de colesterol 0.02 ml
mg/mi
Problema 0.02 ml
Reactiv enzim?t'lco 2.0m 2.0 ml 2.0 ml
para colestero :

Mezclar e dincubar en bafio Maria a 37°C durante 30 minutos.
Leer la densidad OGptica del crombgeno formado en wun
espectrofotémetro, a una longitud de onda de 520 nm. E1 color es
estable durante 2 horas.

Convertir la lectura a su concentracién por cdlculos o con
Ta curva esténdar.

0.0,
__9__?'_'9‘,’!?'1‘? x 200 = mg colesterol/100 ml
D.0. testigo
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Curva estandar:

Para realizar la curva estandar se utiliza patron de
colesterol de 200 mg/d1. (Tabla 19) (Gré&fica 21).

Moo RSt Pmscigerimiic ittt
268 mgﬁog ml P de co egterrlo?

1 0.01 m 2.01 ml 1

2 0.02 ml 2.00 ml 200

3 0.03 ml 1.99 ml 600

4 0.04 m 1.98 ml 800

3.3.5 Linearidad del método.

E1 método es lineal hasta una concentracién de colesterol de
800 mg/100 ml.

NOTA: Las conversiones de ¥ de transmitancia a densidad optica se
hicieron de acuerdo a 1a tabla de conversiones gque se
encuentra al final de l1a tesis:
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Fig- 23  Reaccifn que se verifica en 1a determinacifn enzimitica de colesterol por el mitodo de
12 colesterol axidasa — 4-aminofenazona.

ﬁ)ﬁ/y Cbl&‘l‘&flﬂ /@/}/ colesterol &S\/\(
oxndasc
+ Ho EEEI, +o, } H0,

1l
R-C-0

Ester de colesterol Colestero} Colest-4-en-3-ona
OH Q N_ SH o N CH
N\ 3
cl \T/ \N/ \\C/ \T/ ‘
2H_O, + + C=—=C Pg—“'—.dg?ib 0—/—\—‘N—C=C + 4HO
22 / \ =/ \ z
(o] HZN CH, CH3

2-4-diclorogenc! 4-aminogenazona 4(p- benzoquinona=monoimino ) genazona



TABLA 15 spectro de absorcidn del crombgeno formago en
Eg?eggggg:l n enzimatica de 'ia deggermmaagn de

. Las Tlecturas se realizaron en un espectofotbmetro Coleman
Junior. .
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Prueb? de es?abﬂidad del reactivo enzimatico
d estero].

e Co

TABLA 16

D0
REACTIVO

VO

ReaY

D.0.
0/d'l.

200 mg

FECHA

.................................

lecturas se realizaron en un espectrofotémetro Coleman

Las

Junior.
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TABLA 17 Efecto de 1a vgriacién de 1a temperatura de
incub c18n en ?a reagqones de rtqgt:er'mnamlgn
enzimatica de colesterol.

ERATU .0.
TENPERATURA 2000hg7d1
5 0.546
10 0.626
15 0.602
20 0.604
25 0.616
30 0.608
35 0.611
40 0.589
45 0.587
50 0.537

Junio%as lecturas se realizaron con un espetrofotémetro Coleman
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tabili ] color del 0 formado .en
TABLA 18 Z:;ggt?gg nggiéﬁodgrco es%gom?gegon reactivo

COIII.‘E]?(IEROL 38 min. 68 min IZB'gin. 188'3in.

200 0.602 0.602 0.598 0.594

Jun'lo%as lecturas se realizaron en un espectrofotémetro Coleman
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TABLA® 19 Cur a atgistandar rea‘l1zada con el react:ivo

ara determinacion
co esterol.
1 0.
Mi¥gaente 3, a9 ¥T 0.0
100 0.305
200 0.611
600 1,833
800 . 2.444

E 1ecturas se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi
Perkin Tme!
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GRAFICA 15 ESPECTRO DE ABSORCION DEL
CROMOGENO FORMADO EN LA

REACCION ENZIMATICA DE
DETERMINACION DE
COLESTEROL
PATRON DE COLESTEROL
200 mg/di
D.O.

Longitud de Onda (nm)
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GRAFICA 16 PRUEBAS DE ESTASBILIDAD
DEL REACTIVO ENZIMATICO
DE COLESTEROL

8 pH Reactivo
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GRAFICA 17 PRUEBAS DE ESTABILIDAD DEL
REACTIVO ENZIMATICO DE
COLESTEROL

D.O. Reactivo
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GRAFICA 18 PRUEBAS DE ESTABILIDAD
DEL REACTIVO ENZIMATICO
DE COLESTEROL

D.O. 200 mg/di
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GRAFICA 19 EFECTO DE LA VARIACION DE LA

TEMPERATURA DE INCUBACION
EN LAS REACCIONES DE
DETERMINACION ENZIMATICA DE
COLESTEROL
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GRAFICA 20

ESTABILIDAD DEL COLOR DEL
CROMOGENO FORMADO EN LA
DETERMINACION DE
COLESTEROL CON REACTIVO
ENZIMATICO

D.O. Patrén 200 mg/d

% %
2 %
Tiempo (minutos)
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GRAFICA 21 CURVA ESTANDAR REALIZADA
CON EL REACTIVO ENZIMATICO

PARA DETERMINACION DE

COLESTERCL

o 900

2 %
mg colesterol/d|
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3.4 TOXICIOAD DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS. (32)(33)(69)

La prevencibn del envenenamiento requiere del conocimiento
adecuado' de las ‘propiedades-nocivas de las substancias. El
quimico laboratorista debe ser educado en los. peligros que
representan los diferentes productos quimicos con lTos que va a
trabajar.

E1 equipo y ropa protectora consta del uso de miscaras para
filtracin de particulas, ventilacidn por extractores de aire
durante el pesado y mezclado en seco, lentes de proteccién, y
guantes de tela con recubrimiento de hule natural para proteger
contra acidos, sales y cetonas, siempre que sea necesario.

A continuaci6n se da un resumen del procedimiento de
urgencia en caso de envenenamiento:

a) Venenos ingeridos: Mantenga 1a respiracion y la circuiacién.
Induzca el vbmito (excepto cuando se han dingerido é&cidos o
alcalis, ya que aumenta Tla posibilidad de perforacibn
géstrica) dando 15 ml de jarabe de hipecacuana por via bucal y
posteriormente administre carbon activado.

b) Contaminacién cuténea: Enjuague abundantemente con agua '
toda el &rea contaminada para diluir y remover el veneno.
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¢} Venenos inhalados: Retirar al enfermo del. sitic de
exposiciébn, establecer un adecuado conducto para aire y
administrar oxigeno y respiracidn artificial.

d) Lesiones oculares: Enjuagar el ojo con abundante agua.

3.4.1 Compuestos aromiticos.

- 4-aminofenazona (Contenida ‘en los reactivos enzimatices para
~ determinacidn de glucosa, colesterol y acido drico).

Este compuesto es dafiino por ingestién. Irrita los ojos, el
sistema respiratorio y la piel. En caso de contacto con los ojos
enjudguelos inmediatamente con abundante agua y consulte al
médico. Para trabajar con esta sustancia debe usarse ropa
protectora adecuada.

- 2,4-diclorofenol (Contenido en los reactivos enzimticos para
determinacion de glucosa y colesterol).

Dosis letal 5 gr
Los derivados del fenol alteran y precipitan las proteinas
celulares, envenenando asi directamente todas 1as células. Los
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hallazgos patolégicos en muertes producidas por derivados del
fenol son necrosis de 1as mucosas, edema cerebral y cambios
degenerativos hepéticos y renales.

Este compuesto puede ser carcinbgeno. Es dafiino por
inhalacion, contacto por 1a piel e ingestién. Irrita los ojos, el
sistema respiratorio y la piel, '

En caso de contacto con los ojos enjudguelos inmediatamente
con abundante agua y consulte al médico. Para trabajar con esta
sustancia debe usarse ropa protectora adecuada y protectores para
ojos y cara. E1 polvo no debe respirarse.

3.4.2 Compuestos nitrogenados.

-« Tris(hidroximetil)aminometano (Contenido en el reactivo
enzimatico para determinacién de glucosa).

Dosis letal 50 calculada 50 ar
Puede irritar ligeramente los ojos, sistema respiratorio y
piel. En caso de contacto con 10s 0jos enjudguelos inmediatamente
con abundante agua y consulte al médico. Para trabajar con esta
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sustancia debe usarse ropa protectora adecuada.

- Azida de sodio (Contenida en los reactivos enzimdticos para
determinacién de glucosa, &cido (rico y colesterol).

Dosis letal 50 37 mg/kg

Puede causar dafios genéticos. Es muy tdxica por inhalacidn,
contacto por 1la piel e ingestidn. Al ponerse en contacto con
acidos 1ibera gases muy téxicos. Su calentamiento puede causar
una explosion. Evite su contacto con metales.

Puede afectar Tos nervios del corazén. Si siente algin
malestar consulte a su médico. Para trabajar con esta sustancia
debe usarse ropa protectora adecuada, guantes y protectores para
ojos y cara. No respire el polvo.

3.4.3 Acidos.

- Acido 3,5-dicloro-2-hidroxibencensulfénico (Contenido en el
reactivo enzimitico para determinacion de cido drico).

Es irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. gn
caso de contacto con los ojos enjuaguelos inmediatamente con
abundante agua. Para trabajar con esta sustancia debe usarse ropa
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protectora adecuada.

- Acido tauroctlico (Contenido en el reactivo enzimético para
determinaci6n de colesterol).

Las propiedades toxicolégicas de este compuesto no han sido

totalmente determinadas, por lo que se recomienda manejarlo con
precaucién.

3.4.4 Enzimas.

Evite su contacto e inhalaci6n.
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CAPITULO 4

'VENTAJAS DE LOS METODOS PROPUESTOS
SOBRE LOS UTILIZADOS ACTUALMENTE EN
LA SECRETARIA DE SALUD



Para el perfeccionamiento del diagnéstico, el médico se
apoya cada vez mds en los resultados de los andlisis de laborato-
rio, por lo que es conveniente que Tos métodos analiticos
utilizados proporcionen resultados confiables.

Una de Tas principales caracteristicas que debe tener un
método analitico es su especificidad; un método especifico
permite registrar cualitativa o cuantitativamente una Gnica
substancia. Una de Tas metas que se plantea la Quimica Clinica
es 1a substitucidén de las reacciones inespecificas con métodos de
especificidad absoluta.

Los métodos enzimdticos que se proponen tienen una mayor
especificidad que los métodos de determinaci6n actuales.

La determinacion enzimatica de glucosa registra exclusivamen
te 1a glucosa presente en 1a muestra; el método de determinacién
con aminas aromiticas tiene T1a desventaja de que ademds de 1la
glucosa también otros azucares reductores como Tla fructuosa,
manosa y galactosa presentes en 1a sangre originan diversas
cantidades de crombgeno.

La determinacién del dcido Grico basada en Ta reduccién del
&cido fosfotOngstico posee serias desventajas: las proteinas
interfieren en 1la reacci6n, ademds de que son miltipies 7los
compuestos existentes en el organismo que reducen el 4cido
fosfotiingstico y provocan l1a aparicién de una substancia de color
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azul; entre &stos pueden mencionarse 1as concentraciones elevadas
de glutatién, cisteina y glucosa. A lo anterior debe sumarse el
hecho de que son miltiples los farmacos capaces de dar una
reaccibn positiva, por ejemplo, los salicilatos, cafeina,
teofilina y tecbromina. En el método enzimitico 1a uricasa es
capaz de oxidar especificamente el 4cido Urico y sus sales a
alantoina, por 1o que es una determinaci6n completamente
especifica.

E1 método de Liebermann-Burchard para 1a determinacién de
colesterol presenta 1a desventaja de que el desmosterol,
substancia precursora en el proceso de sintesis endbgena del
colesterol (ver Fig. 14), puede alterar el resultado del andlisis
al ser registrado, dinterfiriendo ademds 1a ~hemoglobina y 1la
bilirrubina, pudiendo elevar hasta en un 20%¥ el valor real. En
cambio, el método enzimdtico no presenta ninguna dinterferencia
por hemoglobina y/o bilirrubina, ya que determina Gnicamente el
colesterol 1ibre.

Los componentes utilizados en 1a preparacién de 1los
reactivos enzimaticos no representan un riesgo para la salud del
quimico analista ni de 1a persona encargada de su produccién ya
que en general son poco téxicos y ademds se utlizan en muy
pequefia cantidad. '

Los métodos propuestos han sido validados, demostrando asi
que son lineales, especificos y precisos.
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A continuaci6n se muestra una tabla comparativa de Tlos
costos por prueba con los estuches de diagndstico de 1a Secreta-
ria de Salud y los enzimaticos.

Métoggssg?ﬁaetaria Nimero de Preggocﬁgl Pr"t;'qlil obgor

ruebas e
P 1
Glucosa 130 136.00 1.05
Acido Urico 225 51.00 0.20
Colesterol 920 123.00 1.36
Métodos Enzimaticos
Glucosa 250 14.65 0.05
Acido (rico 50 38.40 0.75
Colesterol 250 393.20 1.55

A pesar de que los costos de los estuches de diagndstico
para la determinacitn enzimatica de acido Grico y colesterol son
un poco mas altos que los de la Secretaria de Salud, el precio se
Jjustifica por 1a mayor especificidad y menor toxicidad que tienen
los métodos enziméticos propuestos.

La estabilidad del crombgeno formado en 1las reacciones
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enzimdticas es de aproximadamente dos horas, lo cual ‘es convenien
te ya que da un tiempo bastante ampilo para poder leer en el
espectrofotdmetro la densidad 6ptica.

Otra ventaja del reactivo propuesto es su presentacidén, ya
que permite reconstituirse cuando ya se va a utilizar. Los -
Taboratorios a 7Jos que estd destinado tienen gran demanda de
andlisis, por lo gque se calcula que una vez reconstituido el

reactivo se consumird en un periodo menor al establecido para-su
estabilidad.

No es necesarjo adicionar substancias anticoagulantes, ni
desproteinizar la muestra de suero o plasma para 1levar a cabo
las determinaciones enzimiticas propuestas.

Por otra parte el estuche de diagnstico de los reactivos
enzimdticos es pequefio, ya que solo consta de un frasco que no

contiene mds de nueve gramos, lo que facilita su transportacién y
almacenamiento.

Las concentraciones de metabolitos que alcanzan a detectar
los reactivos enzimaticos son. gpor mucho, mayores que las de las
regiones patoldgicas, de tal manera que se jpueden determinar
concentraciones séricas muy elevadas sin necesidad de hacer
diluciones. .
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CAPITULO 5

VALIDACION DE LOS METODOS
PROPUESTOS



La validacién de un método analitico es parte  fundamental
del desarrollo de una nueva formulacién, ya que nos permite
conocer si ésta cumple con los propésitos para los cuales fue
disefiada. La validaci6n proporciona una medida del comportamiento
del método, y se define como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que Ta capacidad del
método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas. La capacidad se expresa, en este caso, en términos de
parametros analiticos.

Debe considerarse que en 1a aplicacion de 1os criterios de
evaluacién de un método analitico prevalecerd ante todo Ta
experiencia y el criterio de 1a persona que 1leve a cabo Ta
validacion,

DEFINICIONES: (74)

Linearidad. La linearidad de un sistema o método analitico
es su habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matemética bien definida, son proporcionales a la
concentracién de 1a sustancia dentro de un intervalo determinado.
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Exactitud. La exactitud de un método analitico es 1la
concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor
de referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido
del analisis de muestras a las que se les ha adicionado canti-
dades conocidas de 1a substancia.

Precision, La precisién de un método analitico es el
grado- de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
muestreos de una mezcla homogénea del producte. Usualmente se
expresa en términos de Desviacién Esténdar o del Coeficiente de
Variacién,

La precisién es una medida del grade de reproducibilidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo las condiciones normales
de operacién.

Repetitibilidad. Es 1a precisién de un método analfitico
expresada como la concordancia obtenida entre determianciones
independientes realizadas bajo 1as mismas condiciones (analista,
tiempo, aparato, laboratorio, etc.)

Reproductibilidad. Es 1a precisién de una método anali-
tico expresada como la concordancia entre determinaciones
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independientes realizadas bajo diferentes condiciones (diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes
Taboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.)

Especificidad. Es 1la habilidad de un método analitico .
para obtener una respuesta debida Gnicamente a 1a substancia de
interés y no a otros componentes de la muestra.

Estabilidad de Ja muestra. Es 1a propiedad de una mues-
tra preparada para su cuantificacién, de conservar su integridad
fisicoquimica y 1a concentracion de 1a substancia de interés, de
almacenarse durante un tiempo determinado bajo, condiciones espe-
cificas.

DETERMINACIONES:

Linearidad del sistema. Se determina construyendo una
curva de calibracion (concentracién contra respuesta medida)
utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir de
una misma solucidn patrén y haciendo an&lisis cuando menos por
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duplicado para cada dilucion.

E1 intervalo entre las concentraciones a analizar dependers
del propbésito del método.

Los criterios para 1a validacién de la linearidad del siste-
ma son los siguientes:

Vv = 1.5¢
r = 0.99
rz =z 0.9
Precisibn del sistema. Se determina por el anilisis

sextuplicado de una misma solucidn estandar correspondiente al
100% establecido en Ta linearidad del sistema.

E1 criterio para validar la precisi6n del sistema es el
siguiente:

Cv = 1.5%
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METODOLOGIA:

Linearidad del sistema:

- Calculos preliminares para coeficiente de correlacion y
coeficiente de determinacion:

Ix = n(xl+x2+ .. .+xt)

Iy = yll+yl2z2+ ., .. +yln+y21+y22+ ., . .+y2n+
LE YL+ yt2 4+, L+ oytn

Ix2 = n (1% + x2% + . , . + xt?)
Syt = yll? 4+ y122 + . . .+ yln® + Y212 4 y222 + . . .
+y2n? +, , L+ ytl2 + YE22 4+, , | + ytn?
Ixy = X1 (y11 + y12 + yln) + x2 (y21 + y22 + . . . + y2n) +
D xt (Yt + yt2 + . . .+ ytn)

- Calculos finales para el coeficiente de correlaci6n y
coeficiente de determinacibn:
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It (D) - @I
[nt (Ex=) (Zx)’] [nt (Zyz)

CInt (Bxy) - (BN
[nt (Ex?) - (2x)?] [nt (Zy?) - (Zy)?]
- Calculos preliminares para el coeficiente de variaci6n:
(a) Calcular para cada punto de 1a linearidad del sistema

el siguiente factor:

propiedad medida (y)

F1 o= Y
x1
Flo - Y2
x1



Flp = "-%...
.x1

Ftl = ytl
xt

Ft2 = _¥??_
xt

ytn

Ftn = «%...
tn xt

- Calcular la suma de factores, Ta suma de cuadrados de Tos
factores y 1a media del factor:

]F = FIL+FIR2+Fln+ ., . ., + Ftl + Ft2 + Ftn

3F2 = (F11)2 + (F12)2 + (F1n)2 + , . . + (Ft1)? + (Ft2)2 +
(Ftn)?
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donde:

N = nimero de puntos de 1a linearidad del sistema.

- Calculos finales para el coeficiente de variacién:

w. [ ne - om T
N(N-1)
DE
CV = .... x 100
F
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GLUCOSA.

1. Linearidad del Sistema.

Curva esténdar del reactivo enzimético para 1a determinacibn
de glucosa:

1 .0.
L N n " v
gg ?:?22 gzggé

t=5
n=2
Zx = 3000 Zy = 8.448
(Zx)2 = 9'000,000 (Zy)2 = 71.3687
Ix? = 1'100,000 Iy? = 8.7410
Iy = 3100.6

Coeficiente de correlacion (r)

Int (3xy) - (TX)(Zy)]*

[nt (Zx*) - (Ex)?] [nt (Zy*) - (Iy)*]
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[ 10 (3100.6) - (3000)(8.448) )¢

[10 (1'100,000) - 9°000,000] [10 (8.741) - 71.3687]

r= 0.999

Coeficiente de variacién (cv)

F1 = -0:282 0. 002820

F2 = -2:3%%. L g, 002825

F3 = eenven- = (.002806

FA = .-i.:=- = 0.002777

F5 = --iro- = 0,002852
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= 0.002800

= 0.002850

= 0.002796

= 0,002770

= 0.002850



3F = 0.02814

ZF2 = 0.0000792

F = 0.002814

[ N @R - R

DE =

10°(10° "D
DE = 0.00003%4
OV = -eneee x 100
F
0.0000394
----------- 00
O 5looasiag” *
CV = 1.40 ¥

%
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CRITERIOS VALORES OBTENIDOS

r=0.,99 0.9996
r2 = 0,98 0.9992
oV s 1.50 & 1.40 ¥
tan o 13 curva esté?dar del Feactiv? enzimatico parl‘a
etermiga? glucosa cumple con 10s criterios para la
ineari del s1 stema.

2.Precisibn del sistema:

L t épti
91ucoSa con ha conContracion de T fglaj o oprica del patron de
DIA ANALISTA 8

TOMOMND b
(== ]

N=12

Iy = 4.072

(Zy)* = 16.58118
Ty = 1.38183

y = 0.33933 ,
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2 - 2
oE = | M@ - ]

- 1
o 12 (1.38183) - 16.58118 r

DE = 0.0024308

CV =0.71%

C CV s 1.5 se cumple con el criterio para la precisifn
del sistema. ue P P
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ACIDO URICO.

1. L'IneaMdad del Sistema. -

gr‘va estandar del reactivo enzimdtico para la determinacidn
de acido

urico
id D.O.
.“.“:'.".’?Ts%’>‘.‘f‘?‘_”°‘. ...... n e

2 0.033 0.033
4 0.066 0.066
6 0.098 0.099
8 0.132 0.132
10 0.166 0.163
12 0.196 0.198
14 0.229 0.231
16 0.263 0.264
18 0.299 0.299
20 0.332 0.331

t=2

n=20

Ix = 220 : Iy = 3.63

(Zx)? = 48,400 (Zy)2 = 13.1769

Ix? = 3,080 ITy? = 0.840142

Ixy = 50.868
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Coeficiente de correlacion (r) .

....... ot o) - woepr T
- (Zy)2]

r = 0.9999

Coeficiente de variacién (CV)

0.03 :
f1= 2033 L0015 1 - 222 - 0.0165
5 2
fp o 0066 o F2r = .0:%0. _ o 0165
0
F3 =008 L 0.0163 R = 2220 = 0.0165
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FA4 = TrigrTr = 0.0165 F4' --ié--- = 0.0166
€5 .9;;'.5‘?. - 0.0166 F5' _‘Eig??_ = 0.0163
F6 = 01;96 = 0.0163 F6' = 01;98 = 0.0165
£7 = _9i§?9. - 0.0163 F7° -95;??- = 0.0165
Fg = .‘.’i??. - 0.0164 Fa' -Qi?-‘- - 0.0165
Fo = -9ig??. = 0.0166 Fg' -9i§??- = 0.0166
F10 .32 0.0166 F10' g3 0.0165
3F = 0.3296

IF2 = 0,00543202
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F = 0.01648

%
2) . 2 -
DE = [ N (3F?) (2F) ]

DE = 0.000105631

o= - x 100

F

0.000105631
OV = eeitipizasss X 100
CV =0.64 %
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CRITERIOS VALORES OBTENIDOS

r=0.99 0.9999
rz = 0.98 0.9998
CV =1.501% 0.64 %
Por 1o tanto, tandar del reacti zimatico pa
etermigagiéﬁ dg .112188"5?183 gﬂmg e Sonr?og c\rl'(i)tg?m'gé ;grap Eg
inearidad del sistema.

2. Precisi6n det sistema:

t d 1dad Gptica del pat
scido-TR1caTE0n uRg conbanbrncioh oS ERald dprica del patrtn - de

"
"

PONIND ettt
Pty
DO
oot

N =12

2y = 0.801

(Zy)? = 0.641601
3y? = 0.053475

y = 0.06675
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%

[ 2y . v} 2.
DE = N.S?!.Z....S?{'Z.,;»,]

. | 12005375 - 0.0 1*
712 T

DE = 0.000866

Cv =1.29%

Como CV = 1.5% se cumple con el criterio para la precisitn
del sistema.
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COLESTEROL.

1. Linearidad del Sistema.

(furva eiténdar del reactivo enzimético para la determinaci6n
de colesteroi:

terol .0.
mg co'I?)s()ero /d1 Yl“D 0 Y?

100 - 0.305 0.300
200 0.611 0.608
600 1.833 1.834
800 2.444 2.439

t=4

n=2

Ix = 3400 Iy = 10.374

(Ix)2 = 11'560,000 (Zy)? = 107.6198

Ix? = 2'100,000 Iy? = 19,5713

Ixy = 6410.9
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Coeficiente de correlacién (r)

|

[ Int (2xH) - {Ex)2] [nt (Zy?) S

r = 0.9999

Coeficiente de variacion (CV)

= 0.00305

= 0.00305

- 204 -

F1' =

F2' =

F3'

[8 (2'100,000) - 11 560,000] [8 (19 5713) -



2.444 : 2.439
= avie.a. = 0, ta JTLIU = 0,003
F4 800 0.00305 F4 860 0.00304
IF = 0.02433

ZF® = 0.000074

F = 0.00303

. "
OF = [ N (SF2) - (5F)? }

DE = 0.0000302
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0.0000302

O = gaeaps X 100
CvV=10,993
CRITERIOS
r=0.99
ré =0.98
CV = 1.50 %

Por 1o tan

neari sistema.

2. Precisi6n del sistema:

Los _datos corresgggggg

0
colesterol con una conc

DIA

PORONY k=it

0, la_curva
term1ggaigg] ge colestero

VALORES OBTENIDOS

0.9999

0.9998

0.99 %
?sténda del r?act'ivo enzimético pa{a
cumple con los criterios para la

13n13ed5331gg9 d??tica del patrén de

AMALISTA B

1B 1B
"



N=12

3y =7.131

(Zy)?* = 50.85116
Syt = 4,238273

y = 0.5%425

| 1
z) .
0 = [ NSy - () ]

ot [ 12 (4.236273 - 50.85116) ]"

cV = DE- x 100
y
0.0078412
OV = 5 gaazs X 100
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Cv=131%

Como CV = 1.5% se cumple con el criterio para la precisitn
del sistema.

NOTA: La bib]idgrafﬁa utilizada en este capitulo fué 1a (72).
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CONCLUSIONES



En Ta Ntima década se ha presentado en México un incremento
en el nimero de personas que padecen enfermedades metab6licas,
siendo m&s comunes 7las alteraciones én el metabolismo de Ta
glucosa, é&cido urico y colesterol. COTO consecuencia, el nimero

de andlisis quimico-clinicos también ha aumentado.
C
i .
E1 médico requiere de resultados di andlisis de laboratorio
confiables, y el quimico clinico requiere de metodologias que le
permitan realizar. su trabajo facil ‘y répidamente, que den

| .
resultados exactos y que no represente? un riesgo para su salud,

Los métodos que aqui se proponen cumplen con los objetivos
que se establecieron, ya que se adaptap a las necesidades de los
Laboratorios de 1as Unidades Asistenciales de 1a Secretaria del
Salud, siendo ésto importante pues los reactivos estdn destinados
a ser utlizados en dichos 1aboratorios, que tienen una alta
demanda de pacientes y no cuentan con jnstrumentos sofisticados
ni con suficiente personal que realice Has determinaciones.

Para el Quimico Laboratorista y para 1a persona encargada de
1a produccién de los reactivos enziméticos 1a toxicidad de 1los
componentes es menor que si se trabajajcon los reactivos usados
actualmente en ia Secretaria de Salud.

Al mantenerse estable por un tiemfo razonable el cromdgeno
formado en las determinaciones enzimaticas, el Quimico Analista
tiene Tla facilidad de poder trabajar con varias muestras a 1la
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vez, ya que 1a lectura no tiene que realizarse inmediatamente; en
cambjo, con los reactivos que se utilizan actualmente en la
Secretaria de Salud, 1a- lectura tiene que realizarse en un
periodo de quince a veinte minutos, To cual limita el nimero de
muestras.

Al realizar la validacion de los métodos que se proponen se
comprobd su linearidad y precision.

La especificidad y 1a sensibilidad de 1os métodos propuestos
se debe a que se utilizan enzimas que solamente reaccionan con el
metabolito que se desea determinar. La sensibilidad de los
métodos se menciona en el capitulo 3.

Las enfermedades del metabolismc humano son muy complejas. y
para su diagnéstico requieren de 1a determinacién de diversos
metabolitos, por 1o que es conveniente desarrollar nuevos métodos
de andTisis que sean especificos para cada uno.

Esperamos que este trabajo impulse nuevas investigaciones en
el desarrollo de métodos analiticos enzimaticos para 1la
determinacion de metabolitos en sangre, ya que éstos han
demostrado tener muchas ventajas.

Si el Quimico Analista puede brindar 1a confianza de que los
resultados de los andlisis clinicos son correctos, podremos
lograr que el Médico se apoye mas en el trabajo del Laboratorio
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Clinico, y asi juntos, Médico y Quimico dar un mejor diagnéstico
Yy una esperanza de vida mayor al paciente. '
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