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1. INTRODUCCION.
Planteamiento del problema. I
El trabajo escrito elaborado via cursos de Ecl.ucacic'm Continua es una opcion ﬁa.ra prmemér la prﬁeba-escrila del
examen profesional, para ello se imparten curéos, uno de estos cursos es el diplomado en Hematologia -que consta
de varios médﬁios, esie dii’lomado enfatiza lla importancia de los estudios de laboratorjo que se é.plican paré el
diagnostico de las enfermedades hematolégi(lzas ¥y que se convertido en una herramienta indispensable para ia
practica clinica. .
En el mddulo de memrﬁénnos BsiopatolGgicos de los eritrocitos, se estudia los ensayos para evidenciar las anemias .
que se pueden clas_;iﬂcan por su mecanismo fisiopatoldgico que son, por perdida o destruccién de la hmnoglobipa
y/o er.itrocitos y por algin fallo en su sintesis por la carencia de nutrimentos. Dentro de 1as carenciales se encuentran
las anemias debido ala ih]ta de vitaminas come 10 son el 4cide flico y / o cobalamina. La deficiencia de una de
estas vitaminas tiene come consecuencias una anemia mega]obléstlca que es lo menos grave; con un diagnostico y
tratamiento adecuado s¢ puede devolver la salud al individuo que fa padece, La cnnsecuencxa mis grave de la
carencia de estas vitaminas se presentan en los productos de mujeres embarazadas produciendo defectos por cierre de
tubo neural. Asi también los anciancs y nifios'expuestos a una carencia por folatos y/ o cobalamina pueden padecer
alteraciones del s;Lstema nervioso.
La determinacion de la concentracion de folatos, tiene aplicacién directa en ef ;’anm clinica se wtiliza para detectar
una carencia de la vitamina y como criterio e‘n el diagnostico de anemia megalobléstica: .';.51’ también como se ha
observado una asociacién entre la deficiencialde folatos en las alteraciones por cierre de tubo neural, Este trabajo
tiene como objetivo compilar la informacién fundamental que se requiere para implementar la delerminacilén dela
concentracion de folatos y las técnicas microb{oiégicas ¢ inmunoldgicas que se han utilizado para la determinacién
de folatos en el laboratorio clinico.
El interés sobre €l tema se origina por la deficiente informacién detallada en los libros specializados‘ scbre’ el
procedimiento técnico para implementar la determinacién de folatos. El trabajo inctuye la informacién ga;eral sobre
folatos, su funcidn, los métodos microbiolégiéos ¢ inmunotégicos que se han utilizado para cuantificar folatos en
suero y eritrocites. La deterrninacién de folatos en la Medicina es una herramienta para el diagnostico de anemia
megaloblastica y ¢l seguimiento del tratalmmto de ia anemia meg,alob]ésm:a y de los padecmemos neuroléglcos

+

por desnutricién.



2. INFORMACION GENERAL.
2.1 FOLATOS

Folatos es un término genérico que se refiere a una familia de compuestos relacionados, todos estos compuestos
presmtaﬁ modificaciones de la forma simple’ de la vitamina 4cido félico (Acido pterilglutdmico, ptaglu). El acido .
folico se encuentra en la naturaleza en cantidades pequefias, es ficilmente asimilable por 1as células y se ransforma
en un cofactor activo. Los folatos son modiﬁc;eldos por reduccidn del anillo de pteridina y por la poliglutamacién de
la cadena terminal del Acido glutdmico. La lreduccién incluye dihid;'ofolatos y tetrahidrofolatos, los folatos que
contienen la cadena polighutamato son dmmninados folilpoliglutamatos. Los folilpoliglutamatos en los tejidos de los
marniferos contienen principalmente cinco residuos de 4cido glutdmico, (folilpentaglutamatos) y de seis residuos
de dcido glutimico (folilhexaglutamatos).

Los residucs de glutamaio de la cadena polighutamil se enlazan por el carbono gamma-carbomilo de un 4cido
ghitdmico, con el alfa-amino de otro éciéo ghudmico adyacentes para formar la unidn peptidica (enlace
isopeptidico). Estes enlaces som diferemes de los que se Nevan a cabo en las proteinas, donde los aminodcidos se

unen por el alfa-carbonilo y alfa-amino. ™
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2.2. ACIDO FOLICO Y SUS DERIVADOS,
El acido folico y sus derivados se lograron identificar paulatinamente entre los afios de 1931 a 1943 como un
principio activo capaz de curar varias aneﬁ:ias nutricionales en los animales y asf también se demostré que actha

como factor de crecimiento para varios nucroorgamsmos como Lactobacillus casei_y Streptococcus lactis. El

primer compuesto cristalino fue obtemdo de hlgado por Pfiffer y Stokstad en 1943, Pﬁﬁ"er en 1947 jo obtuvo de la,

fermentacién de la cerveza el 4cido féllco La cslmctura del oompumlo fue elucidada por Stoksmd y s sus

{
i
i

colaboradores en 1948.
La molécula esta formada por -

Un derivado de pteridina.

HaN = "~ CH3

Pteridina

Un residuo de 4cido p-aminobenzdico.

|

, HZNCOOH

Acido p-aminobenzoico
Un residuo de acido glutamico. |
N Ha .

| i
H— cHCH,CH,CO00H

COOH
Acido g lutimico
i
i .
El derivado de pieridina y residuo de 4cido p-aminobenzéico forman el 4cido ptercico

OH i
N —
N f— ’ " sj?}{z FJH OCOOH
i .
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‘N
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: 1
HyN “ =y

 Acido pteroico



El 4cido pleroico .y el 1_'esidu0 de acido glutén;ﬂco se unen para formar el dcido flico cuyo nombre sistemético qgue
. L, : '
es?": N=[4-{ [(2-amino-4-hidroxi-6-pteridinil) metil ] amino} benzoit].

La literatura revisada de los afios s«senta yLsetenta concuerdan con nombrar al N-[4-{[(2-ammo—4 -hidroxi-6-
_plerldml]) metit ] amino}benzoil] por nombre comiin; 4cido félico, pero diffieren mucho con los sinénimaos v
abreviaturas que se¢ les asigné cuando se 1d$cubneron. La informacién mas acmallz_ada de la década de los
noventa, concuerdan con las estructuras que broponcn los autores de los sesenta y setenta pero las abré\ianuas son

diferentes y no mencionan sindnimos, solo nombres comunes. Se incluyen las estructuras de los derivados del '
Ll

4cido fOlico para que el lector conozea las diferencias estructurales sutiles que tienen todos estos derivados del
i

acido folico, conociendo esta difcrencié esti:hctural tan pequeffa el lector podra reconocer a que derivado hace
. i
referencia otra hibliografia o si se enfreriteJl a un sinénimo no conocido o a una abreviatura, Es muy importante

conocer las diferencias estructurales de los derivados del 4cido fdlico ya que todos formar un conjunto de moléculas

. de derivados de pteridinas al que se les ha as}grlado como nombre comiin folatos. Los derivados del cido félico
S(Im importantes cofactores en el métabolismo: conociendo la estructura y su panicipacién en el metabolismo nos
ayuda:a a comprender su funcion y su apllcac:l(m clinica de esta determmacnén de acido félico en el laboratorio
chruco A wnunuamén se describen el nom‘bre comun del &cido folico, sinénimos y abrevianrras que se han 'A

: unhmdo a wavés del uempoy de sus denvados con mas de un residuo de icido g,lulémmo
Nombre comun: dcido filico (AF) o 4cido pterm]g]mamlco (PGA).

t

Sinénimos: folacina, folato, vitamina Be, factor de crecimiento del Lactobacillus casei.

i
i

‘ Formula molecular condensada: C,;o H;oN+Og

Funcidn : Precursor de folatos.

Peso molecular: 441.41 °

Estructura;

0 "
CHQ —NH &

N ‘ COOH
\ OOH

Acndo folico - &-Carboxilo
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Dos derivados poliglutamados ( folilpoliglutamatosy del 4cido folico son conocidos ':
1. El 4cido pteroildi-gluamilglutdmico que €s el nombre comin®
 Abreviaturas: PGAG,, PGAGG, PGsA . |

Sindnimos: pteroi]lriglulamatd (TPGA), ptf:ro'tcrina, folildighutamato, 4cido glutdmico, meroil-y—glutamil—y-

gluta.mﬂ ( ter, folato G;), factor de fermentan:lén de Lactabacillus casei, aislado de Cormebactermm sgg por

Hulchmgs en 1948

N "Hay —
AN CHy —NH Q 3 (IZOOH
1 YiH_ CH(CH 2) .
-
;]/ ! . éO

|
o NH
HOOCHCH 3}  —CH—NH—OC—CH 3 )p— di—coon .
: doon . :

Ac1d0 pteroildi- glmarmlglmémlco
2. Acido pteroilhexa- glutamﬂgluté.rmco €s cl.nombre comniin®
Abreviaturas: (PG,A, PGAGy). Sinénimos: éc1do pteroﬂheptaglmémwo heptoterina, wwmmchcmuugada, factor
de fermentacién de Lactobacillus casei. JI : , o ‘

Aislado de] fermento de cerveza por Pliffer cn?‘1946.

|
Estructura: . :
I

. OH o — O )
- Ny CH, —NH. & coon
N% L | é
|: | | NH_CH(CH 2)
| HN N~ 1:1 i ) ‘ Lo

i

: . -NH
HOOGHCH 3) 3 — CH—NH— oc_(cuz)z—éH —COOH
i doon- 3

| Acido ptero:lheplaglménuco
Los derlvados de folams que poseen actmdad biologica, son derivados de acido 5,6,7.8, -tetralndrofohco (PGA-H,,
FAH,) se qemphﬁcaran a.lgunos con sus nombr&s comunes, sindnimos y &structuras 23
‘ a) Nombre comun: acido teuahldroféllco (folato—]—l,), )

Sindnimos: folacma (FA-H,, FH, ), folato ( tcu-ahldro-PGA, THPGA).



Estructura:

OH . O )
CHz —NH H f
[] 10 {

! NH

; 1
H;N N : * CHCH,CH,COOH
: OOH

Acido 5,6,7.8, terahidrofblico
b) N°-formil-5,6.7.8, tetrahidrofélico gluunco e ¢t nantne com - se puede encontrar con las siguientes
abreviaturas ( N*-formil-FAH, N; -CHO-PGA-H,, 5-CHO-PGA-H,): Sin6nimos: 4cido 5-formil-PGA-H, (N*-
Formil-PGA-H, ), 4cido folinico, (N’-fon;xilfolamaPGA—H.. 5-formilfolato-PGA-H,), dcido folinico,
¢) . { 5-FoFA-H., 5-CHO-FH, ), factor citrovorum (CF, LCF ) y leucovorina.
Estructura: , .

C ‘H

N

e
| HzN'LiaN'I

)
H
N3 Formiltetrahidro folato

o .
C' .
dn

G

CIHCH.,CHZCOOH
COH

d) N'"-formil -5,6,7,8 tetrahidrofolico es el nombre comun.
Abreviataras: (N'° -formil-FAH, ). ‘

Sinénimoes: 4cido N'"-formilpiercilghntamico (TN"’-CHO-PGA, folato),
10-formitpieroilghtamico (10-CHO-PGA, 10 4cido fdlico),

acido N"-formilfdlico (N'® folacina, 4cido N'° folico).>

Estructura:

: A ﬁ@‘gﬂ
N3 IIC ? 5HCH CH,COOH
BN ?:] 1 . 0o

p

N '®-Formiltetrahidrofolato



&) N°, N"-metenil -5,6,7,8,tetrahidrof6lico nombre comin.
Sinénimos: anhidroleucovoring, isoleucovoring, N**¢ formil-FAH,.*
Estructura:

H 0

A N __CH
S S e dHCH,CH,COO0H
gt ¢

I OOH
N3N 10 _Metenil 5,6.7.8-tetrahidrofélico

&) N°, N'*-metilentetrahidroftlico nombre comin,
Sinénimos: metileno activo, formaldehido activo, N*'® hidroximetil-FAH,.*

Estructura:

o el O

‘ iHCH2CH2COOH
. OOH

Acido N5 NOmetil 5,6,7.8-tewrshidrofslico
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Otras pteridinas son derivados del icido féliot") y existen en la naturaleza, son de importancia metabélica, como lo
san: 4cido N™-formil pleroico ( rhizopterina ) aislada de cultivo de Rhizopus nigricans por Keresztesy en 1943,

l—I
H q: COOH

s g

10 ) .
N - Formilpteroico

biopterina ( factor critidia ) el cual mantiene el crecimiento de Crithidia fasciculata es aislada por Patterson cn 1958,
su formula es 2-amino—4—hidroxi-6-l,2-dihidroxipropi]-(L-crit.ro), s¢ encuentra en la orina, asi también ha sido

aislada de la jalea real de miel de gheja por Buternandt- Rcmbolden 1958, y de Dropsophila melanogaster por

Forrest yMlchell en 1955 o .
Estructura : . v Y
i
Gl By
N .
N/,j:[ “'*j—— G-CiCH, OH
3 ) . OH OH
H 2 N ’I%h; N =

2-Amino-4-hidroxi-6-[1,2-dibhidroxipropil-(-l-eritrc))-pieridina

.

xantopieridina y leucovorina, fueron aisladas de alas de mariposa en 1891 por Gowland Hopking

QH
D j: g Ny s

X antopteridina ‘ Levcopteridina
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Otros derivados también fueron aislados principalmente por Wieland y sus colegas en 1940, se encuentran
extensamenie distribuidas en crusticeas, insectos y vertebrados de sangre fria estos son:.'”

a) Acido 2-amino-4-hidroxipteridina :

?

|
HN -~ N

2-An£1in0-4-hidr0xipleridina

b} Acido 2-amino ~4-hidroxipteridina -6- carboxilico

|

1
A COOH
) o ! -

HN N&

2-Amino-4-hidroxipteridina-6-carboxilo

¢) Isoxaniopteridina.

- OH :
- N.
AL
H N 7Sy N 0H

Isoxantopteridina
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2.3. FUENTES NUTRICIONALES DE LOS FOLATOS.
Los folatos se encuentran distribuidos en' los vegetales verdes como son los esparragos, brocoli, espinacas,
lechugas, etc. estos vegetales contienen los mayores porcentajes, pero lambién se encuentran en frutas como
limones. platanos y melén, otros alimentos que los contienen son el higad;), rifidn, sctas. nueces, leguminosas y
productos de trigo em;:ro. La vitamina es sintetizada por vanas bacterias, el 7,8 dihidrofolato es el producto de

sintesis mas encontrado.'”

En la siguiente tabla se describe ¢l contenido de 4cido folico de diversos alimentos comunes. '

Alimenmio . ‘ : Porcidn Acido fdlicoen ug
Higado 100 g . 217
Frijoles - . it 150 - 260

Cereales fortificados f 30-;:;,' T 50-200
Bracol crado B E— T ' 53
Espinaca cruda i Y2tasa - _ . 54
l Naranja ] 1 médjana 40 )
Lechuga 1 '_ Vtasa |'Jicada . 38

2.4, REQUERiM[ENT OS DIARIOS DE FOLATOS.

Los requerimientos diarios minimos de épido folico son 50 ug. Una dieta variad.a‘y equilibrada contiene un
exceso en esta cantidad. Las recommdacior‘ls oficiales diarias (RDAs) en el hombre adulto son de 200 ug y en
la mujer deben de ser 180 ug. El aumento de los requerimientos de 4cido Rlico se presenta en anemia
hemolitica, leucemia, durante el crnbaraz}o, la lactancia y en enfermedades malignas,' Las necesidades se
duplican durante el embarazo debido a que el feto requiere de folatos para la formacién de células, durante la
gestacidn se aconseja un aporte doble, esto es, 400 ug al dia y durante la lactancia una cantidad de 500 ug. La

RDAs para nifios es de 10 mg por Kg dé peso corporal, en la etapa de desarrollo de un individuo la RDA
‘ 1 . :

fecomienda 3.6 ug / kg por dia. 1!
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Los lactantes alimemados con leche pamellrizada o esterilizada generalmente necesitan aporte de folatos. En el -
hombre con un apbn;: deficiente puede dar lugar a la aparicién de simqmas carenciales en un periodode 3 a 4
meses.. Los ancianos cuya dieta es poco variada e inadecuada, las personas que ayunan, las mujeres
embarazadas, las mujeres que toman anticonceptivos, y los alcohdlicos estdn expuestos a desarrollar una
" carencia de folaloé. La asociacion entre el uso de anticonceptivos y el consumo de alcohol aumenta mds el
riesgo, cuando un individuo tiene un aporte deficiente diario de 5 ug, puede desarrollar anemia megaloblastica
en 4 semanas.”**
2.5, METABOL]SMO Y ABSdRCION DE LOS FOLATOS.
L;s {olates que son aportados por 1a dieta se encuentran principalmente como folilpolighnamatos, el significado
de folilpoliglumamato se refiere al m‘zmero de aminoédcidos de Acido glitdmico que contienen los derivados de
dcido folico que pueden ser hasta de diez. Los folilpoliglutamaios no cruzan ficilmente ia membrana de las
células, el transporte es deficiente por el intesting, el higado y  las células de otros drganos, existen eventos
qnziméticos que garantizan la conversion de folilpolighitamatos a folilmonoglutamatos, esta transformacion se
requiere  para su eficiente absorcion, tamto los folatos de origen animal y wvegetal existen como
folilpotiglutamaios de largas cadenas de peptidos glutamil, Ja enzima y-glutamil hidrolasa, es la que cataliza la
hidrotisis de folilpoliglutamates a folilmenoglutamatos, el enterocito tiene unida a la membrana la enzima
y-glutamil hidrolasa.

¥ - glutamil hidrolasa _
5-metil-H,PG10 >, S-metil-H,PG!

Unos ejempios del contenido de folilpoliglutamatos son los siguientes, el higado de potlo asi como el de raté el
70 % del-(:(mlenido de folatos son derivados de N*~metil THF que incluyen varios tipos de poliglutamates. El
80 % de los folatos contenidos én 1os leucocitos humanos son conjugados, los eritrocitos hymanos contienen un
nivel total de folatos de 135 a 600 ng /mL, la mayor parte de &tos.folaws contienen cuatro o mas residuos
ghutamil,

El contenido d&; folilpoliglutamatos de larg:a cadena en el higado esta inversamente relacionada con el total de 13

concentracién de folatos presentes en el higado.



Los huma_m-os 'cofnienen suﬁcicme‘y- glutamil hidrolasa para convertir los folitpoliglutamatos de ios alimentos *
que contienen de cuatro a diez residuos de acido glutamico en folilmonoglutamatos.

La enzima y-ghetamil hidrolasa se requiere para la eficiente absorcion de folatos relacionados con la dlET.d, la
enzima no s requiere para la absorcién del dcido @lico que es la presentacién farmacéutica y de 5-formil-H,
pteglu. La enzima y-ghutamil hidrolasa reconoce ka unidn y-glutamil y no es capaz de hidrolizar otros enlaces a-
peptidicos tipicos presentes en las proteinas. La absorcitn en el intestino, no esta claramente elucidada, el
yeyuno proximal es el principal sitio de absorcién de folatos, 1a absorcién con una dosis aral de 1 mg de 4cido
f(;lico no conjugado comienza en minutos y el valor pico es alcanzado de una a dos horas. Una vez réa.lizada la '
absorcion por el intestino los folatos se mmsﬁuan en el tol;rmte .sax_lguineo en forma lmonoglutamil. La
principal forma de folatos en el suero es 5-metil-Hyfolilmonoglutamato. Los folatos absorbidos pueden ser
convertidos a la forma 5-metil durante su;paso por el enterocito y €l higado, y tener como consecuencia un

aumento de 5-metil -H foliimonoglutamato en el torrente sanguineo.

: Higado
Absorcién de folatos e

> S-metil-Hyfolitmenoghutamato

Una pequefia cantidad de folatos de los alimentos esta- hidrolizada en folilmonoglutamato por que muchos
animales y plamas contienen y- glutamil hidrolasa, el cocimiento elevado de los alimentos dfsiruyc la
actividad de la enzima. Fuera de la ¢élula, tos folatos se reducen y se oxidan. Los folatos absorbidos desde el
intestino son reducidos a un nivel de lctrah_id:ofolélo por la dihidrofolato reductasa. Estd enzima también reduce
formas dihidrofolato en la biosintesis de timidilato. Con la excepc.ic'm de dihidrofolato reductasa. el
funcionamiento optimo de los cofactores de tetrahidrofolato deben de ser en la forma poliglulamato. Una vez
que los folilmonoglutamatos plasmaticos son transportados dentro de la céiula, se realiza un aumento de
enléc&s poliglutamil esto es catalizado por la folilpoliglutamato sintetasa. Esta enzima utiliza como sustrato
tetrahidrofolatos monoglutamados, algunos estudios sugieren que tetrahidrofolatos y / o
N'°_formiltetrahidrofolatos pueden servir como sustrato fisiolégico Ipara la adicién del primer glutamato, los
poliglutarriatos son generadoes de la mezcla de tetralﬁdfofo!a.tos; pot lo tanto los tetrahidrofolatos poligiutamados
son derivados de cadena larga con actividad de sustrato detéctable, la formacién de la cadena poliglutamil se
lleva a cabo en dos eventos y por cada residuo de giutamato adicionado se reqm-ere la energia de una molécuta

de ATP.
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Tetrahidrofolatos + ATP folilpoliglutamato sintetasa

> THF con cadenas polightamil + ADP + Pi

En estos eventos se requiere la retencion de la vitamina dentro de la célula. La larga cadena poli anidnica impide
gue pasen fuera a través de la membrana celular, Bajo condiciones fisiologicas existen folatos con predofninio .
de pentaglutamatos y hexaghnamatos, La folilpoliglutamato sintetasa tiene 1 especificidad de quitar y aumentar
ghitamatos a los folatos, asi también de antifolatos. En general en los estudios de distribucion,

N formiletrahidrofolatos y N’-metiltetrahidrofolaios son los cofacicres prsénlts en grandes cantidades en
1ejidos y células. "**7 En las determinaciones de folatos por medio de los métodos microbi(.wlégicos los més

utilizados es por la proliferacion de S. Faecalis 0 de L. casel estos microorganismos no utilizan 5- metil

+*
3

tetrahidrofolato o poliglutamatos de cadena pequefia.

Actividad de los derivados de 4cido filico en bacterias, ™'*

. Derivado de 4cido folico  Periococcus cerevisiae S, faecalis®  Lactobaciflus casei

Derivados de TFH .
N'-meti TFH + . + L+
Folatos y ptercildiglutamatos 7 - ‘ .+ +

N-meti TFH, N°-meti IDFH _
y pteroiltriglutamatos - - O+



2.6, REACCIONES DE TRANSFERENCIA DE: GRUPOS FUNCIONALES MONQCARBONADOS EN'

LAS QUE PARTICIPAN LOS FOLATOS.

1

El tetrahidrofolate (THF) es derivado del dcido fdlico (latin; folium, hoja), antes de ser una coenzima activa, THF

debe ser enzimiticamente reducida en dos eventos, ambas reducciones son calalizadas por la dihidrofolato

reductasa (DHFR) y nicotinamida adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH) como coenzima 4,586

N/?Ii w@_z minc%cnzcooﬂ

Acido falico
NADPH + H'
. dihidrofolato redutasa
NADP®
N}«)—@—é—N'l—gHCHQCH,,COOH
Acido 7,8-dihidrofélico
NADPH + H'
dihidrofolato redutasa
NADP"

0
# : HCH.,CH.,COOH
N3 5oe gHzm - Hz 2
. ' . ¢oon
H

Acido 5,6,7,8-tetrahidrofdlico
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Los diferentes derivados del THF son los cofactores mas versatiles en la biosintesis de macromoléculas, su funcidn

es transferir o aceptar grupos funcionales monocarbonadas para la biosiritesis de aminoacidos y nucledtidos.

El Tetrahidrofolato no transfiere grupo funcional, esta implicado directamente en el catabolismo de oxidacién de

colina para formar glicina, diéxido de carbono y se genera N® N'°- metilentetrahidrofolato las reacciones son:

Colina

FAD FADH,
w3 Dimetilglicina Monometil-glicina
THF 5,10-MetilenTHF
FAD FADH,
Monometil-glicina Glicina
THF 5,10-Metilen THF
!
. NAD' NADH + I
Glicina CO, +NH," .
THF 5,10-Metilen THF
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i+
LOS GRUPOS FUNCIONALES MONOCARBONADOS DE LOS DIFERENTES DERIVADOS DEL THF
SE PUEDEN ENCONTRAR EN TRES ESTADOS DE QXIDACION,

En su forma mds reducida N'-metiltetrahidrofolato transfiere grupos metilo ( 57 /M

H .(:lal3 8 _
7 aCH, WH
; HCH,CH,COOH
N 00}?
N ?® - metiltetrahidrofolato

Las interconversiones enziméticas de los derivados de tetrahidrofolatos que generan

N-metiltetrahidrofolato son:

metilentetrahidrofolato




La fimcidn del N*- metiltetrahidrofoiato €s tra;nsfcrir un grupo metilo a homocisteina para generar metionina en el
ciclo de metilos activados este evento es catalizado por la homocisteina transferasa, y esta mediada por la
metilcobalamina que es una coenzima denvada de la vitamina By,. El THF puede transferir un grupo metilo en su
dtomo N*, pero su potencial no es elevado para la mayoriél de las metilaciones biosintéticas. El principal donador de
metilos activados es fa S-adenosilmetionina (SAM).‘ La S-adenosilmetionina s¢ sintetiza mediante la transferencia
' del grupo adenosilo del ATP al 4tomo de azufre de |a metionina adyacente, 1o cual lo hace mucho mis reactivo que
el N*-metiltetrahidrofolato. El elevado potencial de transferencia de metilos de la S-adenosilmetionina hace posible
la transferencia a una amplia gama de aceptores, la metilacién de fosfatidiletanolamina para formar fosfatidilcolina
que s un fosfollipido muy abundante en las membranas celulares vy fuente de colina .en la biosintesis de
estingolipidos. La metilacién de 4cido guanidoacético para formar creatina, la metilacién del 4cido ganuna;arnino
butirico para formar gamma- butirobetaina, que a su vez se oxida para formar L- carnitina y en la formacién de

epinefrina y de norepinefrina®

.
¢

En su forma intermedia N°,N'- metilentetrahidrofolato transfiere grupos metileno  (CH; "

o
on én'zf—ffTQ_eJ
/ CH b
N 4 3 o2 (.1 .
: ¢ HCH,CH,COO0H
Ha N k s doon :

- Metilentetrahidro folato
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N°.N". metilentetrahidrofolato es la principal fuente de unidades de carbono ¥ se genera a través de la biosintesis

de la serina, del catabolismo de la glicina y de las fnter conversiones de los diferentes derivados de los folatos,

2EOL
HoN " ;pia

H

N7 - Matiltetrahidrofblato

NAD"

metilentetrahidrofolato
reductasa

Serina Glicina NADH +H'

piridoxal fosfato

glicinn sintetasa

Glicina + NAD+ 00, +NH,” NADH

El N* N'™- metilentetrahidrofolato se utiliza directamente en la biosintesis de mxledtidos de pirimidinas, transfiere
su grupc metileno en la  metilacion de la deoxiwriding 5'- monofosfato (dUMP, o 4cido deoxiwridilico)
transformando “en deoxitimina 5'- monofosfito (d{TMP, o dcido deaxitimidilico), la reaccion estacatalizada por

timidilato sintetasa.



_AH3
H
H |
o timidilato sintetasa O
i PO
POHC / \5 -
: 5,10 metilen-H,folato Folato
o OH

. D itimidina 5-monoft t
Deoxinridina 5*-monofosfate eoxitimidina 5-m osfato

_EI N'.N'"- metilentetrahidrofolato se oxida &' dihidrofolato y se regenera a THF por la accién de la dihidrofolato

reductasa, utiliza NADPH como agente reductor.!™*

NADPH + H™
dihidrofolato redutasa

NADH'
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En su forma més oxidada N°. N'- metenilteirahidrofolato contiene un grupo metenilo y es intermediario para la

formacion de N'° — formiltetrahidrofolato. (SC-H )4+

o3
"’I 2
1 HCH, CH COOH
Hy N ,l\ :‘:Eﬂ doon

N, N'-Metenil 5.6,1,l-teu'nhildroI'éh'cn
N°,N'_ meteniltetrahidrofolato no transfiere su prupo metenil, este grupo funcional es hidratado para producir N'*~
formiltetrahidrofolato, 1a reaction es catalizada por una enzima polipeptidica mmtiﬁmcima_.l que adiciona acido

férmico a derivados de tetrahidrofolato dependiente de ATP.

NanP

N N'. metenilo-
THF reductass NADPH + H'

o
moed W
L B
4 .
N, N"-Metenil 5,6,7,84ctrshicrofdico

NEN'. metenito-THF )IV\H’O
ciclohidrolasa
g w@%'
&Nmm: H
‘H

N'¢ Formilietrahidrofotao



Otro derivado de re.trahidrofoiaro es N’-formiminotetrahidrofolato( WoHENH ).

,.5_@ ? )

N5 -Farmiminoetrabidrofolaio

N°-formiminotetrahidrofolato se genera en el catabolismo de la histidina, un intermediario de la degradacion de la -
histidina es el 4cido formininoglutdmico, que por la aﬁcidn de la enzima formiminotransferasa/ciclodeaminasa
cataliza la transferencia del grupo formimino, del Acido formininoglutdmico al tetrahidrofolato para formar N°-
formiminotetrahidrofolato, la enzima tiene dos sitios activos uno de ellos cataliza esta transferencia del grupo
formimino , y el oo sitio active cataliza la conversion de N°-formiminctetrahidrofolato a  N°N'"-

- metenilterrahidrofolato,

[ NH,; N®-formi mino-THF
H THF ciclodeaminasa



" Nformilietrahidrofolato se requiere en la via de la biosintesis de purinas rrc;nsj’?ere grupos formilo

(CH=0)"

9

NH
SHCHZCHZCOOH
00H
N'.Formiltetrahidrofolato K

N' — formiltetrahidrofolato se genera de la oxidacion de  N° N metilentetrahidrofolato para formar N°N'-
meteniltetrahidrofolato a su vez es hidratado para producir N*- formil-THF. Asf también N'°- formil-THF se genera
- de 1a formitacién de THF y de la isomerizacién de N°- formil-THF. EI N'- formil-THF participa en dos eventos de

la bicsintesis de las purinas, el primero es en la conversidn de glicinamida ribonucleétido (GAR) para formar formil-

GAR.
_/ 0=
g : 10-Formil-THF Tetrshidrofolato
F ormlghcmamda nbonucleotido
Glicinamida ribonucleotido (GAR) , - (GAR)

Y la segunda participacion del N'*- formilietrahidrofolato en la biosintesis de purinas es en la formilacién de

aminoimidazolcarbozamida ribonucledtido (AIRCAR) para formar formil -AIRCAR.

wnd \-' wind
w /\ 'I>

10-Formil-THF Tctraluch‘niblato

H

o o Formil-aminoimidazolcarboxamida
Aminoimidazolcarboxamida . ribonucleotido (FAIRCAR)
ribonucleotido (AIRCAR) :
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Nformiltetrahidrofolato es intermediario para formar N¥-formiltetrahidrofolato y N° N'°- meteni ltetrahidrofolato

i45

HCH,CH,COOH
0oH

1
N 3-Formiltetrahidrofolato

Las interconversiones enzim4ticas de derivados de tetrahidrofolatos que generan

N*- fomiltetrahidrofolato son:
s - o /8
6 !
wy B - OO
le'li‘ s BN %! 1
' ‘ H H :

N'© Formiketrahidrofolsto N , N Mitenil 5,67 8 etrehicroifition
ADP +Pi
N formiltetrahidrofolato ATP *h
1SOIYETasa :
A
o ¥
PN
' {l . ’
BN
H

N*_Formiltetrahidrofolto



- “Esquema de las interconverciones de folatos. *™

Mﬁ%@&w .
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, N3Meittetrahidrofolaio
NAD'
N’ N'"*-metilentetrahidrofolato ADH+ 1Y
Serina Glicina
Sorina
hideonort]
transferasa
THF
IHF >
. Histidina
glicina . .
SmEASA 02 + NH', + NADH
Glicina +

NAD" . . :
N’ N'".metenil-THF .
: reductasa
' NADP* Gluiamato +NH;

N

H
. ) a, = ciclodcaminasa FE_%@E
O e S5 00 fape
. . N HaN
; i )

(s 31 ¢/\ & N5- formimino-THF . o
4
|
1
N’ Formiminotegahidrofolzto




2.7 DEFICIENCTA DE VITAMINA Bys. B
La deficiencia de vitamina B, puede tener @o oonsecueﬁcia una disminucién de la biosintesis de tigfﬁdilato ¥
purinas, asi también una declinacion en ¢l c;reci‘miento, se ;;uedc arribuiir a una deﬁcimcia de vitamina By, o de
folatos. La metionina sintetasa es una enzima dependiente de vitamina-Bu, esta involucrada en el .ciclo de
'reaccionts que transforman metionina a homocisteinﬁ. Esta regeneracicﬂn es disminuida por la deficiencia de
vitamina B, teniendo una acumulacién de homocisteina y de N'-metil-tetrahidrofolato dentro de la oélu.la. La
'acurﬁujélcién de N'-metil-terrahidrofolato se presenta aebido a tetrahidrofolato,” con la“-consecuencia -de la

disminucién en la realizacion de las reacciones que requieren o dependen de tetrahidrofolato, *™

1

2.8. FARMACOS QUE INTERFIEREN CON LA SI]\I'I:ESIS DE ACIi)OS NUCLEICOS:

Los anmiimetabolitos son generalmente estrucmras andlogas a alguno de los intermediarios de una via ‘melab(’)lica,.
este antimetabolito tiene cbmo objetivo aherzlir el producto final de la biosintesis de alguna macrbmolécula que
este imp]icada en un mecanismo fisiopatolégico de una enfermedad especifica &e importancia clinica, el 5-
fluorouracilo interfiere en la biosin-usis de nucledtidos de plrumdma, especificamente para inhibir la sintesis de un
nqc}eﬁtido de timidina. La éigujeme explicacién yel posterior esquema son una breve descripeién de 1a biosintesis
de 'pirimidinas en donde el intermediario qz"c'r‘tato, s daspla@ddpor un andlogo, el S—ﬁuorouracilo, este $e
incorpora a la ruta y forma S-flucrodeoxiuridilato en lugar de formar 5°- deoxiuridina, el evento siguiénte en la

biosintesis normal esla transformacion de un nucledtido de uracilo 2 un nucledtido de timina, este se rt;a]iza -
mediante una geaccién catalizada por timidjila'to sintetasa  que rasisforma de 5*- deoxivridina (dLTl;dP) a 5

deoxitimina (dTMP), 'la reaccion es inhibida irreversiislenieme por S-Hmrodeoxiuﬁdiléip (F-dUMP).
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Esta es una breve descripcion de la biosintesis de nucleotidos de timidina y como interfiere el 5-fluorouracilo como
antimetabolito; 1a molécula orotato es inlermediario en la biosintesis de pirimidinas, es desplazado por un andlogo;

el 5-fluorouracilo.

Glutamnina Carbamilasparato Dihidroorotato Orotato
o
. . o
HN i > - PO HC o !
0}\»1” COOH )
OH
Orotato 5-Deoxisridilate
o o}
HN | § |
}\ . °
o N —_—, _— POH o
H
OH

5- Fluorouracilo
‘ 5-Fluorodeoxiuridilato

La formz!cién de 5-fluordeoxiuridilato en la iﬁosimcsis de bases pirimidicas tiene como consecuencia la inhibicién
de 1a enzima timilato sintetasa por el 5-fluorodeoxiuridilato, una probable explicacion de la inhibicién_ de esta
enzima es ia siguiente: el &tomo de azufre del la cisting 146 de la enzima timidilato sintetasa se adiciona al C-6 del
“F=dUMP, el radical CH, del N* el N°,N'* metilentetrahidrofolato sc adiciona entonces al C-5, formando un enlace
covalente, posl'crio;'mmte la enzima no se puede separar de! F-dUMP por el ion F”, de este modo se blogue la
catdlisis, formando un complejo covalente entre F:dUMP, el N',N'"-metilentetrahidrofolato y el grupo sulfhidrilo de
la mzin_m, este mecanismo es un ejemplode un sustrato suicida, en la que una enzima transforma un substrato en

inhibidor, este producto inmediatamente inactiva la propia actividad catalitica, de esta forma inhibe



pirimidinas a conducido a Ia aplicacién clinica del 5-fluorouracilo como agente aminnporal para inhibir la sintesis
de 5°- deoxiti.mina monofostato. La inhibicion de dUMP a dTMP tiene como consecuencia un incremenlg gradual de
dUMP en 1a célula, una pequeiia cantidad de JUMP es convertido a  acido uridin trifosfato (dUTP). Normalmente la
enzima #cido dexosirribonucleico polimeras.a reconoce:’ 4¢ido adenintrifosfato (dATP), 4cido timidintrifosfato
(dTTP), éCid;J guanosintrifosfato (dGTP), zici(‘_io citosintrifosfato (dCTP), como substratos para la sintesis Vde ADN,
con el incremento de los niveles de dUTP en la cétula, una pequefia cantidad de uracilo cmmenza a inclrpararse
(ientro del polir:nero de ADN. Esta base anom}a.l en la cadena de ADN es reconocida por las enzimas de reparacién
de la célula, el intento por reparar el AN ancrmal tiene como consecuencia una ruptura accidental de la caﬁéna de
ADN y una postenor muerte celular,- Los antifolatos son cmnpumlos que interfieren con la formacién de los
cofactores de tetrahidrofolato, .de dlhjdrofolato o de 4acido folico por inhibicion de la enzima dihidrofolato
reductasa. ‘La aminopterina y la ametopterina (mctrotexalo), son andlogos de letrahidrofolams, estas moléculas son
potentes inhibidores competitivos de la dihidrofolato reductasa. El metrotexato es un ﬁrmam valioso en el
tratarniento de muchos tumores de crecimiento répicio, tales como levcemia aguda ¥ cclriowrcmmna, el metrofexate

es mury 1oxico erido' a que afecta tanto a ias oflulas malignas y a las no malignas.

g:‘ ._ fﬂ%‘ @8

.

Las células de la médula dsea, las células cpitélialas del tubo digestivo y los foliculcs.pilosos son muy vulnerables a
€sta accion téxica de este antagonista de folatos, el procedimiento de la quimioterapia es watar aJ'pac-:imle con cancer
con una dosis letal de metrotexato y unas horas después rescatar al paciente por la administracion masiva de 5-
formil tetrahidrofolato y/o timidina. El Tri:hen‘cpﬁm también es un antifolato, fue descubierto por George
Hitchings y Getrude Elion, el trimetroprim se une con mds afinidad a la dihidroreductasa de Ias bacterias quea la

de Jos mamiferos y se wtiliza como agente antibacteriano en la terapéutica méd.lca
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2.9. TRASTORNOS FISIOPATOLOGICOS ASOCIADOS CON LA DEFICIENCIA DE FOLATOS.
En 1962, Herbert especificd la Mcié por la deficiencia de folatos, que es el inicio de una anernia
megioblastica. Despuds de habersé iniciado una dieta deficiente en folato, las diversas anomalias se establecen ;-
después de 3 semanas de deficiencia de los niveles de folatos séricos bajos; 5 semanas despuds, neutréfilos
l-lipa'segmmlados en médula ésm, 7 sernanas después, neutréfilos hipersegmentados en sangre periférica’con un
incremento en la médula Gsea de mitosis andmaias y de megaloblastos basilicos intermedios; 10 semnanas después,
médula 6sea con algunos metamielocitos grandes y megaloblastos policromatofilicos intermedios; 13 semanas
después elevada excrecién de acido formj:nmoglulémit;p (FIGLU) en la orina, 17 semanas después, folatos en
eritrocitos bajo; 18 semanas dﬁpu&, m&oﬁvﬂmitos de los eritrocitos con un elevado nimero de metamielocitos
grandes en la médula ¢sea; 19 semanas despuds, médula dsea francamente megaloblastica.
Después de 20 semanas, anernia. .
Hasta despugés ae 20 semanas todavia no aparecen las alteraciones del epitelio intestinal, sin ingesta de folatos en la
dieta, la anemia aparece en el hombre en un periodo de 3 a 6 meses. Los cambios morfoldgicos de la sangre
periférica y de la médula dsea en la anemia megaloblés;i-ca debida a deficiencia de folatos son n‘;uy similares a los de

1a deficiencia de cobalamina.

2.10. MANIFESTACIONES GENERALES DE LA ANEMIA.
Se considera que la anemia se presenta cuamj]o la concentracién de la hemoglobina o el hematderito se sitian por
debajo del limite inferior del intervalo de referencia del 95 % con TESpecto a la edad, el sexo y la altitud geografica
del individuo. . |

Valores de referencia por debajo de los cuales se considera que existe anemia a nivel del mar.>"

20.Edad Hemoglobina Hematderito
( afios) g/dl) _ @L/L)
06a4 11 0.33
589 . 11.5 0.34
10a14 ) ‘ 12 . . 0.36
Adulios: varones 14 0.42
Adultos: mujeres 12 . 0.36

Mujeres gestantes ) 11 0.33




SIGNOS CLINICOS DE LA ANEMIA,
Ciertos signos y sintomas clinicos provienen de la menor capacidad de la sangre para transportar axigeno y por lo
1anto, son mds o menos propmc:mala a la concentracion de hemoglobma y al volumen sanguineo, y depende dela
velocidad de estos cambios. Los factores que la modifican son los ajusles de compensacién de gasto cardiaco, la
frecuencia resplratma y 1a afinidad de la hemoglobma por ¢l oxigeno. Si |a anemia se desarrolla crénicamente en un
individuo no atacado gravemente por otra enfermedad, es probable encontrar concentraciones de hernog]obi:m hasta
de 6 g/ dL, sin que se criginen molestias ni sintomas fisicos, mientras el individuo esté en relposo. e
En general, un individuo anémico se queja de propension a la fatiga y disnea de esfuerzo, ocasnmalts )
desfallecimientos, vértigos, palpitaciones y céfaleas. Los ha.llazgos fisicos mis comunes son pa.hdar_, pulso rapido,
hipotensién, fiebre ligera, leve edema maleolar y soplos sisiélicos. Ademds de estos signos y sintomas generales,
existen muchos datos clinicos propios del tipo especifico de anernia, Las causas de l2 anemia se dividen en tres
categorias fisiopatolégicas importantes como son: la produccién deficiente de eritrocitos, >pé'd.ida de sangre y
destruccion de eritrocitos. La presencia de una anemia no constituye una mfmnedad, sino un signo de un trastorno
subyacente, cuyo mecanismo fisiopatoldgico debe identificarse para planificar un tratamiento adecuado para ta
recuperacion de la salud del 'indjviduo que la padece. Un detalle critico en el tratamiento de las anemias es que debe
ser especifico, lo que implica la nmdad de establecer t-il d'.iégndstico del mecanismo ﬁéiopatolégioo que causa la
anemia, el estudio detallado del diagnoéstico de la anemié es establecido por las pruchas de laboratorio que
cuantifican el grado de anemia; uno de los estudios fundamentales es la biometria hemitica, que proporciona el
analisis completo del hemograma y proporciona datos, como indices eriﬁ-ocitarios, recuento de plaquetas, otros ‘
estudios como lo son: el recuento de reticulocitos, estimacion de la polia'mlmoﬂ!iél, ¥ una revisién de la morfologia
celular en una extension de sangre perifirica tefiida, y un esquema establecido para la clasificacion etiolégica de la
anemia. Una de las tres categorias de las causas fisiopatolégicas de la anemia es por produccién deficiente de
eritrocitos ¥ puede ser causada por deficiencia de hierro, de cobalamina o de folatos; a la anemia por produccion
deficiente de eritrocitos por deficiencia de folatos se le d;:nomina anem.ia megalobl;’lstica y seasocia generalmente

a unha alimentacién insuficiente.'’?%
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) 2.11. ANEMIA MEGALOBLASTICA.
Sangre periférica. La an'emia megaloblistica causa una anemia denominada macrqcitica, f;lebido a la morfologfa que
s¢ observa en los eritrocitos en‘una ﬁ-ons de séngre teflido, las anem.ias_ macrociticas asocladas a megaloblastosis -
difieren de las no megaloblasticas por la presencia en la sangre de macroovalocitos y neutréfilos gigantes
hipersegmentados. La pancitopenia se presenta, es elevado el volumen corpuscular medio de los gritrocilos y s
observan 'macroovalocilos, anisocitosis y peiquilocitosis. Se observa en ocasiones el puntwdo baséfilo, cuerpos de’
Howell-Jolly miltiples, hematifs. nucleados con cariorrexis e incluso megaloblastos. Los grénu.locitor; poseen un
_nimero aumentado de idbulos como consecuencia de una maduracién anormal. La hipe@agmmtaci(m se define
como la presencia de cinco 16bulos en més de 5 % de los neutréfilos, o de cualquier newréfilo con seis 16bulos o
Médula: La anctnia megaloblistica se caracteriza por el agrandamiento de todas las cétulas de proliferacién fé;;ida
del organismo, incluidas ias de la médula. La anomalia mas importante es la disminucién de la capacidad de simtesis
de 4cido desoxirribonucleico (ADN). Las células presentan una prolongada fase de reposo intermitético y un bloqueo
‘precoz de la mitosis. El ninnéro de figuras mitdticas aumenta. La sintesis de 4cido ribonucleico (ARN}) se altera
menos que la de ADN, por lo que la maduracion citoplasmatica y su desarrollo contintan, con el consecuente
aumento del tamafio de las ¢élulas. La cromatina fina y la prominente paracromatina dan lugar a un patrén de
cromatina claramente més abierto que el de la serie normoblistica. Los nicleos suffen mnme:us con facilidad
apareciendo numerosos cuerpos de Howell-Jolly. Suelen haber mis células parecidas al pronormoblasto y all
normoblasto baséﬁio que los pramegaloblastos y megaloblastos bas6filos que aparecen en la eritropoyesis normal. A
este fenGmenc se le ha dméminado detencién de la maduracién o a..sincronia nucleocitoplasmatica. Los
megaloblasios policrométicos gigantes son mujr caracteristicos. En la serie granulocitica, las células son mayores y
pr&séman un retraso en la maduracion nuclear y una masa dtop!aMM grande, los granulos son mayores, €] patrén
de cromatina es menos condensado y como consecuencia el nicleo no se tifie bien. La médula dsea es hiperplésica, la
méduta amarilla se va sustituyendo por médula roja, que se extiende hacia los huﬁos largos. El nimero de
Precursores a‘iuoids aumenta (megaloblastos) y el cociente mieloide —eritroide disminuye, Si 'el proceso
megaloblastico es incompleto o el paciente no esta tratado adecuadamente, 1os resultados pueden ser s6lo parciales. '
Las alteraciones granulociticas son muy \tiles para valorar una anemia megaloblastica debido a que las alteraciones.

persisten por largo tiempo. Los hallazgos medulares son como consecuencia del efecto de la alieracion en la sintests
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de dcidos nugleicos con megaloblastosis y dél estrés  hipéxico, que da iugar a un aumento de nimero de células

eritroides. '

ERITROCINETICA.
En las anemias megaloblésticas aumenta la masa eritroide, se acelera el recambio de hierro plasmético y aumenta el
urobifinogeno urinario y fecal. Estos indices nos indican un aumento de la eritropoyesis total hasia tres veces su
‘ritmo habitual, la disminucién de hierro en los hematies circulantes y la reticulopenia indican una reduccién de la
eritropoyesis eficaz. Estos hallazgos implican la presencia de eritropoyesis ineficaz. Ademis de mayor destruccién
de precursores eritroides defectuosos en la médula, lé supervivencia de los hematfes circulantes es corta, lo ﬁue trae
COMO consecuencia una hemélisis; 1a bilirrubina indirecta sérica aumenta, asi también el hierro sérico, el mondxido
de carbono, la deshidrogenasa lactica. l_a muramidasa en :suero puede aumentar y esto indica una granulopcyésis
ineficaz. La anemia megaloblistica casi siempre se debe a una deficiencia de vitamina B,; o de cido folico. Y lo

anterior es similar para ambas deficiencias. >

CAUSAS MAS FRECUENTES DE LA ANEMIA POR DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO.

Los folatos se absorbe en el duodeno ¥ en la porcion superior del yeyuno. En la ausencia de la ingesta, los depésilos

hepaticos proporcionan sélo un sv.hﬁinistro de 2-4 meses. Las causas mis frecuentes:

I Lalingesta dietética limitada de folatos. ‘

2. Laingesta de alcohol que interﬁc:.re en la absorcién de los folatos.

3. Las personas que Hlevan una dieta marginal ( té, 1ostadas ). _

4. Los lactantes con deficiencia de vitamina C (anemia megalobldstica de la infancia). Dado que el feto oﬁliene el
surninistro de folatos de la madre en el embarazo son susceptibles de desarrollar una anemia megalobféérica.

5. Lamala absorcion intestinal. ,

6. En Esprue tropical, la mala absorcion es secundaria 2 la atrofia de la mecosa intestinal. _

7. Pacientes tratados con anticonvulsivos, ahlicmceptivos orales por pericdos prolongados disminuyen la
absorcidn, asi también los antimc_!tabolitos (metrotex;ne), y antimicrobianos (trimetroprin /sulfametoxazol) que
interfieren con el metaboli;mo de folatos.

8. En la gestacién, 1a lactancia, la diglisis cronica, las anemias hemoliticas crémicas.
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La anemia por carencia de folatos (anemia megaiobléstica) puede manifestarse en los mﬁos menores de dos aflos

sometidos a lactancia artificial, durante la gestacion, después de una diarrea prolongada, debido a trastornos de

absorcién de folatos. .

La anemia megalobl4stica representan el 20% de todas las gestaciones. En los paises en vias de desarrollo se

observa una anemia muy difusa causada igualmente por la carencia de folatos. Se admite igualmmle que entre las

mujeres grividas de los paises desarrollados es muy frecuente una carencia de folatos. La exposicién del feto a una

carencia de folat;Js puede causar deformidades y alteraciones del sistema nervioso central y del cerebro. El labio

leporino también puede ser consecuencia de carencia de folatos. El consumo excesivo de. alcohol, la perdida

prolongada del apetito y una amplia gama de enfermedades crénicas, entre las que ﬁguran la alergia al gluten,

pueden ocasionar la carencia. Un estudio britanico ha demostrado que et 24% de los pacientes quinirgicos sufren una

carencia de fqlatos, mientras que otros estudios indican que hasta el 70 - 80 % de los ancianos de un instituto

geriatrico ;iadecian una carencia de esta vitaming, que se manifiesta con dcprmiénl y apatia. Otros sintomas de lé

carencia de folatos son infecciones de la cavidad oral, vértigo, problemas rmplratorlos y coloracion amarillenta de .
la piel. También se han observado alteraciones cuu’inais en mujeres gravidas y en las que toman antjccmceptivos. En )
ciertas maltformaciones fetales, como la espina bifida y al anencefalia es un problema de salud publica, que ha
recomendado suministrar suplementos de estd vitamina y las del grupo B en todas las mujeres en edad fértil, Si bien
se ha recomendado para las gestantes 0.4 mg de folato/dia, son muchas las mujeres que en este estado ingiéren
cantidades menores. El cuadro clinico dc‘ las deficiencias de folatos en el hombre incluye manifestaciones
inespecificas de anerlnia megaloblastica, que son similares a las que se observan en la deficiencia de vitamina B,
(megaioblastisis. glositis, aumento de deshidrogenasa lictica en suerc) ademss de ciertas caracteristicas especificas
que hacen posible el diagndstico de deficiencia de folatos, independientemente de ta causa subyacente.

Estas caracteristicas son:

Dmmmucmn de los niveles séricos de folatos (cifras normales 6 a 15 ng /-mL).

Disminucién de los niveles eritrocitarios de folatos (ciﬁ-as normales 150 a 600 ng / mL de célutas) y respuesta clinica

plena al tratamiento con dosis fisiolégicas de dcido lico,’?2°
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3.0 METODOS CUANTITATIVOS PARA LA DETERMINACION DE FOLATOS,
3.1 METODOS MICROBIOLOGICOS.
3.1.1 METODO MICROHIOLOGICO PARA LA DETI::RMINAC[ON DE ACIDO FOLICO EN SUERO

UTILIZANDO Strepmcoccus faeca]:s PROPUESTO POR CAPPS HOBBS Y FOX. MODIFICADO P()R

EL Uso DE CITRATO DE SODIQ.

i

PROPOSITO: El medio de cultivo Bado para la determinacion de acido folico, se wiiliza para determinar la

concentracion de 4cido félico. El microorganismo que se utiliza para el ensayo es Streptococcus faecalis .

., ATCC 8043,

. FUNDAMENTO:-EI ﬁmio de cultivo bacto para !a determinacién 4cido folico contiene; a excepcién de
dcido folico todos los nuﬁcmas y vitaminas esenciales para la proliferacién de Streptococcus faecalis
ATCC 8043, con la adicién de 4cido félico de diferentes concentraciones creci;-ms conocidas se obtiene ta
prol:f‘eracu&n del microorganismo, esta proliferacién s¢ relaciona con la concentracion de dcido folico, Ia' )
cual puede ser medida por turbidimétria y obtener una relacidn lineal entre la concenu'am(m de 4cido

folico y densidad optica dela prol:fera(:lén.

MATERIAL.
- Tubos de ensayo. ' X
- Matraz Erlemeyer 500 , 1000 m! ‘ t.
- Vaso de precipitado 100, 500 mL.,
- Espétula.
- Gradillas.
. - Algoddn. -

EQUIPOS,

- Fotémetro.
- Incubadora.
- Autoclave, oo .
- Estufa. ! : N
- Balanza . .

REACTIVOS. N
- Agua destilada o desionizada.
- Estdndar de acido félico.
- Cepa._de Streptococcus faecalis ATCC 8043,
- Agar Bacto Lactobacilli AOAC o
- Agar de ensayo Micro(cultivo Stock de los estdndares).



- Caldo Bacto Lactobacilli AOAC o, |

« = Caldo de indculo Bacto p/el ensayo Micro. (Inoculo de Streptococcus [aecahs)

‘- Medio de cultivo comercial, Bacto para Streptococcus faecalis ATCC 8043 para la determinacion de
4cido folico, que contenga la signiente formula:

FORMULA ¢
Casaminocdcidos ' 12g
Dextrosa : . 40 g
Citrato de sodio ) 20¢g
L-cistina . ] 0.2g ' )
DL-triptofano - . 0.2g ' '
Sulfato de adenina ) 20 mg, |
Guanina hidroclorada i . 20 mg
Uracilo . 20 mg
Tiamina hidroclorada ‘ 02 mg
Piridoxina hidroclorada 4 mg
Riboflavina ! 2mg
Niacina 2 mg
Acido paraminobenzdico 200ug
Biotina ‘ 0.8 ug
Pantotenato de calcio 400 ug
Fosfato dipotdsico ‘ : 1g
Fosfato monopotisico 1g
Sulfato de magnesio Gdg
Cloruro de sodio s 20mg
Sulfato ferroso 20mg
Sulfato de manganeso ] 20 mg

pH final 6.8 +0.2a 25°C.

100 gramos en 2.6 litros de agua.

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER LA CEPA DEL INOCULO, PORMEDIO DE LA RESIEMBRA

DE_Streptococcus faecalis ATCC 8043,

La cepa de  Streptococcus faecalis ATCC 8043, se  resiembra con un hisopo en el medio-de cultivo agar

bacto lactobacilli AOAC oen agar de eTmsayo micro bacto, incubar de 35 .a 37 grados centigrados por un .
. tiempo de 24 a 48 horas, posteriormpntc los tubos son conservados bajé refrigeraciin. Las resiembras se
realizan mmsgahhente. El in6culo para el ensayo se prepara rfsemhrand-o de la cepa de Streptococeus '
Jaecalis ATCC 8043 en 10 mL de caldo bacto lamobacii]i AOAC o caldo de indculo para el ensayo micro
bacto.

P
1

Incubar 24 horas de 35 a 37 ° C. Posteriormente las células se“ccmtriﬁxgan, bajo condiciones asépﬁcas, el

sobrenadante liquido se decanta. Las cél.ulas sé suspenden en 10 mL de cloruro de sodio estéril al 0.35%. La
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suspension es usada como indculo en:cada uno de los tubos del ensayo con el medib estéril bacto para ¢l
ensayo de acido folico. ’ o
PREPARACION DEL MEDIC DE CULTIVO BACTO PARA LA DE'I'E.RMINACION-DE ACI_DO

'

! FOLICO.
Agregar 7.5 g de medio bacto para el ensayo de acido filico, a 100 ml. de agua destilada o desionizada,
calentar a ebullicion durante 2 a 3 min:l‘.ltlos, agitér ¥ dc;.‘;hacer los precipitados que se formen, adicionar 5 ml.
del medio a‘los tubos del ensayo por utilizar (un tubo por cada determinacidn), y afladir- 1 mL de ’los
diferentes sueros problema. controles y estdndares (la curva estandar se puede obtener usando Acido folico
preparando las siguientes concentraci(i)n& 00, 20, 40, 60, 80, 100 ng/10mL), ajusla.r el
volumen total de todos los tubos a 10 mlL con agua destilada o desionizada. Esterilizar todos los tubos en
autoclave durame 10 minutos a 15 Ilhras de presidn (121° C),
Después de ia inoculacién del microorganismo incubar los tubos a los que se les adicionb. controles y
muestras a una temperatura de 35 a 37 grados centigrados durante 16 a 18 horas una vez terminado el

tiempo los tubos son refrigerados de 15 a 30 minutos para detener el crecimiento antes de obtener las

lecturas turbidimétricas.

RESULTADOS.
Para el calculo de la concentracion de dcido folico se requiere trazar la grafica de la curva estindar que se

realiza en cada corrida, es importante que para cada eﬁsayo se realice la curva estindar por las diferentes

. condiciones experimentales que pudieran influir con los resultados entre cada corrida.

Interpolar la absorbancia en la cuwa'mt_énda.r de cada control y prob'lcma.
CURVA ESTANDAR

Preparacién:  disolver 50 mg de icido fdlico USP estandar de referencia o su equivalente, en 30 mL de

.NaCOH 0.1N y 300 ml. de agua dcﬁtiiaaa. Ajustar el pH.a 7.5 (con una solucién de HC1 0.5 N} y ag;'egar

agua destilada para obtener un volumen de 500 mL.,
Tomar 10 ml. de la primera dilucidn y agregar agua destilada p/S00 mL. Ajustar el pH 7.5 (con una

solucion de HCI 0.5 N) agregar agua destilada hasta obtener un volumen de 1000mL..
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Tomar 100 ml. de la segunda dilucion y agregar agua destilada hasta 500 ml. Ajustar el pH 7.5 con una
solucién de HC1 0.5 Ny agregar aguz;‘ destilada hasta obtener un volumen de 1000mL.
La dlima dilucién @time 100 ng de écido folico, se debe preparar el estindar pard cada ensayo.r La
solucién estdndar para el ensayo se obtiene: a 10 mL de la solucién stock agregar agua destilada hasta
obtener 500 ml., estd solucién contiene 2 ng de &cido flico por mL. Usar 0, 2, 3, 4, 5 mL para cada tubo
del ensayo de la curva de calibraciéon. Los tubos después del periodo de incubacién son refrigerados de 15 a
30 minutos para detener ei &miiﬁimlo. El método puede ser sustituido por un método ndeloﬁérico y"
construi_r la curva con los valores obtenidos.
Sensibilidad: Utilizando el medio de ensayo Acido folico bacto se detectan concentraciones en un intervalo de

2a10ng/ 10mL "
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3.1.2 VALORACION MlCROBlOLOGIICA CON _Streptococcus faecalis ATCC 8043 PARA ACIDO
FOLICQ CON EL MEDIQ BASE DE ACIDO FOLICO.
FUNDAMENTO. o ,
Algunas. bacterias ¥ levadiras sdlo pueden crecer en presencia de d&enninadas vitaminas. Sembrando tales
Microorganismos en medios-de cultivo deﬁn-idos, que contienen todos los componentes esenciales para el
crecimiento optimo, salvo la vitamina que se qui_ere val&ar, se impide totalmente o por lo menos-se reduce
drasticamente la mlﬂ;ipli.cacién del microorgénjsmo sembrado, afiadiendo la vitamina en cuestién, en cada caso, se
obtienc un crecimiento que depende de la cantidad de ;zitarnina afiadida. Las cantidades de vitamina prcsemeé se
calculan por la turbides producida por el crecimiento o por la determinacién cuantitativa de un metabolito del

microorganismo (por ejemplo, acido lactico). ;

REACTIVOS.

- Medio de cultivo caldo deshidratado para ensaye de vitamina 4cido fdlico con la ‘silguienle formula:

Formula.
D (+) - glucosa anhidra W0p
Hidrolizado de caseina exento de vitaminas 12g
Asparagina 200 mg
DL - alanina 400 mg
1.- cistina ) 200 mg
DIL- triptofano : 200 mg -
Adenina 20 mg
Guanina 20 mg
Uracilo . [20mg
}'{amina 20mp |
Acido 4- aminobenzdico 200 ug
D(+) bictina ] 0.8ug
Dx+) pantotenato de calcio ] .+ 400 ug
Acido nicotinico ; 2mg

. Piridoxall clorhidrato 4 mg
Riboflavina ) 2mg .
Tiamina dicloruro 2mg
Hidrogenofosfato dipotisico ) 1g
Sulfato de hierro 1l 20 mg
Composicién ' g/L
Dihidrogenofosfato dipatdsico lg
Sulfato de magnesio 400 mg
Sulfiato de magnesio 11 ‘ 20 mg
Acetato de sidico . 20mg
Adicionaimente Tween 80 0.4 mL
pH 6.8
Preparacién / litro j6p
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Composicién del’' Caldo Micro-inoculum.

Proteasa - 5.0

Extracto de levadura - 200

DY + ) - glucosa 10.0

Dihidrogenofosfato potasico 2.0

Tween® 80 - 0.1
PREPARACION : -

4

Disolver 76 g del medio de cultivo catdo deshid‘ralado para ensayo de vitamina acido folico en 1000 mL de agua

1malmen-lc desionizada y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C. pH67+0.1.

La cepa del ensayo Sireptococcus [ae;:alis ATCC 8043, puede ser adquirida en American Type Culture Colletion,

12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA.

INSTRUMENTOS,

Fotémetro con filtro de longitud de onda a 546 nm

Autoclave.

Incubador.

Préparacién de las muestras:

Proceso de exuacéic’m: extraer el acido folico del material a investigar con agua que comenge; algunas gotas de

NaOlHl IM vy calentar.

La liberacion del cido folico ligado ne&sila un pretratamiento enzimatico;

a) Homogeneizar 1 g de material a invesligar En 150 mL. de tampén de fosfatos 0.05 N (pH 7.2). -

b) Esterilizar (15 min. a 121° C), aftadir 20 mg de enzima pancrestica (anhidra) ¢ -incubar durante 24 horas a 37 °C.

c) Llevar a esterilizacién la suspensién (5 min. a 121°C) enfriar y filtrar,

Suspensidn de Inoculacién: ]

a) . Del i:ultiv_o madre del microorganismo del ensayo E...srregtococcus facealis (ATCC B043 ) sembrar en caldo
microinoculum y se incuba durante 20 horas a 37°C.

b) Centrifugar las bacterias, lavar tres veces con solucién salina fisiolégica estéril y ajustar la suspensidna 2 x

10* gérmenes/ml,
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Patrén:

- Solucién de calibracidn:

a) Disolver 50 mg de acido folico (anhidro) en 30 ml de sosa cdustica 0.01N.

b) Afiadir 300 mi de agua destilada y de ajustar a pH de7.8 completar hasta 500 ml. De csta.solucidr; madre que i

. contienen 100 ug / ml preparar, antes de su uso, la solucion patrén corrmpondiemt;:. hasta 2 ng/ml. ‘.

¢) Preparar una serie de diluciones con las siguientes concentraciones:
0.0, 0.5, 1.0..2.0, 4.0, 8.0, 10 ng de Acido f8lico, afiadir 0.0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 5.0 ml de solucién patrdn .
en los tubos y completar con agua bidcstilada‘hésba S5ml. g '

Los tubos para el control del cultivo y del control de esterilidad contienen solamente 5 ml de agua.

Concentracién de ng 0.0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 10.0
dcido fdlico/ 10 mL :

mL de solucidn patrén 0.0 0.25. 0.5 - L0 2.0 4.0 5.0

Agua destilada ) 10.0 9.75 95 9.0 8.0 6.0 5.0

Mu&ﬁas: preparar los tubos para las muestras al igual que para la solucion patrén, completar hasta 5 ml con aguzij

bidestitada. . | '

Preparar el medio de siembra para el ensayo,

a) Disolver 7:6 g del medio del ensayo para la determinacion de écide folico, cultivo en caldo, con tween 20® en -
1000 ml de agua bidestilada y hervir brevemente. | |

h) Ajustar ¢l pH a 6.8, 25 °C, afladir a tonI:los los tubos de calibracién: muestras y éomro]esl 5 'mil de medio de
cultivo cerrar con tapa y esterilizar en autoclave durante 10 minutos, a una 1crnpéramra de 115°C.

¢} Dejar enfriar los tubos., y sembrar con 1 gota de indculo de siembra, a excepcidn de los controles de
esterilidad, ¢ incubar durante 16 a 20 horas a 37°C. : '

Eva]uaciéﬁ: medir fotométricamente a una longitud de onda de 546 nm de la densidad dptica de las soluciones de

calibracién y de la muestra frente al cultivo de _comrol.

Para obtener la grafica de la curva de catibracién registrar los valores de la ah;s‘orbancia en las ordenadas y las

cantidades de 4cido folico en las abscisas en escala logaritmica.
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Una evaluacién solo tiene validez si la DO a 546 nm,--en una cubeta de 1 cm de aspcsor es menor de 0.150 para el
control del cultivo, medido frente a un blanco de agua. Los controles de esterilidad no deben presentar crecimiento

alguno.

CONTROL DE CALIDAD DEL CALDO DE ENSAYO PARA LA DETERMINACICN DE ACIDO FOLICO.
CEPA DE ENSAYO. Streptococcus faecalis ATCC 8043,

INOCULQ DE SIEMBRA : ajustar a 50% de absorbancia { 630 nm, cubeta de 1 cm , frente a 0.9 % de NaCl.)

CRECIMIENTO : La curva de calibracion miestra crecimiento escalonado de a 200 ng a 2000 pg de 4cido folico."*
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. 3.1.3. ENSAYO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE ACIDO FOLICO EN
SUERQ UTILIZANDO Lactobacilius casei ATCC 7469 PROPUESTO POR FLYNN, WILLIAMS,
O’DELL Y HOGAN. MODIFICADO POR BAKER, HERBER, FRANK, PASHER, HUNTER,

WASSERMAN SOBOTKAWATERS Y MOLLIN.

PROPOSIT(O: El medio de cultivo para #cido filico se wtiliza para determinar la concentracidn de acido

fdlico. El microorganismo que se utiliza para el ensayo es Lactobacillus casei ATCC 7469.

" FUNDAMENTO: £l medio de cultivo para écido félico contiene todos los nutrientes y vitaminas esenciales
para la proliferacion de Lactobacillus casei ATCC 7469 a excepcidén de dcido félico; con la adicion de
diferentes concentraciones crécienta de 4cido folico la proliferacion del microorganismo puede ser valorada

por turbidimétria para cuantificar la concentracién de 4cido folico.

MATERIAL.

- Tubos de ensayo, .
- Matraz Erlenmeyer 500, 1600 mL.
- Vaso de precipitado 100,:500 mlL. -

- Espatula.

- Gradillas.

- Algodon.

EQUIPOS,
- Fotdémetro.
- Incubadora.
- Autoclave.
. REACTIVOS.
- Estandar de écido flico,
- Lactobacillus casei ATCC 7469
- Medio de cultivo comercial, Bacto Lactobacitius casei ATCC 7469 para la determinacidn acido félico,

con la siguiente formuta:



FORMULA.

Casiton tratado ¢on carb{m ' 0g
Dextrosa L A0g
Acetato de sodio 40 g
L-cistina hidroclorada ) 02g
DL-triptofano 02g
Asparagina 06g
Sulfato de adenina 20mg
Xantina 20 mg
Uracilo : 20 mg
Complejo monoleato de sorbitan 0lg
Clutatién reducido . 5mg
Guanina hidroclorada ) 20 mg
Uracilo ' 20 mg
Tiamina hidroclorada 4 mg
Piridoxina hidroclorada . 400 ug
Niacina - 2 mg
Riboflavina 1 mg
Acido paraminobenzdico 200 ug
Bigtina 0.8 ug
Pantotenato de calcio 400 ug
Fosfato dipotdsico ) lg
Fosfato monopotasico 1g
Sulfato de magnesio 04pg
Cloruro de sodio 20mg
Sulfato ferroso ' 20mg
Sulfato de manganeso . : 20 mg

.pH final 6.8£0.2225°C.

100 gramos en 2.13 litros.

BUFFER A BACTO FOLICO. !
Uso: El amortiguador bacto dcido fBlico, s¢ requiere en el medio.baci.o 4cido félico Lacrobacitlus casei
para la determinacion de dcido flico. Es utilizado para preparar tant¢ los estandares asi como los

especimenes de suero.

FORMULA.

_ Ingredientes por litro,
FOSTato monopotasiono ... 10, 80 2
‘Difosfam dIPOLASICO. ceeeeneenrerenrannes 340
Acido ascorbico........ocoiiciviinieen 1 2

pH final 6 £ 0.05225°C. 15.4 gramos en 1 litro se obtiene uma solucion 0.1 M de Buffer A bacto.™
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PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO, _

Agregar 9.4 g de medio bacto acido folico L._casei_para la determinacién de Acido folico, en 100 ml. de
agua destilada o desionizada, adicionar 50 mg de 4cido ascOrbico, calentar g et;tﬂlicién durante 1 a2
. minutos. Agitar y deshacer los precipilados que se formen, agregar 5 ml a los tubos que s¢ van & utilizar
en é] ensayo, adici'(mar 1 mL de los estdndares, controles y los suergs problema a los diferentes tubos, ajustar .

el volumen total de todos los tubos a 10 mi. con agua destilada o desionizada, esterilizar en autoclave

durante 5 minutos a 15 libras de presion (121°C).

PROCEDIMIENTO.
PREPARACION DEL CULTIVO STOCK Y DEL INOCULO.
El cultivo stock de Lactobacillus casei ATCC 7469, se prepara con un hisope en el medio de cultivo en
tubo de agar bacto Lactobacilli casei AOAC. Incubar de 35 a 257 ° C durante 24 a 48 horas, al termino de la
incubacién los tubos son Mm bajo reftigeracién. Las resiembras se realizan mensualmente. El
indeulo para el ensayo se prepara del cultivo stock de Lacrobacilius casei ATCC 7469 eni 10 mL de (.:aldo de
inGculo bacio p/el ensayo micro. Incub;r 16 a 18 horas de 35 a 37.° C, centrifugar las cél_u.las bajo
condiciones aséptic'as‘ decantar el sobrenadante, suspender las células en 10 mL de medio bacto dcido folico
Lactobaeillus casei, resedimentar las células por cenuiﬁxgacibn bajo condiciones asépticas. decantar el
sobrenadante, finatmente resuspender las células 10 mL de medio bacto dcido folico L._Casei, tomar un 1
ml y diluir con 99 ml. cofi el mismo medio, una gota de esta (hima suspénsiém se usa como indculo en cada
unoc de i;JS mb;)s del ensayo. ‘
Algunos lahoratorios prefieren |l.11iliza.1" solucion de cloruro de sodio al 0.85% en vez de medio hasal pal"a
lavar y diluir ¢! indculo. Es importante para cada ensayo se repita la curva de calibracién por las diferenies -
condicicnes de temperatura, e-slerilizacién. pro]iferacién,'elc‘.. lo cual influye en. 1a precisién y exactitud de

los resultados,



LA CURVA ESTANDAR

Se proponen las siguientes é:onccntracféne_s dé acido félico para 1a curva de calibracion.

0.0, 0.1, 0.2,04,06, 0.8, vy 1.0ng/ 10 mL.

Disolver 20 mg de &cido folico seco, en 100 ml. de una solucién que contiene 20 mi. de etanol y 80 mi. de
agua desionizada, Ajustar la solucion a un ];;H de 10 con NaOH 0.1 N para disolver e dcido folico, Yé]vcr a
ajustar ¢l pH de 7.0 con HC1 0.05 N. Esta solucién contienen 200 ug / mL de 4cido folico. Diluir 1 ml. de
estd solucion con‘999 mL. de agua destilada o desionizada para tener una solucién 200 ng / ml., finalmente
diluir 1 mL. de 200 ng / ml. en 999 ml. de amortiguador bacto 4cido félico, esta solucién contiene 0.2 ng / mil.
de 4cido fdlico y es la que se ulilizara:para preparar las conc.emracionés. propuestas de los estdndares Usar
0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4,0, 5,0 ml. para cada tubo de la curva esténdar,

PRESERVACION DE LOS ESPECIMENES: SUERO. .

1. Separar el r;uero del coagulo sanguineg. °

2, Evite la hemolisis y los restos de las células presentes en el suero.

3. Enun tbo de ensayo limpio tomar 5 mL de suero y agregar 25 mg de écicio ascérbico,

4. 8 la determinacién de 4cido félico no se realiza inmediatamente congelar las muestras a -20° C.
PREPARACION DE LOS ESPECIMENES: S@RO

1. Descongelar el suero que contiene Acido ascorbico.
2. Hidratar ¢l amortiguador A bacto dcido folico con 45 ml de agua desionizada, adicionar 5 mL de e&slgb
amortiguador hidratado al tubo que contiene el suero, homogeneizar,
3. Incubar la sclucidn amortiguadora mas el suero a 37 °C por 90 minutos y pésteriormeme esterilizar la
mezcla a 15 libras de presion (121° C), durante 2.5 minutos.

4. Centrifugar los mbos para precipitar las proteinas y transferir el sobrenadante a tubos limpios y secos.

La solucién limpia es 12 que se usara para el ensayo de acido filico.
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PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE .ACIDO FOLICO TOTAL.

1. Usar 0.5, 1.0, 1.5, mL u otros ‘volﬁmmes'pa.ra preparar un eﬁacto del suero como s¢ describe a
continuacidn, e

2, Agregar a cada tublo 5 mL de medio bacto 4cido fblico casei hidratado y suficiente agua destilada o
desionizada para obtener un volumen total de 10 ml..

3. Esterilizar llos tubos por 5 minutos-a 15 libras de presidn: (121° C).

4. Preparar el cultivo stock y el inoculo como se describid, agregar una gota del indculo a- caﬂa tgbo del
ensayo. ‘ )

5. Incubar los wbos por 18 a 24 horas a 37° C £ 1° C. Determinar la pro]iferaciér; mediante la turbides
producida al ﬁnaliiar la incubacidn. Los tubos pueden ser reéigerados de 15 a 30 minwos para' evitar

Y

la proliferacién anies de la lectura.
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDOFOLICOEN LAS MUESTRAS
La cantidad de :—ic1do folico en las muestras se calcula por la interpolacion en la  curva fsténdar los
Aresultados de los valores de absorbancia obtenidos dé los dlfCTEI’lIES estandares, para realizar los ca]culos
tomar en cuenta la dilucién de la muestra.

Los resultados del método puede ser sustituidas por las lecturas obtenidas de un nefelométro, construir la

curva estandar con los valores obtersidos. ™



-3. 1.4 METQDO N[lCROBIOLOCéICO PARA DETERMINACION DE FOLATOS UTlLIZANT)O‘
Tetralymena geleii DESCRITO POR JUKES

El microorganismo Tretahymena gelei;i es un pratozoario ciliado el cual se ha estudiado sus propiedades
fisiolégicas. Los requerimientos nutricionales son muy similares a los de los animales superioms; ¢s capaz de
utilizar 4cido pteroiltriglutdmico, 4cido pteroilbeptaglutamico y Acido pterilglutimico en. camidr;ldas'
equimolares. En este ensayo para la determinacié;l de dcido folico no es necesario el n'atamiemc; con
conjugasas.

El microorga-nismo. T._geleii, se mantiene por transferencia del microorganismo en el siguiente medio de

cultivo:

Peptona proteosa. 2%

Fraccidn de Wilson's de higado 0.05%

Dextrosa. 1%

pH6.8

Preparar un inéculo de 7. geleii: hacer una dilucién de un cultivo de 72 horas con solucidn salina al 0.9%
hasta obtener un equivalente de 0.0005 mL del cultivo original.

Realizar el en'sayo en tubos de 12 x 100 mm, el volumen final ciel ensayo es de 2 mlL, adicionar 1os
estandares y muestras a los diferentes tubos asignados y adicionar un mL de medio basal doble. Tapar los
tubos y esterilizarlos por 10 minutos a 121° C y enfriar ¢ inocular como se describié. Inclinar los tubos en un
angulo de 75 grados para mantener una drea mayor de contacto con ¢l aire, después d.el]arincubaciér‘l de 72
horas de 23 a 25°C, estimar el crecimiento por mélodd turbidimétrico, de los estdndares y las muestras.
Realizar la curva de calibracién, el méximo crecimiento se debe de observar con el tubo que contienen 1 ug

de acido pteroilglutamico. >
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MEDIO BASAL PARA EL ENSAYO DE ACIDO FOLICO CON T. geleii .

DL- alaning 110 ug/mL
L-argining . 206 ug
L-dcido aspartico 122ug
Glicina. : 10 ug
Acido glutdmico 233ug
L-histidina 87 ug
DL~ isoleucina 276 ug
L-lisina 272 ug
L - fenilalanina 250 ug
L-prolina 169 ug
DL- serina - 394 ug
DL- treonina ' 36 ug
DL-triptofano T2ug
DL-valina 162 ug,
Nicotinamida ) 0.1ug
DL- metionina: 248 ug
D-Uracilo 10 ug
Pantotenato de calcio 0.1 ug
Piridoxal hidroclorada 0.l ug
Hidroclorado de piridoxina 1ug
Piridoxiamina hidroclorada - 0.1 ug
Tiamina hidroclorada lmg
Riboflavina 10 mg
Biotina : 0.005 mg
DL-acido tioctico 0.01mg
Cloruro de colina 0.01 mg
Sulfate de magnesio” ' 1 mg

| Sulfato ferroso C 04g
25 Sulfato de manganeso 05g
Cloruro de cobre 5g
Clorurg de calcio - 50g
Cloruro de fierro ' 125g
Cloruro de zing ) 005¢g
Acido gnanidilico _ 30g
Acido adenilico 20 g
Acido citidilico . 25¢g
ween 80 ) 10 mg/mL "
dextrosa . 2.5 mg/mL
Fosfato dipotasico 1 mg/mL
Fosfato monopotdsico - . | mg/mL

Acetato de sodio 1 mg/mlL.



3.1.5. METODO PARA LA DETERMINACION DE ACIDO FOLICO CON Bacillus coagulans,
Baciflus coagdans, es un organismo termofilico, el cual prolifera en presencia de Acido folico y sus
derivados. El uso de este organismo para el ensayo de 4cido fdlico fue sugerido por Baker, Campbell y Sniff.

Microorganismo : Bacillus coagutans ATCC 12245, Se mantienen transfiriendo el cultivo cada mes, en

agar nutritivo Slants, .
Farmula del caldo del inoculo.

Basgmina, » ig
Glucosa, . 2g
Difosfata de sodio . 25g
Monofosfato de sodio 1.0g
cloruro de amonio. 10g
cloruro de sodio. 1.0g
sulfato de magnesio. ) 5.0 mg
sulfato ferroso. 5.0mp
cloruro de calcio. ) 5.0mg

En 100 ml. de agua, esterilizar a 121°C_por 15 minutos,

"MEDIO BASAL PARA EL ENSAYO DE ACIDO FOLICO CON Bacillus coagtians ATCC 12245

L-arginina : : 10.5 mg
L- 4dcido glutamina 10.0 mg
L — histidina 4.5 mg
DL- Isoleucing . 14.0 mg
L- leucina 19.2 mg
L-lisina . 19.5 mg
DL- metionina 6.0 mg
L- triptofano ) 6.0 mg
DL —valina 144 mg
Riboflavina ) . 150mg
Acido pamoténico 100w
Acido nicotinico 150 ug
Tiamina HCI ) 15.0ug
Piridoxal . 7.5ug
Biotina ) 0.9 ug
Fosfato dipotdsico - 250 mg
Fosfato dis&dico 100 mg,
Cloruro de amonio 100 mg,
Cloruro de sodio : 100 mg
Suplementios minerales 0.1 mL
Cloruro de magnesio - : 0.5mg
Cloruro férrico ' : 0.5mg
Cloruro de calcio } 0.5 mg

destilada 100 ml
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PREPARACIGN DEL INOCULO.
Centrifugar lz;s células después de 48 horas de incubacién a 55°C en el caldo basamin, y posteriormente
lavar tres veces con agua destilada. ﬁ;justa; las células lavadas a una suspensién con dcn.;idad Optica de 0.4 .
a 525 nm, con agua destilada que corresponde a 0.20 mg del peso seco de células por mililitro. Preparar el
inéeulo para cada determinacidn. Curva estdndar de 0.5 a'50 ug de 4cido t:(’)lico por frasco.
PROCEDIMIENTO,
En los tubos de ensayo designados ajustar ef. volumen a 2.5 mL. con solucién salina y adicionar 2.5 mL de

medic basal, adicionar 0.1 ml. de las muestras, incybar a 55 ° C por 18 horas. Como se utiliza alta

temperatura no €s necesario esterilizar. Medir ¢l crecimiento turbidimétricamente a 525 nm Hay varias

ventajas en este método, no se necesita técnica aséptica por la akta temperatura. Este organismo su

crecimiento responde a los derivados del dcido flico.”
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3. 2 METODOS INMUNOLOGICOS
3.2.1 METODO QUIMIOLUMINICENTE PARA LA DETERMINACION DE FOLATOS.
" INTRODUCCION, o

El .fenémeno de quimioluminiscencia o bioluminiscencia, es la emisién de luz por molécnllla:s orgéni.cas. se conoce
desde hace 100 afios. El luminol fue uno de los primeros compuestos quimioluminiscentes oxidados por el peréxido
de hidrogeno en condiciones alcalinas en presencia de un catalizador. Muchos compuestos guimioluminiscentes
emiten luz después de una reaccidn de oxidacion, Algunos compuestos no requieren del catalizador. Las
aplicaciones analiticas patenciales se remmi&on en 1947 cuando se aisld la luciferaza de las luciérnagas. Pero fue
aplicada por sus pioneros Berros y Yola con la determinacion de la  hormona tie la insulina y pro;;usieron la
técnica analftica conocida como radioinmunoensayo (RIA). Berson y Yallow fueron los primeros en incrementar la
sensibilidad de la reaccién anmtigeno - anticuerpo usando indjcadore; rz.idioaclivos. El RIA es aceptado en 1960
como técnica para la determinacion de hormonas esteroides y proteinas por su precision exactitud y simplicidad. El
avance en la tecnologia del RIA comienza en 1968 cuando Miles y Helases crean un sistema de un.i'én no
competitiva de dos pasos, en donde el anticuerpo y no el antigeno se marca con un radioisémp;o,ra;l cual se le
denomind sistema de ensayo radicinmunométrico (IRMA). EL ensayo [RMA fue usado para otra nueva innovacion,
la tnmovilizacién (union covalente) del anticuerpo en fase sdlida. Los sistemas de fase solida se desarrollaron
duwrante 1970 incluyendo anticuerpo unido a tubos de plastico y a perlas de vidrio grandes o pequefias. En 1983 s
introduce un método de separacion que son las particulas paramagnéticas (PMP) como una nueva fase solida. La
separacién se logra poniendo las PMP cn. tubos y una plataforma magnética. Los z;gregados paramagnéticos se

juntan en la drea magnélica y él scbrenadante es decantado, eliminando la centrifugacion. Aunque el RIA es 7
altamente sensitivo, preciso y exacto hay varias desventajas en el método, como son, la corta vida media del
radioisdtopo y los problemas relacionados con el manejo de compuestos radioactivos. La necesidad de wiilizar otras
moléculas no radicactivas, deja como alternativa retomar a las moléculas quimioluminiscentes como indicadores de
ld reaccién am[ge:lm - anticuerpo. En 1967 la tecnologia luminiscente para ensayos de unién fue descrita usando
- luminol como indicador y se requiere 1a adicidn de un catalizador para que la emision de luz se lleve a cabo. El
€ster de acridinio que no necesita el catalizador es ‘desarrollado por Woodhead, McCApra, y colaboradores. La
oxidacion del ester de acridinio se lleva a cabo rédpidamente, con un pico de emisién que dura un seguﬁdo. El ester

de acridinio se une al anticuerpo y a su vez se unen a pariculas paramagnéticas. Los sistemas automatizados
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miden la cantidad de [uz que emite durame la reaccién de qm:nic;lurniniscmcia. En el inmunocensayo luminigcemlc, i
el antigeno en la muestra del paciemle' compite con ¢l antigeno um:dO. urt 611&& covalé:nte‘ 'a"partfculas
paramagnéﬁcas por sitios de unién limitados en el ester de acridinio unido al ahticuci'po..tha relacion inversa
existe entre la concmlrécifm del anticuerpo marcado unido al amigéno yel ahtigeno en la muestra del i:;aci;nte. El
ensayo inmunoquimiluminométrico es un ensayo de sandwich en ¢l cual el .antigcno del paciente es-imnovi]iz.ado
entre ¢l anticuerpo unidol un enlace covalente a particulas paramagnéli@ yun amic:uérpb marcado con ester de
acr-idinio. Existe una relacion directa entre 1a concentracion de antigeno en la muestra del paciente y la cantidad de’
luz emitida durante oxidacién del ester de ‘acridinio en la cubeta. La medida de antigeno en la muestra, en ¢l
sistemna automatizado ACS 180 inyecta reactivo ! y reactivo 2 en la cubeta que contienen 1a mezcla de reaccion .
Esto desencadena la reaccion de quimio_luminiscens:ia lque resulta en la emision de fotones de luz. Los tubos
fotomultiplicadores PMT, v un folodetector-, déleclan las seﬁai&; de emisién y jos convierten cn impulsos eléetricos. —
El sistema ACS llSO cuenta los implﬂsoé_elécl:’icbs de fa emisién de fotones, interpreta los resultados en la curva
‘maestra de calibracion definida para el ensayo, y catcula la concentracidn. El sistema ACS 180 usa una tarjeta de
© -curva maestra para cada dmerminécién,_asi también se reali‘za una calibracién de dos pm)l(;s usando como bmé' la
curva maestra calibracion inicial p;ara calibrar todos los ensayos que se realicen.‘ Cada estuche de reactivos
especificos contiene una tarjeta dei la curva de calibracién con la concentracién del analito y las mﬂdades relativas
de luz (RLUs) para cada punto de la curva maestra. La concentracion de la molécula y los RLUs deﬂnex—l la curva de
calibracién maestra particular para cada lote de estuche de reactivos. El -sistema determina 1a relacion matemdtica
entre la-curva de calibracién y los RLUs de la muestra del pacieme, el sistema mide el valor de RLUs de Ia muestra

del paciénte y 1o interpola en la curva maestra del analito.’®
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE FOLATOS_.EN SUERO O EN ERITROCITOS MEDIANTE EL

SISTEMA AUTOMATIZADO ACS 180 DE CHIRON.
Intrumentos:

1.Centrifuga. -
2 Sistema automatizado ACS 180 CHIRON,

o (=L e

_

Reactivos:
1. Estuche de reactivo ACS 180 folalos catilogo 672215 p/150 pruebas, catilogo 672216 p/50 prucbas
2. Calibrador folatos ACS catilogo 672176 contienen seis viales, catdlogo 672175 dos viales.
3. Estuche de acondicionamiento folatos, catilogo 672218 contienen 1 vial de DDT, 1 vial dc reactivo
acondictonador A. 1 vial de reactivo acondicionador B y una tarjeta curva maestra.
4. Cubetas de reaccién ACS, catdlogo 672013. .
3, Mutidiluyente 3 ACS, catalogo 672192, -
6. Diluyente 4cido ascorbico folato / 4cido ascorbico ACS, catalogo 672219, -
7. Material curva maestra folatos ACS, catilogo 672413, .
8. Controles tres niveles, catalogo 976000.

El sistema automatizado ACS 180 CHIRON es un enszyo competitivo en el cual los folat;)s (antigeno) de la
muestra del paciente compite’ con el reactivo lite (éster de acridinio unido a folatos), por una cantidad limitada de
folatos purificados y unidos por un enlace covalente a una proteina con particulas pammagnéticals para limitar los -
sitios de unién en el anticuerpo ;lnido a éster de acridinio. El ensayo utiliza agenie liberador (hidréxido de sodio y '
DDT) para liberar los folatos de los enli'xoes enddgenos con las proteinas en la muestra. Existe una relaci-fm

inversamente proporcional entre la cantidad presente de folatos en la muestra y las unidades relativas de luz

detectadas por el sistema automatizado ACS 180.
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RECOLECCION DE ESPECIMENES Y SU MANEJQ.
Se recomienda suero para la determinacion de folatos en suero. Se requiere sangi:e con hepatina o E.DTA para la
determinacion de folatos en eritrocitos. Tapar y refrigerar los especimenes de 2 a 8 °C sino se van'a procesar las
muestras inmediatamente, o conservarlas a —20 °C para un mayor tiempo de almacenamiento, no utilizar tubos con
gel separador en la toma de muestra de suero, debido a que s¢ ha demostrado interferencia con ¢l e:.lsayo. Si el
ensayo no se realiza en las tres primeras horas después de la toma de muestras, determinar, el hematocrito y
congelar la sangre o el he-molizado. No congelar la muestra por mas de dos meses, Se recomienda preparar un
hemolizado con acido ascdrbico de reconstitucion para folatos ACS.l Para la dﬂmqinacién de folatos en eritrocitos,

€s necesario preparar el hemolizado.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS.
Consultar el instructivo del estuche de reactivos que empleard. Reconstituir €] dcido ascorbico folatos ACS. Agregar
el diluyente al cido ascorbico liofilizado. Mezclar por inmersion durante 5 minutos, Definir el radio y el sistem-off
del ensayo folatos en eri}rocitos.
1. Registrar el system — off ciel ensayo para folatos en eritrocitos, entrar al n;em'l pnnmpal del sistema ACS 180,
presionar F5 (manejo del sistema). l;rmionar F1 (definiciones). Presionar F1 (pruebas). Pre'sionar F3 (salida del
sisterna), definir en esta pantalla el nombrle de Off- systemn para el hematocrito. Presionar ESC sa]var los cambios
con Ja tecla y.
2. Adicionar el radio del ensayo, prsim F2 (adicionar ¢l radio). Definir en esta pa.nfalla e.i nombre del radio
para el ensayo. Asegurar que el, nombre que se designara el off_system sea ¢l mismo para 1a definicion de .radio del
ensayo, Prcsi@ ESC salvar los cambics con la tecla y. ‘ -
Acondicionamiento de_msayb folatos ACS. Se necesita una prueba folcon para acmdicimar los r@?uctivos del

ensayo de 4cido folico, el ensayo de acondicionamiento opuunza los calibradores y 1as muestras a analizar.



PREPARACION i)EL HEMOLISADO DE ERITROCITOS
Reconstituir el acido ascértlaico ACS folatos, Colectar la muestra en un frasco con heparina o EDTA y mezclar la
muestra varias veces, determinar el hematocrito, en un tubo limpio agregar un ml. de 4cido ascorbico i’olatos ACS
recenstituicdo, pipetear 50 ul. de la muestra dentro del tubo que contiene el 4cido ascorbico folato ACS.,‘tapa: e
invertir la muestra varias veces, proteger el hemolizado de la luz. Dejar ¢l hemolizado a temperatura ambiente, por
un minimo de 30 minutos, no excederse por mas de 120 min“u‘tos. cangelar el hemolizado si no s¢ utilizara después
de tres horas, :_3—20 °C y no conservarlos por mas de dos meses. Se recomienda preparar un hemolizado con 4cido

ascorbico de reconstitucién folatos ACS. Las muestras con diluyente cido ascérbico pueden ser almacenadas a 20 °C.

CALIBRACION DEL ENSAYO.
Curva maestra de calibracion. EL ensayo de folatos ACS requiere una curva maestra de calibracion cuando se usa
un nuevo lote de reactivos lite y de fase slida. Usar la tarjeta de la curva maestra y guardar esla informacion en el
manejo del sistema / definiciones / bisqueda de la curva maestra. Definir el reactivo de acondicionamiento para la
curva maestra. El ensayo folcon solo requiere la informacion de la curva maestra de calibracién para el ensayo de
folatos. cuando se utiliza un nuevo lote de reactivos de acondicionamiento, usar la curva maestra del nuevo numero
de lote de los reactivos de aomdicima.mimlo A y B en el manejo del sistemna / definiciones / bisqueda de l1a curva
_ maestra. Presionar F5 (curva maestra). Seleccionar folcon y presionar entrada. Usar €l lapiz detector del codigo de
 barras, buscar en la tarjeta de la curva maestra y adicionar el numero de lote de los reactivos de acondicionamiento
Ay B. Usar el ldpiz detector del codigo de barras, buscar en la tarjeta de la curva maestra y adicionar el nimero de
lote de los reactivos de acondicionamiento A y B.
5. Presionar ESC salvar los cambios con 1a tecla y definir el valor de los calibradores. Para cada nuevo lote de
calibradores, usar el valor asignado a la tarjeta registrar el numero de lote y las concentraciones de los calibradores
altoy hajos En el manejo del sistema / definiciones / bisqueda de la curva maestra. Los valores de lds calibradores
son asignados por la tarjeta de la curva maesira de los estdndares de plasma humano, con dcido N-5-
- metiltetrahidroftlico con aito grado de pureza. En sistema / definiciones / busquada de la curva maestra presionar
F3 (calitradores), Presionar F1 afladir calibrador. Escribir folcal en el lugax; dei nombre del calibrador. Usar el
lipiz detector del codigo de barras, buscar en Ja tarjeta de la curva maestra y adicionar ¢l numero de lote y las

concentraciones de los calibradores de folatos, Presionar F1y seleccionar ensayos, seleccionar el folcon y el ensayo
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de folatos y presionar F2 (concentraciones). Se mueve el cursor a folcon e introducir 0.0 en lugar correspondieme
. de la concentracién del calibrador bajo. No se necesita introducir €l valor del calibrador alto debido a que folcon

solo wiiliza calibrador bajo. Presionar ESC salvar los cambios con la tecla Y.

REALIZACION DE LA CALIBRACION DE DOS PUNTOS,
EL ensayo ACS folatos requiere de una calibracion de dos puntos cada tres dias y tan;bién después que los
reactivos han estado en el equipo por mis de ocho horas. Cuando se cambia numero de lote la fase lite y la fase

solida o cuando los controles se encuentran fiera de rango.

" CONTROL DE CALIDAD.

'La‘infunnaci(’m para la realizacién del control de calidad del sistema ACS 180 se encuentra en el manual de
referencia. Llevar a cabo control de ca]idad interno con los controles normales y anormales cuando se realiza la
calibracién de dos puntos, 1a realizacién del control de calidad no debe de exceder en un tiempo no mayor de 24
horas en que se realiza y las determinaciones las muestra, los controles llevan el mismo tratamiento que las

_ muestras. Para a ensayo de cido folico ;&CS CHIRON recomienda usar controles de tres ni-veks. En el instructivo
se encontrara.l; los ;'angos del los controles. No usar los cmublm despuds de la fecha d caducidad.

' PROCEDIMIE}IJTO DEL ENSAYOQ.

Se requiere de personal capacitado para operar el sistema ACS 180. Antes de comenzar con el procedimiento se

debe confirmar: ‘
- Activar los ensayos para folcon y folatos.”

- Deﬁn“u- el radio de off- system ensayo para. folatos en eritrocitos, si se reguiere.

- Definir la curva maestra-para los ensayos de folatos y de folcon.

- Introducir el valor de los calibradores de folatos y folcon como se describe en la definicion del valor de los

qa}ibran‘im-m.

CALIBRACION DEL ENSAYO DE FOLATOS.
Seleccionar folcal en la pantalla correspondiente, y se;lwcimar la prucba de folatos y folcon.
Cmtiﬁuar con los controles y muestras de pacientes para la prueba de folatcs. Si se requiere probar el radio dei

ensayo de folatos en eritrocitos,



Presionar ¢l mend principal.

PREPARAR LAS COPAS DE MUESTRAS Y ETIQUETAR CON CODIGO DE BARRAS EL CALIBRADOR

bE FOLATOS BAJO Y EL CALIBRADOR DE FOLATOS ALTO. _

Se Afiade un mL de cada calibrador en las copas etiquetadas. Se Colocan las copas de los calibradores en el carﬁxsel

de muestras. Se Preparan los tubos primariocs, o copas de muestra en el resto del carrusel. E‘ste ensayo requiere de

150ul. de muestra para una sola determinacién. Adicionar una mayor cantidad para repeticiones del ensayo. Diluir

antes si es necesario, realizar las diluciones con multi - diluyente 3 ACS. Colocar el diluyente de las muestras en el

carrusel. Preparar las copas de las muestras, etiquetar codigo de barras el calibrador de folatos bajo. Mr 250 ul.

de calibrador bajo, o suero de las muestras en las oopas de muestra. Introducir el calibrador bajo v las copas de las ‘

muestras €n el carrusel, asegurarse de dejar un espacio del calibrador alto o ocupar su lugar con copas de muestras.

Imprimir la lista de trai:ajo, aparecerd la posicion del calibrador alto en la lista de trabajo. Preparar los tubos

primarics © las copas de las muestras e introducirlas al carrusel de muestras. Este ensayo requiere 150 ul de

muestra para una sola determinacion, para realizar muestras por duplicado afiadir el volumen necesario de muestra.

Diluir con el mutidiluyente -3 AC.S en ¢aso de ser necesario, colocar la muestra diluida en el carrusel parecers 1 de

muestras. Asegurar la correccion matemdtica del resuitado por la dilucion. Preparar e introducir at carrusel el DTT.

Se puede usar una copa de muestra para el DTT del reactivo Lite y del reactivo de la fase sélida para el
_procedimiento de folatos y folcon. Asegurar de dispensar la cantidad necesaria de DTT.

Etiquetar con c6digo de barras la copa de muestra con DTT.

Para 50 muestra son necesarios 3 mL de DTT.

Pal.ra 100 muestras son necesarios 5.5 mL de DTT.

NOTAS. Cuando se realiza la determinacién de  folatos y vnmmna B, juntos, optimizar los espactos de los

reactivos en el carrusel,

Presionar 1a tecla comenzar. ‘ Dt

Correr el ensayo folcon antes de correr una calibracién de folatos o del ensayo d‘e. folatos como se indica a

co;atinuacién: |
 Adicionar 10 ul. de calibrador bajo y 59'uL. de DTT. .
Adicionar 74 uL de reactivo A acondicionador y adicionar 400 uL de reactivo B accmﬁicimad&x

Correr el ensayo de calibraci6n para folatos y el ensayo de folatos como se indica.
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Afiadir 150 uL de muestra denitro de la cubeta.
Aftadir 50 ul. de DTT B
_Ariadir 75 ul. de agente revelador y incubar por 2.5 minutos a 37 C.
Ailadir 200 uL. de fase sdlida e incubar por 2.5 minutos a 37 C.
Aiiadir 100 uL de reactivo lite e incubar por 2.5 minutos a 37 C.
S@m, aspirar, y lavar la cubeta con reactivo de lavado,
Adfiadir 300 uL. de reactivo 1y 300 ul de reactivo 2, inicia la reaccién de quimioluminiscencia.
‘l‘mprimir los resultados de acuerdo a la opcion seleccionada, la cual es descrita en el manual de procedimientos
ACS 180.
) CALCULO DE RESULTADOS.
Folatos en eritrocitos.
Utilizar el siguiente procedimiento para calcular la concentracién de folatos en eritrocitos ¢ programar el sistema
para que realice los clculos de folatos en eritrocitos como se describe en el manual de procedimientos ACS 180.
Muttiplicar el resultado de folatos del hemolizade por 21 (cuando se prepara el hemolizado se hace wna dilucién
1:21). Este valor representa la concdntra(_:ién de folatos del total de sangre en ng/ml.. Dmdlr el resultado por el

hematocrito, y multiplicario por 10 para ajustar el hematocrito el cual se expresa en porciento,

( Resultado de folatos del hemolizado, ng/ml.)
Folatos en eritrocitos =

X 21 X100 -
hematocrito

CORRECCION DE FOLATOS EN ERITROCITOS,
En muchos casos el valor de los folatos en suero es muy pequefio comparado con el vaic.x de folatos de eritrocitos.
Aunque ocasicnalmente el valor de folatos en suero puede ser elevado. Si el valq de folatos en sueto es alto y el
valor de folatos en eritrocitos bajo, calcular fa correccion del vator de folatos en eritrocitos de acuerdo ala siguiente

ecuacion matemdgtica,

OORRECCION DE FOLATOS '
EN ERITROCITOS -= folatos en eritrocitos ng/mL - folato en suero ng/ml. (100-Hio / Hto) (ng/mL)
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NOTAS DE LA DETERMINACION.
- Desechar los desechos bioldgicos potencialmente contaminados de acuerdo a los procedimientos implementados
por la institucion. Asf también los materiales de una manera aceptable cumpliendo los requerimientos locales
federales y estatales.
- §i el valor numérico de folatos es mayor a 20 ng/ml.. Es necesario haca una dilucion de fa muestra y volver a
realizar la determinaciém. Las diluciones se realizaran con el multi — diluyente 3 ACS y se recomienda preparar una
dilucidn §: 2.
Para convertir ng/ml. (unidad de masa) a nmol/l (unidades del sistema internacional), usar el factor 2.27 como se
indica, Ing/ml = 2.27 nmol/L.

LIMITACIONES DE LA TECNICA:
La hemdlisis aumenta la concentracion de folatos en el suero debido a la alta concentracién de folatos en los
eritrocitos. Metrotexate v Jeucovorina interfieren en la determinacion de folatos debido a que tienen reaccion
cruzada con proteinas que se unen a folatos

La lipemia no tiene valor significativo si es menor de 1000 mg/d) triglicérido.

La ictericia no tiene valor significativo si es menor de 20 mg/di de bilirrubina.

Valores aperadoé.
Categoria N Media (ng/inl) Rango observado (ng/mL)
Folatos en suero

Deficiente 57 1.6 - 0-3.1

Normal 560 | 7.2 1.1-20

Folatos en eritrocitos | l

Deficientes 52 80.1 ' 0-305
Normales T!S‘ 295 55-1102
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Se deben establecer sus ranges normales esperados para la evalilacion del resultado de los pacientes.
Las patologias y otros criterios de inclusién en la-1abla anterior diagnosticados por frotis de sangre periférica y de
médula.son: anemia megaloblastica, dieta déﬁcicmc de' folatos, sindrome de mal absorci6n, alcoholismo, esprue
tropical. Pardmetros anormales de concentracién media de hemoglobina (MCV), hemoglobina media corpuscular
{MCH), hematocrito (HCT), %a las pruebas de folatos, se basan en una poblacién, con una media 2-.6 ng/mL (5.9
. nmol/L}), con una eficiencia diagnostica de 95%. Para las pruebas de folatos eritrocitos, se basan en unta poblacién,
+con una media 130 ng/ml. (295 limol/L), con una eficiencia @mim de 95%,
CARACTERISTICAS DEL METQODO. .

_SEI;J'SIBILIDAD. El ensayo de folatos del sistema ACS mide concentraciones en el intervalo de 20 ng/mL. La
‘ sensibilidad del ensayo fue calculada para una cmdmnacién igual o mayor de 0.25 ng/mL de folatos, (6 corridas,
de 9 replicas, de tres lotes diferentes). La sensibilidad esta definida como la concentracién de dos desviaciones
"estandar del catibrador cero de folatos ACS

(0 ng/mL) y representa ta menor concentracién detectada de folmos que se puede distinguir del cero.”



60

3.2.2 ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE FOLATOS EL SISTEMA ACCESS
DE BECMAN COULTER,
El sistemna aulomatizado de inmmoensayo Access de Beckman Coulter basado en determinaciones
por quimiolmninisomcia. en su mema de pruchas que realiza, contiene la c-lctcmﬁnacién para folatos
en suero humano, plasma (heparina) o cr:ltrocitos.
PRINCIPIC DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo para de folatos Access es de tipo competitivo por los receptores de fijacion. El ensayo de
folatos en suero o plasma (heparing) no requiare de pretratamiemio.  En el ensayo para la
djf:lanﬁnécic’)n de folatos intracritrocitario, si w. necesario tratar previamente una muestra de sangre
* total con un aécntc lisante compuesto de acido ascorbico y HSH libre de folatos. - Este prcu'at;amicmo
hemoliza los eritrocitos y convierte los folatos en su forma dcida como lo es ¢l dcido polightamico
presente dentro de los hematies en forma de acide monoghitamico predominante en suero.  El
traIanﬁcnlopreviodélasmtmsdt sangre carq)lc(a,scdcﬁmomnun hermolizado. Una muestra
dc suero, plasma (heparina), o hemolizado se tratan para liberar los folatos de las proteinas
endogenas de fijacion Dspum de neutralizar la mezcla, una proteina se wnen a los  folatos,
{proteina anti-folato de ratén), posteriormente se afiaden a la cubeta de reaccidn, conjugado de acido .
folico-fostatasa alcaling, y wn anticuerpe de cabra anti-raton wnidos a particulas paramagnéticas. Los
folato en la muestra compite con el conjugado de dcido folico-fosfatasa alcalina por los lugares de
ﬁjacié;t sobre una cantidad h.nmada de proteina de fijacion de folatos. Los complgjos resuliantes se
fijan a la fase solida a ravés de la pmtcjna de fijacion amti-folato de mon. La scparacion en un campo
magnéiico y el lavado climinan las moléculas po unidas a la fasc solida Se afade un sustrato
quumolwmmscmtc, Lumi-Phos’ 530 a la cubeta de reaccion,, utilizando yn luminémetro, se mide la
luz generada por la reaccion . La proch.lccmn de luz es inversamente proporcional a la concentracion
defolatos en la muestra La concentracion en lanumtrasedctdminapornndioctmaumdc

calibracion de puntos miiltiples acumulada.
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SISTEMA DE IMUNOENSAYO QUIMIOLUMINISCENTE ACCESS
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INFORMACION DE LOS REACTIVOS,

No. de catilogo 33010; para 100 determinaciones contienc dos estuches, 50 pruebas por cada estuche.

Listo para uiilizar. Se almacena en posic;ién vertical a 2 a 10°C. Los envases se deben refrigerar .dc 2at0°C

durante dos horas antes de cargarlos en el instrumento. El ESTUCHE de reactivos es estable hasta la fecha de

caducidad que figura en la ctiqueta cuando se almacena a 2 a 10. Después de fa primera utilizacion, el envase es
estable durlamc 14 dias a una temperamr‘a de 2 a10°C. Las indicaciones de posible deterioro son la rotura de la
capa elastomérica en el envase, o valores @noi de calidad fuera de rango.

Estuche de Reactivos para la determinacion de folato: 2 estuches. Todos los antisueros son pol {cltma]cs.

Rta:  Conjugado de écidd fdlico-fosfatasa alcalina (bovina) y particulas paramagnéticas recubiertas con IgG

_antiraton de cabra; suspendidas  en Ia:lnpén con seroalbumina humana (HSA). azida sodica menor al 0, 1% y

Pl‘l‘:lil:l 300 al Q..ZS%.

Rib: Solucién de ascorbato sadico, pH = 7.

Rlc: Protefna' fijadora de folato lacteo (hovino) y protéiné Vﬁjadora monoclonal de ratén en tampdn con HAS,

azida sddica menor al 0, 1% y ProClin 300 al 0, 1%.

RId: Solucidn de dcido clorhidrico 0.1 N,

Rie: Solucion de hidrixido sedico 0.5 N. .

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES DEL ENSAYO.

1. Para diagndstico in vitro.

2, Matériél biclégico de origen humano usados en la preparacion de los reactivos han sido probados v
encontrados no reactivos a antigeno de superficie de la hepatitis B (I—lﬁsAg). anticuerpos frente al virus de la
hepatitis C (HCV), y anticuerpos frente al virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1 y HIV-2).
Considerando que en la actualidad no existen mélbdos analiticos que garanticen la susencia absoluta de
agentes infeccicsos, se recomienda .manipu]ar los reactivos asf como las muestras de pacienies
considerandolos transmisores potenciales de enfermedades infecciosas.

3. Las muestras de los pacientes asi cqtl.o los hemoderivados pueden ser procesados en forma rutinaria y con ¢l

minimo riesgo sig\;icndo el prooedimiémo descrito. - No obstante, estos productds deben ser considerados

coma potencialmente infecciosos ¥ deben por tanto, manipularse obedeciendo las debidas precauciones, sin
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considerar su origen, tratamiento 6 cer;iﬁcacién preﬁa. Unilice un desinfectante adecuado para la

dcscomamilnacifm. Estos materiales v sus contenedores deben ser almacenados y posteriormente eliminados

de acuerdo con las normas sanitarias locales.

4, Laazida sodlca bued'e reaccionar con las tuberias de plomo y cobre y formar azidas metdlicas muy explosivas.
Al desechar los liquidos, afiadir agua en abundancia para evitar la acurnulacion de azida,

5. Xi. Irritante: hidroxido sddico 0.5 N (NaOH), oen HCI 1.0 N.

R 36/38: Irritante para piel y ojos.

$ 2/26; Debe Mantenerse lejos del alcance de los nifios. En caso de contacto con los ojos lavar inmediatamente y

a fondo con agua y consultar a un médico.

6. Xi..Irritanle: 0,25% ProClin 300.

R‘4'3: Posibitidad de scnsibili_zacién en contacto con la piel.

$28-37:En ¢aso de contacto con la ‘piel, lavar inmediata abundaniemente con jabén y agua. No-tirar los residuos

por Ea»tarja. No derramar jm agua al producto. Evitar la acumutaciin de cargas clectrostiticas. Evitar golpes

y.rozamientos. Eliminar los residuos del producto y sus recipientes con todos las precauciones posibles. Use
indumentaria protectora adecuada. Utilice guam& adecuados. '
| RECOLECCION DE MUESTRAS Y PREPARACION

Folalos en suero o plasma.(heparina).

1. Los tipos de muestra recomendados son suero y plasma (heparina) de individuos en ayunas. Las muestras
deben protegerse de la luz para evitar su deterloro Si el ensayono va a cornpletarse mmedlatameme
refngere la muestra de 2a8°C. Siel ensayo no se vaarealizar antes de transcurridos ocho horas después
de la toma de especimenes, o en el caso de que las muesiras deban prepararse para cnvto congelar a —20°C
(9, 10).

2. El Cmnjté Nacional Para Ja Estandarizacion de Laboratorics Clinicos (NCCLS) facilita las siguientes

recomendaciones para €l manejo, proceso y conservacion de muestras sanguineas,

-

Recoger todas las muestras de sangre por venopuncién siguiendo las precauciones de rutina.
* Esperar aque los muestras de suero sc coagulen adecuadamentc antes de centrifugarlas.

.« Mantener los tubos de ensayo tapados en todo momento.
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Dentro de las dos hor‘:js siguiem&-' ala c;:ntrifugacién,_ transferir al menos 500 ul del suero o plasma (heparina)
litre de células a un tbo de conservacion herméticamente tapado, |
Beckman Instruments, Inc, recomienda que las muwﬁ'as congeladas pueden ser almacenadas hasta 6 meses.
Descongelar las muestras solamente una vez,
No utilizar muestras hemolizadas, El nivel de folatos en los hematies es mucho mayor que en ci sucro o
plasma (heparina) lo qué conduciria a rcs;ﬂtados falsamente elevados.
Las muestras que contienen 10 mg/dl. (171 mol/L) de bilirrubina v las mua;trés li;;émicas que contienen el )
equivalente a 1800 mg/dL. (20, 32 mmnl/L)‘de trioteina no afectan a la concentracion de folatos. Ademas, {as
muestras can 5 g/dl (50 g/1) de albimina humana afiadida a 1a albimina enddgena en fas muestras no afectan

a la concentracién de folatos del ensayo.

Folato intraeritrocitario.

1.

12

Recoger las muestras de sangre toial en tubos que contengan EDTA o heparina; Se calcula y se registrar el . -

hematocrito para los cleulos posteriores, La muestra puede almacenarse a 2 a 8°C durante 4 horas como
maximo, antes de preparar ¢l hemolizado.

Reconstituir el vial de Access apente lisante para folatos intraeritrocitario con 25 mL de agua desionizada.
Dejar reposar 20 minutos a temperatura ambiente para su disolucion. Agitar suavemente antes de utilizar, La
solucion puede almacenarse a 2 a 8° C hasta dos semanas. Permitir que la solucion alcance 1a temperatura
ambicnte antes de su uso.

[nvertir suavemente la muestra de sangre total varias veces para homogeneizar y combinar 50 ul. de sangre
total con t mL. de agente lisante.

Invertir 1a mezcla sﬁvmmle. varias veces, y dejar que alcance la temperatura ambienie proteger de la luz,
por un pcrfodc; minimo de 90 minutos. Después de 90 minutos, analizar ¢l hemoliza@o antes de 3 horas o
congelarlo a -20°C ‘para su conservacion o transporte. El hemolizado puede almacenarse a -20°C durante 30
dias como m;’ndmo. o

P_ara analizar hemolizados _cnnge]ados, descongelar v dejar que la muestra alcance 1a témpcratura ambienie

protegida de la luz, Mezclar la muestra invirtiendo el tubo varias veces. Analizar la muestra antes de 3 horas.
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Muestras con un contenido de hasta 10 mg/dt (171 umol/l. )} de bilirrubina o lipidos y muestras con un
contenido equivalente a 1800 me/d! (20,32 mmol/ L) de trioleina no e;fectan a la concentracidon del Folato a
medir. Asimismo, muestras cgn 5 g/dlL (50 g/L) de albimina humana afiadida a la albimina endSgena de las
muestras, no afectan a la concentracion de folatos que se analiza.
PROCEDIMIENTO

Maierial suministrado

R1: Envases de reactivos de folatos.

Material que se requiere pero no suministrado

Calibradores de folatos para el sistema Access

que contenga los siguientes calibradores, 0, 2,5, 50, 10.0 y 20,0 ng/ml.

2,3,6,7,13,22,7 y453 nmol/l.

No. de catalogo 33015

Sustrato Access

No..de catalogo 81906

Tampdn de lavado access

No. de catalogo 81907 ’

Materiales para conirol de calidad: suero's control o.omerciala'e de tres niveles, '

Access agente lisante para folalos intraeritrociario.

No. de catalogo 33017

2x25ml; 1 mL/ prueba

Contenido de cada vial: dcido ascirbico (0.05 g) y albimina sérica humana. Con cada vial se obtiene 25

ml solucidn de acido ascdorbico al 0.2%.

+

Comentarios sobre el Procedimiento
Consultar, en la guia del operador del sistema y/o manual de referencia del inmunoensayo Access, la

descripcidn especifica de los siguientes puntos: instalacion, puesta en marcha, principios de funcionamiento,
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caracteristicas de las presiaciones del sistema, instrucciones de funcionamiento, procedimientos de
ca!ib.racién, limitaciones de funcionamiento y precauciones, riesgos y mantenimiento y localizacion de
averfas.

Mezclar los compenentes invirtiendo varias veces el estuche antes de colocado en el sistema. No invertir los
envases abiertos (perforades) - mezclar los reactivos agitindolos suavemente,

Se utilizan cincuenta y cinco (55) ul para cada determinacion ademsds del volumen de tara del pocillo de la
muestra o del tubo de la muestra. Consultar fa seccion de envases de la .gm'a del operador para determinar el
volumen minimo de la muestra requerido.

Sistema Internacional de Medida (SI). Los resultados se expresan en ng/mL. No cbstante el sisu-:ma puede
expresar referencia.  Para convertir concentraciones, multiplicar ng/ml. por 2,266. Ver la seccién de
resultados para calcular los ng/ml (nmol/L) de concentrado de eritrocitos. |

Procedimientos. |

En la pantalla de Ment Principal se encuentra la funcion solicitud de pruebas seleccionarla para realizar las
Las pruebas. o

En cada reénglon de la pamalla corresponde a la  asignacion de una posicion  de bandeja, introducir la
informacién de 1a muestra y especificar la'.S pruchas que se van a realizar. Utilizar folatos como nombre de la

prueba para muestras suero o plasma (heparina) y RBC fol como nombre del ensayo para hemolizados. Se

emplea el mismo envase de reactivos para ambos tipos de muestra:

Colo@ el tubo que éomiene la muestra del pacit}nte en la bandeja de muestras, o transferir la muestro a un
tubo y colocarlo en 1a posicion designada en la-bandeja de muestras,

Pulsar la tecla de ejecucion para iniciar el proceso.

El sistema pedira al analista que realice las calibraciones necesarias.

El sistemna calculard 1os resuttados de la determinacion.

DETALLES DE CALIBRACION .

Una curva de calibracion activa es necesaria para todos los ensayos. Para ¢l ensayo de folatos, es preciso calibrar

cada 28 dias con el fin de mantener una curva activa. En la guia del operador y manual de referencia encontrara

v
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instrucciones completas soﬁrc los. procesos dc calibracion. La seccion 6.1 de la guia del usuario describe las
necesidades internas de recalibracién y las necesidades puntuales al seleccionar la calibracién,
CONTROL DE CALIDAD
Los materiales de control de ca!idad‘ simulan las caracteristicas del suero de pacientes y son esenciales para
controlar la exactitud y ;;recisién de los ensayos inmunoquimicos. Como’ las muestras pueden procesarse en
cuilquier momento en un formato de "acceso aleatorio” en lugar de " lotes”, debe incluirse suero de control por
cada periodo de 24 horas. Incluir sueros control comerciales gue abarquen al menos tres niveles del analito. Se
sigiien las instrucciones del fabricante palra su reconstitucion y almacenaje. Cada laboratorio debe establecer un
valor mediv y ranges aceptables para asegurar unos resultados cohercries, Los resultados de los sueros control que
no estén comprendidos denrr(; dc los rasgos aceptables pueden indi car que los resultados del ensayo rio son validos.
Examinar todos los r&u!ﬁdm del ensayo generados desde el altimo punto aceptable del ensayo de control de
calidad para ese analito. Para obtener informacién sobre los sueres control consultar la guia del operador.
RESULTADOS .
El programa del sistema calcula los resultados de la prueba del paciente automdticamente utilizando un modelo
matematico de curva logistica de cuatro parametros. La cantidad de analito en la mﬁﬂ.‘t!'a se determina, a partir de
la produccion de luz medida, por medio de la curva de calibracién almacenada. Los resultados de la prueba del
paciente pueden revisarse utilizando la pantalla de resultados de la muestra. Consultar las instrucciones completas
sobre revision de resultados en la gufa del operador.
Uilizar el siguiente procedimiento para calcular los resultados de folatos intraeitrociatario:
I Muhiplicar el resultado de folatos intraeritrociatario por 21 para corregir la dilucidn 1:21 que fue
realizada durante la preparamun del hemolizado. |

T2 Dividir este resultado por el hematocrito det Vpacicme.

Folatos intraeritrociatario (ng/mL)‘= folatos del hemolizado x 21 / (hematocrite/ 100)
~ Ejemplo:

Valor de folatos del hemolizado = 3,5 ng/mL

Hematocrito = 40%
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Folatos intraeritrociatario (ng/mL)= 3.5 ng/mlx 21 = 73,5
' (401100 04
Folatos intracritrociatario (ng/mL) = 184 ng/ml. concentrado de eritrocitos
El célculo descrito asume que ¢ valor de folatos sérico es bajo en retacitn con el walor de folatos
intraeritrociatario. Algunas veces este no es el caso. Utilizar la fdrmula siguiente cuando los folatos del suero o
plasma (heparina) es clevado y los folatos intraeritrociatario es bajo:

Folatos intraeritrociatario (hg/mL)=g folato det hemolizado x 21) - [folato sérico x (1 - hematocrite/ 100)]

(hematocrito/100)
Ejemplo;
Valor de folatos del hemolizado = 3.5 ng/mL
Valor de folatos de suero o plasma (heparina) = 18 ng/rnL

Hematoctito = 40%

Folatos intraeitrociatario (ng/mL)= (3.5x21)}-[18x(1 - 40/100)] = 62,7
(40/100) 0.4

Folaos intraeritrociatario (ng/ml.) = 157 ng/ml. concentrado de eritrocitos

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
1. Pueden existir anticuerpos humanos anti-raton (HAMA) en muestras de pacientes que hayan recibido
inmunoterapia con anticucrpes monoclonales. Ademas, en las muestras de pacientes pueden existir
anticuerpos heterdfilos capaces de unirse a las inmm'm'globmmas de raton o de otros animales. Es necesario

evaluar cutdadosamente los resultados de pacientes que se sabe poseen esos anticuerpos.

Fotawos en suero o plasma,
Las muestras pueden medirse con exactitud dentro del rango de 0.5 - 20 ng/mL (1,1 - 4.5.3 nmol/). Si una
muestra contiene mas de 20,0 ng/ml. (45,3 nmol/L), de folate, el resultado se reportara como > 20,0 ng/mi. (> 45,3

nmol/L).- Para encontrar la concentracion exacta, diluir un volumen de muestra con un volurmen igual del Access
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Calibrador SO (cero) folatos dc. Access. Después de ensayar 1a muestra diluida, multiplicar ¢l valor calculado por
¢l factor de djluci(’m dos. Consultar en la guia del operador las instrucciones detalladas sobre el procesado de laé
muestras prediluidas. .Si una muestro contiene menos de 0,5 ng/mlL (1,1 nmol/I;), el resultado se ‘comunicard como
<05 ng/mL (< 1.1 nmol/L), .

Folatos intraeritrocitario
Si para un h_i:molimdo de erirocitos se obtiene el valor > 20,0 ng/ml., calcular ¢l valor minimo utilizando la
ecuacion que aparece en la seecion de resultados. Reportar el resultado como mayor de este valor minimo, De
forma alternativa diluir un volumen de hemolizado de eritrocitos con un volumen de Access agente lisante de
folatos. Después de .a.naliza:' ¢l hemolizado diluido multiplicar el valor calculado por el facior de dilucién 2, &
consultar en la guia del operador las instr‘u'cciones detalladas para el procmamicmo‘dc muestra prediluida. Utilizar
el valor corregido para recaleular los ng/mL del concentrado de. eritrocitos utilizando la ecuacion que aparece en la
seccidn resultados.

Valores esperados

Folatos sérico. Se han anatizado sueros dc 107 voluntarios sanos y 60 pacientes con déficit de folato, con ¢l objeto
de establecer los .rangos. El diagnostico de déficit de folatos se ha basado en el volumen corpuscular, el
hematocrite, la presencia de céiulas mega!(;blésiicas en muestras de médula dsea y diagndstico (fc folatos por RIA.
Los valores normales se encucntran entre 2,0 ng/ml. y 20,0 ng/mL (4.5 y 45,3 nmol/L). La deficiencia se
encuentran en ¢l rango de 0,4 - 3,0 ng/mL (0,9 - 6.8 nmol/L.). Un estimado, no-paramétrico con un 95% de

confianza se obtuvieron los siguientes intervalos.

Folatos séricos

Unidades Rango normal Rango indeterminado ~ Rango de deficiencia

~ ng/ml >3.0 25-30 <25

nmol >68 o 5,7-6.8 <57
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Folatos intraeritrocitario.

Se analizaron muestras de sangre total de 83 individuos normales para establecer un intervalo de normalidad.

Unidades ' Valores normales
'ng/mL ) > 164
nmol/L b ' >372

1. Los resuliados de esta determinacion deben interpretarse conjuntamente con: et cuadro clinico del paciente.

19

Como oaurre con todos las pruchas diagnosticas, los laboratorios deben establecer sus propios intervalos de
referencia para garantizar una representacion apropiada de.pob]acioms especificas.
Caractgristicas especificas de funcionamiento. Exactitud y correlacién
La comparacion de los valores de folatos séricos obtenidos utilizando el ensayo de folatos Access y.un lote de

fijacién 4 receptores comercial se obtienen los siguientes datos estadisticos:

n Rango de observaciones Intercepto Pendiente r
(ng/mL) {ng/mL}
210 0,50 - 18,58 ] - 0,616 1,01 . 0,926

‘E] estudio de comparacién de sucro y plasma (heparina) para ci estuche de reactivos de folatos Access,

proparciona los siguientes datos estadisticos; *

n Rango de observaciones  Intercepto Pendienie T

(ng/mL) (ng/ml.) ' .
48 2,53- 13,87 - 0,097 0.9 0,977

Una comparacién de los valores de folatos intraeritrocitario obtenidos utilizando el ensayo de folato Access y los
obtenidos con un estuche de reactivos basado en Ia union a recepores disponible comercialmente proporciona los

siguientes datos estadisticos:
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n Rango de observaciones Intercepto Pendiente r
(ng/mL concentrado de hematies) {ng/mL concentrado de hematies)
155 106 - 1345 7760 0,90 0.05

Recuperacion de 1a Dilucion (linealidad)

Dilucién volumétrica de 4 muestras séricos que contienen acido filico con el Calibrador SO (cero) de folatos

.

Access proporciona los siguientes datos;

Muestra 1 Concentracién esperada Concentracién determinada Recuperacidn
' {ng/ml) {ng/mL}
Neto N/A 14,14 N/A
1/1.5 9,43 9,17 97
1/2 7,07 7,34 104
173 4,71 4,61 99
1/4 3,54 3,61 102
16 236 2,61 10
"/;: de Recuperacion (Media) 102
Muestra 2 Concentracién Esperada Concentracidn Determinada Recuperacion
(ng/mL} (ng/ml.) %
Neto N/A 10,54 N/A
1/1,5 7,03 §,9l3 99
1/2 5,27 - 5,63 107
' 1/3 3,51 3,87 110
1/4 2,64 3,10 117
1/6 1,76 2,14 122
% de Recuperacion (Media) 11




Concentracidn determinada

Muestra 3 Concentracién esperada recuperacién
(ng/mL}) (ng/mL} %
Neto N/A 10,71 N/A
1/1,5 7,14 6,69 94
112 5,36 5,14 96
173 3.57 3,56 100
1/4 2,68 2,70 101
1/6 1.79 1,88 105
% de Recuperacion (Media) 99
Muestra 4 Concentracion Esperada Concentracién Determinada Recuperacidn
(ng/mL) (ng/mlL}) %
Neto N/A 9.56 N/A
1/1,5 6,37 6,85 108
172 4,78 5,13 107
1/3 3,19 3.66 115
1/4 2,39 2,80 117
1/6 1,59 1,97 124
114

% de Recuperacitn (Media)
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Precision: En ¢l ensayo de folatos séricos, ticne una  imprecision en 15% en todo el rango del ensayo. Un estudio
realizando uno a dos ensayos por dia, con tres replicades por ensayo, proporciona los siguientes datos por medio

de un andlisis de varianza (ANOVA).

Control de Suero n Media General Dentro de la serie Imprecision Total
Humano Comercial (ng/mL}) {% CV) %% CV)
Baja 78 2,50 6,5 11,2
Media 60 4.87 3,8 7,4
Ala 67 13.42 54 8,9

Sensibilidad analitica: El nivel detéctable mis bajo ¢l acido flico distinguible del cero ( calibrador S0 de folatos )
con un nivel de confianza del 95% s de 0.5 ng/ml. ( 1.1 nmol/mL). Este vator. se determina procesando una curva
completa de calibracion de seis puntos con controles de calidad de tres niveles y diez replicas del calibrador cero. .
La interpolacién del valor de sensibilidad analitica se realiza a partir de la curva ene le punto que esta a dos

desviaciones tipicas del promedio de la sefial medida en el calibrador ahalitico cero. '®
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3.2.3 ENSAYO DE UNION COMPETITIVA PARA LA DETERMINACION DE

FOLATOS POR RADIOINMUNOANALISIS. SIMULTRAC. FOLATE-SNB. ICN
PHARMACEUTICAL.

FUNDAMENTQ: La unién competitiva de las proteinas, puede tener la misma afinidad
para las proteinas que estdn contenidos en los estindares y en las muestras de los
pacicntes. Los folatos no marcados compiten con las especies marcadas para limitar el
nurmero de sitios de unién disponibles, en estos sitios de unién especifica, esto reduce la
cantidad de unién  folatos marcados por el sitio especifico. Por lo tanto, el nivel de
radicactividad es inversamente proporcional a la union de folatos marcado, lo cual se
relaciona con la concentracion de la muestra del paciente y de los calibradores. El estuche
de reactivos radioinmmmnoensayo, Simultrac. Folate-SNB. ICN, el ensayo utiliza es el dcido
pteroilglutamico (PGA), que esta contenido en los  estindares, tanto los folatos del
paciente como de los estandares se marcan a través de mezclar e incubara pH 9.5, a este
pH se une, tanto el dcido 5 -metiltetrahidrofélico (MTFA) de la muestra del paciente y el
PGA de los estandares que tienen igual afinidad para la union del reactivo marcador. En
cste procedimiento, los folatos endogenos del suero son destruidos después de la
incubacién con el trazador / ditiotreitol por 15 minutos seguido por 10 minutos de
extraccion por una reaccion alcalina a pH 12-13. En esta eliminacion se necesita llevar el
suero del paciente a una temperatura de 100 °C.

REACTIVOS: Estuche de reactivos: Folate- SNB. ICN PHARMACEUTICAL.

EQUIPOS : Centrifuga.
Contador gamma.
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MATERIAL. Gradilla.
Micro pipetas de volumen variable de 50 ul, hasta 1000 ul.
Puntas para micro pipetas de (0 a 200 uL y de 200 a 1000 ul.
Material de cristal volumétrico.
Contenedor de desechos.

PROCEDIMIENTO.

1. Colocar 200 ul de estandares, controles o muestras en los tubos de €nsayo.

2. Aiiadir 200 ul. de ' Ifolatos a cada tubo, homogeneizar. Incubar 10 minutos a
temperatura ambiente.

3. Adicionar 100 ul de reactivo de extraccion, homogeneizar. Incubar 10 minutos a
temperatura ambiente,
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4. Agregar | mL de fijador a cada tubo, e incubar 60 minutos a temperatura ambiente.

5.  Centrifugar por 10 minutos a 1000 x g, decantar el sobrenzadante.

6. Calibrar el contador gamma para '3 y detectar el nivel de radioactividad de cada tuboy
calcular los resultados.’
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Calculo de los resultados. Curva estandar.,

77

Determinar el nivel de radiactividad de cada calibrador , conirol o muestra. Hacer una graficar de el porciento de

radiactividad en las ordenadas y la concentracion del correspondiente calibrador para obtener la curva del ensayo,

'

interpolar el porciento de radiactividad de cada conirol y muestra para obtener la concentracién de folatos.”
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4. DISCUSION.

Al realizar Ia investigacion bibliografica de 1os métodos para la determinacidn de .folatos,‘hay varios puntos que

analizar sobre las diferentes técnicas' que 'se han propuesto durante aproximadmnemc. 70 afios después del

descubrimiento de los folatos. Comenzare con alguncs detalles sobre la informacidn que se encuentra con mas

facilidad y la que es un poco mas dificil obtener.

1

La informacion sobre los conocimientos basicos como son definicidn, estructura, importancia biotégica se
encuentra un tanto repartida en diferentes capitulos de los libros como son los de bioquimica, nutricién,
hematologia y fisialogia pero no t'ienen un capitulo bien estructurado sobre el tema en donde se contenga
toda 1z informacion necesaria para la implementacion de un ensayo para cuantificar folates, la informacién
sobre los detalles téctiicos de los ensayos para la determinacion de folatos se encontrd en manualcs'
especiales de los taboratorios que comer;:ialimn reactivos para la determinacién de analitos, s0lo se puede
tener acceso 4 esta informacion si tiene adquirida esta tecnologia. Es dificil encontrar un manual o libro en
que se tenga la informacion de varias técnicas o ensayos para la determinacién de la concentracion de
folatos.

Una solicitud para la determinacion de folatos, forma [;lal’le del diagndstico y tratamiento del pacienie que
padece de una deficiencia de la vitamina o padezca anemia megaloblastica, estd solicitud obliga al
laboratorio de anélisis clinicos que realizara el msa)‘ro asi también para el analisia que lo realizara, poseer
un amplio conocimiento de las técnicas que existen para este propdsito. esto obliga a  adquirir ef
conocimiento necesario para la determinacién. Los métodos cuantitativos para la determinacion de folatos
deben de ser valorados antes de implementarse en un laboratorio, que emitira resultados para que el medico
tome una decision en ¢él diagnostico watamiento y monitoreo de su paciente. En la investig.écién
bibliografica se encontraron detalles de contradiccion para los métodos microbi;)légicos introducidos en
1959.'° en el libro de hematologia de William se encuentra diferencias con el autor Tom Brody dei libro
Nutricional Biochemistry, con respecto al ensayo microbilogico Lacrobaci!h;s casel, 1a incongruencia radica
en que en ¢l libro de hepatologia de Williams indica ciue el ensayo es preciso, la siguiente tabla ilustra los

valores obtenidos en el ensayo de recuperacion con Lactobacillus casei, '°

ESTA TESIS NO §A7 =

re VU

DE LA BIBLIGTECA
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Contenido de folatos en el suero y eritrocitos con ¢l métwdo Lactobacillus casel,

Folatos en sujetos normales

- Deficiencia severa de folatos

Suero, ng / mL 9.8 (65 a 196 1.7 (0.6 a 2.5)
Leucocitos ng / mL 92 (60 a 123) 20 (7.0 a 30)
Eritrocitos 74 (24 a 135)

336 (165 a 600)

Pero, Tom Brody especifica que los foliipolighnamatos se absorben en poca cantidad por las bacterias, por lo tanto

los ensayos rili;:robiolégicos no son tiles para las determinaciones de folatos en 1ejidos, para superar ¢l problema

s¢ debe realizar un tratamiento con y-glutamil hidrolasa, que hidroliza los folilpoliglhuamatos en

folilmonoglutamatos,!

‘La posterior tabla la tendremes que tomar en consideracion al realizar un ensayo por algiun métoda microbiologico,

indica la actividad de folatos en mia’obrganismos.

Actividad de folatos para tres microorganismos.

N-CHO

Derivado No N°-CHNH N'.CHO N'N""=CHO | N-CH,OH
relacionados )
' [evegmme IO TSF R TS T TsF T SFT I TTIC TSF |7 T SF T
PE B ¥ T
13
2 .
h -
4
FGA T T B T B -
h' + - T ¥
2 .
T T e ¥ T T T - = ¥ s T = ¥ ¥ < T T T
F
POGE T =
h
2
b ¥ E +
4
PTGA T
h
2
B 1T
4
PHX =
B
. 2
B
4

PA: Acido pteroico, PGA: Acido Preroilglutamico, PDGA: AcidoPteroildiglutamico, Hy: Dihidro, H,: tetrahidro; -
CHO: Formil, -CHNH: Formimil, =CH: Metilen, -CHOH: Hidroximetil, LC: L.casei, SF: S.Faecalis. PC:
P.cerevisiae;  {4): Activo,  (-) inactivo.® :

~
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Con respecto a las cuestiones de trabajo técnico en los métodos microbiolégicos se emplea un mayor tiempo y
elaboraciéon para reatizar del ensayo, asi taml:uen en los métodos microbioldgices la b:bhogra.f' a utilizada no refieren
datos de sensibilidad ni espec:ﬁc:dad, no &sta descrito el control de calidad para estos ensayos, por lo cual el
. laboratorie que aplique estas técnicas tendrd que implementar el propio control de calidad probar su exactitud y
sensibilidad, asi también son -mas econémlcos Una detalle muy importante es ¢l coeficiente de variacidn para una
determinacion de folatos en suero realizade por un ensayo microbioldgico el coeficiente de variacidn debe ser muy
pequefio ya que el rango de los valor de referencia de folatos en general oscilar de:

6.5 a 19.6 ng/ml. para la determinacion con Lactebacillus casei, !
1.1 a 20 ng/mL para la determinacion de folat:os por el equipo ACS —180."

y (0.5 a 20 ng/ mL) para el sistcma Access. 1*
Los ensayos inmunolégicos, completamente diferentes a los microbiologicos, tienen la gran ventaja debido a que
hay casas comerciales que han estandarizado los métodos basados en cuamtificacion por quimioluminiscencia y por
radioinmﬁnoanélisis, el trabajo por parte del téenico es menor, debido a que los métodos quimioluminicentes son
automatizados o semiautomatizados, los radicimnumoanatisis son manuales pero son de ficil manejo.
El tiempo del ensaye es mucho menor, y un aspecto muy importante es que tienen accesc al control de calidad que
se puede realizar con controles de calidad comerciales especiales para este proposito. Por otro lado los anticuerpos
que se utilizan son dirigidos conira el tt:trahidrofolato, que es uno de los derivados de folatos que abarca la mayor
parte de los cofactorfs ¥ S€ CIcucniran en mayor concentracion en el suero.
Ei diagnostico de deficiencia de folatos esta basado en los halla.zgos clinices, la morfologia del ﬁ-o-tiS de sangre
periférica y los qitaios bioquimicos que inc]uyen:_.

1

Concentracién de folatos en sucro. .



CRITERIOS DE DEFICIENCIA DE FOLATOS .

Valores normales de folatos y evidencia de deficiencia publicados en 1995, 1

Folatos en sujetos normales

Deficiencia severa de folatos

Suero, hgf mlL

(3.0 a 15.0)

reducido

Eritrocitos ng / mL

( 160 a 640)

reducido

El contenido de folates en el suero se encuentra como folilmonoghnamatos, Los niveles de folatos en el suero no

reflejan una deficiencia si el individuo se encuentra bajo un régimen de dieta. El conienido de folatos en los

eritrocitos se encuentra como folilpoliglutamatos. El nivel de folatos en los eritrocitos refleja el verdadero estado

con respecto al aspecto nutricional del individuo, Un marcador bioquimico indirecto para evidenciar deficiencia de

folatos es la homacisteina sérica, que se encuentra muy elevada en el 91% de estas deficiencias de folatos y en 97.5

% de las deficiencias de cobalamina, para hacer un diagnostico diferencial si ¢l aumento de homocisteina se debe 2

deficiencia de folatos o de cobalamina se mide el.dcido metilmalonico, y un elevado valor de homocisteina superior

a lo normal sin incremento’del dcido metitmalonico, indica en 87.7% wuna deficiencia de folatos y se utiliza para

diagnosticar un 98.7% de las anemias megaloblasticas por deficiencia de folatos.
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i

*5. CONCLUSIONES

Para realizar una determinacion de folatos se;debe de tomar en consideracién que el ensayo es muy laborioso para
realizarlo por algin ﬁétodo microbioldgicos, si la decision es por quimicluminiscencia o radioimmmoanalisis; y no
se cuenta con los recursos economicos adf:cuados para tener equipos awtomalizados que ofrecen las casas
comerciales no se podra tener acceso a la realizacién dle la determinacion. -

Para implementar la determinacién de folatos, hay varios aspectos a tomar en cuena:

1. Sie cnsayol que s¢ utilice es de namraleza inmunologica el costo es elevado por los (eactivos ¥ aparalo

utilizado.

"2, Si el ensayo es de naturaleza microbiologicas, son mucho muy ewnonucos pero con alto coeficieme de
variahilidad. I

. 3. Lainformacion para pader implementar an ensayo para folatos es ciiﬁci] debido a la w;,d.sa informacion que se
encuentra en la bibliografia especializada, 1a informacion que hizo posible este trabajo escrito se debe a que las
casa comerciales que tienen patentado el ensayo facilitaron ta informacidn, una aclaracion es que si no hay un
interés econdmico por parte de la empresa para su cliente dificilmente se obtendria la informacion, ademds que
el 90% de la informacidn que se encontrd no se encuentra en espaiiol,

“4.  Asi también la definicion folatos implica una variedad de derivados del dcido folico. _Este es un factor por lo
cual es dificil estandarizar un métode -que valore un conjunio de moléeulas derivadas con diferentes
caracteristicas quimnicas y ﬁsio]égiu:as2 ¥ que para todas ellas se basen en una curva de calibracién de su
estructura gcn;zral que es el dcido Blico.

Los métodos para la d'etcnninaci(’m de folatos en Quimica Clinica son diversos y la decision de implementar la
determinacién depende de la economia del laboratorio; si scré en base a'un ensayo. microbiologico o si se realiza
por un ensayo inmunolégico. Los ensayos mas precisos en la determinacion de folatos son los inmunolégicos debido
a gue estan mtandérizados y automatizados 1,0 que evita errores lo menos posible, asi se puede tener la certeza de

obtener resultados precisos y confiables para la determinacién de folatos. Los ensayos microbiolégicos son todavia

aceptados pero tienen la desventaja de ser muy laboriosos y no tener un control de calidad adecuado descrito.

i
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