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Resumen

La cuanlircaci(")n» del AMPc urinario (AMPcU), : por médio _del

radlommunoanalsxs (RIA), se utiliza con éxito en el dlagnéstlco y tratamlento de las -

cuantificacion del:nucleétido, y la muestra de’orina “se recolectara en un recipiente

quc cli_onlcngamHCI‘ 6N.




INTRODUCCION
-La c'uantiﬁcacy:ién» de la hormona paraliroidea (PTH) por: medio del
radlommunoanallsxs (RIA) representa un gran avance metodologlco aphcado en :

el laboratorlo de ‘analisis - clinicos para el dlagnostlco :y tratamlento;de. los!l

uarda con a: PT' y. glandulas paratxroldeas, los .criterios.

damentan el

~uso del AMPcU como una prueba dlagnostlca y una bre Xp| 19a§1_oh 'dkéklle'A' E

: para AMPc




CAPITULO I

GENERALIDADES

.1.- AMP-ciclico

El 3 5 monof sfato clcllco de adenosma, me_]or conocxdo como AMP c1chco .

(AMPc) es. una molécula rehtlvamente pequena que descmpena un papcl muy»
1mportante al regula la elocldad de las reaccxones enZImatlcas de los orgamsmos'

vivos,

"p rque eI grupo fosfato f’orma

o0sa (1,2). La estructura del

olécula hidrofilica rcsxstente a la temperatura de ebulhcmn

»y las solucxones dcidas por 10 cual es muy “estable Ven,solucloncs morgamcas, pcro es: .




-
c -/
\N/ N

“Figura 1: Estructura del AMPc La molecula del AMPc consta de cnstales S




dtagnosuca de los des6rdenes paratiroideos

nsajero Hormonal

Los trabaJos'de Dr; ‘Sutherland 'no:tan solo’ llevaron al descubrimiento del
dgscubﬁr los mecanismos de accién
‘cuales forman parte del sistema de

-“’comunicacién celular, " .



egundo mensajero;  dice;

su” célula  bla

mensajero”.

~"“La hormona’es el primer mensajero que viaja'desde su célula de origen hacia -



El proceso de transduccion se va a efectuar. en la'membrana celular, lugar en

donde se ‘alojan los mecanismos para:traducir. las sefiales externas en’ internas, en -

gL dos mqhsajéros f(;s 'r‘tju'y(peque‘ﬁo y

dos’ nitas ‘de’ transmisién “interna, siendo la mas



= ' En condiciones in-vitro, la adicién de AMPc a un cultivo celular ‘origina una

respuesta semejante a la que se produce por la estimulacién hormonal.

Es importanie hacer notar la‘existencia de ; una cierta formacién basal lnlr%xcelular

atabolismo




1.3.- Metabolismo y Mecanismo de Accion del AMPc i

La’ produccién del AMPc en la 'célyula‘;blaln}c‘ s

o dejando en libertad fdsforo inorganico’e

(Mg?"). Tanto el receptor clelulalj' como



dcscublcrto que los reccplorcs hormonalcs Rs son del upo B adrenerglcos y los

rcceptorcs Ri son dcl tlpo aadrenerglcos (8 9, 10)

La sccuencm dcl mecanismo de accion de las protcmas‘ G lo ha descnto con

' cohscéuénc:

n_cambio conformacional en:la.proteina’Gs para actlvar a la

= enzxma AC y se obtcnga la produccnon de AMPc

chldo aqu 1. AMPc es:un’potente ‘regulador intfécéiulaf de:la 'abti\ridad

cnznmahca Ia celula cuenta nncnpalmente con dos sxstcmas que controlan la

concenlracnon mtracclular el AMPc. Uno e ellos cgula ]a velocldad de sintesis

~por medlo dc la accxon de Ias cnznmas dcl grupo de las fosfodiesterasas (PDE),
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27
R .

TTT T T
Membrana Celula//
i

ATP

. Fosfodiesterasa l :

5'AMP

Figura 2- "Prokc_':esyo:' de transduccion 'fiarz._iﬂ"‘el AMPc.

-En’el esqu 'p rar el proceso de transduccion, el cual se inicia

accién hormonal, este a su_vez activa a la

‘la‘'responsable de activar a la AC e iniciar la sintesis de .

do el complejo GTP-Gs es hidrolizado:”



R




l‘lgura 3:- chradacxon enzimdtica del AMPc

En el csqucma se puede observar la ruptura de] enlace fosfodxester entre el

ox1gcno del fosfalo y cl carbono 3 de la nbosa



resisten los camblos bruscosfdc lcmperalura,' i m'p'erattirasf_ extremas como la.

lemperatura de congclacxon y ebulhcnon (12 13)

u_;lancms quevlnhnbcn y esl' mu

Hayvml__xch Y

faﬁna@te{épia’ (1517

1.3;1.:‘Meéaﬁ‘isﬁd-de"'Ac'ciéﬁ i

El AMPc gcn ado mtracelularmenle por:.la esumula’on hormonal es’

reconomdo en el cnloplasma con’una e\lraordmarm aﬁmdad y especnﬁcldad por s

enznma Protema Cmasa, (PK) La mteraccnon de Ia PK con’el

propagacnon de la sefial en‘forma de cascada de amphf’cacxon (5).

“La PK prcsema dos subumdades, una subumdad re ulado llamada “R” que

presenta una alta a(‘mdad por el AMPc, y una subumdad atalmca llamada “C” La



subunidad R mantiene iriln'bida a la ‘éhz“imaylé‘a subunidad C presenta la actividad de

'protelna cmasa proplamente dlchn

Cuando la concentracnon ntracelular.del "AMPc aumenta, este se une a la

separacion - d

i subumdad R e mduce ] las?dos subumdades,‘ quedando libre la

- subumdad C con la proplcdad de poder fosforilar a algunas proteinas Las protcmas

al ser fosfonladas modlfcan su'actividad, la aumentan o la dxsmmuyen algunas de

“estas proteinas son a ‘suvez ser_fosforiladas van a activar a otras PK y. aSl :

suce51vamente se slgue desencadenando esta cascada de ﬂifosfonlaclqnes,‘llevando a

y-en consecuencia, la

la  amplificacién la: célula,

respuesta celul

'ALMWPCY, dio lugar a postular la teoria del

‘la Figura 4.’




find)

7 7 /ﬂﬂ/
@ T &)
& O

> Pi

\

ADP GTP

ATP ave :
AMPE  —————p  5'AMP
Fodqdlulmu

AMPc—(®) 4 T :

p,ominasf\“\‘\‘, “Proteinas - P - E_—_: N\ - RESPUESTA
R I : . ) CELULAR

Inactivas ATP S Activas

; ‘Figura‘>4, .‘-.‘)Mgdanisﬁio"‘c-le 5(‘:ci6vr‘n‘:'ac‘l"AMPq e

El AMP& es;un_: c_tn{ac}i/ d ' ('lfAK -in; 'K‘ac':'ti'véda'puéde E

fosoforilar a otras protei stas proteinas_fosforiladas son a’su.vez PK, lo que

- desencadena la amplificacién de la sefial y en consecuencia la respuesta cclular.




1.4.- Fisiologiadel AMPc ~

El AMPc _producido. por estlmu]aclon hormonal s:gue dos cammos uno de

ellos es ser deg d znma fosfodleslerasa (FDE) Y el otro esla

u do extracelular para poster ormentc pase ala

: sangumca A este:AM produmdo en el rifdn. ‘se-le

am AMPq;Nefrégeﬁo :
(AMPCN), '

17



Ln la aclualldad se sabe que Ia concemracnon total urm rla

suma del AMPc epurad del plasma y cIvAMPc producndo por € rlﬁon En

promedlo, cada compo en e cu ‘ma con' aproxnmadamente el 50% dc la 'canudad

~_«total cxcrctada del nucleéudo en un mdnvnduo sano En la ‘Flgura 5 se represenla

esquemaucamenle la f smlogl’a dcl AMPc SRt

La aponacxon renal el AMPcN es ocasnonada por la accnén q;ercxda por la ‘

. hormona paralnrondea (PTH sobre los tubulos 'enal : El prmc al fe vo de la PTHV




AMPc Plasmatico

<—  OpEui4 IgWY

AMPc Nelrogeno

: AMPc Excretado

Figura 5.- Fvisii_')ld'g,i'a del AMPc El AMPc - presente en la orina proviene de

dos fu(v:ntyes:‘ i
E a [:ldepuradodel ;;)I‘a;s;n{ar,:‘pqr'un éimble proéeéo de ﬁltréci()n
T :‘Elv;produ’éiddpo‘r el'riiidn, el cudl no pasa a la circulacion sanguinea, a

“este AMPc se le llama AMPc nefrogeno (AMPCN).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




,efccto dc esta hormona en la corteza renal s¢ asocia con un aumento cn la cxcrccxon

,unnana,de cste_nucleoudo.,

Estos’y otros descubrimientos motivaron para mvcstxgar o

si la: cuantificacién  del {AMP ueda usursc;_coin'o: prueba

diagnéstica de la funcion paratiroidea

De ios experimentos . que . respaldan la cuanuﬁcacnon dcl AMPcU comov

prucba de funcwnamlento paratiroideo, se puede 1 menc:onar Io sxgunc te:

clusivamente el efécto de.

provcmcnte del plasma, Kammsky, Broadus y colaboradoresl(w 24) dctcmnnaron. .

o 200




la f'llracxon glomcrular dc Ia lnulma y dcl AMPc mmultaneamentc durante la, :

mfusmn‘de PTH :n su3ctos sanos.:Los resultados obtenidos. al calcu]ar la ﬁltraclon .

'glomcrular de amb S sustanc s, establecen ' cerca del 94% del AMPc excretado era

:esta hormona (22 23

Para estab]ccer que tan felmente el AMPCU rcﬂe_|a el funcnonamlento de las:

» 'glundulas paratnrmdeus, Kammsky y colaboradorcs (24), cstudlaron la vanaclon en‘ o

- la concentracnon del nucledtido duranle la estlmulacmn e lnhlblClOl‘l de las glandulas,

s parat;roxdes

“+~ Para:llevar_a-cabo este’ procedimiento,. se. partc: del:conocimient: ‘de,quefla-g'bf

io, cuarido el calcio”

21



‘puede ser utilizada'como una prueba‘de"labbrétorio para’¢l estudio y diagndstico de

“*la’funcion paratiroidea.

22



ano: uelen tener cuatro glandulas paratlrmdeas, dos supenores .

'y dbé inferi oca lzandose SImetncamente y adhcndas a los polos de la l|r01des o

- EStéri odeadas  por una capsula ﬁna quc se extlende al mtcrnor del parenqunma S
_dividiéndolas én lobu]os Su forma es chpsoxde plana‘y presentan un color.marrén

Su tamaiio es‘dc 2 a 7 mm de longltud de 2 a4 mm'de anchurayde 0.5a2.0 -~

. magnesioen

23



aunque’ no :se ;suprime




~En cuanlo la PTH es sccretada a la cnculaclon, rapxdamente es metabohzada,

; y f'mgmentdda por Ias enzimas proteoliticas en cl hlgado yen e] nnén dando Iugar a

vfragmentos activos amino terminales (secuencia 1-34) y a,fragm nto ‘mac_:tlvos

‘carboxiterminales (sccuencia 53 — 84) y molécula intermedia (s'ecu»éri cia 4\8-7

vida'medi

son.inactivos'y tienen a mas:larga‘que sc estima’ de 40 minutos.:De tal ’

.forma, se encuentran circulando multiples fragmentos, ‘en su gran mayoria inactivos,

ademas de la propia molécula‘intacta

as:formas_ circulantes dc la PTH ‘son f'ltradas‘ por: los glomerulos y )

i :rcabsorbldas en'los tibulos rcnalcs donde son catabollzadas

magncsm por medlo dc u accno en el nnon, hueso y en-: fonna mdlrecta en el

25



intestino. La-hormona‘actia, en sus " érganos blanco, uniéndose a:sus receptores

especificos y activando el sis}eﬁia de la éa‘eniklcncla‘sa' pzfré: p}'oduéi'r:el AMPc

" La unién-de enlacc: entre: el receptor;: d Ja*célula blanco y la"-cade‘na; i

pdlipép_tidiéa de'la PTH depende de do!

ifién, la PTH modula’la ‘excrecion urinaria de fosforo y.1a absorcion de

intos segmentos de la nefrona.
stimulan la rcabsorcidn dsea, también’
>, pero su efecto neto es aumentar la liberacion =

stos efectos tienen lugar en dos fases: Una‘inicialja 2= "

26




1.6.3.- Trastornos de las G,lén\clﬁ:las Paféﬁfqidéas

Los'.trasiomos . : Ias paraurondes se caractcnzan por una Iupo e

hlpersccreclon de Ia PTH El conocnmlenlo de cstos padecnmlcntos es importante

‘ para eI trabaJo porque,dependlend del grado dc afectacxon de la secrcclon de la

o fhormona seran los resultados btemdos cn la cuanuf’caclon del AMPc Unnano :

1 6 3 1 - Hlperparatlrmdlsmo prlmano (HPT 1°)

Es una cnfcrmedad caractcnzada por una’ hlpersccrecnon autonoma de PTH :

esto. provoca una hlpercalcemm por; las acciones que ejerce el cxccso;de hormona'

sobrc c] rmon hueso e intestin

aumentada dc PTH

canismo que se lograna en mrcunstancms normales

. ‘suelc chz}h‘ rse p ncnpalmcnte en las paratlroxdes mfenorcs Cada graj o de tejido-

I'y-3 %.de la-poblacié
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a hipercalcemia es’incapaz de supnmlr la secrecxon :

: La nfermedad se. debe en cI 80% de los casos a un adenoma bcmgnoi que,l,'-' '
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dctcccwn dc Ias mamfestacnones chmcas o cnalcs de la hlpercalcemla -En la

: 4actu'avlidad,”h,ay; ni'uCIlés‘baCiente ue 'prcsentan ;una hlpercalcemla ligera o

‘totalmente * asintomatica, dctcctandose dc ‘modo casual al rcallzar ‘un “perfil

bioquimico general.:

“El diagnéstico “definitivo ; sc. establece po'rl,‘ os fcéuitadt:;s vdel"]aboratorio

clinico. Para cl caso de un: HPT:primario, se.espera‘un:calcio. scrlco clevado un

.fosforo serlco baJo 6 en el limite inferior, de la normalidad, una calcnuna elcvada un

: AMPcN y‘AMPcU elevados



R producxcndos menos calcntnol y ‘en’ consecucncra sc. obnenc una menor absorcxon -

5 mtestma de calclo, lodo esto llcva al orgamsmo a un cuadro mayor dev B

. ‘r'hlpocalcemla

La hlpocalcemla mantemda es un potentc cstlmulador dc la secrecu’)n de la. 7

,_}-‘,,PTH .Si este aumento de la secrccnon de la honnona se’ mannene por Iagos pcnodos ;

ij';de tiempo, se puede llegar a producxr Ia hlperplasxa paratiroidea (32, 33)

El tratamiento consiste en’normalizar ¢l: calcio, fésforo y.el: calcitriol sérico " -

- progresiva. =
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Los resultados dc laboratono cspcrados en esta cnfermedad senan' Un

fosforo sérico e]cvado calcno scrico ba_]O oen cI Ilmlte mf’enor de ]a normahdad el

AMPcU y AMPcN cstarl'an clevados

hueso, dlsmmuyc cl:recambio-dscoy.la:salida‘del calcio al:liquido xtracelular. En o

el rmon dlsmmuyc la rcabsorclon tubular dc, calcio 'y la sintesis de calcitriol, pero -




ucle dcs ender a cnfras

~.central - traduciéndose i en co

cn e] hmlte n

pucden provocar hxpcrcalcnuna deblda a Ia ba_]a reabsorm n. tubular'de calclo Para
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alcanzar este ObjethO se admmlstran del a2 g/dla dc calcxo elemento por vfa oral

’ 7,d1v1d1da en 2 a 3 dosm Convxcnc evitar la lcche y el queso por su alto contemdo cn' :

: fosfatos

1.6.3.4.- Pseudohipoparatiroidismo o Sindrome de Resistencia a la

PTH'

El‘ pseudohlpoparatlroldxsmo comprende un’ grupo 'hetcrogenco def

‘enfen‘nedades caractenzadas por una resistenci tlsular, a5~ la*accién’:d

‘ nprovocan un;cuadro. bloqu1m|co mdlstmgulblevdel hlpoparatlrmdlsmo_ autentxco' o

i '(hlpocalcem ae hlperfosfutcmm), pero con un aumento en Ia concentracnon senca dc

En cste'txpo de cnfcrmedad s, el problema no radlca en la falta de secrecnon;

" Se han irdeh’tiﬁ'cajdd i:rcs'4‘sub_txpos deipscu ) lpopavrati‘ro'id'isihb tipo I;-
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caso, ld PTH no llene la capacldad de generar canudadcs 1decuadds dc AMPc y no'

habra una respuesta correcta aesta hormona en su organo blanco

En el tlpo IB cl traslomo no sc dcbe a Tas alteractones dc Ias protcmas G,

i parecc dcberse a defectos del receptor dc ]a PTH

En cl tlpo IC se trala dc pacncntes sin“anomalias en ,I.us'pfotqinhs G, cl

‘problema puede cstar ongmado “'por_otros’" trastornos -’ del - sistema  receptor

ademlcnclasa.

. 'pvatplyé‘gic‘qls‘de, las gladulas p'aravtlroldes_{
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Tabla | En esta tab]a se puedcn observar Ios resullados de Calcno Fosforo

y AMPcU cn los dlstmlos cstados patologlcos de Ias paratxroxdes

Tipo I

Calcio Fosforo Calcio
AMPcU | - Sérico Sérico Urinario
Hiperparatiroidismo
Primario U t Normal a { t
Hiperparatiroidismo
Secundario t ta Normal | Normala * v
Hipoparatiroidismo
Primario v { t {
Pscudohipoparatiroidismo
Tipo 1 ¢ 4 ? -
Pscudohipoparatiroidismo
- J 3 -

* = resultado aumentado,

¥ = resultado disminuido .
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1 7.- Radlommunoana]lsm del AMPc Urmano

Los pnmeros cnsayos de Ia orato io P cuantlf'cacmn del AMPc fueron

prlnclpalmentc

contar -la. radiactividad.” La: con
‘extrapolacién .de los ' resultado
simulténcamente con cantida

Este método ‘éuméht

AMPc de 0.05 a o.i'x{lho

purificacién- de la muestra,
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“‘enzimético;

- Paralelament¢ a” este’ método

r ‘delcrrﬁinaf (Ag no fméréédéj yun

(A m;xrbadé).

cuantificacion de este'nucledtido en los diferentes tejidos

‘aplicacién_ del RIA para

o yr ﬂﬁidés del brgahismb

37

la“cuantificacion ‘dcerMP;:.vijE’.l RIA es un’ método

ili En este método es necesario contar con
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) Ias‘bactenas en las muestras de orina, causan una disminucion enla con"centracién .

del AMPcU como resu]tado de la‘accion:de’las'PDE:bacterianas., También se sabe“-{

que las bacterlas pueden sintetizar este nucledtido y expulsarlo al exterior (38).‘

1.8.- Juétiﬁcacnon :

Con base en los argumentos antenormente expuestos se ha demostrado que :

la cuanuﬁcacxon dcl AMPcU es una prueba de facil’ ejccucxon cn cI laboratono :

chmco Emp]eada para estnmar, en form indirecta,’ la conccntracxon de Ia hormona .

paratlrmdea (PTH), blo]oglcamentc actlva cn circulacio

La aphcamon del radlommuﬂoanahSls (RIA) ‘en’la.cuantificacion de] AMPc :

bacterias en las vias urinarias.
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las: bacterias en:las vias urinarias’puede’

urinaria del ‘AMPc.
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CAPITULOII

‘OBJETIVOS

2.1.- OBJETIVO G_ENERAL’-:

> Aplicar, izvly_'dke’léﬁplr.)acién I AMPcU por medlo del radlommunoanahsls,'.

" como una’. prueba . laboralorlo CllnlCO en ‘el dnagnosuco dc. las.

- enfermedades paratlroldeas

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

lcnas en, Ias vnas urinarias aumenlan,
disminuye, o 'no lteranla- concenlracnon dc AMPc prcsentc en la orina

- (amPeU)

> Si el genero y/o'la cantidad de-las bacterias alteran  la concentracion . del

AMPeU.

-,

> Comprobar si) cl empleo del HCI omo' conservador ¢ mhlbldor bnclcrmno es

- nccesano para la cuanut’ cac:on dcl AMPcU
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CAPITULO_II .

o Material |y t‘I:\/VI"crét‘ddoVS'

3.1 —Di\seﬁoﬁ Expcnmcnta

cs ga on clmlca llevado a 'cabo en el

lism Mmeral dcl lNSTlTUTO NAClONAL

Un grupo de 24 pacnenles con sospecha de mfeccnon de vxas urmarlas de 105«

cuales fueron 15 mujeres y 9 hombres

Los paclentes con sospcchas de 1nfecc1on de las vnas urmarlas fueron

; seleccnonados de los pamentes q ! acuden a la consulta exlema y de l ,mtemados.

iEste grupo de paclemcs cumpllo con Ios S|gu nt

i K Tener mamfeslaclones cllmcas sugesu‘ s de ima robable infeccion de las

' vms urmarlas, como molestlas o ardor para orlnar

b Los pacnemcs no sufran de alguna ncfropatla
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LLos pacnenlcs del grupo conlrol fueron voluntarlos san s, S ]es comprobé

que no padccmn algund ne[’ropaua ni 1nfcccxon ulguna de las vias urmanas

} A Ios dos grupos dc pdcncnlcs se les pndlo recolecla an la orma de 24 horas,

se mantuvicran cn ayuno para lomarlcsuna mu stra”de”sangr

Estas muestras fucron el maiérnal biolégico para el desarrollo de este trabajo

3.2.- Procedimientos para la obtencion de las muestras’

] - Rccoleccnon de Ias muestras de orina de 24 Horas '

Para rccoluclar dc Ia orina dc 24 horas, el pacnente snguxé los snguxentes i

pasos

.- lee proceso sc inicia un dla antes de prcsenlarse a entregar la orma. En las -

enosa 'y’ mmblén ‘

prlmcras hpras,d ,Ia manand (al Ievamarse) el pacnente orind en-, la taza del v

- bafio.

b.-" A partir dé la siguiente'miccion, ¢l paciente recolecté toda la'orina excrétada‘

durani¢. 1o que resta del dia‘y.la noche;

recipiente  usad

proporcionado por el laboratorio. -

43

sin_perder; una‘sola gota de orina; El -

impio 'y “seco



c- Al dm sxgulente, al Ievantarse, el pacxcnlc rccoleclo solamenle la_primera_.

orma de la maﬁana. Con esta ullrma mucslra lermma Ia rccoleccxon dc 24

horas;

3.2.2:2 Recoleccion de la orina para el urocultlvo

d.~"Una vez re~olectada la orma para e urocult VO, ¢

“en la laza del baﬁo.

3.2.3,- Recoleccion de la orina de dos hora'_s y,-a”s_u vez, la muestra.

para el urocultivo del grupo conlrol

“Los voluntarxos dcl grupo conlrol sngu:eron |09 sngmcnlcs pﬂSOS‘

44



“b.-

c.-

d.-

C.-

f-

8-

El pacneme se presento por Ia maﬁana a la loma de muestra con un ayuno de.

12 hords
Debxo ormar aI levantarse, mmedlatamcntc despues tomo dos vasos de agua
“pura y anoto la hora exacta en " que bebio el ngd

Ln el lranscurso de las dos horas s:guxentes no deblo ormar. .

Al conclulr las dos horas, desmfeclo sus organos gemlales con el matcrml

cmregado para este fin ( benzal al 5% )

Se le di6 un frasco “A” en donde recolecto la pnmcra orma de 1

\ miccion.

Fnscguxda, se le di6é un frasco “B” cslerll en donde 'rccole

a‘orina del
chorro medlo. Esta muestra fué util paru cl,uroculuvo

A para’ lerminar. de recoleciar la

Finalmente se le di6 al paciente el frasco %
orina.

Una "vez’ ofocpﬁodo cl ‘urocult



< =,"'

Bl

+ Bafiode |-
Hielo .- .

Urocultivo

A+B

Tomar la alicuota para

Medir el Volumen > el AMPcU

Figura 6 Dlagrama de ﬂu_|o para la recoleccnon de las mucslras de orina de

dos horas y del uroculuvo para el grupo conlrol
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conccnlrado como conservador Yy anubaclerlano. Las allcuotas se; guardaron en .

congclacmn (a 20 "C) para conservarlas hasta el momento de ser procesadas

/\ cada una “de las mucslras de orma se Ies determmO' calclo, !’osforo,f‘

_ crczmnma y AMP

sc; muestra un’ di‘agrama:délﬂuj‘b'para"la prgparacidn de las

% muestras de orina.

Con la lm'1 1dad de dcmostrar quc la dlluc10n empleada ‘al 2% del HCl haya

sndo lclal pdra las baclcnas, se mocularon lO muestras dc orma con E coll, se

agregd HCI conto comcrvador y sc les pracuco un uroculuvorcontrol

La £ coli empledda para mocu ar las mueslras de orma, l'ue ldentlﬁcada y

aislada de los uroculuvos posrniv'os;,

Las muestras de orina rccolcctadas para el urocultlvo, fueron llevadas a‘la

vbrevudad posible al labor’llono para sembrarlas;dc nmediato ‘e

cultivo corrcspondmmcs leas mueslras sc conservaron _siempre en un: baﬁo de

hielo, desde el momcmo d(. su oblencnon hasla ser sembrada

3.2.5.- Obtencion de la muestra de suero.

Se les tomd una mues’n‘a de,sangré v 'n"osa a k')s“_pacientes de'los dos grupos :

de estudio. La obtencion dc la sangrc fué por-puncion. venosa de la cara antenor dcl‘

anlthra/o, se ru.()lt.(.lo Ln un lubo Ilmplo, seco y sm mngun adltlvo Fue requxsuo
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Orina
recolec
‘tada~

Orina
-1 recolectada
HCI"\
- Guardaren =~ . . — +
-congelacién a-20°C : ‘
‘D‘s_.-s‘cipng'e'lér'lé‘s -

- muestras- .

Determiﬁaclén de
AMPc, Calcio, Fésforo
'y Creatinina -

Figura 7 .- Diagrama de flujo para la preparacion de las muestras de orina

recolectadas.
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rpm duramc 10 mmulos, se»separo e! sucro con una plpeta‘Pasleur‘y ‘estos se..

guardaron de mmcdxalo en congclacnon, o-si cra p051ble se determmé cn ese -

momento los melabohtos correspondientes.

En los sucms obtenidos se determiné: calcio, fosforo y creatinina.

3.3.- Métodos para la 'éuamiﬁcat:iéng de - Calcio, .Fésforo,

Creatinina'y. AMPc S

,f‘uridayllentzil;r la canudad de luz absorbida es directamente proporcional al nimero de"

‘ ”atomos hbrcs prcecnlcs en la mucslra. Ld ‘cuantificacion de’la luz,absorblda permue

haccr una ducrmm‘xcnon c.uanutallva dcl analno
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Preparacxon de las soluciones de la‘curva estandar: =

Para preparar las distintas soluciones de: la curva cslandar, prnmuo sc prcparo

la solucxon dc 100 mg/dl de.calcio de la manera smuncmc.
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Solucién de Calcio 100 mg{d - stolver 249 7 mg de carbonato de calcno'

'{V(Ca CO3) cn una minima cantidad de HCI conccntrddo aforar a un htro con agua

’desulada

Para preparar las solucxones de la cuirva esténdar se.procedid de la' marera

e _sngu:eme

) b Solucxones dela- curva estandar de Calcxo. : En 5 matraces aforados de L

v20 mydl de calcxo y. estan Ilstas para lcerse

Preparacmn de las mueslras de orlna

Como se’ mencxono antenormentc, Ias mucstras de orma sc dlluyen para poder

',delermmar ia concenlraclon dc calc:o La manera en que se hlZO fue la sngunente
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mg/vol excretado..”

331 .2.-y"l’écn,i:ca parhlé'cUantiﬁcacién de Calcio sérico, Aty
- Las mucslrds dc sucro para ser procesadas se dxluyeron con una solucxon de

. EDT AL Famblcn se luvo que prcpamr su propia curva cslandar.

Prevno a l'x prcparacnon de las soluciones de la curva esténdar se preparo la

: solucnon de EDTA Na, al 0.78% de la manera snguncme' i

- al- Solucion de EDTA Na, (3.75%): - Dlsolver 37 5 g e EDTA Naz en casn',

800 ml de agua destilada y aforar a un litro.

b.- Solucion de EDTA Na, (0.78%): - Con una probeta de’ ]00 ml transferlr

208 ml de la solucion de IEDTA Najy; 3.75% a un malraz de un htro y aforar con agua

destilada.
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Preparacion de las soluciones de la curva estandar: |

- Solucién de Calcio (100 mg/dl): - Disolver 249.7:mg de carbonato de
calcio (Ca :COJ) en la minima cantidad de HCI concentrado (éprqxifnadaniéhte 50

“ml) y aforar a un litro con agua destilada.

b.- Soluciones de la Curva Estindar; - En.7 malraces aforados

pnpetear, respectivamente cn (.ada uno de cllos, 0 l 2, 3 4 5 y 6 ml de Ia solucnon
de calcxo Apgregar a cada uno de los matraces, 20 ml de la 50 »cxén dc EDTA al

0.78 % y aforarlos con agua destilada. l‘slas solucloncs conllcncn 0 2. 5 5 .0, 7.5,

‘10.0 12. 5 y 15 mg/d! de calcio r(.spccuvamcnlc. La solucnon ‘0" (quc n,o,contlene

calcio) se cmpleo como blanco de reactivos:

Prcparacnon de Ias Mueslras dc. SUCI‘O‘

las mucslras problema, se trazo

“una gréﬁcawponicyndd”c}:n el cje-de’las abscisas. la Lonccntramon dc calc10 “de las




solucmnes estandar (en mg/dl) y en el eje de -las ordenadas Ia lectura (en

absorbancm) correspondlenlc acada una de las soluc:ones eslandar

Las lecturas de las solucmncs problema se exlrapolan en la réfca para asi

poder calcula su e lraclon de calcno en mg/dl

EI cloru de Ianlano (LaCl;) y el EDTA Naz se ugregaron a las muestras ya

los estandarcs par evuar que los 1oncs de calcuo sean secuestrados por los grupos -

fosfatos y Ias proleinas (43)

~3.3.2.‘-, Método p'arakla uantificas
Para conocer la concemrac e fosforo in gamco segulmo 'un metodo

,colonmemco de la tecmc modl

inorgénico de la muestra re

complejo de “fosf omolibdato

~ solucién de color azulLa’intensidad: de

olor-es: proporcional a 'la cantidad de

fosforo presente en'la muesira

soluclon en refrlgeramén (enlre 2°Cy. 10°C) hasta el momento de ser empleado
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Reacuvo B 'Hegtamohbdalo de Amomo al 42% en HgSOi al 0 lN :Enun: oo

7 ) malraz aforado e 1000 m ag»egar 50 ml d g ”a dcsulada, mantenerlo en un baﬁo

‘de hlelo Medlr 27.7.ml de H;SO4 concentrado y agregarlo cn fon'na lenta y por las

‘jparedes,“ ,acar el matraz del afio de hlelo o

una proporcnon 1 6 respectlvamente .

Solo la cantldad necesaria reactlvos e preparo momentos antes de reahzar el

: ensayo

3.3.2.2.- Preparacién de las muestras de suero, orina y curva estandar -

Prepafaéiﬁﬁ de »

curva estdndar, sc siguieron los siguientes pasos:
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a.- Rotular 5 1ubos de IO x 75 mm y agregar respectlvamente a cada uno de

cllos 0. O 0 5 l 0 1,57y 2.0ml de la solucxon estandar.,

b.- Complclar, con agua dest lada; un volumen final de 5 ml

EI lubo “O" fué nueslro blan de reactxvos

de uéro‘ y de orina: -

. Preparaci

i b Anadlr 8 ml acndo lrlcloro acetlco al 10%, agltar fuertememe

e Centrlfugar Ias muestras 10 min, a 2000 rpm

di- En un tubo de IO X 100 mm separar 0 5 ml del sobrenadante

“Las mueslras de orma se prepararan de la manera snguxente

a.- D11u1r las muestras de orma 70 colocando en un tubo de 15 X 150 mm 0.1

| ‘empezando con el blanco de reactivos; seguida de 10s estandares, las muestras-

de sucro y: de orina.
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b.- En el tubo conespondiehie.‘ Agregé.r 0.5 ml de‘est:zrin‘d‘a;', sdbfenﬁdaritlelde la

muestra de sucro o dllucxén de la orina,’ segun sea el caso
c.- Aradir a cada uno de los tubos un mlllhtro de agua destllada y. 2 5 ml de la

mezcla de reacuvos.

- 'mo‘déi‘o 2.1}3 ;eSt
plcnco (reacc16 de

del color es proporcnonal a la conc ntraci n de creatinina
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Por este método se lee el suero en forma directa y la orina solo hay que dxluxrla )
La proporclén recomendada para la orina de 24 horas es de 1: 20 y para la orma de 2

horas es dc 1:50:

3.3.3.1.- Técnica para la cuantificacién de Creatinina en orina

n ub‘c‘)‘achZI(y)‘x'IS(}) mm, T

b.- Agregar 9.5 ml de agua desulada par ra ‘lograr una d
“Cem Mezclar
- d.- De la dxlucxon ] 20 tomar 25 microlitros para determmar la conccnlracnon en

: el equnpo automauzado Beck

Tomar 25 mlcrol os de suero y deten'nmar dlrectament la concentracnon de

creaunlna en el equnpo Beckman El resullado que mostro ¢l qulpo es en mg/dl
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marcado, se calculd la cantidad para dilulrlo y:usarlo en’el ensayo, de, tal forma, se f

tengan aproximadamente 11,000 cpm en un volumen dc 200 mlcrohtros :
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d Prcgaracxén dcl Buﬂ‘er MES ;.- Pesar 976 mz, de. MES dxluxrlo en;f—»

aproxunadameme 150 ml de agua desu]ada, aforar a 250 ml aJustar el pH a 6 2 con i

NaOII lN Al l'nal se obtuvo el buﬂ‘er MES 20 mM con pH :

e Fstandar de AMPc. Se prepararon concentraciones

solucién buffer de -
muestra de orina
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Para poder determinar la concentracxon de AMPc presente en'la orma se

) procesaron snmultancamcnlc Ias mucslras y las 5 solucxones esténdar.

Para una mayor precxslon en los resullados, ‘las muestras y las soluc:ones‘

estandar se. lrabawron por lrlpl
lamblcn se lncluye 1 los siguientes tubos -para poder efectuar los calculos

de los resullados

'lubo con umcamente 200 mxcrohtros de -1a < 'solucién - radiactiva

maxima entre el Ac y el TME sAMPc-1 “este tubo lo llamamos

Enel ensayo de las muestras y de los estandares'se llevé aun volumen f‘ nal :

de 3()() mlcroluros Par: cada no de los tubos delas. muestras. problema se .

dgreg,dron los sngulentes reactnvos’ s

L. 150 mICt‘OlllI‘OS de la solucién amomguadora de acetato de SOle pH 6 2
b 30 mlcrohlros de la dllucxén 1:25 de Ia mueslra de orina

.- lOO mxcrolnros del anticuerpo (Ac) en una dxlucxon l 25 000
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d.- 200 microlitros de TME-sAMPe-I'® conteniendo de 11,000 a 15,000 cpm.

Para cl ensayo de la curva estandar.

muestra’ diluida por el volumen correspo

estdndar y se agregaron los demds  reaclivos [como sc-agregaron en :las’ mucstras

problema.

Fn la Tabla 2 se mucslra csqucmaucu u.mc cl protocolo del cnsayo para cl

- radlommunoanahsns (RIA) cl AMI cU

: Despues de anadidos todos:los réactivos;:se- aylo per!cclamentc cada uno. de o

: los lubos y se “dejaron’incubar.a 4°C; con agitacion permanente, durante 24 horas.

'I'ermmada la‘incubacién:

contador pdra radmuones gamma.
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Tab]ia 2. - Protocolo esquematico para el RIA del AMPcU.

- e f;f;"S,Olu)ciénk‘ 't “Estandar RE TR FR
Tubo - .| Amortiguadora | (pmol/tubo) | Anticuerpo TME-sAMPc-l'?? - cpm
R E Muestra ! N I el S B

300l

200 pl | - .y

195 ul

190 nl

180 pul

160 ul

120 ul -

gitacién constanté '

0 pfl:.d“é IgG‘thﬁfﬁén“a'é;c,édé"unko"
del tubo.Tc, agltgf:\" : : "

Ifato de amonio al 60 %, agitar

o ébmar la radiacién de cada uno de los tubos
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Para calcular la concentracién de las muestras, fué necesario transformar las

fecturas obtenidas en pm a:

A siguicntes calculos y férmulas
Te’ = Cantidad de rzi‘diaptividad’hcta aplicada a_rcj:ada »l‘ubo g

' To - Co '= "i‘q"" :

To Umén Maxnma ( Umon Nela de Ac T ME-sAMPc 1'25)

To? / Te! x ]00 = %_de Umor_A Maxnma ;; (Lo 1deal es de 25 a35 %)

- Para calcular el % de unién'de las muestras aplicamos la siguicnte formula:

cpm Problema - cp‘m‘\Coﬂ cpm Problema:, & cpm Co

'i‘% % de Union

cpmTo = ‘cpm"C‘o‘ S ':'cpm del To

Para el calculo del % de umon de Ios estanda S, susmunmos en la fonnula

las cpm del problema por las cpm del esta dar

Los dalos obtemdos de la curva - eslandar se - graﬁcan en-un: papel i
sumlogdrumlco colocando en eje dc las abmsas Ia concenlracmn dcl AMPc (en_, ‘

pncomolcs/tubo)’ y en el cje de las ordcngdas el porcentajc ‘de unién corrc’sponydlent_g. .

%idc:u‘ni'(')n (34), IIQ ‘cual se logfé empleado los -



La éoncé:ﬁtfﬁéiéh‘dg:AMPbci(g':ﬁ pm

“se obtuvo_extrap

multiplicado por la dilucién y ¢l volumen total de la muesra,

AMPc/mg de creatinina .

pmol . nmol/ml x dil.x'vol. -~ nmol AMPc

tubo 1000 pmol x mgdeCrxvol. - mgCr.

~ Omitina y Voges
v“VUSa:fdryi' ]i:;sv‘pyrjl{ebas e;

49,50).
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Técnica para el Urocultivo

‘Con la mucstra de orina adecuada para el urocultivo, se sigui6 ‘el siguiente

proceso:

- Se lnmo con una asa callbrada y estéril, 0.01 mi dc Ia mueslra de orma y s€ .-

colocod en el ccntro de la caja de pétri de agar sangre, se extendlo en forma

radlal en lodo el medio.

Se mmé,~ con una asa estéril, otra porcién de bi'ina de lav mismé mUeétra para

=2
M

sembrarla ahora en forma de pnmo alslamlento en el agar Mac Conkey
c.- Scincubaron a 37°C por 24 hrs

d.- Al término dc Ia mcubacnon, se observo 51 habxa o no creclmxento bacterlano.

St fuera lo ulnmo, se S|gu10 mcubando otras 24 hrs a37°C..

o
“

En Ias cams de agar sangre con crecnmlento se comaron’ las colomas y se Ies

g praulco una tincion de Gram. Se l'eVlSO si’ en la caj correspondlente de agar
M‘u. Conl\u habia crecimiento bacterlano

.‘l’ara la identificacion de los bacil‘ds ;Gram : negativos, " se -emplearon- la
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3.4.- Anahsls Estadlstlco

Para el calculo de los rangos de rel‘crencm se cmplco un mtervalo de

conhanza en donde se lncluye al 95 % de la poblacnon (a 0 05)

El anahsns csladlsllco emplcado para el lraba_]o l'ue por Ia comparacmn de

medms mueslrales usando para ello la dlslnbucxén t- Student (48)
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CAPITULO IV
RESULTADOS

- G_‘ru’po Control
Los uroculuvos practicados a cada uno de los voluntarios del grupo control

'rcsullaron sin desarrollo bacteriano después de 48 horas de mcubacxon

De las 10 muestras de orma moculada con E colx, a las cuales sc les agrego

HCI] como unubactenano, los resultados de rocu uvos fueron sin desarrollo

bacteriano después de 48 horas de in 4 no de_jar duda de lo letal que

A\'M" ' Pév-'c‘)bt‘ehidbs ‘en -
e 24  horas se presentan enla

 Tabla 3. Aqui también se obse

ngos’de referencia, calculados para cada

. uno de'los metabolitos; mpleando para ello un intervalo de confianza del 95 % de la

* . poblacién (a =0.05).
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" Tabla 3.- . Semuestran los resultados obtenidos para calcio, fosforo,

creatinina y AMPcU cn las muestras de sucro y orina del grupo control.

Metabolito Media (x) DS Rango (a=0.05)
Calcio Sérico 9.2 mg/dl 0.56 8.1 - 10.33 mg/di
Calcio Urinario dc 24 hrs. 148.8 mg/vol 51.6 45.0 - 252.0 mg/vol
Calcio Urinario de 2 hrs. 10.4 mg/vol 4.3 1.8 - 19.0 mg/vol
IFésforo Sérico 3.83'mp/dl .| 0.34 3.10 - 4.52 mg/dl

Fésforo Urinario de 24 hrs.

185 - 1057 mg/vol

FFésforo Urinario de 2 hrs. =18.0 20.4 - 92.4 mg/vol
Creatinina Sérica 0.8 mg/‘d‘l 170015 0.49 - 1.10 mg/dl
Creatinina Urinaria de 24 hrs, 1286 mg/vol - | 371 543 ~ 2029 mg/vol
Creatinina Urinaria de 2 hrs. 133 mg/vol © 51 31 - 236 mg/vol
AMPc Urinario de 24 hrs. 2.95 nmol/mgCr { 0.88 | 1.18 —4.72 nmol/mgCr
AMPc Urinario de 2 hrs. 1.22

2.75 nmqlv/mgCrv

0.31--5.19 nmol/mgCr..

Todos los urocultivos del grupo control resultaron negativos.
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Al comparar los valores de rcferencna obtenidos en Ias muestras de suero con

los r(.pormdos en la htcralura se observa que los valores de nueslro grupo conlrol

son - casi ldcnucos a los reportados por. S Khourg, JoW. Shauw, lelrup, Broadus y L

colaboradores Cabe mencnonar que estos investigadores usaron los mismos mt.lodosi

cmplcados en el trabaJo.

: reterencla reporlados en l hteratura para cstos metabohtos.

,Los' valorés de. referem:ia ‘obtenidos para la reatinina’ urinaria ueron'éasi

ldenuco a los valores de referencxa quc reporta antrup Broadus Todd Sanford yb

colaborddores (18 19 28 47) ‘
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4.2.‘-,kPacientes cbf_),Sos‘pecha‘de Infeccxonde <lasjv_Yiés"Urirjari.as‘

LOs‘ rds'ullados ‘de. los: uroculuvos dlcron lugar 'que este grupo se‘

,subdnvndlcm en trcs subgrupos, esta nueva cl sn!’c‘mon estuvo'en funclén del,
nimero de colomas dcsarrolladas en cada uno dc los. uroculuvo

i La forma de reagrupar a los pacnenles fue la sxguxenle

- 1’ac1cnles con sospecha dc infeccién con un urocultivo negatlvo. s

(cultivos n1ixlo$)

Los resullados promedlo para‘ calcno, fosforo y creaunma obtenido en los tres

‘ subgrupos se prcsenlank en Ia Tabla 4 -
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io eI grupo conlrol con cl

‘AMPc promedxo obtemdo en las muestras de orina lraladas y no 1ratadas con HCI de

= lo> subgrupos Ay B se observo una dl[‘ercncna no sxgmf‘cauva (ver ﬁguras 8 9)

En el subgrupo C, el resultado promedlo de AMPcU (3 04 = -0.71

~-nmol/mgCr), obtenidos en las muestras de orma tratadas con HCI no prescma una

dlferenma significativa con el valor promedm dc /\Ml’cU del- grupo conlrol Sm

‘embargo, para el resultado promedlo de AMPcU 3. 69 .1 26 nmol/mgCr) oblemdo ,
* ‘en las muestras de orina no tratadas con llCl si presenta una dlf‘er(.ncna sngmhcauva v

al compararlo con el valor promedlo de AMPcU (2 95 £ 0. 88 nmol/mgCr) del grupo'

control (ver fi igura 10).

Como se rrencxono antenon'nenlc, la baclcna rcsponsable dc.l 60 % dc Ios

 tratadas ‘con”H

" muestras d¢ orina no tratadas'con HCI.



- resultados bromedlo c

en las muestras con

Tabla 4. - Resultados de calcio, fosforo y creatinina obtenidos el

subgrupos A, By C.

pondientes: .

‘observa“que en las muestras de orina no tratadas’

: bcjo‘l

lo p'odémos"obsgwéxj en la Figura 1 Lo

n los
R
-

Metabolito

Subgrupo A

(Urocultivo Negativo)

" Subgrupo B
(Urocultivo <a
100,000 UFC)

Subgrupo C
( Urocultivo > a
100,000 UFC)

Calcio Sérico

8.98 % 0.73 mg/dl

9.3 £ 0.53 mg/di

9.1 % 0.69 mg/dl

Calcio Urinario

156 + 37 mg/vol

184 + 48 mg/vol

178 = 56 mg/vol

Fostoro Sérico

3.64 + 0.87 mg/d

3.61 £ 0.66 mg/dl

3.77 £ 0.72 mg/di

Fastoro Urinario

608 + 227 mg/vol

623 £ 263 mp/vol

712 + 243 mg/vol

Creatinina Sérica

0.63 + 0.12 mg/di

0.79 0.19 mg/dl

0.82 £ 0.15 mg/dl

Creatinina Urinaria

1312 % 239 mg/vol

1298 + 324 mg/vol

1343 + 386 mg/vol

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 5. - Resultados de AMPc de las muestras de orina que fueron tratadas

¥ no tratadas con HCL, pertenccientes a los pacientes de los subgrupos A, By C.

Metabolito

(Urocultivo Negativo)

Subgrupo A

Subgrupo B
(Urocultivo < a
100,000 UFC)

Subgrupo C
( Urocultivo > a
100,000 UFC)

3.04+0.71 nmol/mgCr

AMPcU 2.9240.90 nmol/mgCr | 2.89 £ 0.96 nmol/mgCr
( con HICl)
AMPcU  [2.97+1.14 nmol/mgCr | 2.98 + 1.18 nmol/mgCr {3.69+1.26 nmol/mgCr
( sin HCI)
Resultados promedio de AMPcU del subgrupo A vs el AMPcU
promedio del Grupo Control

. 4

8 35

[T

° 3

o

E 25

g 2

S 15

2]

[

=

< o0s

Grupo Control

Con HCI

Sin HCI

Figura 8. - Se observan diferencias muy pequefias de AMPcU entre el grupo

~_control y el subgrupo A. Al comparar cstadisticamente estas diferencias, resultaron

.. ser no significativas.
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Resultados promedio de AMPcU del Subgrupo B vs AMPcU
- promedio del Grupo Control

4 foam

AMPcU nmolimg Cr.
N

Grupo Control Con HCI Sin HCI

Figura 9. - Se observa que la diferencia de AMPcU promedio entre el grupo
control y ¢l subgrupo B son muy pequefias y cstadisticamente resultaron ser no

significativas.

Resultados promedio de AMPcU del Subgrupo C vs el
AMPcU promedio del Grupo Control

AMPcU nmollmg Cr. -

Grupo Control Con HCI

Figura 10. - Se observan las diferencias del AMPcU entre el grupo control y
el subgrupo C, al evaluarlas estadisticamente resulta ser significativa cuando las

muestras no son tratadas con HCI.
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(4]

w >
Y

m o= N oW oo

AMPcU nmolimg Cr.
- N

[=]

Grupo Control Subg.C sin HCI E.coli con HCI E.coli sin HCI

Figura 11. - Se observa el AMPcU promedio de las muestras de orina en las .

que se identifico a la E. coli y no tratadas con HCI, muecstran el valor mas alto de

AMPcU. La diferencia con el grupo cbmrol es estadisticamente significativa, -

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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CAPITULO V
DISCUSION

En cste capftulo'anzilizargm‘bsf los resultados obtenidos en el grupo control y

en ¢l grupo con sospecha de infeccion de las vias urinarias.

quedando una conccntraclén I‘nal del
Broadus (19) qso este mlsmovproc 2
los resultados de AMPcU por el efecto o'influencia de las bacterias presentes en las

muestras de orina.

Adicionalmente, el pH 4cido ge{iefédp‘ﬁér'él HCl,va a‘:c‘vitar;lva pfécfpitacién»

de las sales de calcio y fosforo.
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5.2. - RéSultédds dél Gn)ijy)o Control

Los rcsullados séncos obtenldos para calc10, fc’)sforo y creatinina,

conespondcn aun grupo dc pacnentes sanos, sin alteracloncs en cl funcnonamlento

renal y manlleA

mqgétr%$‘ de*24 horas, el

S. lelrups JW. Shawycolaboradores (3

-de AMPcU en muestras de orina recolectadas'c;n periodosde'1, 4,20y 24"h76r'as'l,t§ih g
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'enconlrar dlf‘erencxas sngmt‘cauva

EI método usado por cstos ‘investigé;dopes, para’

‘ la cuanuf'camén dcl AMPcU fue por medlo de Ia protcma de unién.

,La_‘,eya]uacnon; stadisticaen” el conlemdo de AMPcU en: Ias mueslras ;

5 corres'porjd'ierités al istintos uempos de recoleccnon de_;a la altematwa de poder L

,obscrvo losnguxcm L

Lt\} T_CX_ 79



AI' comparar los resultados de AMPcU obtenldos en los lres subgrupos en R

) funcxon dc] numcro dc baclerlas prcsente en cada mueslra (Ver tabla 5), se observa :

una lendcncxa en ir aumcnlando la ‘concentracion de AMPcU conforme aumenla el

numcro dL baclcrlas presentes en la orina. - Esto indica que las bactenés expulsan al
medlo exlcrlor el AMPc Este resullado coincide con el reporte de G A Roblson R.
"kS. Makman, W Sutherland A.G. Tkachenko y colaboradores(l3 37 38), quxenes
dcmoslraron la habnhdad de la E. CO[I para expulsar al medlo extenor al AMPc

Con estos rcsullados se puede mfenr lo sngulente

- En las mucslras dc orma mfectadas con coIt se obtendran resultados de

AMPc mas ahos debldo a [d ‘produccion del AMPc"bactenano, el cual es expulsado

al medlo e\tracclular ‘para sumarse a la cantidad ,-AMPc ya exxstcnte en'la’ muestra’

" ede orma. .

“Al compararlos as tratadas con

li-lCl con >lo; ojbténidos*c'nhlas fnues as no: tratad
'observa que. las dcsvmcnoncs estanda (L
menores o mas p(.qut.nas a las DS devla
en las orinas 1nfecladas’;9n ch i
afectar en forma sxgmﬁcauva
resultados coincidré con 1
recolectar la ormade 24 hi

evitar las variaciones’ 1ci6n de AMPcU
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Rcsullados baJos de. AMPcU - (0.98 nmol/mgCr) se ob ervaron "'en dos :

mu:.slras dc orma no lraladas con HCI y que correspondnan a uroculuvos mlxtos en

dondc se zuslaron lcvaduras asocladas ak: COII o asocnada a cnterobacter. i

l:n el analisis genefal dc Ios rcsultadds se puede mencionar:

Ld prescncna de ‘gérmenes cn- las vias urinarias tlenden a mcrementar la -

'conccnlracxon el AMPcU sin modlf‘car significativamente el contemdo promedlo

s del AMPcU sncmpr(. 'y cuando a las muestras de orma se; le' agregur HCI y/o.

chando Ias cucnlas baclermnas en las muestras de orina ‘sean’ menores.a 00 000_"_{

UFC.
Si no se, agregd el llCl a. Ias muestras de orma y se presentan cuentas~~

»baclcnanas mayores o |guales a’ lOO 000 UFC el AMPc tlende a aumentar por‘arnba o

'dcl promedlo normal cn lorma sngml‘cauva. o

onlenldo de AMPc en. las muestras de orma con E colt, se

Si ’se.’analil ‘el

-f”obscrva 1amb1en un: incremento sngmt‘cauvo para las muestras de orma que no-

kl‘ucron 1raladas con HCI:

tuvieron en los cultivos mixtos en donde se

+ . aisl6 a lag levaduras asociadas con alguna enterobacteria

Estas - dos pr‘obiédf;!dngs cde’ podér-aumentar‘bdisminuir Ia'

influir sngmﬁcatlvamente,

concentracion dcl /\'MPcU' puede por lo tanto, para B

obtener resultados - fi dedlgnos de AMPcU el paclente deberé presentar prev:amemc'
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e mhlbldor baclerlano

Una hmnanle que enfrentamos én. el trabajo  fuc: debido’ al hﬁnicrb”’dc

) urocultlvos‘posmvos ( >a 00 000 UI‘C) oblenldos no fue lo SUf'CIenlcmenle

- bacteriano

‘ ;é"s‘ta‘dISlica on

Comparando'el’ unoanahsns (RIA) de la PTH con el :

. bacteriano pueda ser un factor que influya significativamente en la concentracion del.

i grgmdc p}ara poder identificar otra ‘enterobacteria, diferente a‘la’ E;CO[I,’ u otro gencro‘ Lo



o

procés_os pre‘,v trans'y post quinirgicos de las béralirgidcs.‘ P

83



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La presencia de las bacterias en las vias urinarias si alteran significativamente

la concentracion del AMPcU.

La presencia de la £.coli'en las muestras de orina; las cuales no fueron tratadas.

con HCI, da un aporte de AMPc bac eriano y aumenta en forma SIgmﬁcatlva la-

" concentraciéon de AMPcU.”

vas

_“muestra de orina: de:24-

20mide HClal 6N, -~
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CAPITULO VII

. 'Apékh'd‘icev' -

7.1. - Equipos y~Materi__a_ies':dé L;‘ébd;t‘étorib

)-‘" f'Contador de radlacmnes gamma Gammacord II AMES

- .Congelador Revcﬁ( 2 C)

- Espectrofotémetro de Absorcxon Atomlca‘ PYE UNICAM modelo SP90

- Especlrofotomctro CARLS ZEISS modelo PM QII

- . Estufa Bacterlologlca '

Microscopio Optico, ZEISS>K~7,
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7.1 2 - -Materiales de Laboratorio

Asa Calibrada
Frascos de plastico de 100 ml .

Frascos de plastico de 1000 mI S

Frascos de plastico de 4000 ml T :

Gradilla de acrilico para 300 tub "de 10 X 75 mm .

Gradillas de alambre para 72 tubos

Matraces aforados de 10

Malraces aforados de 1000 ml

Malraces Erlen

Mechc,rq .

Plpela utov it ‘aGllson P- 5000 ‘

Probela graduada de. 50 ml
: "Probeta graduada de 100 ml

':Probetas graduadas de 1000 fnl (dé4pléélirc‘6)'

Probetas graduadas de 2000 ml (dc plasllco)

Puntas desechables amanllas ar;

yF P- zoo

Puntas desechables azules para P-”
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Puntas desechables blancas para P- 5000

Repipetador con escala de 0.0 a 10.0 ml

7.1.3. - Reactivos

: Ro_)o de me lo

.~ ‘Acetato de SOle dc JT Baker E

Acido ascorbxco de Slgma Ch >n|cal

Sulfato de amomo (NH4)2804,

dé_ J.T. Baker
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_ 7.14. - Medios de Cultivo

- Gelea Sangre

.= Citrato de Simmons

S :; LiA‘

- Omitina
- TS

- Urea/SaéaroSa

= Voges — Proskauer

de:'vB:i'oxon
de Dioxen
de Bioxon
' de A'Bioxoh'

de Bioxion

de Bioxon
de Bioxon

de Bioxon

-de Bioxon
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7.2..- Tabla 6 Valores de referencia para Calcio, Fésforo y Creatinina

(25,28,47),

["METABOLITO || VALORES DE REFERENCIA |

Calcio sérico 8.1 - 9.96 mg/dl

1 Calclo Urinario : " |
(enorina de 24 h) 30 - ‘_200 mg/vol - .

! l

Fosforo sérico

2.4 - 4.5 mg/dl

Fésforo urinario i
(enorina de 24 h) 340 - 1000 mg/vol o
i l o
Creatinina sérica 0.6 - 1.2 mg/dl ‘

[Creatinina Urinaria | —
(enorinade24 h) 800 - 2200 mg/vol

ORI FR

89



BIBLIOGRAFIA

1.- Stig Nistrup H. (1982) Measurement ot'Cycllc ‘AMP in CImlcal lnvcsllgauons ’
Acta Endocrinologica, Suplcmenlum 249. o

2.- Grant W, Liddle, Joel G. Harman. (1971) Cyclic Adenosme Monophosphate asa  '.,1 '
Mediador of Hormone Action. The New anlad Jouma edxcme,
Physiology in Medicine, 285 (10): 560 — 566, ‘ :

3.- Ira Pastan. (1972) Cycli AMP, The Chemical Basis o(‘Llf ‘An Inlroductlon to
Molccular and Cell Bnology Scxenufc /\mcrlcan Inc:-314 322 R

4.- Michael J. Berridge. (1985) Thé MolécﬁlaEB lskofCommunlcauon Wlthm the
: Cell. Sgiemi‘ﬁé American‘lnc;~2§31(4),;l24 133 S .

: ;"5.-;JAGarcm Sacnz. (]987) Hormon R Mcnsqcros Quumcos y Comumcacxon
s Celular Ldltonal Tondo de Cullura Economnco MC\ICO .

: 6.- Rav1 lyengar, Lutz. (1987) Slgnal Transducllon by G~Prole|ns 151 Allas ofrl
e “Science: Pharmacology 213-221. SR N

o a-Adrencrglc Receptor Oppese Urmary 3,5 -—Cychc Adenosine Monophosphatek, :
e Response to Paralhyrmd Hormone in: Vn 2l ndocrmology,l 16 3) 1085 1089.:

90



10.- Alexander LCVllel (1988) From meefrmc lo Cych"“
800~ 806

11~ Arthur E. Broadus, Niel I. Kaminsky, Joel G. Hard
Glucagon on Adenosme 3, 5’ Monophosp

Biophys. Res Commun 35 (4): 584-591.

13.- G. Alan Robison, Reginald W. Butcher, Earl W Sulh
New York and London: Academic Press R

rland.(1971) Cyclic AMP,

14.- Wai Yiu Cheung. (1971): Cycluc Nucleo ide Phosphodxesterase The
Journal ofoologlca] Chem:stry "246 © 2859 2869.% "

Understandmg the Hormona R¢
Revxews 16 (3) 370 388

18.- Arthur E. Broadus,JancE Mahaffey,
Cyclic Adenosine Monphosphate as a, Paralhyroxd Fuctlon Test The Joumal of
Clinical Investigation: 60: 771 = 783 : [

91



19.- Arthur E; Broadus (1983) Nefrogenous Cy' ic AMPc Recent Prog "'ss m :
llormone Research 37 667 701 .

20.- Andrew L. Tz{ylo}, Bemaro B“.“Davis.: (1970) Faelof ‘Ioﬂicncing the‘ Urinary
o Exceretion  of - '3%,5’-Adenosine *:- Monophosphate in - Humans,  Clinical
Endocrinology: 130: 316 —324, :

21.- Joel G. Harman, James W. Davis, and Earl W. Sutherland. (1969) Effects of
Some Hormonal and Other Factors on the Excretion of Guanosine 37, 5'-
Monophosphate and Adenosina 3°,5’- Monophosphate in rat Urine, The Journal
of Biological Chemistry: 244 (23): 6354 — 6362.

- Lewis R. Chase and G.D. Aurbach. (1967) Parathyroid Fuction and the Renal *
Excretion of 3°- 5 Adenylic Acid. Proc. Nauonal Academy of Scxence, USA
58: 518 - 525. : ,

1 23.-G.D: Aurbach and. LewnsR Chase (1970) Cycllc 3’ ‘5’ Adenilic Acid in Bone .
~+7: and the Mcchamsm of: Act on of Paralhyrond Hormone Federauon Proceedmg cL
29(3) Il79—1182 : = : SRR o

'74 NlCll Kammsky, ArthurE Broadus Joel G Harman (1970) Effects of :
Paralhyrond Hormone on Plasma and Urinary Adenosine 3’ 5’-Monophosphate
“in Man 'lhc Joumal of Clinical Investigation: 49: 2387 — 2236. :

25.- SkhOury and J.R. Tucci. (1984) Urinary and nefrogenus cychc AMP and renal ,
E . phosphate hadling in normal subjects and pauents w1yh parathyroxd dysfucuon
Acta Endocrinologica: 106: 219 — 226. . :

26.- W C Alston, K.R. Allen and J.E. Tovey. (1980) A Companson of :
Nephrogenous Cyclic AMP, Total Urinary Cychc AMP and the Renal Tubular R
Maximum Reabsortive Capacity for Phosphate in the. Dxagnosns of anary‘
H\perparalhyrmdlsm Clinical Endocrinology: 13: 17— 25 R

27.- John C. Babka. (1976) Nephrogenous Cyclic AMP Levels in anary
Hyperparathyroidism. Arch. Intern. Med.: 136 : 1140— 1144 R

92



28.-'S. Nistrup Madsen, 1. Badawi, F. Shonau Jorgensen (1976) Urinary Cychc
/\MP (1976) Acta Med. Scand 200: 195 — 199.

29.- Wortvhm'gt'oan Schenk and-John B. Hanks. (1993) Interpretative Urinary
Cychc AMP Momtormg in Prlmary Hyperparalhyrondlsm Annals of Surgery:
217 (5) 547 594 '

 30 Glofranco Mazzuoll (1986) Endocrme Control ofCalcnum Homeostasis: The k
Rolc of Paralhyroxd IIormkone g Endocrmology 85, G M Molmattl and L.~

- '32 J Rodes Temdor J. Guardla Masso (1997) Medxcma lntema (monograf'a en
. CD ROM) Masson Mulumedm :

-  '33 P, I‘arreras‘C'Rozman (1992) Medlcma Intema, 128 Ed'c'én’ Editorial
DR Doyma Barcelona L

‘ i 34.- Gﬂb ela de Alba M (1985) Ra ommunoanallsls del AMPc Urmarlo y su
; Apllcacxon en el Dlanéstlco Chmco de Padecnmlenlos Parauroxdeos Tcsls,
: Umvcrsndad Motolinia A.C. Meéxico D, F. S




37.~ Richard S. Makmaﬁ and Earl W. Sutherland. (1965) Adenosine 3°,5°-Phosphate

in Escherichia Coli, The Journal of Biological Chemistry: 240 (8):1309 — 1314, i

38.- AG Tkachenko and A.A. Choudinor. (1987) Energy Aspects of the Grow of
*-Escherichia coli Synchronized by Siarvation. Mikrobiologiya, 56 (l); 58-63.

39.-J. Thode S. Nistrup Holmegaard and O. Slggaard (1984) Serum lomzed
Calcium, Nephrogenous and Total Urinary Cyclic AMP and Urmary Phosphate ‘
- in Normal Sub_]ects Scan. J. Clin; Lab. Invest: 44::111 = 1]8 ]

40.-Jorgen Thode, Bendt Brock and Stig Nistrup. (1985) Urihéry 'C'yclic AMP in
Spot Urine of Healthy Children. Scand. J. Clin, Lab. Invest: 45: 185 — 188.

v 4]+ James  W. Shaw, Susan B. Oldham, Lconard Rossoff. 1977 Urinari Cyclic
AMPAnalized as a Fuction of the Serum Calcium and Parathyroid Hormone in
the Differential Diagnosis of Hypercalcemia. The Journal of Clinical
investigation: 59: 24 - 21.

42.- Uroanalisis. (1984) Bioxorama. Editado por Bioxon de México: 1 (2): 13 -24 .

43 Dawdl., Trudeau and Esther F. [‘reler (1967) Delermmatlon of Calcnum in":
) Urme and. Serum by Atomlc Absoruvon Speclrophotometry Reprmted from’ v

Espectrofotom.etria: p
Prmted in USA o

45'.-'15.'3. iChéh';'J T.
of Phosphorus

The Colonmemc

46. ”cyr'us‘H F )
osphoru “The' Joumal of onlogncal Chemxsuy 66 (2) 375-

- Determination o P
400

94



47.- Todd Sanford, 1. Davxdsohn (1979) Dlagnosllco Clmlcos por eI Laboratono 6"
) Edlclon, detnnal Salval Barcelona

48.- WdyncW Damel (l991)B|ocsladlst1ca, Bases ar Ael vahsxs de las’ cnenclas
’ cera Edi ion. Mexlco

) Di ‘g'ﬁvdslisﬁo

:,_'52 Arthur J. Vander. (1983) F iologia Renal. 2* Edicién, Editorial Mc Graw-Hill,
o Méxmo NGRS .

de Bacteriasde



	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Capítulo I. Generalidades

	Capítulo II. Objetivo

	Capítulo III. Material y Métodos

	Capítulo IV. Resultados

	Capítulo V. Discusión

	Capítulo VI. Conclusiones

	Capítulo VII. Apéndice

	Bibliografía




