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CAPITULO I

INTRODUCCION

En el presente trabajo me he propuesto comparar la efi-
cacia del método Karr que es el que generalmente se usa en
los laboratorios de Anidlisis Clinicos en nuestro medio, para
la dosificacion de urea sanguinea con el método Ormsby sien-
do este un método bastante nuevo basado en que la urea calen-
tada con diacetil-monoxima en solucion icida y seguida de la
oxidacion con persulfato de potasio desarrolla una coloracién
amarilla. Esta coloracion esta en razdn directa con la concen-
tracion de urea y sc¢ determina colorimétricamente compa-
rindola con una solucién tipo tratada en forma similar.

Debido a su gran difusibilidad, la urea se encuentra en
la sangre, orina, saliva, bilis, secrecion lacrimel, leche, liquido
céfalo raquideo, sudor y en las heces fecales.

Los limites normales de la concentracion de urea en la
sangre son de 20 a 30 miligramos por ciento, variando en re-
lacién con la riqueza azoada de la alimentacion.

Aproximadamente se eliminan por la orina dur: nte 24
horas cerca de 30 gramos de urea. Variando ésta cantidad
segiin la alimentacidn, la talla, el peso y la edad del individuo.

Numerosos son los estados patologicos en los cuales exis-
te acumulacion de urea en la sangre mencionaré los mas im-
portantes:



Uremia en las nefrosis, nefro-esclerosis, tuberculosis re-
nal en estados avanzados, anurias de todos los origenes, cn
las afecciones de las vias urinarias, en calculosis, cistitis con
retencion, arterio esclerosis, oliguria de todos los origenes,
siendo en estos casos la clevacion de urea en la sangre, debida
a retencion por defecto de eliminacion, ademas en la ictericia
grave y en las ictericias infecciosas, es sobre todo tan impor-
tante en los estados de coma para establecer un diagndstico
causal, en toda insuficiencia circulatoria de cierta importan-
dia probablemente por congestion renal.

Como se ve la dosificacion de la urea es de mucha impor-
tancia como dato clinico; en el presente trabajo hago su de-
terminacion por los métodos de Karr y de Crmsby comparan-
do cstos resultados con los obtenidos con ¢l método de Van
Slyke. por ser ésta la téenica que actualmente se considera
mas exacta,

El método Karr es ya bastante conocido, ¢l de Ormsby es
un método nuevo cuyas ventajas y desventajas estudio.
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CAPITULO 11
MATERIAL Y TECNICAS EMPLEADAS

METODO DE AERACION DE VAN SLYKE para la do-
sificacién de urea sanguinea.

Reactivos:

a) Solucién de ureasa., Ureasa en polvo en agua destila-
da, al .10%,

b) Solucion antiespumosa.

1.—Rosina, 20 gramos; trementing 80 ¢.c., para usar en
los tubos que contienen sangre.

2.—Alcohol amilico 30 c.c., petrdleo 70 ¢.c., para usar
en los tubos que contienen Acido.

¢) 100 gramos de carbonato potasico en 100 c.c. de agua
destilada,

d) Indicador; solucién de rojo de alisarina al 1% (sul-
fonato de alizarina y sodio), en agua destilada.

e) Soluciones volumétricas: N /50 de 4cido clorhidrico o
fcido sulfiirico y N/50 de hidroxido de sodio.

TECNICA.—Con una pipeta se vierten 3 c.c. de sangre
oxalatada en un tubo de ensayo Pyrex de 100 c.c.
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2.—8e¢ afiade 1 c.c. de solucién de ureasa (aj. Se pone
ol tubo a baifio Maria a la temperatura de 50 a H5 grados cen-
tigrados por 15 minutos,

3.—Se agregan 1 0 2 c.c. de la solucion antiespumosa de
rosina (b).

4.—En el tubo del acido se ponen 10 c.c. de solucion dcida
N/50.

5.Se afade a este tubo 1 ¢.c. de la solucion anti-espu-
mosa de alcohol amilico (b,2).

6.—S¢ conecta el aparato con una trompa de vacio y se
empieza la acracién de los tubos de sangre a los de acido.

7.---Se afiaden 10 ¢.c¢. de solucion saturada de cavrbonato
potdsico (c) al tubo de la sangre, se tapa rapidamente, bien
fuerte, ¥ se continia la aeracion por 15 minutos.

8.—Se determina el exceso de acido titulando el contenido
del tubo de acido con solucidn N/50 de sosa, usando un gota
de solucion de alizarina como indicador (d).

0.—Se disponen unos tubos testigos sin sangre que se

airean y titulan para determinar la cantidad de amoniaco que
contienen los reactivos.

CALCULOS.

Nimero de c.c. de solucién N/50 de sosa gastados para
titular el tubo de Acido testigo; — ntimero de c.c. de solucién
N/50 de sosa empleados para titular el tubo del 4cido; — nii-
mero de c.c. de solucion N/50 de dcido reutralizados por el
arf\c?nfaco de la sangre, ¢ésto multiplicado por 20 y por 0.467
miligramos, da el N urdico por cada 100 c.c. de la sangre =.

12



METODO ORMSBY. '

(Para dosificacion de orea sanguinea).
REACTIVOS.

Acido clorhidrico concentrado.
Diocetil monaxima (Eastman) ; solucién al 3% (que se
conserva indefinidamente en el refrigerador).

Persulfato de sodio solucion al 19+, Esta solucién se guar-
da en el refrigerador y dura alrededor de dos semanas.

Selucién tipo de N. de urea.—Es la misma que el tipo
diluido usado en el método de Karr.

3 c.c.. contienen 0.045 mg. de N de urea. Se agrega un
poco de cloroformo como conservador,
Solucién patron de N de urea.

Se disuelven 0.1286 mg. de urca en agua destilada y se
diluye a 200 c.c. (5 c.c. contienen 1.5 mg. de urea en nitré-
geno).

Solucidon tipo de urea,

Se ponen 5 c.c. de la solucién patrén en un frasco volu-
métrico de 100 c.c. v se diluye hasta la marca (5 c.c. contie-
nen 0.0075 mg. de N de la urea).

PROCEDIMIENTO.
1.—Poner 3 c¢.c. de filtrado en un tubo de ensayo.

2 __Poner 3 c.c. de la solucién tipo de urea en un segun-
do tubo.

3 _ Poner 3 c.c. de agua en un tercer tubo (blanco).

4 —-A cada tubo se le agregan 5 c.c. exactamente de z’xcidp
clorhidrico concentrado y 0.5 c¢.c. de la solucién de diacetil
monoxima al 3%.

5.— Se mezcla el contenido por rotacién. Se colocan los
tubos en agua hirviendo durante 10 minutos exactamente.
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6.—Se enfrian los tubos simultincamente por 2 minutos
on agua fria.

7.—Se agrega lentamente 0.25 de c.c. de solucién de per-
sulfato, de manera que se formen capas separadas, se tapan
los tubos y se mezclan simultineamente por inversion varias
veces.

8.—Leer en el fotocolorimetro Klett-Summerson emplean-
do filtro N* 42 a intervalos de H minutos, 15 ¥ 25 minutos,
usando agua destilada para ajustar en cero el aparato.

La intensidad de color desarrollada varia con la concen-
tracién de Ia urea dentro de ciertos limites,

CALCULOS.

15

= Factor

lectura del patron

Factor x 1a lectura del desconocido mgs. de N uréico .
g

NOTAS.

1.—El método Ormsby evita las dificultades inherentes
al procedimiento de neslerizacion y no es afectado por el amo-
- niaco de la sangre y otros constituyentes normales de cila.

2..—El método a mis de ser sencillo ¥ ripido, probable
mente también excede en exactitud al de neslerizacion dentro
de ciertos limites.

3.-~Fl método descrito determinara hasta 40 mgs. de N
uréico %.

Si se encuentran valores mayores se repite la reaccion
utilizando 1 c.c. de filtrado y dos c.c. de agua. El factor en-
tonces debe ser multiplicado por tres.

4.—El factor es constante para igualdad de condiciones
y reactivos iguales.

14



METODO DE KAR PARA LLA DOSIFICACION
DE UREA SANGUINEA

REACTIVOS.
SOLUCION TIPO DI UREA.

SOLUCION PATRON .--Disolver 0.643 g£rs. de urea pura

en agua destilada v aforar a un litro en un frasco volumé-
trico.

Fista solucion contiene 0.3 mgs. de N uréico por c.c.

SOLUCION TIPO DE UREA.—Diluir 15 c.c. del patron
descrito arviba a 100 ¢.c. con agua destilada y mezciar.

5 c.c. de esta solucién conticnen 45 mgs. T¢ de N uréico.
Solucidn amertiguadora,

Disolver 11 grs. de pirofosfato sodico cristalizado en una
solucion 0.5 N de dcido fosférico para aforar a 100 c.c.

La solucién 0.5N de dcido fosforico es preparada diluyen-
do 17 c.c. de Acido fosférico al 857 en un litro de agua des-
tilada y tratando 5 c.c. con una solucion N /10 de alcali, ano-
tando el mimero de c.c. que se gastan para obtener un color
de rosa con fenoftaleina como indicador.

SOLUCION DE UREAZA,

Se colocan 3 grs, de permutita en un frasco de 500 c.c.,
se afiaden 50 c.c. de solucion de Acido acético al 2¢¢. Se deja
sedimentar la permutita y se decanta el liquido sobrenadante.
En seguida se lava dos veces con 30 ¢.c. de agua, decantindose
ésta cada vez. A la permutita lavada se ahaden 15 grs. de
harina de sova. Luego se agrega una mezcla de 16 c.c. de
alecohol y 81 c.c. de agua. Se agita suavemente y continua-
mente durante 15 minutos. Se fiitra o centrifuga y se deja en
el refrigerador durante una noche.

15



REACTIVO DE NESSLER.

En un matraz volumétrico de 500 c.c. se ponen 75 grs.
de yoduro de potasio v 50 grs. de yvodo. sc agregan 50 c¢.c. de
agua destilada v 70 a 786 grs. de mercurio metilico. Se agita
vigorosamente ¢! matraz por 7 a 15 minutos hasta que se di-
suelva el yodo. Despuds se lava con agua corriente y se con-
tinta agitando hasta que el color rojizo del yoduro ha sido
reemplazado por el color verdoso del yoduro doble y no dé
reaccién de vodo libre con el engrudo de almidoén,

Se decanta la solucion en un matraz volumétrico de 1
litrro y se diluye hasta la graduacion,

De esta solucion madre de yodure mercurio-potdsico se
prepara el reactivo final de! Nessler como sigue:

En un matraz volumdtrico de 1 litro se colocan 700 c.c.
de una solucion de hidréxido de sodio al 107¢, se agregan 15
c.c. de la solucionde yoduro doble descrita arriba y se diluye
hasta la marca con agua destilada,

SOLUCION DE GOMA GHATTI.

En una probeta de un litro se pone agua destilada, en
clla se suspenden 20 grs. de goma Ghatti soluble en la super-
ficie, detenida en una tela de alambre de fierro galvanizado.
Sc deia reposar durante una noche. Se remueve el material
que haya quedado en la tela de alambre sin disolver.

Se filtra Ia solucion o bien se pasa por una tela delgada
y limpia. Se disuelve 1 gr. de dcido benzoico en 100 c.c. de
alcohol y se agrega a la sclucién filtrada. Se agita bien y la
solucién se guarda indefinidamente en el refrigerador.

PROCEDIMIENTO.

DESCONOCIDO.—En un tubo graduado de 25 c.c. se
ponen 5 c.c. del filtrado de 1a sangre libre de proteinas, dos

16



gotns.dc solucion amortiguadora, 5 gotas de solucién de ureasa,
sc agita y se coloca en un bafio de agua o incubadora a B0 gra-
dos centigrados durante 15 minutos. Después de este tiempo
se diluye con agua destilada y se agregan 2.5 ¢.c. del reactivo
de Nessler aforando hasta la marca con agua destilada, Se
agregan dos gotas de una solucion de goma ghatti exactamen-
te medidos, se mezela con inversion y se deja en reposo por 19)
minutos, despuéds se leen en el foto-colorimetro pasados 20
minutos con filtro verde ntimero 54 la solucion colorida, ajus-
tando el cero con agua destilada.

BLANCO.—Este corregira el amoniaco en los reactivos
particularmente en la solucion de urcasa, Esta se prepara dia-
riamente usando el extracto de frijol de soyva.

Con el blanco se sigue el procedimiento descrito arriba:
pero en lugar del filtrado de 1a sangre se usan 5 ¢.c. de agua
destilada.

I%s posible encontrar que la lectura del blanco es constan-
te v pequeiia si 6sto sucede el valor del blanco se determina al
mismo tiempo. substrayendo de las lecturas posteriores la lec-
tura del desconocido, sin necesidad de una determinacion por
separado.

TIPO.—Se sigue la determinacién como se describio arri-
ba con B ¢.c. de una solucién tipo de urea conteniendo 45 mi-
ligramos de nitrogeno uréico por ciento. Se lee la coloracién
final de la solucién en el fotocolorimetro ajustando en cero
con agua destilada. Se substrac el valor del blanco de¢ la lec-
tura de 1a solucién tipo para obtener la verdadera lectura del
tipo.

CALCULOS.
Valor det tipo.
—_ 45
- x lectura del desconocido = mgs. % de N
loctura del tipo urédico en la sangre.

17



El tipo descrito contiene el equivalente a 46 mgs. % de N
uréico en la sangre. Otros tipos se¢ usan substituyendo pro-
piamente el valor en Ia férmula citada arriba.

La proporcion es buena de £0 a 90 mgs. 7.

DETERMINACION DEL FACTOR.—Se obtiene el fac-
tor dividiendo la concentracion en mgs. e del tipo entre la
lectura del mismo obtenida en el aparato,

La Jectura del problema mulitiplicada por el factor asi
obtenido da la concentracion de N uréico en mgs. 6.

El factor puede ser determinado en duplicado o triplicado
v una vez determinado el factor, el valor sirve durante algu-
nos meses dentro de los limites de este tipo de calibracién.

18



CAPITULO 111
RESULTADOS
TABLA DE RECUPERACION DE UREA.

(Para comprobar la exactitud de los métodos tratados)

Mcélodo Método Método

Van Slike  Ormsby Karr

Cantidad real de urca Cantidad encontrada
1--10 mgs. de urea 9.2 mgs. 8.6 mgs. 8. mgs.
2—15 mgs. de ureca 14.6 mgs. 14.0 mgs. 13.0 mgs.
o—20 mgs. de urea 19.0 mgs. 19.0 mgs. 18.6 mgs.
4—2D mgs. de urea 24.0 mgs. 23.7 mgs. 23.0 mgs.
H—-30 mgs. de urea 29.0 mgs. 28.7 mgs. 28.4 mgs.
6—15 'mgs. de urea 33.4 mgs. 33.0 mgs. 31.8 mgs.
T—40 mgs. de urea 37.1 mgs, 36.5 mgs. 36.2 mgs.
8—45 mgs. de urea 44.0 mgs. 43.5 mgs. 13.1 mgs.
9---50 mgs., de urca 48.6 mgs. 47.7 mgs. 47.0 mgs.
10—55 mgs. de urea 53.7 mgs. 5H3.7 mgs. 52.0 mgs.
11—60 mgs. de uren 58.2 mgs, 56.5 mgs. 56.2 mgs.
12-—G06 mgs. de urea 63.2 mgs. 627 mgs. 62.0 mgs.

19



Utilizando los métodos Van Slyke, Ormsby y Karr en la
dosificacion de urea sanguinea, obtuve los siguientes datos:

Método Método Método
Casos Van Slyke Ormsby Karr
1 16.4 mgs. 15.8 mgs. 14.2 mgs.
2 19.3 ,, 19.0 17.0
3 148 ,, 141 16.2
4 20.5 ,, 1956, 195
53 21.8 ,, 218 232
6 283 28.1 272
7 5.1 16.8 ,, 145
8 300 334, 362
9 173, 7.0, 16.0
10 180 ,, 205 192
11 188 ,, 188 171,
12 221, 221 221
13 304 336 34.0
14 16.0 16.9 16.2 ,,
15 145 13.9 ., 13.9 ,,
16 203 20.1 ,, 240,
17 24.0 264 26.4
18 186 200 203
19 228 228 . 24.8
20 15.0 ,, 178 ,, 17.9 ,,
21 188 ,, 219 ., 235
22 263 26.3 307
23 242, 244 . 244
24 200 189 ,, 217,
25 187 ,, 180 ,, 16.3
26 205 205 ,, . 189
27 22.0 ,, 220 220 ,,
28 19.3 . 191 185

20



Método Método Método

Casos Van Slyke Ormsby Karr
29 38.3 mgs. 37.6 mgs. 36.2 mgs.
30 16.2 16.6 147
31 12,0 11.2 11.0
32 14.9 ,, 13.6 12,9
33 19.7 ,, 19.2 19.0 ,,
J4 303, 323 ,, 215
356 214, 203 ,, 200 ,,
36 17.9 16.8 ,, 156.7 ,,
37 138 ,, 13.0 125 ,,
38 165 ,, 163 ,, 172 ,,
39 232 232 . 23.2 ,,
40 169 ,, 16,5 ,, 15.8 ,,
41 14.8 1149 15.0 ,,
42 18.0 18.0 165
43 186 17.8 .. 16.6 ,,
44 20.7 200 ,, 200 ,,
45 213 225 ,, 229
16 149 ,, 147 14.0 ,,
47 28.7 277 ., 264
18 26.1 26.0 ,, 261,
49 276 . 243 249
50 308 285 28.0 ,,
b1 32.0 . 328 . 352 ,,
o2 16.2  ,, 480 425 |,
H3 Ly |, 53.2 524 ,,
b4 435, 417 . 493 ,,
55 435 4.7 7.1
hG 269 583 ,. 54.0 ,,
57 478 509 ,, 52.0 ,,
b8 40.0. ,, 43.8 456 ,,
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Método Método Método
Casos Van Slvke Ormsby Karr

59 43.0 mys. 46.0 mgs, 41.9 mgs.
60 T, 59.2 .. 8bh.0
61 46.2 483 ,, 45.0 ,,
62 50.8 508 h2.0
5 405, 39.5 442
G 30.0 531, 563
65 99 ., 501, 490
66 382, 407, 42,6
67 52.0 ,, 53.2 55.0
638 49.0 ,, A7H ., 50,9
60 590 57.9 . 60.4
70 319, 319 33.8
71 391, 40.0 ,, 41.5 .
72 383, 9.2, 382

73 205 224 244
74 272 242 303
75 262 262 26.2
76 250 260 24.0

7 280, 289 . 213,
78 LT, 323 ., 31.1

79 23.0 235 263
80 15.8 162 189 ,,

81 250 25.9 . 26.3
82 187 <197, 209
83 28.0 308 308 ,,
84 205 236 25.0
85 - 25.0 26.7 ., 241 ,,
86 25.0 26.7 24.1

36 23.0 ,, 271, 23.8 ::
87 279 ., 279 219
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Método Métodd Método

Casos Van Slyke Ormsby Karr
K!8 27.8 mgs. 27.8 mgs, 29.7 mgs.
89 29.1 31.6 ,, 320
90 228 234, 21.8 ,,
91 982 106.8 ,, 1101,
92 185 17.7 . 194
93 418 417, 356
¥ | 15.0 166 ,, 182
a5 1856 19.5 ,, 20.0 ,,
96 198 ,, 201, 223 ,,
97 232 236 ., 212 ,,
98 196 ,, 196 19.6
99 204, 224 |, 193

100 25,7 , 269 249

28



CAPITULO 1V
DISCUSION

De 1a tabla anterior se puede deducir lo siguiente:

De los 100 casos estudiados en 16 ntimero de casos la coin-

sidencia de los miligramos es exacta utilizando los métodos de
Van Slyke y Ormsby,

En 41 casos hayv diferencias comprendidas de .1 mgs.
a 1.0 mgs.

En 21 casos hay diferencins comprendidas de 1.1 mgs.
a 2.0 mgs.

En 10 casos hav diferencias comprendidas de 2.1 mgs.
2 3.0 mgs.

En 9 casos hay diferencias comprendidas de 3.1 mgs.
a 4.0 mgs.

En 2 casos hav diferencias comprendidas de 4.1 mgs.
7.0 mgs.

En un solo caso hay diferencia de 7.6 mgs. que es la ma-
yor diferencia encontrada.

Para las determinaciones los tres métodos utilicé la mis-
ma sangre comparando simultineamente su correspondiente
solucién-tipo en cada caso, el factor de esta solucion-tipo es

26 "



siempre constanie para condiciones iguales y teniendo cuidado
en la preparacion de los reaclivos parva que estos no varien.

El método Van Slyke fue tomado como puitto de compara-
cion debido a su exactitud, Bl método Karre es el que se utiliza
en c¢l Instituto Mexicano del Seguro Social donde hice la par-
{e prictica. ¢s generalmente aceptado porque es rapido y los
resultados que ge obtiencen son lo suficientemente exactos para
ser empleados en la eliniea, ademas teniendo cuidado en la tée-
nica, las vveas resultan muy claras y como solo se hace una
lectura, pueden hacerse varias determinaciones a la vez

Lo

En el método Ormsby las urcas se dosifican también co-
jorimétricamente en el foto—colorimelro de Klett—Summer-
son, la solucion tipo que se utiliza se trabaja en la misma for-
ma, ademas tiene la ventaja de que se aplien divectamente a
la sangre desproteinizada, sin necesidad de destilacién o aera-
cion, :

26



CAPITULO V
CONCLUSIONES.

Con objeto de comprobar Ia exactitud lograda en las lec-
turas obtenidas en cada uno de los tres métodos utilizados, sa-
qué una diferencin media y los resultados fueron los siguien-
tes:

En el métedo de Van Slyke en comparacion con ¢l método
de Ormsby, In diferencia media obtenida de las lecturas fué de
1.25 en Ias ureas normales vy de 2.11 en las ureas altas.

En el método Ovrmsby en comparacion con el método Karr,
la diferencia media obtenida de Ias lecturas fué de 1.58 en las
urens normales v de 2.50 en las ureas altas.

Como se ve hay una exactitud mayor en los métodos Van
Sivke ¥ Ormsby de .33 mgs. con respecto a las lecturas pro-
porcionadas por los métodos Ormsby y Karr, en las ureas nor-
males y de .39 mgs. en las ureas altas,

Estas diferencias no tienen importancia en la practica
diaria en Ia dosificacion de urea v sélo se foman en cuenta en
trabajos que requieren mayor precision..

A continuacion enunciaré las ventajas del método Ormsby
encontradas pricticamente:

1—El método es especifico para la urea sanguinea.
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2»—Fl método de In diacetil-monoxima es muy preciso,
£si Ins ureas dan lecturas satisfactorias.

3 La determinacion se hace solamente en 3c.c. de sangre
desproteinizada.

4o—F1 amoniaco de la sanmre no interfiere la reaecion,

H—FEl método cs ripido y sencillo ¥ no requiere apara-
{o especinl para trabajar,

G>—Se obtiene bastante exactitud en las lecturas. .

En sintesis, en los valores obtenidos en mis determina-
ciones encontré mavor exactitud en los easos estudiados por
el procedimiento de Van Slykey en los otros dos métodes, hu-
bo mayor exactitud en ¢l método Ormsby con respecto al

Karr,
Ademas tiene éste procedimiento la ventaja de ser espe-

cifico de la urea por lo que comprobé que s bastante précti-

co y eficaz, para ser usado ¢n los laboratorios de andlisis cli-
nicos,
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