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CAPITULO At

INTRODUCCION
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La pancreatitis aguda hemorridgica es un padeci- -

miento de corta evolucidén, de »rondstico grave y con un indice
de mortalidad muy alto (aproximadamente 90 %), cuyo diagnbésti-
co diferencial con la pancreatitis aguda edematosa y otros Dro

cesos patoldgicos gastrointestinales presenta dificultades.

Debido a que los dos tipos de pancreatitis aguda
Presentan el mismo cuadro clinico, en épocas pasadas solo po-
dian diferenciarlas por medio de una laparotomia exploradora
Y en muchos casos en el eximen postmortem; al confirmarse la
mierte por pancreatitis hemorrdgica, se observd que el suero
de estos pacientes presentaba un color verde-pardo caracte-
ristico, que mls tarde Feirley describid como metahemalbhmi-

na,

La metahemalblmina es un comple jo que resulta de
la combinacibén de una de las proteinas mis abundantes en el —
plasma, la albGmina, y de un crombgeno derivado de la hemoglo
bina, la hematina, Se presenta normalmente en el suero de pa-
cientes que cursan con una pancreatitis aguda hemorrigica, de
bido a la extravasacibén de sangre alrrededor del pdncreas y -
la posterior transformacibén de 1la hemoglobina por accibn de -

las enzimas pancredticas liberadas,



Es, por tanto, objetivo de este estudio cuantifi-—
car la metahemalbtmina como Prueba diagnbéstica diferencial entre
las dos formas de pancreatitis aguda, la edematosa y la necrdti-
co-hemorrigica, pretendiendo ayudar al clinico a aplicar un tra
tamiento adecuado y, en cansecuencia, disminuir el alto porcen-

taje de mortalidad de este padecimiento,

Asimismo, establecer los valores de referencia para
nuestra poblacién (Zona Norte de 1la Ciudad de néxico) en 120 per
sonas "clinicamente sams" y evaluar la prueba en 80 pacientes -
con diagndstico de pancreatitis aguda para verificar la confiabi

lidad del métado.



CAPITULO II

GENERALIDADES




lLa pancreatitis aguda hemorrfgica es un radecimien
to de prondstico grave que se presenta de improviso en personas
aparentemente sanas, de edad media y sin predominio de sexo, -
Generalmente se trata de individuos obesos o alcohdlicos con an

tecedentes hepiticos o litidsicos,

ILa etiologia de esta enfermedad es alguna combina-
cidn de obstruccibn de los conductos, con reflujo del contenido
duodenal o biliar o sin €1, e insuficiencia vascular impuesta -

sobre un pincreas exocrino estimulado.

l.- Signos Funcionales:

a) Dolor sfibito, violento, al punto de produ-
cir a veces =1 sincope, de localizacién ini
cial epigldstrica, se presenta desde el co-
mienzo en toda su magnitud, es tenaz y en -

algunos casos resistente a los calmantes,

b) Los vémitos raramente son finicos, a menudo
muy frecuentes a veces ininterrumpidos e -

incohercibles.

c) Retencibn de heces y gases incompleta pero
no invencible, del mismo drden es la reten—

cién de orina,



2 .~ Signos Generales:
Se presenta casi de inmediato el estado de -
shock, la ansiedad extrema, las manchas de cia
nosis, disnea, discordancia del pulso y la tem

peratura,

Entre los factores que mAs comunmente desencadenan
un cuadro clinico de este tipo estfng una comida copiosa y la -

ingestién excesiva de bebidas alcohblicas. (1)

Patogenias

La pancreatitis aguda es un proceso de autodiges-
tién, ya que al producirse lesiones tisulafes en el phncreas se
libera citocinasa que es activador de la tripsina y otras enzi-
mas como la amilasa y la lipasa que en condiciones normnales per
manecen inactivas; &stas acentfian la autodigestidn li'beraﬁdo una
cantidad creciente de citocinasa, con lo cual se provoca una -
reaceidn en cadena, esto explica la extensidn progfesiva de las
lesiones, Es por lo tanto una enfermedad grave que requiere tra
tamiento médico o quirfirgico inmediato; la denominacidn de pan-
creatitis aguda debe limitarse a los casos de inflamacibn prima
ria del phncreas, en el curso de la cual puede haber edema, ne-

crosis, supuracibén o hemorragia, (2)



Se presenta bajo dos formas: la edematosa y necrd-
tico-hemorrégica. Independientemente de la forma anatdémica de -
la pancreatitis el denominador comfin de las lesiones es el dafie
que las enzimas proteoliticas del phncreas ejercen sobre €1, Es
ta proteolisis es la respomnsable del edema, la necresis y la he
morragia; afectando el parénquima, las paredes vasculares, el -

tejido conjuntivo y la grasa,

Pancreatitis Edematosa:
El phncreas esté hinchado, con edema & tensifn y con escasas ——
manchas de necrosis grasa, no existe hemorragia, Microscépica-
mente se observa dilatacién vascnlar, edema intersticial e in-

filtracidn directa de polinucleares.

Pancreatitis NecrStico-Hemorrégica:
La necrosis es de grado variable y puede en algunos casos lle-
gar hasta la gangrena; lo que més llama la atencibdn macroscédpi-
camente es la infiltracidn hemorrfgica y la necrosis grasa; em-
tre los cambios mis importantes que se pueden observar som los
siguientes s

a) Parénquima: Pérdide de los grénulos de zimbgeno,

cariolisis y desintegracién citoplasmitica,



b)

c)

ILa destruccién es muy importante, hay zonas en
las que el parénquima ha desaparecido y solo -
queda infiltracibn hemorrdgica, esto es, em los

casS0s muy Severos,

Vagos Sanguineos: Algunas arterias y venas de

los septos interlobunlillares muestran necrosis,
en algunos solo se dafia la parte externa, 1o -
cual indieca que la tripsina difundida en los =
tejidos lesiona los vasos de afuera hacia aden
tro. A causa de este atague vascular se encuen

tra sangre extravasada y fibrina,

Necrosis Grasa: Macroscdpicamente se observan
manchas de color amarillo phlido, opacas que =
hacen contraste con el aspecto normal del teji
do adiposo; estas placas de necrosis no solo =
se pueden encontrar en el péncreas, sino tam-
bien esparcidas por el mesenterio, peritoneo y
afin en el pericardio y pleura,
Microscdpicamente se observa una malla laxa y
granular que representa los limites de las cé-
lulas adiposas, en algunos casos pueden recond

cerse acimulos de &cidos grasos que resultam -



del desdoblamiento de la grasa producida por la

accibn de la lipasa, (3)

Otro dato importante en la diferenciacibdn de las -
pancreatitis, es el nivel de amilasa en suero y orinaj; aunque -
no es: muy espeeifico, por lo general en las pancreatitis edema-
tosas alcanzan niveles muy altos que se mantienen por varios —-—
dias y en las hemorrfgicas son altos, pero disminuyen considera
ble y rhpidamente al mismo tiempo que se eleva la metahemalblmi

na,



Metahemalbamina
La pancreatitis aguda es a menudo asociada con -
hemorragia interna alrededor de la gléndula, este tipo de pade=-

cimiento es de prondstico grave.

En el proceso de evolucidén de una pancreatitis
existe liberacidn de gran cantidad de enzimas que provocan le-
Siones tisulares, que llegan inclusive a los vasos sanguineos,

lo que ocasiona extravasacidn de sangre en toda la zona dafiada,

Las enzimas pancreiticas actfian sobre los hematies
liberando hemoglobina en el &rea inflamada y a todo su alrede-
dor, Estas mismas causian también el rompimiento de 1la hemoglo-
bina del que se deriva la formacidn de 1la hematina, siendo esta

el resultado de la oxidacidn del grupo Hem (Fe+2--Fe+3).
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Cuando la hemdlisis es leve, la hemoglobina libre
se une a la Haptoglobina &>¢l-globulina) para ser transportada
Yy degradada en el higado; pero al existir un exceso de hemoglo-
bina, la capacidad y la cantidad de haptoglobina se reducen -~
(sin llegar a desaparecer), lo que trae como consecuencia la -
produceidén de hematina que pasa a la cireculacidn periférica don
de se une con la albiimina para formar la metahemalbfimina, cuyos
niveles en suero con un indice importante para diferenciar la -
pancreatitis hemorrégica aguda de la edematosa, La hematina 1li-
berada al plasma no sdlo se une a la albﬁmina_sino también for-
ma comple jos con 1as!2-globulinas (Haemopexina), esto desde lue
g0 en menor proporcidn debido a los diferentes porcenta jes de -

ambas proteinas presentes,

Como se observa en el esquema No, 1 la formacidén -
de la metahemalblimina es el resultado de una .secuencia de reac-
ciones provocadas por la alteracidn del catabolismo de la hemo-
globina, Su presencia en la circulacidérn en una concentracidn -
sérica medible, se debe 2 la accibn de enzimas pancredticas 1li-
bres asi como a la de sus activadores, inhibidores y cofactores

presentes en el suero,
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Dafio Célular Pancreatico

Enzimas
Hemblisis
A4 }
Hemoglobiga libre
(Fe ™)
Haptoglobina Enzimas proteoliticas
(°<I-globulina)
Hematina +3
Complejo: (Fe™")
Hb/Haptoglobina
AlbGmina Paso a la @~ Globulinas
Circulacibn
Metahemal bimina Haemopexina

ESQUEMA NO. 1

FORMACION DE LA METAHEMALBUMINA



aial

Historia de la determinacibén de la Metahemalbimina:

Fl estudio de la metahemalblmina se inicié a prin-
cipios de siglo, cuando se reportaron casos de pacientes cuyo -
suero o plasma presentaba un color "café o té" (verde-pardo) de
bido a la presencia de la metahemalbiimina y en algunos casos de

aspecto lechoso,

La priméra descripcién de la metahemalbfimina fué -
realizada por Fairley y Bromfield (4) en 1934 presenténdola co-
mo un complejo de ferri-hem y alblmina, que se encontraba en ca

sos de hemblisis intravascular, en anemias hemoliticas o a cau-

sa de una transfucidn con sangre incomnatible.

Fairley adoptd la reaccibén de Schumm (1912) modifi
céndola; en la que la metahemalblmina fué determinada por la a-
paricibén de dos bandas de absorcidén, una mhs intensa a 558 nm y

la otra a 530 nm,

Los primeros tres casos de metahemalbuminemia des-
cubiertos por medio de la reaccién de Schumm modificada por - -
Fairley fueron revortados en 1961; dos de ellos debidos a hemo-
rragia intraperitoneal (4) y el otro & causa de una pancreati-

tis aguda necrdtico-hemorrigica (5).
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En 1963 Northan y colaboradores (6), realizaron un
estudio con el suero de 20 pacientes con diagndstico de pancrea
titis, en 6 de ellos se encontrd la presencia de metahemal bami-
na por medio de la reaccién de Schumm, en los restantes la prue
ba fué negativa, Sefialaron que la metahemalbuminemia era por 1o
tanto, encontrada en condiciones hemoliticas severas y que su -
presencia coincidia con la disminucibén o desaparicién de la hap
toglobina, ya que esta a2l saturar su capacidad de enlace no al-
canzaba a transportar toda la hemoglobina liberada, Esto fué —--
posteriormente aclarado por R.W. Richardson (7), quien encontrd
que no existia la ausencia ni la saturacidén de la hantoglobina
en pacientes con pancreatitis y describid la Jresencia de la -
metahemalblimina en el suero de una paciente con hemorragia por

embarazo extrauterino,

De los resultados anteriores se dedujo que la pre-
sencia de la metahemalblimina en el suero de pacientes con pan-
creatitis era unm prueba de la existencia de un padecimiento Ae

tipo hemorrégico.

0tro antecedente de interés sobre la diferencia- -
cidn entre las dos formas en que se nresentaban las pancreatitis
fué encontrada por Weeb (9) y fué la nresencia de hipocalcemia

y tetania unidas a la metahemalbuminemia en un caso de pancrea~
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titis hemorridgica aguda fulminante.

En agosto de 1963 Shinowara y Walters (10), reali-
zaron un estudio sobre 1la determinacibén de la hematina en plas-
ma humano, en presencia de hemoglobina y bilirrubina, asi como
su capacidad de enlace con las proteinas complejas presentes en
€1. Se puso de manifiesto que la hematina no solo formaba com-
plejos con la alblimina, sino que también 1o hacia con las y

globulinas,

Durante el desarrollo de la investigacibn se demos
tr6 que 12 presencia de 1a hemoglobina y la hiperbilirrubinemia
enmascaraban a 1la hematina, 1o que trajo como comnsecuencia baja
de la sensibilidad de 128 reaccidn de Schumm modificada; 1o mis-
mo sucedid con la lipemia, sdlo que ésta podia ser eliminada por
medio de la filtracidén (seitz), a diferencia de los pigmentos -
que no pueden ser removidos y concluyeron gque la diferencia de
absorbancias obtenida entre 615 y 675 nm es altamente especifica
para la evaluacidén del complejo Hematina-Proteina ya que cumple
con la Ley de Lambert y Beer, atn en vpresencia de hemoglobina y
bilirrubina, (En este método la cuantificacibén de metahemalblmi
na se da em mgh de Hemoglobina, ya que el patrdn se prepara a -

partir de uma solucidén de hemoglobina de concentracidn conocida)
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En un estudio realizado por Winstone en 1965 (11)-
se encontraron resultados evidentes sobre el valor de la deter-
minacidn de la metahemalblimina en pacientes con pancreatitis, -
donde evalud tres técnicas para cuantificar la metahemalblmina;
la reaccidén de Schumm, en eximen por espectroscopia directa y -
por electroforesis y obtener en todos resultados similares; Kde
mids por medio de una estimacibén del porcentdje de mortalidad enm
tre las dos formas de pancreatitis aguda, dedujo la importancia
de la prueba; ya que por medio de ella podia llegarse a una fé-
cil diferenciacibén entre ambas y por lo tanto al tratamiento -

adecuado,

Una nueva técnica fué proouesta por Chong y Owen -
en 1967 (12), basada en el incremento de absorcién a 569 nm pro
ducido por la reduccidn de la metahemalbimina debida a la adi-
cién de tiosulfato de sodio al suero diluido, Esta orueba demos
trd una gran sensibilidad a pequefios cambios en la longitud de

onda, de lo que podian resultar errores significativos.

En 1968 fueron re-ortados (13) cinco casos de meta
hemalbuminemia encontrados en el suero de pacientes que vresen-
taban como sintoma comfin abdomen sgudo. Dos de ellos tenian pan
creatitis hemorrigica; dos més de infarto del intestino delgado

v el otro un hematoma intrahevndtico.
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Lo anterior indicd que 1la presencia de la metzahe-
malbimina no era exclusiva de un padecimiento pancredtico de ti
po zemorrdgico, sino que era el resultado de la destruccibén en-
zimdtica de la hemoglobina liberada en el transcurso de una he-

morragia intensa,

Una investigacidén realizada con perros (14) a los
que Se les provocd pancreatitis por diferentes medios, demostrd
que la evaluacidén de la metahemalblimina (reaccibén de Schumm modi
ficada) era significativa en la diferenciacidén de ambas pancrea

titis,

Posteriormente (15), se encontraron nuevos indicios
de que la metahemalbuminemia no era esvoecifica de la pancreati-
tis hemorridgicas, sino comfin en condiciones de abdomen agudo en
padecimientos donde se presentaba una hemorragia intraperitoneal

como embarazo extrauterino, gangrena intestinal, etc.

En 1972 se realizd un nuevo exverimento en anima-
les de laboratorio (perros) causéndoles diversas lesiones in-
traperitoneales como pancreatitis, obstruccibn, infarto intes-
tinal, etc., Conjuntamenie se estudiaron 73 pacientes con abdo-
men agudo, La evaluacibén de la metahemalblimina (método de Shino

wara) tanto en los pacientes como en 1los animales de laboratorio,
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reveld niveles elevados en 1los casos de pancreatitis necrdtico-

hemorrdgica en los dos grupos (17).

Walberg y colabqradores en 1973 (19) describieron
un procedimiento diferente para la determinacibén de la metahemal
bimina en suero, basado en la presencia de una banda de absor-
cidn caracteristica a 625 nm y su desaparicidén después de una -

reducciédn con tiosulfato de sodio.

En una investigacibén llevada a cabo en 1974 (20) -
por medio de la técnica anterior se concluyd que la deteccibn
de la metahemalblmina en suero, liquido de ascitis y pleural enm
pacientes con pancreatitis aguda, era una prueba valiosa y clara

para diferenciar un padecimiento de tipo hemorrigico,

Conjuntamente se realizd la evaluacidn de amilasa
en suero, orina, liquido de ascitis y pleural y se encontrarom
valores elevados en ambos tipos de padedimiento, por 1o que es-
te daro no era de mucho interes para el diagndéstico diferencial,
Asi mismo se estudiaron las posibles causas gque »roducian las -
pancreatitis agudas en su forma hemorrdgica, encontrindose gue

el alcoholismo era en muchos casos el factor desencadenante.



CAPITULO III

MATERIAL Y METODO
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Ta evaluacidén del método para cuantificar la meta-

hemal bimina como prueba diagnéstica y diferencial entre las dos
formas de pancreatitis aguda, (edematosa y necrdtico-hemorrégi-
co) fué el objetivo principal de este estudio, El1 material bio-
18gico utilizado fué suero sanguineo obtenido de 200 persomnas -

que se dividieron en dos grupos:

Grupo No, 1, constituido por 120 personas "clini-
camente sanas", con el objeto de establecer los valores de refe

rencia de nuestro medio,

Grupo No, 2, formado por 80 pacientes con diagnos-
tico de pancreatitis aguda; estos enfermos pertenecientes al ser

vicio de Gastroenterologia del Centro Médico La Raza,

Ta toma de la muestra se llevd a cabo en condicio-
nes basales (ayunas), separando el suero sanguineo por centrifu
gacion y procesédndolo dentro de la primera hore después de haber

sido obtenido,

El estudio realizade consistid en =

1 .- Determinacién de la metahemalblimina en una so-

lucidén patrén investigandor
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a) El1 espectro de absorcidn en su forma oxidada y
reducida, con el fin de determinar la longitad
de onda mis adecuada y sensible para realizar -

la prueba,

b) Estabilidad de la reaccidn en la solucidn patrén

y la muestra,

c) Variaciones que pudiera sufrir la muestra con -

respecto al tiempo,

d) Variaciones de la reaccidén por hemdlisis, icte-

ricia, y lipemia,

2 .- Determinacidn de la metahemalb@imina en el gru-
Po control, con el objeto de establecer los valores de referen-

cia,

3.~ Determinacién de la metahemalbiimina y amilasa
sérica en el grupo de pacientes con diagnéstico de pancreatitis

aguda,

El método utilizado para la cuantificacidn de la -

metahemalbimina fué el de Chong, G.C.-Owen, J.A. (9) y Walberg,
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C.B. - Geokas, M.C. y Rinderknecht, (16) modificado. Y para la -

determinacidn de amilasa el método de Street Close.
A, FUNDAMENTO: METAHEMALBUMINA

La metahemalbiimina sérica es determinada por la meg
dida del cambio de absorcidén del suero diluido a 620 nm antes y
después de adicionar Na25204, y comparando con un patrdén de hema

tina y alb@mina bovina de concentracidén conocida.

B. REACTIVOS Y EQUIPO UTILIZADO:

1.~ Substancias:

Hidréxido de sodio
Fosfato disddico
Fosfato monépotésico
AlbGmina bovina al 22 %
Hematina

Tiosulfato de sodio

Agua destilada

2 .~ Reactivos:

Hidrdxido de sodio 1.0 M

Buffer de fosfatos 0.1 M, PH = 7.4
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A1blimina bovina al 4 %

Solucidn patrdén de hematina 1 mg/nl.

3.~ Preparacibn de reactivos:

a) Hidrbxido de sodio 1,0 M

b)

Disolver 4 gr. de NaOH en agua destilada cbp -

100 ml.

Buffer de fosfatos 0.1 M, pH = 7.4

Disolver 1.42 g de NaZHPO en agua destilada -

4
cbp 100 ml., Disolver 1.36 g de K32P04 en agua -
destilada cbp 100 ml. Mezclar tres vollimenes de
fosfato disddico con un volémen de fosfato mono
potdsico en solucidn; medir el pH. Si la mezcla

es alcalina ajustar adicionando fosfato mono-

potésico, y si es &cida ajustar con fosfato d4i

2 3
S0dico,

¢c) Alblmina bovina al 4 %

a)

Disolver 18.1 ml de alblmina al 22 % en agua des

tilada cbp 100 ml.

Tiosulfato de sodio

Cristales frescos de Na23204
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e) Patrdn de Hematina:
Disolver 50 mg de Hematina pura en la menor can
tidad posible de NaOH 1.0 M, en solucidn y di--

luir a 50 ml con solucidén de alblimina al 4 %.

4 - Material y Equipor

Espectrofotémetro.(ZEISS)

Centrifuga Clinica

Potencidmetro

Agitador magnético

Balanza analitica

Celdillas del espectrofotdmetro

Matraces aforados de 10, 50 y 100 ml.

Vasos de precipitado de 10. 50, 100 y 250 ml.
Pipetas graduadas de 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0
ml,

Tubos de ensayo de 13 x 100

Probetas graduadas de 100 y 500 ml.

5.~ Material Biolbgico:

Suero sanguineo libre de hemdlisis,
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C. PROCEDIMIENTOS :

- Colocar 1,0 ml de suero Problema en un tubo de en-
sayo, agregar 0.5 ml de solucidn amortiguadora de fosfatos 0.1 M
PE = 7.4, mezclar y centrifugar por cinco minutos,

Leer a 620 nm usando agua deatilade como blanco, -
devolver la muestra a un tubo limpio y seco, afiadir aproximada-
mente 2.5 mg de cristales de Na25204, mezclar y dejar reposar —-—
cinco minutos, centrifugar,

Leer a la misma longitud de onda; calcular la dife

rencia de absorbancias Yy extrapolar en la grifica de calibracidn,

Tratar en la misma forma el ratrén de trabajo,

D.. CALCULOS s

Abs. ox, - Abs, red. = 4 Abs. de la muestra

A Abs, referir a 1a grifica de calibracién = mg %

de
Hematina
(Metahemalbimina )

E. CALIBRACION:

Medir 0.1, 0.2, 0.4, 0.5 y 0.8 ml del patrén de -
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1 mg/ml y llevar a 10 ml con solucidén de alblimina bovina al 4%,

esto corresponde a concentraciones de 1.0, 2.0, 4.0, 5.0 ¥ 8.0

nmg %,

A, FUNDAMENTO:
AMITASA: METODO STREET-CLOSE

Se evalfia la actividad de 1a enzima siguiendo 12 -
disminucibén de la concentracién del substrato (almidén),’ en pre
sencia de yodo, que da por resultado una coloracidn azll carac-

teristica,

B. REACTIVOS Y EQUIPO UTILIZADO:

1l.- Substanciass
Amilosa
Fosfato disbdico
Fosfato monovotlsico
Cloruro sédico
Yoduro potésico
Yodato potésico
Acido clorhidrico
Enzatrol y/o Monitrol

Agua destilada
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Reactivos:

a) Substrato amortiguador;
Amilosa 0.2 g
NaCl 8.77 g

Sol. Reg. de pH,cbp. 1.001

b) Solucidn reguladora de pH = 7.1
Fosfato monopotsico anh, 2.72 g
Fosfato disddico anh, 2,834 ¢

Agua destilada, cbp. 1.00 1

¢) Solucidn de yodo 0.008 N.
Solucibén de yoduro potisico 500 ml

80lucidn de yodato potlsico 500 ml.

Material y Equipo:

Espectrofotdmetro o fotémetro de filtro
Celdillas

Bafio de agua de temperatura constante (37°C)
Crondmetro

Tubos de ensayo de 13 x 100 y 15 x 150
Pipetas graduadas de 1.0, 5.0 y 10.0 ml

Micropipetas de 10 microlitros,
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4 .~ Material bioldgico:

Suero fresco

C. PROCEDIMIENTO:

Para cada problema se marcan tres tubos: A, B ¥y c,

donde A seri el problema, B el blanco y C el patrdn.

TUBO A TUBO B TUBO C

Substrato smortiguador (2) 1,.0ml 1.,0ml 1.0ml

Se dejan en bafio de agua a 37" ¢

Suero 0.01 ml - -

Enzatrol (reconstituido) - - 0.01 ml

Se mezclan e incuban durante 15 minutos a 37o (0

Agua destilada 10 ml 10 ml 10 ml

Reactivo de color (c) 0.5m 0.5ml 0.5 ml

Se mezclan bien, y se comparan cinco 6 diez minu-

tos mis tarde sus absorbancias contra agua destilada a 620 nm,
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D. CALCULOS :

Factor = U. Patrén

Abs, B- Abs, P
Nota; El patrdn utilizado fué Enzatrol, producto -

comercial DADE, con una concentracidén de 270 U/100 ml.

Conc. de 1a Enzima = P x (Abs. B - Abs. Problema)
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TABLA No. 1

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA

METAHEMALBUMINA EN PERSONAS

"CLINICAMENTE SANAS"

Persona No. Metahemalbimina

ng %

1 0.00
2 0.00
3 0.00
4 0.00
5 0.01
6 0.05
7 0.05
8 0.05
9 0.05
10 0.05
11 0.05
12 0.05
13 0.08
14 0.08
15 0.10
16 0.10
17 0.11
18 0.11
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Persona Metahema%bﬁmina
ng
19 0.1l1l
20 0.12
21 0.12
22 0.12
23 0.12
24 0.12
25 0.12
26 0.12
27 0.13
28 0.13
29 0.13
30 0.13
31 0.13
32 0.13
33 0.15
34 0.15
35 0.15
36 0,15
37 0.15
38 0.15
39 015
40 0515
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Persona No. Metahemalbimina

ng %
41 0.17
42 0.17
43 0.17
44 0.17
45 0.17
46 0.18
47 0.18
48 0.20
49 0.20
50 0.20
51 0.20
52 0.21
53 0.22
54 0.22
55 0.22
56 0.22
57 0.22
55 0.22
59 0.22
60 0.22
61 0.23
62 0.23
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Persona No, Metahemal bimina

mg %

63 0.23
64 0.25
65 0.25
66 0.25
67 0.25
68 0.27
69 0.28
70 0.28
71 0.28
72 0.28
73 0.28
74 0.28
75 0.28
76 0.28
77 0.28
8 0.28
79 0.30
80 0.30
82 0.32
83 0.32
84 0.32
| 85 0.35
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Persona No. Metahemal bimina

mg %

86 0.35
87 0.35
88 0.38
89 0.38
90 0.38
91 0.38
92 0.40
93 0.40
94 0.40
95 0.40
96 0.40
97 0.42
98 0.42
99 0.42
100 0.45
101 0.45
102 0.48
103 0.50
104 0.50
105 0.50
106 0.55
1c7 0.58

31
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Persona No, Metahemalblmina

ng %
108 0.58
109 0.58
110 0.62
111 0.62
112 0.65
113 0.65
114 0.67
115 0.70
116 0.70
117 0.72
118 0.80
119 0.80
120 0.85

CALCULOS : :

- énx T \/—égx-— 322
o
donde ¢

Valor promedio

U = Desviacién standard
X
n

No., de casos

¢ T *2q0.27 + 0. 38 =
0.19 = Y 0.27 - 0.38 = 0.00

Valores de Referencia: 0.00 2 0.65 mg % de Hematina como

Metahemalblmina,



TABLA No, 2

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE METAHEMALBUMINA

Y AMILASA EN PACIENTES

CON DIAGNOSTICO DE PANCREATITIS

Paciente No. Metahemalbiimina Amilasa
mg % .S,
i 0.00 222
2 0.05 327
3 0.05 400
4 0.08 1280
5 0.08 243
6 0.09 711
7 0.10 400
8 0.10 214
9 0.10 310
1c 0.10 576
11 0.10 239
12 0.10 431
13 0.15 240
14 0.15 250
15 0.15 281
16 0.17 294
17 0.18 1358
18 0.18 271

33



34

Paciente No. Metahemalblimina Amilasa
mg % U.S.
19 0.20 520
20 0.20 496
21 0.20 576
22 0.20 218
23 0.25 496
24 0.25 556
25 0.25 321
26 0.25 1050
27 0.25 348
28 0.27 669
29 0.28 1042
30 0.28 337
31 0.28 3650
32 0.28 448
33 0.28 1320
34 0.30 536
35 0.30 360
36 0.32 217
37 0.32 1224
38 0.35 669
39 0.40 1337
40 0.40 322



Paciente No. Metahemalbimina Amilasa

mg % U.S.
41 0.40 402
42 0.40 1280
43 0.42 448
44 0.45 520
45 0.45 305
46 0.47 271
47 0.48 324
48 0.48 220
49 0.48 ' 536
50 0.50 218
51 0.50 440
52 0.50 698
23 0.50 662
54 0.52 426
55 0.52 660
56 0.53 229
57 © 0.57 496
58. 0.60 358
59 0.60 496
60 0.60 430
61. 0.60 250

62 0.60 380
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Paciente No. Metahemalblmina Amilasa
mg % U.S.
63 0.63 249
64 0;53 299
65 0;65 389
66 0.65 229
67 0.65 314
68 0.68 320
69 0.70 2650
70 0.70 1234
71 0.70 1247
72 0.71 244
73 0.72 228
74 0.73 210
75 0.80 346
76 0.80 324
77 0.82 324
78 (Deceso) 4;85 (1:5) 2750
79  (Deceso) 8.40 1804
80 (Deceso) 10.35 - 13.9 (1:2) 700
CALCULOS ¢

X =0.39mg%
(0 =o0.20

X220 =0.00 - 0.79 mg %
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En las técnicas originales emdleadas por Chong y
Owen (9); Walberg, Geokas y Rinderknecht (16), para la determi-
nacién de 1la metahemalblmina se utiliza una longitud de onda de
569 (9) en una y de 625 nm (16) en la otra; ambos emplean la he
matina en solucién de alblmina humana al 4% como vatrén y una -

solucién de fosfatos 1,0 M, pH = 7.4 como amortiguador,

Las modificaciones introducidas por nosotros a la

combinacibén de estas técnicas fuerons

a) E1 empleo de una solucidén de alblmina bovina al
4% como solvente de la hematina, debido a 1la dificultad para ob

tener albGimina humana,

b) Cambio de la molaridad de la solucibén amortigua
dora a 0.1 M, pH = 7.4, debido a gque la solucidn 1;0 ¥ de fosfa
tos como marca la técnica original nos produjo »recipitaciones
durante la reaccidén; asi se consiguid 1la clarificacibén de la —-
misma, Ademis se obtuvo mayor amplitud y resolucién en el espec
tro de absorcibén y, por lo tanto, mayor sensibilidad a 1z longi
tud de onda escogida por nosotros, comolﬁuede observarse compe-

rando las dos gréficas nfmeros 1 y 3.
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c¢) Al correr el espectro de absorcidn del comple jo
hematina-alblimina con las modificaciones sefialadas encontramos
dos puntos de sensibilidad méxima, uno a 560 nm y el otro a 62n

nm,

Decidimos realizar las lecturas a 620 nm debido a
que a 560 nm podiamos tener interferencias vor la presencia de
cantidades considerables de hemoglobina y bilirrubina en los -

sueros problema,

Posteriormente se calculd el porcentjae de recupera
cién de la prueba utilizando las modificaciones hechas a ésta .-
En una serie de 20 sueros (normales) a los que previamente se -
les determind la metahemalbfimina. agreghndoles cantidades equi-
valentes a 1.0, 2.0, 4.0 y 5.0 mg/100 ml de hematina (como meta

hemalblimina), se obtuvieron los siguientes resultados:

Cantidad eq, en mg % Porcenta je de recuperacidn
1.0 97.5 %
2.0 101.0 %
4.0 102.0 %
5.0 117.0 %

Los datos anteriores nos indican cue 1los valores
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permisibles de lectura deberidn ser de 1 a 4 mg % de hematina co
mo metahemalblimina; en caso de exeder estos, se recomienda ha--
cer dilucidén del suero “roblema para obtener la reproducibili-

dad adecuada,

Se investigd también la estabilidad de las muestras
bioldgicas con respecto al tiempo, haciendo la determinacibn de
la metahemalbimina a 1, 2 y 24 hr., después de la primera cuan-

tificacién en el mismo suero y no se obtuvieron variaciones.

En sueros con cantidades elevadas de metahemal blmi
na se encontrd solo una pérdida del 5% a los 8 dias de la cuan-

tificacibn original,

En los sueros hemolizados no se pudo hacer, en de-
finitiva, la determinacibén de la metahemalbOmina, va que existid
una inversibén de los valores debido a gue, el grupo Hem de la -
metahemalbimina reducida se adiciona al grupo Hem de la hemoglo

bina libre presente en el suero.

Del proceso de sueros linémicos se llegd a la con-
clusibn de que, la metahemalblimina no se ve afectada por niveles

altos de lipidos, ya que resultd normal su evaluacibn en el%§§kfj

R
e
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En los sueros ictéricos en que se realizd 1la prueba
Practicamente no existid alteracidn, (se elevd el valor al limite

»

normal méximo) Por la presencia de niveles altos de bilirrubina.

En la tabla No. 1 se reportan en orden ascendente
los resultados de la evaluacibn de metahemalblimina en 120 perso-
nas "clinicamente sanas", con los gque se obtuvieron los vglores
de referencia. Estos fueron:

X = 0.27 2 260.19

Valores de Referencia
para Metahemalbiminas: 0.0 — 0,65 mg %

En la tabla No. 2'se Presentan los resultados de la
cuantificacidén de la metahemalblimina, asi como los de la amilasa
sérica, pardmetro que fué tomado como referencia debido =2 que es
la prueba de eleccidn y de mayor sensibilidad para descartar o -
confirmar un diagndstico de pancreatitis, de los 80 pacientes -
que por la sintomatologia presentada entraron al servicio de Gas
troenterologia con diagndstico de pancreatitis aguda y de esta =
forma detectar en su inicio la fase hemorrigica de este padeci-

miento,

Nota: Se tombé como base en estos pacientes una ele

vacidn de amilasa sérica sobre 400 U.S.
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A la revisidén de los datos obtenidos, se observa -
que en 77 de ellos los rangos encontrados de metahemalbtmina va-
rian de 0.00 2 0.82 mg %, con una media aritmética de 0.39 y una
desviacidn standard de ¥ 0.4 (2G), (0.0 - 0.79 mg#%), por lo que
se comprobé la pancreatitis de curso benigno en 39 de ellos, en
los 38 pacientes restantes la amilasa se encontrd por debajo de
400 U,S., por 1o tanto se considerd que el cuadro doloroso abdo-
minal y la elevacidén de la amilasa pudo ser ocasionada por otra
patologia ajena a lesidn pancredtica, como por ejemplo actividad
vesicular por litiasis, filcera péptica, oclusidn intestinal mecd

nica, etc,

Los niveles altos de amilasa sérica que indicaron
la presencia de una pancreatitis aguda edematosa no guardaron re
lacidn con los valores obtenidas de metahemalb@mina (pacientes -
Nos. 4, 17, 26, 29, 31, 33, 37, 39, 42, 69, 70 y 71), que se con
sideraron normales en nuestro medio, lo que apoya la utilidad —--
del método para el diagndstico diferencial entre ambas ptologias.
Estos pacientes se recuperaron totalmente y fueron dados de alta

en el servicio,

En tres pacientes que presentaron elevacidén de me-
tahemalblimina tampoco se observd relacidn directa entre ésta y -

Los valores de amilasa sérica,
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El diagndstico de pancreatitis hemorrdgica como —
causa de la muerte se comprobd en dos de ellos por estudio anato
mopatolégico (pacientes No.s 78 y 80). La pancreatitis fi£ secuen

daria a ingesta importante de alcohol,

El tercer caso (paciente No, 79)correspondid a un
adenocarcinoma de vesfcula con metdstasis a pincreas, duodeno, -
higado, pleura y peritoneo, La autopsia reveld la presencia de -

focos de pancreatitis necrdtica.



CAPITULO VI

RESUMETN
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En el estudio para evaluar la determinacidén de la
metahemalblmina como prueba diagnbéstica diferencial entre las -
pancreatitis agudas, edematosa y necrbtico-hemorrfgica, se pre-

sentan: ®

1.,- Generalidades sobre la pancreatitis aguda en -

sus dos tipos y su patogénia,

2 .- Un breve resumen sobre metahemalblmina (origen

y formacibén) asimismo la historia de su determinacidn.

3.- Se presenta la técnica de Chong y Walberg modi
ficadas por nosotros con detalles‘como; cambio en la molaridad
de la solucidn amortiguadora, comparacibn de los espectros de =
absorcibn, estabilidad de 1la reaccibén y las variaciones que pre

senta la técnica en presencia de hemblisis, ictericia y lipemia,

4 .- Obtencidén de los valores de referencia para =

la metahemalbfimina, los cuales fueron: 0.00 2 0.65 mg %.

5.- Resultados de la evaluacidén de metahemalbimina
y amilasa sérica en 80 pacientes que ingresaron al servicio de
Gastroenterologia del Centro Médico Le Raza con diasnbstico de

pancreatitis aguda,
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6.~ Asi mismo se presenta una breve discusidn so—-
bre los resultados obtenidos tanto de la técnica modificada como

de la valoracibn de la metahemalbimina en los 80 pacientes con -

diagndstico de pancreatitis aguda.



CAPITULO VII

CONCLUSIONES
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Desplies de revisar cuidadosamente los datos obte-

nidos, podemos concluir quers

a) La técnica modificada que se empled en la deter
minacidén de la metahemalbfimina si puede adaptarse para su valo-
racibn, ya que es confiable (mantiene reproducibilidad y exac-

titud).

b) Y que puede usarse también junto con la evalua-
cibn de amilasa sérica para diferenciar la pancreatitis aguda -

edematosa de la necrdtico-hemorrégica.

Sin embargo, en este asvecto dejamos un campo a-
bierto para una comprobacidén efectiva (por los pocos casos en-
contrados debido a la baja incidencia del padecimiento de tipo
hemorrfgico) y que 21 mismo tiempo sea adoptada como una »nrueba

de urgencia por el rdpido curso de la enfermedad.
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