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INTRODUCCION



El higado es uno de los drganos mds importantes en el hom
bre; esto se debe a la gran diversidad ce funciones que
desempefia, ya que ademéds de ser un regulador de la tempe-

ratura, realiza miltiples funciones metabdlicas.

Es por ésto que los padecimientos hepdticos han sido moti
vo de gran preocupacidn desde hace ya mucho tiempo ¥y se
han ideado varios métodos para evaluar las funciones hepd
ticas, por ejemplo: las que miden actividad enzimdtica, -
la capacidad de conjugar, destoxicar, excretar, sinteti--—

zar, etc.

Para el presente trabajo se han seleccionado unicamente -
tres pruebas, debido a que son las més representativas -
del comportamiento hepdtico,ademds, sirven como punto de
partida para justificar estudios posteriores mds especia-
lizados como son las del acido hipdrico, bromosulfaleina,
electroforesis de proteinas, etc., por lo anterior es que
se decidid realizar una revisidn de los conocimientos ac-
tuales relacionando la tecnologia moderna con la fisiopa-

tologia hepdtica.



ANATOMIA Y FUNCIONES ©DEL HIGADO



1: Anatomia.

1:1 Propiedades Fisicas.

El higado es la glédndula mds grande del cuerpo, Se encuen
tra situada por debajo del diafragma ocupando la mayor -
parte del hipocondrio derecho y parte del epigastrio (1).
Mide de 20 a 22.5 Cm. transversalmente y, verticalmente -
cerca de la superficie derecha de 10 2 12.5 cm. & nivel -
de la parte craneal final del rifion izquierdo; pesa -
1.4 Kg. 2n =1 hombre aculto y 1.2 en 12 mujer, es ce cor-
sistencia blanda y sdlida, desmenuzable, facilmente lace-
rable y altamente vascular; es de color café rojizo obscu

ro y su gravedad especifica es de 1.05 (1).

1:2 Lébulos.

Siendo el higado una masa compacta y continua se ha divi-
dido convencionalmente para su estudio por la l{nea de in
serccidén del ligamento falciforme en dos 1dbulos (2). El
16bulo derecho que es aproximadamente seis veces mds gran

de que el izquierdo, presenta en su superficie posterior
inferior, dos pequefios 1obulos, el caudado y el cuadrado
(1).

El 16bulo izquierdo es mds pequefio y aplanado que el dere
cho, se encuentra situado en la region del epigastrio y

del hipocondrio izquierdo (2); como se muestra en la figu
ra 1.

1:3 Ligamentos.

El higado se encuentra conectado con la pared del abdomen
el estomago, el duodeno y por debajo de la superficie del
diafragma por medio de bandas de tejido conectivo, Y plie

gues peritoneales, cuya funcidn es la de mantener el orea

no en su posicidn, ademds tgenen la funcidn de transpor--



tar la senzre de los vasos aferentes y colaterales,
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Fig. 1

asi como vasos linfdticos. Estas bandas de tejido reciben

el nombre de ligamentos, y son: E1l falciforme, el corona-
rio, el hepatorrenal y los triangulares (2).

1:4 Sistema Circulatorio Hepdtico.

El higado tiene una afluencia de sangre dual, aproximada-
mente el 30% de la sangre que afluye llegza de la vena por
tal y el 20% restante de la arteris hepatica; este rico -
flujo de sangre que asciende a 1 500 ml por minuto; lleva
oxigeno y materia nutritiva el higado. Ia vena portal y -
1a arteria hepdtica proporcionan la sangre que fluye por
capilares especizles llamados sinusoides, éstos vierten a
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la vena central en angulo recto. Los sinusoides se encuen
tran revestidos por dentro por células endoteliales de
Kupffer que son fagociticas (3).

Las ramas de la vena porta, se subdividen en el tejido -
interlobular, dando origen a vasos venosos que por discu
rrir entre los lébulos reciben el nomdbre de venas interlo
bulares; acompafia a éstas venas en su curso los conductos
excretores y las ramas de la arteria hepdtica. Las ramas
interlobulares se resuelven en capilares sanguineos que
circulan entre las trabéculas hepdticas por el interior -
de los ldébulos y confluyen en el centro de cada uno de és
tos para formar una pequefia vena axil, que recibe el nom
pbre de vena central o intralobular; las venas centrales -
desembocan en la base ce los ldbulos en venas de mayor ca
libre de las cuales arrancan las venas hepdticas que fi--
nalmente vierten su contenido sanguineo en la vena cava

inferior (4). FPigura 2.
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Pequefios canalfculos biliares rodean cada cédula hepdtica
y vierten en capilares que transportan la bilis a la peri
feria del 1ébulo (4). Fig. 3.

1:5 Citologia Hepdtica.

Las células hepdticas sor de forma poliédrica con un did
metro de 30 por 103 nm. aproximadamente. Presentan tres -
tipos de superficie, la sinusoide, que se ve grandemente
jncrementada por numerosas microvellosidades. Esta super-
ficie representa la membrana donde ocurre el intercambio
¢e san-re del higado (2); la segunda superficie compren-
de cerca de la mitad del perimetro de la superficie adya-
cente del hepatocito; esta parte se encuentra separada de
su célula mas cercana una distancia de 200 nm a 1 000 nm
por 2 000 6 3 000 nm de ancho. L funcidn de esta superfi
cie es la de transmitir informacidn de una célula a otra.
El tercer tipo de superficie es una pequefia porcidn que -
se encuentra entre hepatocitos adyacentes y cerca del cen
tro de las células, esta superficie tiene la funcidn de -
secretar bilis (2).

En el centro de la célula se encuentra un nicleo redondo
de cerca de 10 000 nm de didmetro y se encuentra separado
del citoplasma por una doble membrana que tiene de 7 a 8
nm de gruesc y 12 a 14 nm de separacion. En el interior -
del nicleo esta el nucleolo, que es el sitio de sintesis
de tres formas de RNA; el nucleolo tiene de 2 000 a -
4 000 nm de didmetro (2,5).

En el citoplasma se pueden reconocer numerosos organelos;
el organelo mds discreto es la mitocondria, se han calcu-
lado alrededor de 800; estas se encuentran dispresas a lo

largo de la célula simple (2).



ca“d - LA ] ~
Uetse > X
0% “Wemg cemtpal “Calules hepdticas
...,_C\-\al;‘f_al.os biliaveg

‘sl

a
M de La vema poatal
- "“Ré

I’

™8 da 13 SRTeRis hepatic,

Um labylo hepda'tico am o/

cval 5¢ moestram celulas P3TENGUI vy & T0 585
y /05 sistaeonas

.
da SR culacien vascylay biliar

Fig. 3

La mitocondria se encuentra rodeada por una doble membra-
na, que en su interior tiene profundas invaginaciones 0
crestas; la matriz es ligeramente mds densa que los inter
organelos del halcplasma, esta matrigz contiene de 3 a 10
pPequefios grdnulos densos para secrecién, algunos contie—-
nen calcio y algo de DNA. Aqui se encuentran localizadas
enzimas y cofactores necesarios para el ciclo de Krebsj -
asi como particulas elementales que contienen flavoprotqi
nas y citocromos del sistema de transferencia ae electrdén
Y las enzimas necesarias para la formacidén de ATP (2,5),
De la configuracidn y estado interno de la membrana depen
de el estado de energia de 1a mitocondria, es ademds el
sitio de la sintesis de prote{nas mitoconcriales, es aquf
también Gonde se realira la fosforilacidn oxidativa y for
macidn de agua (2,5).

Cuando el higado se ve dafiado especialmente por sustan- -

cias zlcoholicas se encuentra% inclusiones de cristales -



sobre la superficie interior de la membrana especialmente
a lo largo de las crestas.
le fraccidn microsdmica esta compuesta de ribosomas libres
y enlazados y ée trozos de reticulo endoplédsmico rugoso y
liso (3).
El reticulo endopldsmico es la mayor proporcién de la --
fraccidn microsdmica estudiada, es un sistema de una -
serie de canales paralelos adelgayados, usualmente acomo-
¢ados en racimo y uniformemente distribufdos a través del
citoplasma (5). La membrana se encuentra rodeada por par-
t{culas ribosomales peauefias de 15 a 30 nm Ge didmetro. -
El reticulo endoplésmico rugoso tiene forma dspera o gra-
nular, con ribosomas pegados, aqui se efectua la sintesis
de proteinas de secrecidon interna, la sintesis de coles-
terol, la conjugacidn de bilirrubina y la destoxicacidn -
de drogas (2,3,5). Bl reticulo endopldsmico liso y el ru
goso contienen la enzima glucosa-6-fosfatasa, que es la -
responsable de remover el fosfato necesario para el meta-
bolismo intracelular de la glucosa (2).
El aparato de Golgi consiste en un grupo de contornos pa
ralelos o laminillas que Se encuentran cerca unas de o—
tras y tienden a estrecharse en canales internos como en
el reticulo endopldsmico rugoso. Estas laminillas tienen
pequeiias ves{culas de 100 nm de difémetro aproximadamente
Y se encuentran incrustadas en el final de los contornos
largos; estan formadas por lipoproteinas y son muy numero
sas en le vida fetzl (2,5).
Las principales funciones del aparato de Golgi son almace
nar, transportar y secretar moléculas como bilirrubina y
prote{nas especialmente lipoprotefnas y glicoproteinas -
(2,2).



Los lisosomas contienen enzimas hidroliticas que intervie
nen en el metabolismo de pigmentos biliares y del hierro
(2,3). Figura 4

2: Funciones del Higado.
lLas funciones pueden dividirse para su estudio en: Circu-
latorias, excretoras, metabdlicas protectoras, destoxifi-

cadoras y hematoldgicas.

2:1 Punciones Circulatorias.

Por el higado pasan de 80 a 100 ml/min. de sangre de la =
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Fig. 4
vena porta a través de los sinusoides hepaticos, ademds -
hay un flujo de sangre procedente de la arteria hepdtica,
¥ el promedio total es de 1 400 ml/min (6).
El higado ha sido denominado frecuentemente como un reser
vorio de sangre, porque puede almacenar hasta 400 ml de
sangre, con aumento considerable del volumen hepdtico; la

gran permeabilidad de los sinusoicdes hepdticos permite -
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que se produzcan grandes volumenese de linfa. Se ha visto
que de la tercera parte a la mitad del total de linfa pro
ducido en el cuerpo procede del higado (6).

Les superficies internas de todos los sinusoides estan cu
biertas de un gran niumero de celulas de Kupffer; estas cé
lulas son fagociticas y extraen gran cantidad de las bac-
terias de la sangre procedente de la vena porta antes de
que ésta pueda atravesar el higado. E1l nimero de células
de Eupffer aumenta cuando la sangre contiene particulas -
formes u otros restos (6,7).

2:2 Funciones Excretoras.

2:2:1 Pormacidn de la bilis y secrecidn de la misma en el
intestino.

Las células hepdticas forman una pequefia cantidad de
bilis que va a parar a los canaliculos biliares y poste—-
riormente pasa en forma periférica hacia los tabiques in-
terlobulares donde los canaliculos se vacfan en los con--
ductos biliares terminales, hasta alcanzar el conducto he
pédtico y el colédoco donde se vac{a directamente en el -
duodeno o se va a la vesicula biliar (6). La secrecidén to
tal de bilis por el higado es de 600 a 300 ml y el volu--—
men méximo vesicular es de 40 a 70 ml (€).

La vesicula se vacia hacia el duodeno gracias a 1la
respuesta al estimulo de la colecistocinina, que es una -
hormona que se encuentra en la mucosa del intestino delgz
¢o, esté hormonu se activa gracias a la grasez zlimenticia-
por esto cuando laz alimentzcidn no contiene rrasa la vesi
culz se vardia mul, en calbio cuando la conids tiznme lz -
cantidad adlecuada 1z voeziculz ze vaciz en una hora Lploxi

watGuci.le (3,5) .
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combina con la glucocola, para formar dcido glucocdlico, y
en menor grado con taurina, para formar dcido taurocdlico.
Las sales de éstos dcidos son eliminadas con la bilis -
(3,6).

Las sales biliares tienen dos funciones importantes -
que son: La de emulsionar las grasas y con ello facilitar
la absorcidn de dcidos gresos, monoglicéridos, colesterol
y demds lipidos desde el intestino, proceso que se denomi-
na hidrotrdépico; se lleva a cabo porque los iones de las
sales biliares estan cargados negativamente y son absorbi-
dos por los dcidos grasos, las cargas eléctricas de éstos
iones aumentan la solubilidad de los dcidos grasos permi--
tiendo que atraviesen la mucosz intestinal. Si no hubiera
estas sales en el intestino, se perderia poco menos de la
mitad de los dcidos grasos por las heces, con lo que el in
dividuo sufriria un déficit metabdlico a consecuencia de -
ésta pérdida de elementos nutritivos (3,6,7).

La otra funcidn que desempeiian, es lo que se ha llama
do efecto detergente, éste actia sobre las particulas gra-
sas del alimento disminuyendo asi su tensidén superficial,-
lo que permite la agitacidén de los gldbulos de grasa en el
intestino para desintegrarlos hasta dimensiones muy peque-
fas (6,8).

Cuando las grasas no son absorbidas adecuadamente, -

tampoco lo son las vitaminas liposolubles como la A,D,E ¥y
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K; aunque el cuerpo tiene depbsitos suficientes da las --
tres primeras, no sucede as{ con la K es por esto que en -~
un corto plazo suele aparecer deficiencia la que & sSu Vez
origina formacidén insuficiente por parte del higado de fac
tor VII y protrombina, lo que da como resultade un grave -
transtorno en le coagulacidén sanguinea (6).

2:2:3 Pigmentos Biliares.

Como se sabe le vida media del eritrocito es de apro-
yimadamente 120 dfas, al final de éste periodo los globu--
108 rojos son destruidos en el sistema reticulo endotelial
de la médula d6sea, bazo, higado (células de Kupffer). -—-
(3,9,10).

La hemoglobina liberada se desdobla en sus tres compo
nentes que son: hierro, globina y el grupo hem.

El hierro se conserva en el organismo y vuelve a uti-
lizarse en la formacidn de nueva hemoglobina.

La globina sufre una catabolia posterior y los amino-
dcidos que la componen pasan a formar parte del fondo de
proteinas, para volver a utilizarse.

El grupo hem, es excretado por el organismo después -
de ser degradado a biliverdina que posteriormente se redu
ce a bilirrubina (9). Fig. 5

La bilirrubina por ser casi insoluble en los 1l{quidos
corporales, se combina con al gunas proteinas plasmdticas -
principalmente albumina, asi combinada se transporta por
1a sangre y liquidos intersticiales. La bilirrubina combi-
nada con la albimina es absorbida en el interior de las cé
lulas hepiticas por medio de 10s sinusoides mediante un me
canismo de transporte activo (9,10).

En el interior de las células hepdticas, la bilirrubi

na se separa de la albumina y se transforma mediante proce
13



sos de conjugecidn en compuestos hidrosolubles. Esta e
transformacidn s necesaria para gue pueda ser excretada -
por la bilis. El pigmento as{ formado de la reaccidn de -
V;ﬁ.der Bergh, sSe llama por eso bilirrubina directa, conju
gada o colebilirrubina (6,9).

La conjugacién de bilirrubina, se realiza principal--

mente con el dcido glucurdnico y en menor proporcién con -
el radical sulfato. Dos moléculas de dcido glucurdnico en
su forma activada o de zalta energia ( o sea como dcido -
uridin fosfo glucurdnico UIPAG), se unen a una molécula de
bilirrubina mediante la gluconil-transferasa, jue Se en- -
cuentra en el reticulo endopldsmico liso de las células he
péticas (9).
La formacidn del sulfato ¢e bilirrubina se realiza median-
te la unidn de bilirrubinz libre con el sulfato activo, lo
gue requiere de ATP para que le proporcione la energia ne
cesaria (9).

Una vez conjugada, le bilirrubina se concentra en for
ma activa, cerca de la superficie canalicular de las célu-
las hepdticas para ser transportadz a trevés de la membra-
na, al canalfculo biliar, este proceso es activo y unici——
reccional, de manera que en cuanto se refiere a la funcidn
excretora de la bilis puede decirse que la célula hepdtica
presenta una verdadera polaridad ya que la bilirrubina --
transita a través de ella desde el sinusoide hasta el con-
ducto biliar (9).

14
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Por su tamafio y polaricac¢ 12 molécula de bilirrubina
conjugaca pasa sSin modificacidn alsuna por la mucose del
intestino y la vesicula biliar hasta llegar al ileon termi
nal e intestino grueso (S). Una ve, alcanzado el intesti--
no, la bilirrubina es convertida por una serie de reaccio-
nes de reduccidén bacteriana. En un grupo ce compuestos in-
coloros que reciben el nombre de urobilindgenos. Parte del
urobilindgeno es reabsorbido por la mucosa intestinal, pe-
sa a la sangre y acaba eliminada nuevamente por el higado
hacia el intestino o por los rifiones con la orina (6,9).
Expuestos al aire se oxidan transforméndose en urobilina o
se oxidan en las heces para dar estercobilina. La elimina-
cidén diaria de urobilindgeno fecal es de 40 a 280 mg —_
(6,10,9). Fig. 6.

2:3 Funciones Metabdlicas.

Entre las funciones metabdlicas gque se desarrollan en
el higado se encuentran: El metabolismo de hidratos de car
bono, proteinas, lipidos, minerales, vitaminas y produc- -
cidén de calor.

2:3:1 Hidratos de Carbono.

El higado es el mds importante regulacor del nivel de
glucemia y es el dOrgano central de éste metabolismo, sus
principales funciones son; a) formacidn de parte de la glu
cosa sanguinea y mantenimientc del nivel glucémico. b) pPTro
duccién y almacenamiento de glucgeno dentro del hepdtoci-
to y posterior desdoblamiento en glucosa. c¢) transforma——-—
cién en glucosa sanguinea de la galactosa, manosa y 4cido
ldctico o pimivico que recibe, @) formacidén c¢e muchos com—
puestos quimicos importantes partienco c¢e los productos in

termedios del metabolismo gldcido (2,56,8).
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La mayor parte de estas funciones son de suma impor--
tancia para mantener normal la concentracion de glucosa en
la sangre. As{ al almacenamiento de glucdgeno permite que
el higado suprima un exceso de glucosa de la sangre, la al
macene y la devuelva al torrente vascular, cuando laz con--
centracion sansuinea de glucosa empieza a disminuir. Esta
es 1z denominzda funcidn amortiguacdora de ~lucosa del higa
dao (3,7).

El glucogeno hepatico se esta formznco y descomponien
do continuamente y su concentracidn varia dentro de un am-

plio margen, aumentando después de la administracidn de
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carbohidratos y disminuvendo .o:civerablemcrnie Gurante el

avunn (2,7).
Bn el higado la glucoreogénesis 2s ¢e gran importan—-
cia ya que sélo tiene lugar cuande lz concentracion ce £lu

cosa empieza & bajar por debajo cde los niveles normales. -

: 3 ~ A dating
En estas circuntancias, grancées crnntidndes de 2mino 01COE

son convertidas en glucosa y con asto ajuden & mentener lo

W

licerzia reluiivanente uoiuel ().

™

I. .03 fidn de galactosa y levulosa en glucosa es -
de importancia vital en el metabolismo de la galactosa, -
porque casi ninguna célula de la economia puede convertir
la galactosa en glucosa. Al contrario de la levulosa que -
puede ser utilizada por todas las células al igual que la
glucosa (6).

En algunos casos al glucdgeno musculas produce &cido
ldctico en exceso y una parte de éste pasa a la sangre ¥y
es llevado al higado donde se transformz en glucdgeno. Es-
te glucdgeno hepdtico puede formar glucosa sanguinea y és-
ta ser utilizada por el misculo; a éste proceso se le Geno
mina ciclo de Cori.

Se produce también glucdgeno hepdticc si se adminis—-
tra proteina o amino dcidos. También aparece después de la
administracidn de carbohidratos y grasas aungue esta apor-
tacidén es muy pequefia y con poca produccidn de slucdgeno -
(8).

La glucogendlisis, es la ruptura del clucdgeno con -
formacidén de glucosa, que pasa a la san:re. Este proceso -
Se produce en diversas circunstancias que son: a) Aumento
del consumo de la glucosz por el organismo. b) Casos de hi

poglucemia. c¢) Acidosis. d) Liabeies pancreatica. e) Exce-
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so de tiroides o de tiroxina. f) Estimulacidn del sisiema
simpdtico adrenal y g) Asfixia o anoxia (2,3).

Cuando hay disminucidén de glucdgeno en el higado es -
mds 14bil a los agentes téxicos. Esta disminucidn se obser
va cuando el organismo no recibe o no utiliza una cantidad
suficiente de hidratos de carbono (2).

2:3:2 Proteinas.

El metabolismo proteico en el higado es de gran impor
tancia, ya que si éste dejara de efectuarse por espacio de
unos dias se produciria la muerte del individuo. No siendo
asi con el metzbolismo de carbohidratos y grasas (6). El
h{gado interviene en este metabolismo asi: a) Desaminacidn
de amino dcidos. b) Formacidn de urea para suprimir el amo
niaco de los liquidos corporales. c) Interconversiones en
tre los diferentes amino dcidos y otros compuestos importan
tes para los procesos metabdlicos gue se requieren. d) For
macidn de proteinas plasmdticas (£).

La desaminacidn es una reaccidn por virtud de la cual
un radical emino (NH,) se separa de una molécula ée amino
Zcido formandose una molécula de amoniaco y una ce ceto d-
cido. La mayor parte del amoniaco se convierte & urea y Sse
excreta por la orina, el ceto dcico puede experimentar des
carboxilacidn por el camino del dcido iricarboxilico & con
vertirse a glucosa o a grasa. Puede producirse un poco de
desaminacicn en otros tejidos como por ejemplo el rifidn, -
pero es tan pequefia que carece de importancia (3,6).

La formzcidn de urea por el higado permite que se su-
prima el amoniaco de los 1liquidos corporales. Lebido a que
las bacterias intestinales ectan produciendo continuamente

amoniaco que passz 2 la sangre, su concentracidén aumentaria

fd
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enormemente en el or~anismo en cuaso de dicfuncidn hépatica
y acabaria producienco un come hepatico y com ello la muer
te (6,7,11)s

Esencialmente todas las proteinas plasmdticas con ex-
cepcidén de una parte de globulinas gama sor formadas por -
las células hepdticas. Bastarfa solo esta funcidn para con
siderar al higado uno de los érganos més importantes para
el bienestar y supervivencia de la economia. De acueréo -
con lo anterior es ahora importante hacer notar tres fun--
ciones vitales que realizan las prote{ngu san;uineus siule
tizacus por el higado. a) La protrombina y el fibrindgeno
que son como ya Se sabe indispeunsables para la coagulacidn
sanguinea. b) Todas las proteinas de la sangre contribuyen
a producir la presidén osmotica sanguinea y en consecuencia
son importantes para conservar el balence hidrico y —-—
¢) Las proteinas sanguineas contribuyen a causar la visco-
sidad de la sangre es por ésto que resultan indispensables
para la circulacidn normal. Las globulinas gama restantes
son los cuerpos inmunes formados por las células ret{culo
endoteliales que se encuentran en todo el cuerpo (6,7).

Es interesante el hecho de que cuando faltan protei--
nas plasmaticas se origina una rdpida mitosis en las célu-
las hepaticas y consecuente crecimiento del §rgano hasta -
un volumen mayor, efectos que coinciden con una rdpida sa-
lida de proteinas plasmaticas, hasta que su concentracidn
en la sangre se ha normalizado (2,6).

Otra importante funcidn dentro de éste metabolismo es
sintetizar algunos eamino dcidos y otros compuestos quimi--

cos también muy importantes a partir de amino Acidos mas -
simples (2,6).
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2:3:3 Lipidos.

Durante mucho tiempo se pensoc que el unico organo gque
efectuaba el metabolismo de 1ipidos era el higado. Pero -
mds tarde se pudo comprobar que no solo aqui se efectuaba
éste metabolismo, ya que muchos tejidos tienen esta capaci
dad. Sin embargo el higado sigue siendo el 6rgano princi--
pal de éste metabolismo porque mds del 50% de las diferen-
tes interconversiones grasas ocurren en el higado, las --
principales son: a) Beta oxidacidn de Acidos grasos y for-
macidn de dcido aceto acético. b) Formacidon de liproteinas.
c) Formacidén de colesterol y fosfolfpidos. d) conversién -
de hidratos de carbono a proteinas y grasa (6,10).

Ia beta oxidacidén es una funcion vital porque de aqui
se obtiene energia de las grasas neutras, esto se logra --
gracias a la separacion de sus componentes principales co-
mo son el glicerol y dcidos grasos, posteriormente los dci
dos grasos se rompen por la beta oxidacidn en radicales -
acetilo de dos carbonos, que forman a su vez acetil Co-A.
Bsta puede penetrar en el ciclo del dcido tricarboxilico y
oxidarse para liberar cantidades enormes de energia (3,6).

El higado forma fosfolipidos en mayor proporcidén que
cualquier otro d6rgano, salvo la mucosa intestinal curante
el periodo de la absorcion. Transforma el ecetato en grasa
neutra y fosfolipidos y la formacidn de grasa suele ser -

més rédpida por lo que se sospecha cue los fosfolipidos no
son intermediarios obligados (6).

El colesterol se encuentra distribufdo ampliamente en
los tejidos del cuerpo, sin embargo el higado es la fuente
mayor de colesterol en la sangre. Para su formacidn se re-

quiere de moléculas pequefias como acetato y acetil Co-A,
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Lz concentracidrn de colesterol en suero ce un individuo se
encuentra ampliamente relacionzdo con la dieta. Este se -
convierte en el higaco en varics tipos de compuestos como
ésteres el colesterol y écidos biliares (3).

2:3:4 Minerales y Vitaminas.

La conversidn de caroteno en vitamina A, es funcidn -
del higado, acemds zlmacena vitaminas 4,3,D y K. La absor-
cidén de vitaminas liposoclubles por el intestino cepende de
las sales biliares que normalmente hay en la luz intesti—-
nal gracias a la secrecidén hepdtica (3,6).

La mayor parte del hierro de la economia (excluyendo
naturalmente el hierro c¢e la hemoglobina), se encuentra al
macenado en el higado en forma de ferritina, esto se debe
a que en las células hepdticas se encuentra en cantidades
considerables la apoferritina, que es una proteina capaz
de combinarse con cantidades grandes o pequeilas de hierro.
Por lo tanto cuando en los liguidos corporales se encuen—-
tra elevada la concentracidn de hierro, éste se combina -
con la apoferritina y en esta forma se zlmacenz hasta que
el cuerpo lo necesita (f).

2:4 Funciones Protectoras y de Destoxificacidn.

El higado por medio ce las células de Kupffer extrae
de la sangre gran cantidad de toxinas y metales pecados, -
as{ como fidrmacos, que producirian lesiones tisuleres en
otras partes del cuerpo. Diversos tdxicos son eliminados &
destruidos por el higado mediznte conjugacidén, oxidacidn,-
o gracias al sistema reticulo encotelial. Sirve también co
mo Ori-ano ce destoxificacidn en toda clase ce intervencio-
nes quirtrgicas. En caso de enferiecad hépética de grave--
ded suficiente para meruar esta funcidn, auments considera

blemente el peligro & cualquier intervencidn auirdrgica -
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(2,6;11).
2:% Punciones Hematoldgicas.

En el embrion, el higado es el drgano hematopoyético,
en el adulto almacena un principio antianémico, y en condi
ciones patolésices puede también funcionar como o6rgano he-
matopoyético, asi mismo forma gran parte de las sustancias

que intervienen en el proceso de la coagulacidn.
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Se considera necesario hacer una buena revisidn de la fi--
siopatologia hepdtica, antes ce conocer el tipo de pruebas
de laboratorio que se van & realizar en este trabajo.

Las células hepdticas pueden verse dafiadas por una —-
gran variedad de agentes como son: virus, bacterias, toxi-
nas bacterianas, drogas, solventes de grasas, deficiencias
nutricionales, hipoxia prolongadz, anoxia y metales pesa—-
dos asi como por factores mecanicos como son la compre-— -
sién, inflamacidn o blogueo biliar (12).

Aunque al conjunto de pruebas que Se realizan se les
denomina de "Funcionamiento Hepdtico"; no tocas ellas mi--
den cuantitativamente una disfuncidn. Esto es particular--
mente cierto en la prueba de floculacién de proteinas; cuan
do se da un dato cuantitativo que represente una funcidn,
por ejemplo en la excrecidn, resulta muy dificil evaluar -
fisioldgicamente el por qué de esta alteracidén puesto que
se encuentra intimamente relacionado también con la excre-
cion, como puede cbservarse en el caso del colesterol (12);
es por tanto necesario realizar una serie ce pruebas antes
de dar un diagndstico de enfermedad hepdtica.

1: Fisiopatologia de la Circulacidén Hepdtica.

Las células hepaticas son paricularmente vulnerables
a la privacidn ce oxigeno y cuando éste se ve disminufdo -
en caso de falla cardizca los hepdtocitos empiezan a necro
sarse y se alteran alzunas de sus funciones metabdlicas, -
por ejemplo son incapaces de suministrar glucdzeno normal-
mente y convertirlo de lactato z piruvato; se presenta -
acidosis ldctica hay también una falla en laz desaminacidn
de amino Acidos, con el consecuente aumentio en la sangre -
de amino acidos con nitrdgeno (2).

Asi mismo por una falla en la circulacidn hepdtica se
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nuede presentar: Ictericia, zumento en tlemuo ce protrombi
ra v el nivel d¢ transuminasa sérica incremestada, Etc ()

Para medir el flujo sanguineo hepdtico puede utilizar
se la técnica de 1o bromosulfaleina 6 1z prueba del colo--
rante Rosa ce Bengala.

2: Fisiopatologia de los Pirmentos Biliszres.

Una zlteracidén en el metabolismo ce los pigmertos bi-
liares produce su acumulacidn en suero y en los tejidos -
produciendo un color auarillento que se conoce con el nom-
bre de ictericia, ésta suele presentarse al rebasar el 1{-
mite normal de concentracidn aque es de 0.5 mg/100 ml de —--
suero; el incremenio en la concentracidén puede obecdecer a
varias razones entre las mids importartes se encuertran: ls
éestruccion excesivz ce los eritrocitor cireulantes; 1r -
conjugacidén defectuosa de la bilirrubina y la excrecidn de

ficiente de la bilirrubina (6,9,10).
2:1 Destruccidn excesiva de los eritrocitos circulantes.

Los glébulos rojos se hemolizan tan rdpidamente, que
las células hepaticas no son capaces de eliminar tal canti
dad de bilirrubinz formada y por lo tanto la concentracidn
del complejo bilirrubina-proteina se ve incrementsda, au--
mentando consecuentemente ® produccidén de urcbilindgeno -
en el intestino (3); las razones por las gque Se presenta -
esta hemolisis son Civersas, por ejemplo las infecciones -
como el paludismo, septicemias, o cespués de la administra
cion de drogas como la fenilhidracina, compuestos fendli--
cos, etec., & por agentes fisicos como son las quemaduras -
sraves. Se presenta tambien después de miltiples trensfu——
siones debido a las reacciones inmunoldgicas arti A,
anti B y anti Rh (9).



Existen otro casos en los que la concentracidén de bi-
lirrubina se ve aumentaca, por ejemplo en una eritropoye--
sis anormal debida a la anemia perniciosa normocitica o ma
crocitica refractaria, talasemia mayor o una fuerte hemo--
rragia (2,9,10).

2:2 Conjugacion Lefectuosa de la Bilirrubine.

El defecto en la conjugacidén de la bilirrubina se de-
be quizéd a la alteracidén en la membrana celelar o a un de-
fecto en el enlace proteinas a nivel citoplédsmico; azunque
esto no es una evidencia definitiva es un factor etioldgi-
co, excepto en los casos de la administracidn de drogas co
mo el rifamicin porgque esta situacidn cesa en el momento -
de quitar la droga retornando la bilirrubina a su concen—-
tracidén normal (2). Sin embargo la causa mds irportante de
un defecto en la conjugacion es la deficiencia en la acti-
vidad de la glucuroniltransferasa que es la que cataliza -
la transferencia del residuo de glucuronidato cel dcido u-
ridfn fosfo glucurdnico a la bilirrubina (10).

Carencia del sistema enzimdtico que comprende transfe
rasa de glucuronilo, es la causa de la hiperbilirrubinemia
de la enfermedad de crigler-Najjar, se inicia en los prime
ros dfas de vida y generalmente lleva a la muerte por Kir-
necterus (3). Se presenta también el s{ndrome de Gilbert ¢
disfuncidén hepdtica constitucional en este caso no se ore—
senta una hemdlisis aumentada, ademds el higado se encuen—
tra normal, el defecto es genético y sélo es grave en he—-—
rencia homocigdtica (10). Un tercer caso es la ictericia -
fisioldégica del recién nacico que se presenta principalmen
te en nifios prematuros éebido a que la actividad enzimdti-
ca estd disminufda (10).
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2:3 Excrecidn Defectuosa de la Bilirrubina.

Este mecanismo cve ictericia incluye lz mayor pa.ile de
los casos. Todos tiener en comun que le bilirrubinu cuya -
concentracidn se ve elevada en suero es fundarmental mente -
conjugada.

Debido a 1z complejidac del aparato de excrecidn bi-
liar es dificil el diagndstico de éstos enfermos; y para -
facilitar su estudio y tratar de esclarecer en cada caso =
cual es la perturbacidn respensable se hen hecho tres :ran
des grupos: a) Transtornos ce luf cdlulis rrren vimetosur,
b) Colestasis intrahepdtica. c¢) Obstruccidén biliar extrahe
patica (9).

Para medir la eficacia del metabolismo de los pigmen~
tos biliares se cuantifica la corcentracidn de la bilirru-
bina en sueroc, orina y el urobilindceno fecal o urinario.
3: Fallas en el metabolismo.

Dificilmente se puede Gemostrar una éisfuncidn en 1la
actividad metabélica del higado. Esto se debe a la gran re
serva de tejido hepdtico, no es sino hesta el momento en -
que el higado esta sumamente destrufdo cuando se pueden ob
servar problemas en el metabolismo de carbohidratos, amino
dcidos o cualquier otro proceso (12).

3:1 Carbohidratos.

Dentro del metabolismo de carbohidratos se pueden pre
sentar disfunciones en la degradacidn y sintesis del glucd
geno, la glucosa, la fructuosa y la galactosz, estas fun-—-
ciones como se sabe se llevan a cabo en el hepatocito, gra
cias @ las enzimas especificas del ciclo de Embden-Meyer—-
heff-Cori (2).

La cdeficiencia de la activiiec de una de las en-imas

que intervienen en este ciclo implica una galzctosemia, in
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tolerancia & la fructuosa y miltiples enfermedades deriva-
das del almacenamiento de glucdgeno. La galactosemia espe-
c{ficamente se debe a la deficiencia de la enzima galactow
sa~1-fosfato uridil transferasz. Esta enfermedad se presen
ta generalmente er nifios y los sintomas son vomito, dia--
rrez hepatomegalis, ictericia, amino aciduria, ademds de -
fallas en el crecimiento. Los sobrevivientes al periodo -
neonatal presentan retardo mental y cirrosis (2).

Intolerancia hereditaria a la fructuosa se presenta -
por una deficiencia en la actividad de la fosfo fructo al-
dolasa y traze como consecuencia una enfermedad sﬁmejante a
1a galactosemia, er cuanto a sintomatologia, pero el prin-
cipio de la enferi:edad no se manifiesta sino hasta después
de haber sido administracda fructuosa en la dieta, ya sea -
por algunas frutas como la cafia de azucar, 6 despues de la
ingestion de alimentos comerciales infantiles que conten—-
gan al agzucar (2).

Las pruebas mds usacas pare mecdir la aficacia ce éste
metabolismo son: La prueba de tolerancia a la galactosa, a
la glucosa ¢ las pruebas que miden el almacenamiento de -
gluclégeno como es la de tolerancia a la epinefrina (10).
3:2 Proteinas.

En las enfermedades hepdticas agudas o cronicas exis-
te una tendencia general hacia la hipoproteinemia, que se
manifiesta en 1= fraccidn albuimina; el dafio del paréncuima
hepdtico produce elevacidén de las globulinae (10). E1  --
tiempo de protrombina y respuesta a la vitamina K se consi
deran pruebas valiosas purae el diagndstico ce las enferme-
dades hepaticas.

Las pruebas de tolerancia a =mwino dcidos pueden me—-

dir la funcién metabflica de las protefnas del higado por-
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que en l:s enfermenades hepiticas las tasze ¢¢ remonicidn
de éstos smino dcicos estan retarcndce (17).

Existen pruebas ce que en las enferuecales hepdticns
se producen fracciones de proteinas alteradas y estas pue
den ser demostredas en la can: re por mecio de las pruebas
e floculacidn ce Cefalina-Colesterol, Turhider del Timol
la del Zinc o la determinucidn turbidimétrica de las fa--
mma Globulinas (10).

3:3 Lipidos.

El hicado cesempefia un papel importante en las ¢istin
tas fases del metabolismo de 1{picos, tambiém la sintesis
esteririficucidn » excrecidn del colesterol, sintesis de &
cidos (o sales) biliares, y cuerpos cetdnicos (12).

El colesterol se encuentra elevado en ictericia obs--
tructiva, obstruccidn intrahepdtica, hipotiroiéismo y ne--
frosis; se encuentra disminuido en daflo del parénquima, en
fermedad hepatica que d4 como resultado ¢isminucion en 1la
sintesis de transferasa, 1a nque es indispensahle para la -
formacidn ce ésteres del colesterol. En cirrosis hepdtica
los niveles de los ésteres del colesterol pueden ser tam—-—
bién bajos (3,10)

Ios dcidos biliares se forman a partir del colesterol
en el hirsado, por medio de reacciones nuimicas en las aue
intervienen bacterias esnec{ficas formando Adcidos biliares
fecundarios que son excretados por las heces y que en pe--
quefia cantidad son reabsorbidos junto con el colesterol, -
Los dcidos biliares tienen lz funcidn de emulsificar lae -
grasas ingericas con los alimentos, activan las lipasas
ayuéan con ésto & la =osorcién ce 1{pidos por le mucosa in

1. Je ven elevacos los valores normeles de las sus-

ba mencionacas en hepatitis e ictericis obS——=
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tructiva y en enfermedad hepatocelular.

Valores snormales de otros lipidos en el plasma se —-
presentan en pacientes con enfermedad del tracto biliar. -
El aumento de triglicéridos se presenta por ictericia obs-
tructiva, o en peacientes alcohdlicos con anemia hemolitica
e higado graso y en caso de pancreatitis (3,13). Los nive-
les en plasma de dcidos grasos libres se ven aumentados en
pacientes que presentan todas las formas de enfermedad he-
pdtica parenquimatosa. Los fosfolipidos aumentan en incte-
ricia obstructiva y en cirrosis biliar (13).

4: Vitaminas.

Ocurre una depresidn en 1los niveles de vitamina A en
el plasma en pacientes con enfermedad del parénguima hepé—
tico, ya que el higado es el encargado de couvertir el ca-
roteno de Vitamina A y requiere de las sales biliares para
su absorcidn en el duodeno. Esta vitamina se ve alterada -
también en cirrosis alcohdlica y pelagra.

Otra vitamina que se almacena en el higado es 1la B,
¥ 8e encuentra alterade en plasma en pacientes con hepati-
tis viral o en caso de necrosis de las células hepdticas .
(10).

5: Alteraciones en las funciones Protectoras y de Destoxi-
ficacion.

El higado realiza sdemds de las funciones y& conoci--—
das una muy importante que ee la de convertir por conjuga-
cién sustancias téxicas en productos no téxicos; ésta capa
cidad puede ser medida por la reaccidén de conjugacién del
dcido benzoico con la glicina para formar dcido hipirico,
que se excreta en 1l& orina. La excrecidén cel dcido hipuri-
co se ve disminuida en la nepatitis, cirrosis, carcinoma -

del higado necrosis hepdtica, obstruccién biliar por célcg
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los en el colédoco. Bs convenienie hacer rnotar nue esta -
prueba pierde valor si hay también mal funcionamiento renal
(3,10).

£: alteruciones Enzimaticas,

Como en el higado se realizan muchoS procesos netabo~
licos que requieren la participacidn ce enzimas, es de es-
perarse que, cuando las células hepéticas cstan dafladas o
destruidas a causa de enfermedad hepdtica aguda, las enzi-
mas sean liberadas al suero (3).

las enzimas relacionadas con el funcionamiento hepdti
co que ecstan presenies en el suero, pueden ser clacifica--
das dentro de cuvatro rsrandes grupos, ce acuerco 8 1los cam-
bios producidos en sus niveles. El grupo I incluye enzimas
cuyo nivel es a@lto en ictericia obstructiva y en hepatitis
aguda el prototipo de éste grupo es la fosfatasa alcalina.
El grupo II incluye enzimas cuyog niveles estan muy eleva-
dos en hepatitis arudza e ictericia obstructiva los miem--
bros Ge éste grupo son la glutdmico oxalacética (GOT), 1la
transaminasa pirtvica (GPT), la al dolasa (ALD) y otras en-
zimas de esta categoria. E1 grupo III tiene enzimas cuyos
niveles se encuentran liceramente elevados o normales en
hepatitis e ictericia obstructiva, a éste tipo pertenecen
la deshidrogenasa ldctica (LDH) creatin fosfo quinasa —-
(CPK), lipasa, etc. Y el grupo IV muestra édisminucidn en
hepatitis aguda y se encuentra normal o levemerle disminui
da en ictericia obstructiva, a éste grupo pertenece le co-
linesterasa (13,14).

Como y# se habiz mencicnado antes, sélo se hard aqui
referencia a tres pruebas, éstus han sido eleridas por ser

las de uso comin en los latorztorios, ndemis ce tener gran
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valor en el diagnéstico. Estas pruebas miden excrecidn, se
crecidn, actividad enzimdtica y metabdlics, estan represen
tadas respectivamente por la determinacidn en suero de bi-
lirrubinas, contenido de colesterol total en suero, éste--
res del colesterol, actividad de las trancaminasas GPT y
0T.

Los métodos elegicos para éstas determinaciones son a
quellos que presentan mayor precisidn confiabilidad y eco-

nomia.

33



LZETCDOLOGIA DESCRIPCION Y FUNTAMENTOS



1: Determinacidn de Bilirrubina en Suero.
Método ae Malloy y Evelyn

Erlich en 13383 efectud la copulacidén de bilirrubina -
con un diazo agente. Pocos afios después, Van der Bergh ¥y
Muller descubren dos tipos de diazo reaccidén y la clasifi-
can as{: a) reaccién directa, en la que se desarrclla co--
lor en 30 seg en ausencia de alcohol, esta reaccién estd -
dada por el diglucurénido de bilirrubina. b) reaccidn indi
recta que reguiere de la adicidn cel alcohol para el desa-
rrollo de color y esta dada por la bilirrubina no conjuga-
da (3,13,14).

Existen por tanto métodos para medir una u otra forma
de bilirrubina, sin embargo se hace necesario un método -
confiable para medir ambas dentro de una sola reaccion el
cual ha sido dado por Malloy y Evelyn (14).

' Aqui se utiliza suero muy diluido y metanol en una -
concentracidén que impide la precipitacién ce proteinas, de
be evitarse la hemdlisis y lipemia, la muestra debe guar--
darse en la obscuridad y efectuarse la prueba lo masS pron-—
to posible (3).

1:1 Fundamento Quimico.

La bilirrubina se trata con p-sulfonato bencen diazo-
nio para formar azobilirrubina. Pig. C.

La bilirrubina directa Gesarrolla un color purpura -
exactamente 5 min despuée de la diazoacidn, el cual puede
medirse fotométricamente. La reaccidn se realiza en medio
acuoso y en presencia de dcido sulfanilico (14). E1 tiempo
dado originalmente para esta reaccidn era de un minuto, pe
ro fué corregido por Lathe y Ruthen a 5 min. La adicidn ce
una pequefla concentracidén de metancl acelera la reaccidn -

de todas las formas de bilirrubina dentro de la solucidn,
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nsi{ 1a diszoacidén se llevs a caho mids forilwente. El color
final desarrolledo reprecenta le hilirrubina total (14).
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1:2 Reactivos.

a) Metanol Absoluto.

b)

c)

a)

Nota: Michaelson reporta que la vclocidad y grado de

la formaucidn de colcy e ve disminufdo aproximadamen-
te 64 con metanol viejo.

Liazo reactivo

Mezeclar 0.3 ml al 0.5% de nitrito de sodio con 10 ml

de dcido sulfanilico en solucidn que se usard =1 poco
tiempo de preparado.

Solucidén de dcido sulfanilico.

Disolver 100 mg de dcido svlfanflico en 1.5 ml de HCL
concentrado y acicionar a-ua hasta obtener un volumen
de 100 ml.

Solucidn de nitrito de sodio 2l 257, aue permanezca -
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en refrigeracidn.

e) Witrito de sodio &l 0.5%.
Solucién diluida de nitrito de sodio 1:50 con agua, -
prepararla justo antes de usarla.

f) Solucidn diazo blanco.
Diluir 0.5 ml de HCL concentrado con 100 ml de agua.
(14).

1:3 Procedimiento.

a) Marcar dos tubos con B y X, adicionar a cada uno -
0.40 ml de suero o plasma y 3.6 ml de agua destilada.

b) Adicionar 1.0 de sol diazo blanco al tubo B y 1.0 ml
de diazo reactivo al tubo X, mezclar inmediatamente.

¢) Exactamente 5 min después de la adicidén del reactivo
diazo al tubo X, leer la absorbancia contra el tubo B
a 540 nm é con filtro para onda larga en esta region.

d) Adicionar 5.0 ml de metanol absoluto a cada tubo y -
mezclar por inversidn suave, dejar reposar a tempera-
tura ambiente por 30 min. y dentro de los siguientes
30 min leer la absorbancia de X contra B. Esta serd -
la absorbancia total.
Si la solucion se transfiriera a cubetas antes de veri
ficar la lectura y se presentasen burbujas, es necesa
rio evitarlas por medio ée golpes suaves en las pare-
des del tubo. (14)
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1:4 Cdlculos.

mg de bilirrubina directa a los [ min = éEmin x 0.02 x 100

100 ml de suero o plasma 2 AS 0.4

= Amin x 2.5

mg de bilirrubina total = x 0.02 x 100

A
100 ml de suero o plasme A

ur ¥ o

mg de bilirrubina indirecta = bilirrubina total - bilirru-

100 ml de suero o plasma bina a los 5 min
(14).
1:5 Calibracidn.

En conveniente preparar diferentes tipos de patrones -
para controlar el funcionamienio del fotdmetro o espectrofo
témetro, hay jue tomar en consideracidn la inestabilidad de
la bilirrubina pura preparada para usarla en suero o en sgo
lucidn de proteinazs; se recomienda utilizar al principio de
la prueba una solucion de bilirrubina pura y rectificarla -
periddicamente de manera similar.

Control con bilirrubina: Se encuentran preparaciones -
comerciales con varios grados de pureza, la absorcidn molar
de la bilirrubina comercia’ en CHCl3 a 453 nm se encuentra
entre 43 500 a 59 800, la de azcbilirrubina z 545 nm en au-
sencia de suero y se lee a ©40 nm en presencia de suero.

Pare la determinacidn de la absorcidn de la bilirrubi-
na se debe hacer la sizuiente prepsracidn: a) pesar exacta-
mente 20 mg de bilirrubina y disclverla en 100 ml de Na2003

el 0.2% en un metraz volumétrico en un cuarto obscuro y a -
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temperatura ambiente. Esta reactivo deberd usarse en un -
tiempo no mayor de 15 min. b) En un tubo adicionar 0.1 ml -
20 ug de la solucion patrén de bilirrubina, agregar 4.9 ml
de metanol y mezclar. c¢) A un segundo tubo adicionar 4.0 ml
de agua destilada, 1.0 ml de diazo reactivo. d) Kezclar el
contenido de ambos tubos. e) Preparar el blanco ce reacti--
vos 1.0 ml de sol diazo blanco, 4.0 ml de agua y 5.0 ml de
metanol. f) Después de 30 min. leer el tubo control contra
el blanco a 545 nm, la absorbancia serd de 0.226; y se cal-
cula como sigue:
Absorbancia = A545 x 534 x 0.97
©0.00002x100
Donde: 584 = PM de la bilirrubina
0.00002 = Cantided de bilirrubina empleada
100 = Dilucidn
0.97 = Pactor ¢e correccidn debido al 3% de pérdida
en volumen sobre la mezcla igual a los volu-
menes de agua y metanol.
Dado que la absorcidn dée bilirrubina baja significativamen—
te en presencia de suero, sera necesario tener un patrén -
que contenga suero o una mezcla de sueros cuyo contenido de
bilirrubina sea conocido o preparado con 0.1 ml de sol pa—-
trén que contenga aproximadamente 20 mg/100 ml de Na2003 al
.2% o sea 20 ug; aqui la absorbancia serd menor de 0.100 a
414 nm y de 0.040 a 460 nm en dilucidn 1:25 en NaCl al .85%.
El patrdn deberd permanecer en la obscuridad y prepararse -
en un tiempo no mayor de 10 min. antes de su uso.
a) marcar un par de tubos con B Yy X y correrlos sin adicio-
nar solucidn pztrén. b) Otro par de tubos se corren con pa-
trén. ¢) En los tubos que tienen 0.1 ml de 80l petrdén adi--

cionar 0.4 ml de suero, 3.5 ml de agua y mezclar. d) Bn los
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= -

tubos que no lo tiene szregar 3.7 nl de aguz y 0.4 ml de —-

suero y mezclar, )

A. ejuivalente a 5 ng/dl = Ag con patrén interno-i. €in pa-
trén interno.

Correccidn A, = 64 100 = x A_. obtenida con
. r (*]
absorbancia obtenida suero

sin suero

o Correccidn A_. = 5¢ 300 X hy obdtenidu con
absorbancia obte SUEro
nide con suero (14)

1:6 Valores de referencia.

El 1limite normal superior de bilirrubina es de 0.35 mg
en 100 ml y el valor normzl pera la bilirrubina totzl es a-
rriba de 1.5 mg/100 ml. Estos valores se encuentran ligera~
mente mds altos en hombres que en mujeres. La bilirrubina -
disminuye después de las ccmidas y se incremenia después —-
del ejercicio muscular, hay diferencias en cvanto al sexo,-
edad, situacidn geogrdfica, hdbitos alimenticios, etc. (14)
1:7 Comentarios acerca del método.

La especificidad de la determinacion de bilirrubina to
tal es en general buena por el metodo descrito, sin embargo
existe una probabilidad de error cel 57; este error se debe
a los factores siguientes:

a) En pacientes urémicos aparece un color café que ze debe
posiblemente a Indican o glucuronato de indoxilo, la inter-
ferencia de éste color serd insignificante en niveles eleva
dos, pero tendrd gran imporianciz eun niveles normales.

b) Ce presentaréd un ceclor amarillo er la reaccidn cuando e-
xistan urobilindsenos en :uero, cin emhi.rgo este color no a
parece en suerc rormal. ¢) Lz biliverc¢ina no interfiere por

que no reacciona en la dizzo reaccidn. d) Ia reaccidn en ——
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presencia de metanol se efectia mds rdpido a 1z temperatura
de 37°%. e) La temperatura afecta 21 desarrollo de color -
tznto en la bilirrubina directa como en la indirects; £i la
temperatura de la habitacidén esta arriba de 30°C es aconse-
jable que los tubos permanezcan en agua de la llave o en un
bafioc cuya temperatura no exceda de 22-28°¢.
£) La determinacién se efectua generalmentie en suero porque
la concentracidn de bilirrubina aqui es mayor, sin embargo
esto puede estar sujeto a discusidn, ya que algunos autores
quizd por el método de trabajo que utilizan obtienen valo--
res mds altos en plasma que en suero. g) En cuanto a la hemo
globina se ha visto que causa un decremenio en los valores,
as{ por ejemplo encontramos que 100, 250 6 1000 mg de hemo-
globina por 100 ml de suero causa una baja de 15, 40 y 75%
respectivamente en el resultado de la bilirrubina totzal. El1
grado de interferencia se relaciona inversamente con el ni-
vel de bilirrubina y se debe posiblemente & que la hemoglo-
bina presente es parcialmente convertida a metahemoglobina
otra teoria supone que la interferencia se debe a la oxihe-
moglobina. Sin embargo Michaelson concluye que la interfe—-
rencia de la hemoglobina en la técnica de Malloy y Evelyn —
resulta de la combinacién de tres factores a saber: destruc
cién de la bilirrubina después de la adicidn de metanol, -
desvanecimiento de color del complejo azobilirrubina y el -
incremento de la absorbancia del blanco.
2: Determinacidén de Bilirrubina total y directa por el mét_c_)

do Automatizado.

Método de Jendrassik y Grof adaptado para Autoanalizador

por Gambino y Schreiber.
2:1 Fundamento Quimico.

La bilirrubina total se determina debido a la diazoa--
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cidn en presencia de cafeina y btenzoato de soGio. La bili--

. - s I T 4 s
rrubina cirecta se determinz por lu diuzcacion a un pH aci-

do en el cual la bilirrubina indéirecta es insoluble y por -

lo tanto no reacciona, la absorbancia de la azobilirrubina

alcalina se mide a 600 mm. Y el blanco cousiste en una mez-

cla de todos los reactivos exceptuando el éiazo reactivo.

2:2 Reactivos.

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Reactivo de Cafefna.
En aproximadamente 400 ml de agua @ una temperatura de
50 & 60°C adicionar: 37.5 g de cafeina, 57.0 = de ben-
zoato de sodio, y 94.5 g de acetato de sodio. Kezclar
permitiendo que se enfrié y ¢iluir 2 un litro con agua
Solucidn comercial de Acico Sulfanilico.

Afladir 10 g de dcicdo zulfanflico y 15.0 ml de HC1 conc
4 una cantidad conocida de agua, mezclar y diluir a un
litro.

Nitrito de Sodio al 57.

Disolver 5 g de nitrito de sodio en agua y diluir a un
litro guarcar en el refrigerador.

Reactivo Diazo.

Mezclar 2.5 ml de nitrito de sodio al 0.5% con 100 ml
de solucion comercial de dcido sulfanflico. Hacer esta
solucidn para cada dfa de trabajo.

Acido ascorbico al 47,

Disolver 1 g de 4cido ascorbico en agua y diluir a 25
ml. facer esta solucidn cuca dia.

Amortiguador de Tartrato.

Disolver SO 7 ce NaCHE y 175 g ée¢ tartrato de sodio v
potasio er agua y diluir a un

estable seis aseses.



g) HC1 0.05 N.

En un litro dée agua adicionar 4.2 ml de HCl concentra-

do.

h) Patrones de Bilirrubina.

253

2:4

235

La calibracion se puede realizar utilizandéo bilirrubi-
na patrdén adicionada a un suero normal. (14).
Procecimiento.
El procedimiento es igual que el de la determinacidn de
la bilirrubina total y directa excepto, cuando en la -
reaccidén directa se agrega HC1l 0.05N es sustitufdo por
el rectivo de cafeina. Los blancos en suero fresco son
usualmente bajos y relativamente uniformes; Los resulta
dos se calculan por medio de la curva de calibracidn de
igual manera que los métodos que obedecen la ley de Beer
(14).
Exactitud y precisién.
La precisidén de la bilirrubina total es + 5% a un nivel
de 2 mg/dl. La precisidn para cualquiera de las dos bi-
rrubinas la total o la directa es correspondientemente
més baja al disminuir los niveles de bilirrubina.
Valores de Referencia.

Son iguales a los indicados para el método manual.

3: Determinacidn de la actividad de la Transaminasa GOT. -

E.Clz.e.l'l‘

Método de Karmen, modificado por Henry

Las transaminasas son enzimas que catalizan la transfe

rencia de un grupo amino de un amino dcido & un alfa ceto &

cido. Estas enzimas se llaman también amino-transferasas o

amino ferasas, El dcido I~glutdmico actia como el donador

del

grupo amino en la mayoria de las reaccicnes y el fosfo-

piridoxel y la piridoxamina hacen 1las veces de coenzimas en
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las reacciones de tranferencia del grupo amino (3,14,15).

Ias enzimas mds importantes de éste grupo son la tran-
saminasa glutdmico oxalacética (GOT) y la transminasa pird-
vica ( GPT) (15).

Los métodos propuestos para la determinacidon de GOT em
plean dcido alfa ceto glutdmico y dcido aspirtico come sus-
trato y determinan la velocidad de formacidn del #cido glu-
tdmico u oxalacético, el glutamato formado puede ser separa
do y cuantificado en papel cromatogrdfico, pero esta técni-
ca sélo se emplea para investi-cacidn (14).

2:1 Pundamento Quimico.

Los ceto dcidos formadoe por la accion de la transami-
nasa, son reducidos a hidroxidcicos con el uso de la coenzi
mal (NADH) reduciéa todo esto en presenciz de una deshidro-
genasa especifica; a medida que trancurre la reaccion la -
NADH se oxida a NAD'. Fig 7; la desaparicidén de NALH por u-
nidad de tiempo se sigue por 1z medida de la éirminucidn de
la absorbancia durante varios minutos a 340 nm. El1 cambio -
de absorbancia por minuto (AA/min) puede relacionarse direc
tamente con los micromoles de NADH oxidados y éstos a su -
vez con los micromoles de sustrato transformados por minuto
Los resultados se expresan en unidaces Karmen. Es importan-
te resaltar jue las concetraciones de sustrato empleado en
la modificacidn hecha por Henry permiten una mejor veloeci-—-—
dad de reaccidén ya que su renéimiento es aproximadamente —-—
207 mayor sobre el método de Karmen, cuando las muestras se

0
procesan a una temperatura de 32 C (3,14).
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3:2 Reactivos

a) Amortiguador fosfato, 1.0 K, pH 7.4.

b)

c)

d)

Se disuelven en agua 13fg de KH2PO4 ¥ 33g de NaOH y --
se diluye la solucidén a 1000 ml.

Amortiguador fosfato, 0.1 I pH 7.4

Se diluyen diez tantos el amortiguador 1.0 II con agua
Los amortiguadores se guardan refrigerados.

Solucidn de NADH, 2.5 mg de beta-NATH en forma de sal

sédica (grado de 90 a 95 por 100)/ml de amortiguador -
fosfato 0.1 M. Es mejor preparar la cantidad necesaria
para las necesidades de un dia de trabajo. Se guardan

alicuotas congeladas por una semana.

Solucidén de zlfa-ceto glutarato, 0.1 [, en amortisua——
dorfosfato 0,1 M. A unos 35 nl aproximadamente de acua
destilaca en un vaso de precipitados se sgresan ® ml -
de amortiguador fosfato 1 M y 0.73 2 ¢e dcido alfa-ce-
to glutdrico. se ajusta el pH a 7.4 + 0.1, con NaOH N

(aproximadamente se necesitan 3.1 ml). Se diluve a 50
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£)

g)

ml con agua. La solucidn es estzble =i se guarda en el
refrigerador.

Solucidn de Deshidrogenasa l'alica (IIH).

Se diluye una solucidn de Gepdsito de deshidrorenasa -
malica (exenta de actividad de transaminasa), con  un
amortiguador fosfato 0.1 II, para tener un preparado --
que contenga 10 000 unidades/ml. la solucidn diluida -
habrd ée prepararse no mas de 4 horas antes de usarla.
I-Aspartato, 0.375 M, en emortiguador fosfato 0.1 M.
Se agrersan 5.0 g de dcido L-aspirtico & 50 ml de agua
Yy 35 ml de NaOH N er un vaso Ge preciritados. Se mer—-
cla bien y se calientz lz solucidn en un bafio de vapor
hasta que se disuelven los cristales; a cortinuacidn,-
se enfria 1z solucidn a tewperatura ambiente y se arre
gan 10 ml ¢e amortiguador fosfato 1 M. Se ajusta el pH
a 7.4 + 0.1 con NaOH N y se diluye a 100 ml con agua -
el reactivo se ruarda en el refrigerzéor.

Testiros de Dicromato.

Se prepara una solucidn de 30 mg de KQCrSO? en 100 ml
de agua y se agregan unas gotas de dcido sulfirico con
centrado. Esta solucidén se diluye con agua como requie

re el procedimiento.

3:3 Proccdimiento.

a)

a

Zn una cubeta con un recorrido de luz de 1 cm, se in-——
troducen las sisuientes sustancias: 1.3 ml de Amorti--
guador fosfato 0.1 M, 1.0 ml de solucidn de aspartato

0.2 ml de solucidén de NADH, 0.1 ml de solucidn de MDH

0.20 ml de suero.

S5i va & efectuarse un numero grande de determinacio——

nes, es conveniente mezclar un lote de los tres prime

ros reactivos, suficiente para el trabajo ce un dia e
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b)

introducir con tipeta 2.5 ml de ésta mezcla de reac- -
tivos en la cubeta, seguidos de la MLIH y el suero. - -
Los componentes enlistados pueden mezclarse en un tubo
de ensayo pequefio y preincubarse. Después ce la adicidn
del cetoglutarato, se tranfiere el contenido del tubo
a una cubeta de reaccidén y se mantiene a la temperatu-
ra de reaccion.

La reaccidn se efectia preferiblemente a 32°% 6 a 30°
Se mezcla todo bien y se incuba durante 20 a 30 min a-
proximadamente, en el espectrofotdmetro o en un bafio -
de agua, a la misma temperatura. Las reacciones "endd-
genas" suelen completarse en este periodo de tiempo.
Si es necesario, puede confirmarse por medicidon de 1la
absorbancia a 340 nm frente a una solucidén de dicroma-
to como testigo de referencia y nueva medicidén unos -
cuantos minutos después. Las dos lecturas han de ser i
guales si en dicho periodo terminaron las reacciones -
secundarias. S5i la segunda lectura es menor que la pri
mera, se contindan las lecturas hasta que no se produz
ca mds cambio en la A observada. El dicromato de re

340
ferencia se escoge a una dilucion que tenra A de -~

340

0.5 aproximacamente.

Una vez estabilizada lz absorbancia se agrega 0.2 ml -
de solucidn 0.1 M de alfa-ceto glutaratoc, la cual se -
nabrd precalentado z la temperatura de la reaccidn, ¥
e mezcla bien. Se transfiere a una cubeta, si ello no
se habia hecho todavia, y se toman lecturas a interva-
los de un minuto durante 7 a 10 minutos por lo menos.
e desechan las primeras lecturas en lu fase de retar—
do y se usa el periodo lineal para calcular el valor -

medio de A%/min, ya sea gréficamente ¢ promediando los
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valores de Li/min parz cadn lectura (3,14).

1314 C1lculos.
Promecio ¢e AL4/min

G E araen = = x 1070
10T, en unidades Karumen/ml 1 Be bucre noubos

Nota: La unidad Karien puede cotvertirse en unidades inter-

nacional es multiplicéncola por 0.434.

Se corrigen los resultacdos pesra expresarlos 2 32°c, -
si es necesario, con el uso de los factores que se dan a --
continuacidn:

Temperatura®C 25 27 30 33 35 37 40
factor de
correscinn ¥s 1.59 1,392 1.14 1.00 .94 .82 .73 .60
temperatura
3:5 Valores de Referercia.

15 - 40 U .1 ml a 32°C

7 - 19 mUI/ m1 a 32°c.

Se ha reportaco una leve diferencia con respecto al -
sexo, ya que en el hombre se encuentran valores ligeramente
més altcs que en la mujer. As{ mismo los valores encontra——
dos en el adulto son el doble de los (e la primera semand -
de vida, sin embargo estoz se van acrecentando y cuando se
llega al primer afio de vida los valores similares a los del
adulto (3,14).

3:6 Comentarics acerca Gel Kétodo.

Las ventajas que ofrece esta téenica son: Primero cque
es posible usar les fases iriciasles de 1la reaccidn lineales
para determinar velocidades ce reaccidn, segundo se obtie--
nen andlisis de miltiples puntos.

ILas concentraciones de sustrato pueden ser lo bastante
altas para no poner un limite 2 1a velocidad.

Los inconverientes sor aqie las mezclas ce sustrato son

£
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més complejas, las mediciones llevan mucho tiempo y se debe
disponer de un espectrofotémetro con buena resolucidén a 340
nm. La temperatura deberd regulerse a un nivel conocido -~
constante dentro de la cubeta de reaccidn. Algunos autores

o
recomiendan una temperatura que se encuentre entre los 22
a 32°C sin embargo no existe una temperatura iceal, ye que

esta se adecuard a las condiciones ce trabajo de cada labo-
ratorio.

Lo correcto es verificarla a la temperatura éptima de
reccion de dicha enzima es decir de 0 a 3700 (temperatura -
corporal humana).

El uso Ge anticoagulantes no afecta la determinacion,
puede utilizarse indistintamente suero o plasma para verifi
car este andlisis.

No ceberdn usarse sueros hemolizados, porgue la concen
tracidn de lz enzima en los eritrocitos es aproximadamente
10 veces mayor aue en el suero normal.

Existen sustancias que inhiben 1ls accidn de la enzima
estas son el mercurio, y el cianuro asi es g e se deberd e-
vitar su uso éentro de la técnica.

La absorbancia a 340 nm de NADH en la mezcla disminu——
ye a razén de 0.0004/min a 32°C. Como la mezcla de reaccidn
tiene inicialmente una absorbancia bastante zlta, se acos—-
tumbra ussr una solucién ée referencia como testigo.

En caso de tener muy turbios o ictéricos los sueros -
pueden diluirse para obtener la absorbancia inicial apropia
da y después hacer 1los cdlculos necesarios. Ha de incluirse
en el andlisis un periodo de incubacidn previa para des- -
truir ceto dcidos endd.-enos en el suero, antes de agresar -
el ceto dcido que interviene en ls reaccidn.

La enzima GOT en sucro es estable durante 2 = 3 sera-—-

49



nas cusndo se guardar los suesror en o] refricerador,

lLa unidaé espectrofotoméirica Yrrmen se define como 1=

cantidad de enzima en 1.0 ml, la cual cnusc un canbio de ab

sorbancia de NADH de 0.001 unicdedes nor minuto.

+ 3%

La precisidén de la prueba ofrece un var:zbilidad de -

cebico a error de manipulezecidn. (14).

4: Determinacién de 1la actividad de la Transaminasa GFT.E.-

C.2.6.1.2. (Método ce Karmen, modificado por Henry)

4:1 Reactivos.

a)

b)

&)

da)

Amortiguador fosfato.

Como se indicd pare la determinecidn de GOT sera 1M ¥y
0.1 M.

Solucién de NADH.

Igual que para 1z determinacidn de GOT.

DI-Alanina 1M, o I-alanina, 0.5 M, en amortiguador fos
fato 0.1 M.

A 75 ml aproximacamente de agua cestilada en un vaso -
de precipitacos ce arregan 10 ml de amortiguador fosfa
to 1¥ y 3.9 g de DI-alanina (6 4.45 ¢ de I~alanina).
Se ajusta el pH & 7.4 + 0.1, con NaOH N. Se diluye a -
100 ml, con agua., Estz soclucion es estable en el refri
cerador.

Solucidén de LLH.

Se diluye una solucidn de depdcito Ge deshidrigenasa -
ldctica, con amortignador fosfato N.1 V, para tener un
preparado que contenga 10 000 unidades/ml. Se puede -
usar estz solucion durante una eemana aproximadamente
si se guardz refrigerada.

Solucidn dn alfa-cetosrlutersio, 0.1 ¥, en amortiguador
foufato N.1 W,
de MOT. (2).

como £e describid para 1z determinacidn
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4:2 Procedimiento

a) En una cubeta con un recorrido de luz de 1 cm se intro
ducen: 1.3 ml de smortiguador fosfato 0.1 I, 1.0 ml de
solucidn de alanina, 0.2 ml de solucidén de NATH, 0.1 -
ml de solucidén de LDH Y 0.20 ml de suero.

Se prepara una mezcla de los tres o cuatro reactivos -
primeros como Sse sugiridé en el procedimiento para de--
terminar GOT.

b) A partir de este punto el procedimiento y los cdlculos
son los mismo descritos anteriormentie para la determi-
nacién de GOT. (3).

4:3 Valores de Referencia.
6 - 35 U/ml a 32°C
3 - 17 mUI/m a 32%. (14).

5: Determinacidén ée Transaminasas por el método Colorimétri
co. Como se sabe el sistema de andlisis para le determina--
cidn de la actividad de las transaminases contendrd dos emi
no dcidos y dos cetodcidos. Los ceto 4cidos pueden determi-
narse colorimétricamente por copulacidén con 2,4-dinitrofeni
hidracina. Sin embarso éstos métocdos colorimétricos tienen

varios ingonvenientes. Hay presentes dos cetodcidos y los -
dos pueden formar el producto coloreado, fenilhidrazona del
dcido. En el caso de GOT estos compuestos son alfacetorluta
rato y oxalacetato. Cetodcidos como piruvato, normalmente -
presentes en suero, producen color de fenilhidrazona y con-
tribuyen a la alta absorbancia del testigo. A pesar de es—-
tas limitaciones, el método colorimétrico sigue siendo fac-
tible pues las hidrazonas ¢ée los dos productos de ambas --—
reacciones, la catalizada por GOT y 1: catulizada por NPT -

son considerablemente mds cromogénicas que las de alfaceto-
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glutzrato. Los métocos colorimdiricos son relotivamente sim

pl as

cos"

, s
y runjue son menos exactos jue 1ot nfatoespectrometri-

se uean mucho. El calihrado ¢o los métodos colorimetri

cos ce hace empiricamente, pero de modo que 1los resul tades

obtenidos sean comparables ronr lor nue se obiienen por los

métocos de "velocidad Ge reaccidn".

5:1 Reactivos.

a)

b)

c)

d)

Amortiguador fosfato, 0.1 ¥, pH T.4.

Se disuelven en agus 21.86 g de NeilP0, y 4.36 ¢ de ¥H,
PO4 y se c¢iluye a2 2 000 ml.

Solucidn de piruvato, 2.0 mmoles/litro.

Se disuelve 0.110 g Ge piruvato sédico en 500 ml de -
amortiguador fosfato. Se prepara a medida nue Se nece-
site, para que sea reciente.

Sustrato de GOT.

En un vaso de precipitados acregar 0.146 ¢ de dcido al
fa-cetoglutérico y 13.30 ¢ de dcico II-aspartico; agre
rar hidréxido sédico W hasta que 1z disolucidn sea com
pleta; ajustar a pH 7.4 con hidrdxido sédico, tranfe--
rir cunatitativamente, con amortiguador fosfato, a un
matraz volumétrico de 500 ml y Giluir hasta la marca -
del matraz, con amortiguador. Esta solucidn es estable
si se guarde refrigerada.

Sustrato de GPT.

En un vaso de precipitados introducir 0.146¢ Ge dcido
alfa=cetoglutdrico y 8.90 g ce lI-alanina, agregar hi-
dréxido sédico N hasta dicolucidn completa; ajustar el
PH a 7.4, con hidrdxido sédice y transferir cuantitati
vaperte, con un amortiguuacor de fosfato, a un matrasz -
volumétrice de 500 ml y se diluye, con amortigu=dor, -

hasta 1n marca del matraz, Est: solucidn es estable =i
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e)

f)

se guarda refrigerads.

Solucidén de 2,4-dinitrofenihidracina, 1 mmol/litro. -
Se disuelve 0.153 g de 2,4-dinitrofenilhidracina en -
1 000 ml de dcido clorhidrico N. Debe guardarse en —
frasco oscuro en el refrigerador.

Solucidén de hidréxido sédico, 0.4 N.

Se disuelven 16 g de hidroxido sdédico en agua y se di-
luye a 1 000 ml. (3).

5:2 Procedimiento

a) Poner 1.0 ml de sustrato de GOT o de GPT en un tubo de

b)
c)

a)

e)

f)

g)

h)

ensayo e introducirlo en un bafio de agua a temperatura
constante de 3700 durante 10 minutos.

Se agrega 0.2 ml ée suero y se mezcla bien.

Se incuba exactamente durante A0 min para determina- -
cidén de COT y 30 min para la de CPT.

Al final del periodo de incubacidn se agrega 1.0 ml ——
del reactivo 2,4-dinitrofenilhidracina, se sacan los -
tubos del bafio y se mezcla bien el contenido en cada -
tubo.

Se dejan los tubos en reposo & temperatura ambiente du
rante 20 minutos,

Se acregdn a cade tubo 10 ml de solucidén 0.4 N de NaOH
Se mezcla el contenido en cada tubo por inversidn del
mismo y se dejan los tubos en reposo curante 10 min.
Se mide 1a absorbancia, usendo agua como testigo. éGn
un espectrofotémetro a 505 nm.

se obtienen las unicaces de actividad a partir de 1las
curvas patrdn respectivas. Lo® fueros en los cuales -
los valores exceden de los 1limites de las curvas han -

de Giluirse con sgua y ha de repet irse el andlisis

(3).
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13 Curva de calibrado.

&) Bu & tubos se introcucen petrdén de piruvate, sustrato

de AOT y agua, como Sirue:

Nim ml de . ml de sustrato ml de unidaces unidades
piruvato de 0T noua éde GOT ¢e TPT

1 0 1.00 0.2 0 0

z D.10 0,90 0.2 24 28

3 0.20 0.%0 0.2 €1 57

4 0.30 0.70 0.2 114 o7

5 N.40 0.60 0.2 190 150

b) Se arrega & caca tubo 1.0 ml de solucion de ¢initrofe-
nilhidracina, se mezcla bien cada contenido y se dejun
los tubos en reposo 70 min, después de lo cual se arre
c@ en cada tubo 10 ml de NaOE 0.4 1, ce mezcla bien ca
da contenico y se dejan los tuboe en reposo 10 min.

¢) Se gradia el espectrofotdmetro a absorbancia cero con
un testigo ¢ée agua, a 505 nm, y se registran las absor
bancias de cada uno de los tubos.

d) Ce trazan lazs lecturas en funcidn de las unidades co-—-—
rrespondientes para C0T y GI'T y se unen los puntos por
una 1inea continua. (3).

5:4 Comentarios acerca del método.

Con frecuenciaz no es prdctico efectuar las lecturas de
las muestras frente a un testizo de reactivo preparado por
sustitucidn de agua por suero en el procedimiento, por que
el testigo podria tener una absorbancia tan alta que no -—-
pueéa guardarsc en el espectrofotometro con #1 = ahsorban—-
cia cero.

No obstante habrd ce introducirse un testigo de reacti
vo en cads operacidn, como comprobazcidén fe la calidad v es-
tabilidac de lcs reactives.

Ia lectura en éste tubo tertige ha ce ser aproximadamen
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te la misma en cada operacidn.

Aunque la reaccidn mice también cualquier catodcido —-
enddgeno Gel suero, el error que causa no es de importan- -
cia.

Sueros linémicos o ictéricos pueden ccntribuir sustan-
cialmente a la absorbancia final y en este caso es necesa—-
rio usar un testigo de suero., La zbsorbancia del testigo de
suero ha de restarse de la absorbarcia de la muestra antes
de obtener las unidaces a partir de la curva de calibrado,-
pues esta curva no sigue la ley de Beer.

Es conveniente empezar la determinacidén de GOT 30 min
antes que la de GPT para sincronizar el subsiguiente desa—-
rrollo de color. (3).

5:5 Valores de Referencia.

Los valores normales establecidos por el método des———
crito son de 8 & 40 unidades para GOT en suero y de 5 a 35
unidades para GPT en suero. (3).

£: Determinacidn de Colesterol Total en suero.
(Métoco de Abell y colaboradores)

El colesterol es un derivado alcohdlico del esteranc,
que es un hidrocarburo saturado al.ciclico constituido por

cuatro anillos fusionados (3).

.,
~
o
[EY

wn
i



I~ posicidn del OF es heta 2ovque 2sts por encima del
plano; est: carscteristicra 1o hoce insoluile en digitonina.
Rl colesterol puro se oxids lentauenle incluso a lo tempers
tura del refrizeracer, a causa ¢ la presencia ¢el dokle en
lace. (3) Fig. 8.

Aungue el colesterol es unz molacula compleja puede -
sintetizarse en el higzdo 2 partir ée racicalec rimples co-
mo el acetato v secetil Co-A. Se estima la produccidn an 1.5
gramog Giarioe en el hiraéo v 0.52 en tejidos extrahepsdti-—
cos, desde luego que 12z cantidad producida se encuentra en
relacidn con la diets. (3).

El colestercl en cirenlscidn rnuede ser eliminado en --
forma ce Acicos biliares o de sus sales. Log dcidos bilia-—
res simples pueden experimentsr mds modificacidn por conden
sacidén con glicina o con taurina parz former dcidos bilia-—-
res conjurados. Los dcidoe biliares ademds ée formarse de -
colesterol pueden formar complejos moleculares con é1 y fa-
cilitan de éste modo su =limisacidn. Si =e cescompone en la
vesicula biliar el complejo molecular ~ntre dcidos biliares
y colestrrol; éste puede dcpositarse sobre alpunos ndcleos
microscédpicos y formar cdleculos biliares, esto sucede en —-
procesos infecciosoc (12,13).

En el lumen intesiinal, las sales biliares sirven para
emulsificar las grasas ingeridas vy de estie modo facilitan -
n digestidn. (12).

=

Se han rropuesto un sin nimero ce métodos rera cuanti-
b

ficar colesterol y ésteres cel colestercl, sin embarro casi

todos tienen el misro fundamerteo nue se bass en 1z cApaCci-~
dnd el colesterol de resrciontr con fustancias fuertemente
- . -

2010as, e fopAran el colssterol uns molsécula de AUl ¥ -

luego oxicun el inter=mcic ron “crmecidn ce 3, rolastadie-
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no, que posteriormente es atacado para formar el dimero —-—
bis-colesta-3-5-cdieno y se conviert~ finalmente por «l dci-
do sulfiirico en exceso en un dcido monosulfénico o disulfé-
nico que es una mélécula de color intenso (3,14).

6:1 Fundamento Quimico (14).

Los esteres del colesterol presentes en suero o plasma
son saponificaaos con KOH alcohélica. La saponificacidn des
truye cromdgenos no especificos y proteinas que pudieran in
terferir en la interpretacidn del color del producto final.
El colesterol libre se extrae cor eter de petréleo, y una a
1icuota del extracto se hace reaccionar con el reactivo de
Liebermann Burchard ligeramente mo¢ificado, para dar mayor

estabilidad al color formado. Fig. 9
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a)

b)

c)
a)

e)

f)

h)

i)

3)

Regrtivos,.
Etanol absoluto.
Puede usarse tal como se recihe el producto c¢e las ca-
sas comerciales.
Hexano.
Puede usarse tal como se recibe.
Acido acético, F.A.
Acido sulfiirico, T.A.
Guardese herméticarerte tapudo.
Hicrédxico potdsico, E.A.
Se prepara una goluecidn al 33 por 100, por disolucidn
de 10 £ del sélido en forma de lentejes, on 20 ml de -
agua.
Anhicrico acético, .4,
Solucidn alcohdlica de KOH. Se prepara inmediatamente
antes de usarla, por adicidn de 6 ml de 1lz solucidn de
KOH al 33 por 100 a 94 ml de etanol absoluto.
Patrdn de colesterol.
Se disuelven 200 mg de colesterol purificado en un po-
co de etanol absoluto tibio; se diluye ésta solucidn -
con etanol, exactamente a 100 ml.
Reactivo ce Liebermann-Burcherd modificado.
Se enfrian a 5°C 30 volimenes de anhidrido acético en
una probeta con tapdn de vidrio; a esta cantidad se a-
grega un volumen de dcido sulfurico concentrado, enfri
ando lentamente y mezclando. Cuando la temperatura --
vuelve a bajar a 5°¢C se asregan 3 voliumenee de dcido &
cético clacial. A la mezcla final se agrega sulfato sé
dico anhiéro en cantidad suficirnte para tener una con
centracidn ¢e 2 por 100 (p/v). Este reactivo es esta—-

ble a tecperatura anbiente curante 2 se-anas por lo —-
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menos. (3).
633 Procedimiento.

a) Para cade muestra de suero o de plasma que va a anali-
zarse se necesitard un tubo de centrifuga de 40 ml con
tapon de vidrio. Se necesitaréd un tubo para testigo de
reactivos y dos mds para controles, uno de los cuales
serd incluido al comienzo de cada serie de andlisis y
el otro a1 final ce la misma. En el orden que se indi-
ca, se agregan los vollimenes prescritos de los reacti-
vos siguientes:

T del reactivo Estdndar Problema

solucidn del patrdn - 1.0 -
suero - o 0.5
KOH alcohdlico 0.5 0.5 ==
Etanol 5.0 4.0 -

b) Se tapan los tubos, se agita bien y se incuban todos -
los tubos en bafio de agua a 37—4000 durante 55 min.
Se enfrian los tubos a temperatura ambiente.

¢) A cada tubo se agregan 10 ml de hexano, se tapan y se
agitan los tubos enérgicamente durante un minuto com—-
pleto por lo menos y se agregan 5 ml de agva a cada —-
uno. Se centrifugan los tubos dursnte 5 minutos a ——-
2 000 rpm aproximadamente, o hasta que se rompen las -
emulsiones y se sepsararn claramente las dos capas 1{qq§
das.

d) De cada capa de hexano (fase suprrior) se transfiere -
una porcidn slicuota de 4 ml a cada uno ée un nimero i
fFual de tulios de ensayo limpios y secos. Se evapora el
disolvenlie en corriente suvave de aire o de nitrdreno.

e) Se colocan to¢os 1os tubos en un bafio de aguz a 25°C —

durante 5 mirutos,.

f) Se introcducen 6.0 ml ¢el reactivo ce liebermann-Bur-—



chard moéificaco er o1 tubo testi;o del reactivo; se -

mezels bien y se usa este tubo par: ¢justar el fotdme~
tro 2 cero.

g) A intervalos de un minuto, se zgregan f.0 ml del reac-
tivo a cada uno de los tubos restantes, mezclando bien
el contenido en caca uno después de la adicidn del =-
reactivo.

h) Se dejan luego en reposo tocos los tubos en el balio ce
agua a 2500 ¢urante 30 minutos exactamentie y después -
se lee la absorbancia d¢e cada solucion a €20 nm.

€:4 Cdlculos (3).

mg de colesterol/dl de suero = Adesc. X2 x 109

Apad:rén 0.5
6:5 Valores de referencisa.

Advlto: 130-250 mg/100ml, lactantes 45-170 mg/100 ml en
el nacimiento el valor es menor a los 10 mg/100 ml. Estos -
valores varian con la déieta, 1z edad, el sexo, la época del
afio, la tensién nerviosa, el ejercicio, el perfodo de ovula
¢ién en 1z mujer, etc.

6:6 Comentarios acerca del métcéo (3,14).

Este método es una ligera mocdificacidn de la versidn o
riginal. Esta modificacidn se hizo con el fin de reducir el
minimo las fuenties de error intrinsecas provocadas por el -
reactivo cromogénico. Como 1z reaccidn no siempre sifue 1la
ley de Beer, se recomienda usar patrones cuyos valores Se -
extiendan por todo el intervalo de concentraciones espera——
das.

En cuanto a la diferencia entre el métoco automatizado
y el munual se puede decir que no es significativa.

Un2 lipemia moderaca no afects el métoco menusl, pero
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s{ el automatizado.

La precisién en amios métodos es de + 5% para concen--

traciones ce suero en colesterol entre 100 y 400 mg/100 ml.

7: Determinacidn de Colesterol libre y Colesterol total en

suero. (método de Zak, TIickenman White, Burnett y

Cherney).

T7:1 Reactivos.

a)

b)

c)

a)

e)

Solucidn de digitonina. Se disuelve 1.0 g de cigitoni-
na en 50 ml de etanol. Se diluye la solucidn exactamen
te a 100 ml con agua.

Solucién patrén de colesterol.

Se disuelven 100 mg de colesterol purificado en vn po-
co de Acido acético glacial. Se diluye exactamente a
100 ml en un frasco volurétrico, con dcido acético --
glacial.

Solucidn de hierro de depdsito.

Se disuelven 2.5 g de FeCl '6H?0, R.A. en 25 ml de dci

do acético glacial. Se guaida en el congelador de un -
refrigerador hasta que se necesita. No se forma preci-
pitado en la solucidn corgelada, que por ello Se man--—
tiene bien.

Reactivo de color.

Con pipeta se introduce 1.0 ml de la solucidn de hie—-
rro ce depésito, en un matraz volumétrico de 100 ml Yy
se diluye hasta la marca con dcido sulfurico concentra
do R.A, haciendo girar ¢l contenido ¢el matraz. Toda -

. #
solucion en que se forme precipidado habrd de desechar
se.

El disolvente de extraccidn.

Se mezclan volimenes iguales de etanol ée 95 por 100
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e)

ml ¥y se diluye hasta 1l: mares con feido culfurico cor-
centraco R.h. heciende rirar el contenicdo del matraz.—-
Toda solucidn er que sc forme precipitado hebré de ce-
secharse.

El disolvente de extracciodn.

se mezclan volimenes igucles ce etanol de 95 por 100 y
acetona R.A. y se taps herméticamente prra evitar cam-

bios de concentracidn por evapcracidén. (3).

T7:2 Procedimiento.

a)

b)

c)

Se prepara una serie ¢e estandar ce trabajo, para lo -
cual se introducen con pineta 0.1, 012 y 0.4 ml de la
solucidn patrdén de colesterol en tubos e enszyc corres
pondientes, de 30 ml. Ce diluye el contenido de cada -
tubo 2 3.0 ml con dcico acético glacial y se dejan a -
un lado hasta que las musctras desconocidas estdn lis-
tas prrz le adicidn del reactivo de color.

Se prepara un testigo por iniroduccidén de 3.0 ml de é-
cido ascético gleecial en un tubo de ensayo de 30 ml que
se dejs con los patrdnes.

En cade uno de tantos matraces volumétricos de 25 ml -
como sueros vayan a anzlizarse, introducir unos 10 ml
del disolvente de extraccidn. con pipeta, gota & gota,
se agrega 1.0 ml de svero # cada matraz, haciendo gi--
rar enérgicamente el contenido; se cslienta hasta el -
punto de ebullicidn en bafio de agua caliente. Constan-
temente se agitan los matraces para evitar sobreebulli
cidén explosiva, Se enfrian los matraces Yy se ¢éiluye el
conteni¢o exrctruenie hastz 1o morca con mids disolvenw
te de extraccidn.

La proteina precipitaca ha de estar finamente dividi-
da pari. pofer filtrar fi"ilmﬁn*n.p1

c ente el contenido de cada
£



e)

f)

g)

h)

i)

)

k)

matraz, que Se recoge en tubos de ensayo limpios y &e-
cos de 30 ml. Se usa papel filtro Whatman num 41-H y -
cubren los embudos con vidrios de reloj para reducir =
la evaporaciédn.

Medéir alicuotas de 2.5 ml de cads filtrado claro en --
los tubos de centrifuga respectivos, de 15 ml y punta
c¢énica (para colesterol libre), y en tibos de ensayo -
de 30 ml (para colesterol total).

Se evaporan los contenidos de los tubos ¢e ensayo (30
ml) a sequedad y se agregan 3.0 ml de dcido acético -
glacial a cada tubo para disolver el residuo de 1ipi--
dos.

Se evaporan los contenidos de los tubos de centrifura
(15 ml1) hasta 0.5 a 1.0 ml. Se puede facilitar la eva-
poracién por lenta corriente de aire o de nitrdgeno.
Al contenido de cada tubo de centrifuga se agrega 1.0
ml de solucidn de digitonina, se mezcla bien y se ceja
en reposo durante 30 min por lo menos.

Se centrifugan los tubos & unas 3 500 rpm durante 10 -
min, se decanta el sobrenadante, que se desecha y se
dejan escurrir los tubos invertidos sobre papel de se-
da limpio durante varios minutos.

Se expelen 4.0 ml de acetona sobre cada precipitado re
cogido, se dispersa el precipitado con un mezclador vi
bratorio parz lavar btier el precipitado disperso en la
acetona.

Se centrifuga el precipitado lavado durante 10 min & -
3 500 rpm, se cecarta el sobrenazdante y se vuelve a de
jar que cada uno de loc tubos invertidos escurran so--
bre un papel de seda limpio durante unos cuantos minu-
tos.,
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1) Con pipeta, se introducen en cada tubo 3.0 ml de dcido
acético glacial y se calienta breve tiempo para facili
tar la disolucidén del precipitado.

m) A cada uno de los tubos se agregan 2.0 ml del reactivo
de color, se mezcla bien y se dejan en reposo los tu—
bos durante 20 min antes de la fotometria.

n) Se ajusta el punto cero del fotdmetro con el testigo y
se lee la absorbancia del patrdn y de los tubos desco-
nocidos a 560 nm. (3).

7:3 Cdlculos.
mg de colesterol libre (o total)/dl de suero = f_c}ﬁs_g_ X 25 x 100 X 4

Apatrén 25
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1: Bilirrubina en suero.

Ia determinzcidn de la bilirrubina en suero permite —-
diferenciar la ictericia hepdtica de la herolitica; en ic-—
tericia obstructiva asociacz con carcinona del pancreas, ==
cuando la obstruccidn es completa, la bilirrubina en suero
=zlecanza valores altos; y los valores entre 20 y 30 mg por -
100 ml, se encueniran en infeccidn aguda o hepatitis téxica
(10,12).

En anemia perniciosa el nivel raramente excede de 3 mg
por ciento, en anemiz hemolitica crénica el incremento sue-
le ser peauefio ¥y sdlo ocasionalmente llesa & ser de 10 mg -
por 100 ml. Sin embargo en anemia hemolitica zguda se obtie
nen generalmente valores mas altos (3).

Ia estimacidn cusntitativa de bilirrubina es util para
determinar: &) Una ictericia subeclinica, cuzndo ge presen—-
tan pequefics incrementos o sea de 1.0 y 3.0 mg por 100 ml -
Ge suero. b) Ictericia clinica, muestrz el desarrollo y cur
80 de la ictericia, aporta datos confiables acerca del gra-
do de ictericia proporciornando informacidn de cualquier au-
mento o disminucidén aue no podriaz obtenerse de la observa—-
cidn directa (1€).

En la ictericie obstructiva, particularmentie en la pro
ducica por la obstruccidén causeda por un desarrollo maligno
loc valores de bilirrubina son usvalmente altos (16). La de
terminacidr de bilirrubina en suero es particularsente Gtil
en ictericia reciente.

Valores elevados se presentan en nifios de madres que -
han desarrollado anticuerpos anti Rh. En estos casos la bi-
lirrubina se deposita en el cerebro, dande una marcaiés pig-

mentacidén, esto se conoce con el nombre de Kernicterus Y -

causa un severc éufo, que en muchos casos rz fatel, Lqui la
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determinacién de bilirrubina proporciona los datos necesa--
rios para decidir si se hace un cambio de sangre.

Un aumento en la fraccidn indirecta que representa bi-
lirrubina no conjugada, se observa en ictericia hemolitica
y en ictericia neonatal. En el recien nacido la ictericia -
puedé ser causada por AB0 o por otras incompatibilidades de
grupo sanguineo como antes se mencioné.

En hepatitis, tanto 1s bilirrubina conjugada como la -
no conjucada estan aumentados en el suero. (3).

2: Transaminasas.

La determinacidn de la actividad de las transaminasas
en suero es de sran ayuda en la clinica los datos obtenidos
en el laboratorio, puecen diferenciar le ictericia hepdtica
producida por dafio celular, de le posnepatica. (12).

Cuando se encuenira un valor erriba de 300 unidades -
por ml se sospecha de iciericia prehepdtica. Tn ictericia -
hepatocanalicular 10s niveles de GOT son parecidos a log en
contrados en ictericia post-hedtica, se observan valores e-
levados en hepatitis viral aguda (3,12).

La determinecidn de GOT es muy usads para reconocer -
entre nepatitis viral o téxica y es por lo tanto de gran im
portancia en el est.dio de pzcientes expuestos & crogas he-
patotdxicas (12).

El 60 a 70 ¥ de pacientes cirréticos tienen altos nive
les de GOT. Aproximadanenie la mitad de los pacientes con -
carcinoma metdstico tienen 1z GOT elevada ern cSuero. Se en——
cuentran niveles moderadamente elcvados en pacientes con —-
linfome y leucoemia. Un 30¢ de pucientes con mononucleosis
infecciosa mocerade ruestrs zlieraciones en ls GOT.

En hepatitis y otras formas ée enfernedad hepdtica es—

- - '] -~ .
saran elevados los niveles §e lus cof transaminosas en el -
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suero, aun antes de aparecer 1os$ sintomas clinicos.

En 12 meyoria de los casoz el nivel de CPT es mas alto
que el de COT y la razdén GPT/GOT (menor que la unidad nor--
malmente y en casos de infarto de miocarcio) se hace mayor
que 1.Q en especial en las vltimas etapas de le enfermedad.
En ictericia obstructiva el valor de GPT es mas elevado que
el de GOT.

3

e

Colesterol.

Siendo el higmdo el drgano clave en la sintesis y eli-
minacidn del colesterol, cualquier tipo de enfermedad hepa-
ca o del tracto biliar habrd de afectar 1z concentracion en
plasma de las formas libre y de éster del colesterol.

En ictericia obstruétiva hay un aumento cesproporciona
do pues el colesterol libre y dcidos bilisres son elimina—-
dos normalmente por la bilis (12).

En daflo del parénquima, la concentracidn de ésteres ——
disminuird, ya que su sintesis se verifica en el; en obs——-
truccidn aguda, el nivel en suero va de 300 s 400 mz/100 ml
mientras que en la obstruccién biliar crdénica da niveles al
rededor de 300/100 ml. La obstruccidén intrahepdtice tiende
a producir aumento de colesterol libre y un aumento 7lobal
en el nivel total puede verse en hepatitis cdursnie el estu-
dio temprano. En cirrdsis el nivel estd por debajo del nor-
mal porque esta ocurriendo una disminucidén de la sintesis,
(3,12,13,15).

La determinacidn de colesterol es ampliamente usada en
el diagnéstico ¢e enfermedad hepdtice, cin embargso laz deter

minacidn de la frazccidn éster no es tzr firecuente.



CONCLUSICNES



En el presente estudio se describieron dos métodos pe-
ra cada determinacidén con el fin de compararlos y de este -
modo poder elegir el mds conveniente y aplicarlo segin el -
caso de que se trate.

La determinacidn de bilirrubina en suero por el método
de Malloy y Evelyn es la mds prdctica y de hecho la mds usza
da en la mayoria de los laboratorios, puesto gue no requies«
re de un equipo especializado y caro como es el caso del mé
todo automatizado sin embargo con éste Qltimo se pueden tra
bajar series de muestras muy pequefias y en corto tiempo.

En la determinacidn de transaminasas se considera que
el método mds adecuado es el espectrofotométrico porgque se
obtienen datos mds confiables. En cambio el método colori-
_métrico es menos exacto, mds tardado y no sigue la ley de -
Beer.,

Para la determinacidn de colesterol en suero todos los
métodos tienen el mismo fundamento, como yz se menciond, —-
por esta razén aqui solamente se hace referencia & uno de -
ellos. La determinacion del colesterol esterificado es muy
larga y frecuentemente sSe obtienen valores por esto se ha
considerado como el método mds conveniente hasta la fecha
el propuesto por Abell y Cols.
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RESUMEN



Para realizar el diagndstico de enfermedad hepdtica es
necesario conocer antes que nada la anatomia y funcionamien
to del higado, para as{ comprender en que casos fisiopatold
gicos conviene utilizar determinada prueba.

Existe una serie de pruebas "preliminares" que son de
gran utilidad porque aunque no se pueden llamar estrictamen
te de funcionamiento hepdtico, proporcionan los datos nece-
sarios para determinar si se requiere realizar otro tipo de
pruebas mds elaboradas o nd, evitando asi molestias al pa--
ciente.

Este tipo de pruebas son de gran utilidad tanto en el
inicio del padecimiento como en sus etapas subsecuentes --
ademds ayudan a la diferenciacidn del distinto tipo de en-
fermedades.

Es conveniente por tanto tener una idea clara de los
datos que puede proporcionar cada una de estas pruebas y -
elegir la mds adecuada de acuerdo a las necesidades d&1 ra
ciente.

Dentro de las pruebas mds frecuentemente empleadas se
encuentran: la determinacidn de bilirrubina en suero, que -
es muy Util en el diagndstico de ictericia; La actividad de
las transaminasas GOT y GPT que aportan datos en relacidn
al estado hepético; La determinacidn de colesterol libre y
total en el suero esta también I{ntimamente relacionada con
la actividad hepatica.
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