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" MANUAL Dis QUIMICA CLINICA PARA EL LABORATOHIO
DE A. B. C. I

PREFACIO

El principal enfoque que se le d4 a este trabajo, es

la elaboracién d¢ un manual, en el que se concentren datos
dtiles para el estudiante de Anélisis Bioquimicos (lfnicos I
en el cual, encontrard, una introduccidén al laboratorio cli-
nico, su trabajo, la importancia general del puesto que ten-
drd como futuro profesional y la responsebilidad ante é1.
El laboratorio clfnice requiere de una buena administracién
que implica la correcta coordinacidn de elementos humanos y
materiales con el propésito de lograr un buen funcionamiento
para que el trabajo sea preciso, rédpido y econdmico.

En la estructura de un laboratorio, abundan los ele-
mentos y formas que lo hacen complejo. As{, podemos encon-
trar laboratorios particulares ( grandes o pequefios ), y la-
boratorios de tipo oficial.

Un laboratorio clinico es el sitio donde se procesan las
muestras biolégicas ( sangre, orina, heces fecales, etc. )
que se envian para un estudio clinico especifico.

Por ello, deberd tener 4reas bien definidas como Microbiolo-
gla, Quimica Clf{nica Y Morfofisiologfa.

En éste trabajo de tesis se hizo una seleccién de
técnicas de rutina ( o mas comunmente utilizadas ), tratan-
do de usar reactivos mag econdmicos y siguiendo procedimien-
tos no muy complicados, aparte de tomar como base al Manual
de procedimientos clfnicos del I.M.S.S. editade por el Dr,
Castelazo, 1974. Esto fué porque por lo general los egreasa-
dos de 1la carrera de Q.F.B., pretenden ir a trabajar a los la-
boratorios de las clfnicas del I.M.S.S. y porque la mayoria
de las técnicas de rutine en los laboratorios clinicos parti-
culares son tomadas del Manual del I.M.S5.5. o son la base de



los procedimientos que ellos utilizan.

sn este trabajo se reunirdn intformaciones diddcticas
Yy experimentales para un mejor aprendizaje teorico-prictico en
la meteria de Andlisis Bioguimices Ulf{nicos I, pueste gque va a
ser la base fundamental de su trabajo futuro. Se tratard de
informar las diversas técnicas, material necesario, preparacidn
de los reactivos, métodos de trabajo y la teoria bdsica de téc~
nicas y aparatos con los que deberd de irse familiarizando.

Dedico en especial éste trabajo de tesis a mis
colepgas, los clinicos en ejercicio, con el dex-
seo de facilitarles sd trabajo.

- Vicky B. Solis, 198%,



OBJETIVO
Uno de los principales problemas que se han presentado

en la actualidad para el estudiante de Quimica Clinica, es -
el alto costo de libros y la gran cantidad de material publi
cado en revistas tanto semiespecializadas como especializa--
das; por lo gue es dificil poder llegar a la totalidad de in
formacién en el lapso en que éste se encuentre como estudian
te; por lo tanto en éste trabaﬁo se trata de dar la infor-~
macibn hdsica para que el alumno pheda efectuar sus pric-
ticas de laboratorio, teniendo al alcance una gufa de proce-
dimientos y una buena relacién bibliogrifica de libros de -
consulta, revistas gspecializadaé y datos importantes de las
téenicas mis utilizadas en el laboratorio de A.B.C. f. asi -
como el material gue le sea necesario cuandé pretenda desa--
rrollar su trabajo,
INTRODUCCION

Este trabajo se puede considerar como un instrumento de
utilidad clinica inmediata, al servicio del médico, del espe
cialista, del quimico, del téenico y del estudiante. Existen
muchos y buenos libros de técnicas de laboratorio para ana-~
listas pero carecen del "vademécum" qué oriente al clinico en el

mgmento de solicitar un exémen complementario y para la lec-



turs e interpretacidn de los resultados. Tomando en cuenta que

con solo los hallazgos de laboratorio no se edifica nin--
gGn diagnéstico, ya que se debe analizar en general la
sintomatologia o cuadro clinico del paciente. - Ade
mas, seglin la técnica utilizada, los resultados a veces -
difieren de forma notable. Y por éste y otros motivos di-
ficilmente son comparables las cifras registradas en el -
curso de la enfermedad en distintos laboratorios,

5e debe tomar en cuenta las rausas de error que pro-
vienen de una precipitada idea o interpretacién de los ha
llazgos por parte del clinico.

En primer lugar, porque el médico cree a menudo gque
los valores normales son cifras exactas, catégéricamente
hablando, siendo asi que aquellas, aunque se refieran a -
constantes, varlan dentro de limites a veces bastante am-
plios. Y por otra parte, el clinico debe hacer una rela -
cibn comparativa de todas las posibles causas capaces de
originar aquel transtorno bioguimico, serolbgico o cito-
16gico. ( Fettra, 1971 ).

Por ésta razbn, el médico debe solicitar en cada -
caso, aquellos andlisis mis apropiados para confirmar o
rectificar su sospecha diagnéstica. El Gnico medio para
establecer un diggnbstico correcto es practicar una ex--

ploracién del enfermo coﬁ un métods perfecto. S6lo asi -



se puede cubrir adecuadamente las cuatro etapas fundamen-
tales del diagnéstico. Estas son:

ETAPA FUNCIGNAL: indagando, ante todo el transtorno fun--
elonal;

ETAPA ANATOMICA: localizando el 6rgano enfermo;
ETAPA PATOGNOMONICA: precisando el mecanismo productor
del transtorno; y

ETAPA ETIOLOGICA: al descubrir la causa especifica de la
enfermedad.

Para ello. se emplean métodos de exploracién com> el
interrogatorio, la exploracifn objetiva del enfermo y las
exploraciones complementarias. A los primeros se les con-
sidera como fases del método clinico, y las segundas como
métodos de an8lisis fisicoquimicos, aplicados unos direc~
tamente al enfermo, y otros a los humores o secreciones,

A éstos Gltimos se les acostumbra calificar como mé-
todos de laboratorio.

Este examen elemental forma parte de la exploracién
de base, que se debe practicar a todo enfermo. Como to--
dos los sintomas o signos de exploracién, los datos de
laboratorio tienen su jerarquia y es preciso situarles
en el plano cue les corresponde-al hacer ' el razonamiento
diagndstico. Para ello, el médico necesita tener "senti-

do clinico", cosa gue solo se puede adquirir con la expe



riencia propia.

Por eso se suele decir. gque el diagnéstico es una sin
tesis plena de sentido; esta sintesis, ser& tanto més per-
fecta entré: mis datos se hayan analizado para llevarla a
cabo,

Entre éstos datos, los del laboratorio juegan un pa--
pel ilmportante y es necesarig una adecuada ordenacidn
de los mismos para su buena . aplicacién.

Se pretende gue éste trabajo de tesis pueda ser de

ayuda tedrico- prictica para realizar las diversas téc-
nicas rutinarias que se e¢fectan en un laboratorio clinics,
as{ como para va}orar realmente la importancia del trabajo

profesional de un Q.F.B.



EXAMEN GENERARARL DE ORINMA,



UXAMEN GENSIAL DE ORINA

Desde 1827 cuando Hichard Bright, del Guy's Hospital, intro~
dujo el andlisis de orina como parte del examen médico ruti-
nario del paciente, el andlisis de orina ha alcanzado un gran
desarrollo. :

¥n nuestra época, Thomas Addis desarrolld los métodos cuanti-
tativos para el estudio microscépico del sedimento urinario,
que a su juicio era necesario para una valoracién correcta de
las enfermedades renales., ( Kark-Lawrence, 1979 ).

La orina es un filtrado de plasma sanguineo que practicamente
no contiene protefnas y es proddcida por los nefrones en el
rinén. ( Gross,1973)

Las funciones del rifin consisten en:

1) Eliminar el exceso de agua del organismo

2) Eliminar los productos de desecho del metabolismo ( urea,
y creatinina ).

3) Eliminar sustencias extrafias y ciertos medicamentos.

4) Retener sustancias necesarias para la fisiologfa normal
( proteinas, aminodcidos y glucosa ).

5) Regular el equilibrio electrol{tico y presién osmética
de los 1fquidos orgénicos.

La nefrona es 1la unidad fuyncional del rifidn, siendo sus par=-
tes principales el glomérulo renal o de Malpighio y el tiibu-
lo; cuda ri:ién contiene mds de un millén de nefronas,

El glomérulo renal es un aglomerado de capilares sanguineos
invaginados en el extremo ciego ensanchado del tdbulo renal.
salvo a nivel de entrada y salida de vasos sanguineos, el
glomérulo estd cubierto por una doble capa, éstas capas for-
man la cépsula de Bowman.

El tdbulo renal vari{a en tamafio, va de 30 a 40 mm; y esta
formado por un tdbulo contorneado proximal, asa de Henle y
un tdbulo contorneado distal. £l rifién se irriga por la arde
teria renal que viene de la aorta. ( Harper, 1982 ).
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El ritidn ‘el el hombre estd situado en la regidn lumbar y de-
trds del peritoneo; su funcidn principal consiste en regular
la. composicidn y el volumen de los lfquidos orgénicos. Cada
minuto se filtran por los glomérulos 120 end de 1{fquide plas-
mético; por ello supone un volumen diario de aproximadamente
170 1t, de los cuales solo 1.5 1t se expulsan en forma de
orina; el resto, una vez depurado, es reabsorbido'y reintegra~
do a los compartimientos orgédnicos ( Leeson, 1978 ).

El rifién mide 12 cm de longitud y pesa 140 g; se halla rodea-
do por tejido graso y envuelto por una cédpsula celulofibrosa.
En el adulto normal, 1 1t de sangre es filtrado cada minuto
por la accién de los dos millones de nefronas de los dos rifio-
nes; y se forman 120 ml/ min. de filtrado glomerular en la
cdpsula de Bowman, por lo tanto la tasa de filtracién glomeru-
lar en los adultos es alrededor de 120 ml/ min. Desde el vis-
ta quimico, el filtrado glomerular es, en esencia, un liqhido
extracelular exento de protefnas, La composicidn de la orina
es diferente de la del filtrado glomerular.

Los glomérulos actdan solamente como filtros y por lo tanto
1la composicién del filtrado glomerular queda determinada uni=-
camente por la permeabilidad de la membrana capilar a los
constituyentes de la sangre. (omo resultado de &sto, el fil-
trado glomerular contiene muchas sustancias necesarias para
el metabolismo normal tales como agua, glucosd, aminodcidos
¥y cloruros, as{ como sustancias que van a ser excretadas y
eliminadas como la urea, la creatinina y el &cido drico. Més
aln, en diversas condiciones la cantidad de sustancias esen-
ciales serdn retenidas de acuerdo con la necesidad de mante-
ner la constancia del medio interno.

Esta funcidn altamente selectiva del rifién corre a cargo de
log tdbulos, Estos modifican el filtrado glomerular por me-—
dio de resorcién y de mecrecién, y producen de este modo la
orina. ( Salvat, 1971; Harper,1978; Ganong,1980; Stanley,1976
Leeson, 1978; Loeb, 1977 ).
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RECOLFICCION DE MUESTRAS DE ORINA

Los métodos de recoleccidn de muestras de orina varian

segun la prueba especifica que se quiera realizar.

1) ANALISIS QUIMICO Y MICROSCOPICO DE LA ORINA.- Gene-
ralmente para el exédmen rutinario de la orina, no hay nece-
sidad de elaborados procedimientos de limpieza. Sin embargo,
estas precauciones deben de observarse cuando la orina Pu-
diera contaminarse conalguna descarga vaginal o hemorrégica.
A veces puede ser necesario taponar la vagina, pero general ]
mente es preferible obtener muestras libremente emitidas, -
segln las indicaciones que se mencionan mis adelante.

2)‘ EXAMEN BACTERIOLOGIQO.~- . ' U

Las muestras libremente emitidas son adecuadas para el
examen de orina y el cultivo, si se prepara en forma adecua
da.

En individuos masculinos esto es £4cil, el glande debe
ser limpiado con una solucién antiséptica suave. La muestra
debe regogerse en un recipiente estéril después de que se
ha dejado escapar el flujo inicial.

En mujéres debe usarse la siguiente técnica: si el mea
to urinario o uretral puede ser expuesto ampliamente, y el
chorro de la nrina es directo emitiéndose con, fuerza:

a) Pedir a la paciente que se ponga en cuclillas, sobre ung
bacinica (meatorioc & pato), con 1as»piernas en posicibén geno
pectoral,

b} Con quantes estériles, sepa}ar los labios menores para -



exponer el orificio uretral,

¢\ Con algoddn estéril empapado en ‘jabonadura limpiar ca-

da lado del meato; enjuagar con aygua.

d) Pedir a la paciente que orine con fuerza, dejando que-

la porcidén inicial del chorro caiga en la bacinica, mien- 1

tras se siguen teniendo los labios separados.

e) Recoger la muestra de la segunda parte de la emisidn u-

rinaria en un recipiente estéril, sin tocar ninguna parte

8el periné con la bhoca del recipiente.

f} Se deben recoger de 30 a 100 ml de orina, dejar gg separar

los labios y permitir gue la paciente termine de orinar,

NOTA: La cateterizacibn se considera como método innecesa-

rio y peligroso, debido a la posibilided de causar infecoidn
igi aparato éenitourinario y pielonefritis; adembs de 8en

traumdtico pars el paciente. { Lynch, 147z ).

Menciondbamos al principio gue dependiendo de la prue
ba a efectuar iba a ser la forms determinada de tomar y --
conservar La muestra asi como también el procedimiento a -
seguir,

TIPOS DE TOMA DE MUESTRA PARA EL URIANALISIS, -

al La primera orina de la mafiana. - Generalmente para prac
tiecar un examen general de orina, se le pide al paciente -
gue recoja en un recipiente perfectamente limpio, la prime

ra orina del dia.

(Esto es debido a que la orina es mis concentrada)
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b)Y EL exémen de orina de 24 horas.-

Bsta muestra adecuadamente conservada, proporciona una me
dida cuantitativa mds exacta de la excreci6n de algunas sub
tancias como: :
glucosa, concentracibn de hormona gonadotrofina corionica,
proteinaé}sin embargo también se les puede determinar en
muéstras ocasionales de orina.

c) Existen tanbién nmuestras de 6 0 12 horas utilizadas pa-
ra la determinacién de alguna substancia que interviene en
el metabolismo como depuracibén de creatinina. En estos ca~
sos se le informar& al paciente el procedimiento gue debe-
ré sequir para tomar la muestra.

RECOMENDACIONES:

A) El Ex&men General de Orina deber§ efectuarse lo més r&-
pido posible, ya gue puede ocurrir una contaminacién. (No
m&s de 30 minutos.

B) El cultivo bacteriolégico de la orina debe hacerse in-
mediatamente, cuando ésto no es posible, la orina deber4
mantenerse refrigerada. (No mé&s de 2 horas).

NOTA: El crecimiento de 105 colonias/ml de orina se consi-
dera - 1infeccidn del aparato urinario. Bajo estas condicip
nes estandars el crecimiento de no més de 103 colonias/ml
de orina, generalmente indica contaminacién,

También es posible que haya una infecci6én de importan

cia cuando puedan observarse bacterias en frotis tefiidos



con Gram de sedimento de orina fresca libremente emitida.
La combipacidn de piuria y bacteriuria considerable
sugiere claramente el diagnéstico de infeccién del aparato
urinario.

TECNICA PARA EL EXAMEN GENERAL DE ORINA, ~

A. FUNDAMENTO-

La orina es un 1liguido emitido por el conducto ure--
tral, éste es excretado por el rifiébn en una cantidad entre
1000 y 1500 ml en el caso de los‘adultos; dependiendo del
clima pues influye en el volumen total éor dia; pues cuan-
do hace frio el adulto orina més veces que cuando hace ca-
lor. Algunos padecimientos renales, de las vias urinarias,
y extrarrenales modifican la orina en sus caracteristicas
fisicas, quimicas o en la morfologia de las células encon-
tradas en el sedimento urinario.

B. MATERIALES Y EQUIPO-
1) Aparatos
Centrifuga
Densitémetro o Refractdmetro de Coulberg
Microscopio Electrico con objetivos 10, 40,
y 100 X
Espectrofotdmetro
Tina de agua para hervir (Baflo Maria),
?)- Cristaleria
Vasos de precipitados
Tubos de ensaye
Pipetas de Pasteur
Pipetas graduadas

Matraces volumétricos

3) Reactivos
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a)

b)

c)

d)

e)‘

£)

g)

h)

Reactivo de Robert

Sulfato de Magne. io 76 g
Acido Nitrico 20 ml
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Acido acético al 5%

Acido acético glacial 50 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Mezclar vy aforar

Reactivo de 4cido sulfosalicilico,
Acido sulfosalicilico 30 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar.

Reactivo de Benedict cualitativo,

Sulfato de cobre 17.3 ¢
Citrato de sodio 173 g
Carbonato de sodio 100 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver el citrato y el carbonato por sepa-
rado, disolver sulfato de cobre, mezclar las
dos soluciones y aforar.

Reactivo de Rothera,

Nitroprusiato de sodio 10g
Sulfato de amecnio 200 g
Carbonato de Sodio 200 g

Mezclar en mortero.

Piramidén al 5 por ciento,

Alcohol 96% c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar, '

Solucién de cloruro de bario al 10%
Cloruro de bario 10 g

Agua destilada c.b.p. 100 ml

Disolver y aforar.

Reactivo de Fowchet,

Acido Tricloroacético 25 g
Solucibn del cloruro férrico
al 10% 10 ml
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Disolver, mezclar y aforar.
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i) Reactivo de Ehrlich,
p-dimetilaminobenzaldehido 29
Acido clorhidrico, dilufde ( 1:2 )
a la mitad con agua destilada
e.b.p. 100 ml
Disolver y conservar a 4 grados centigrados
la solucién.

CLASIFICACION DE LAS PRUEBAS EN EL EXAMEN GENERAL Ds ORINA:

1) Examen fisico: Volumen

olor

color

densidad

PH .
cantidad de sedimento
Aspecto

2) Exumen Quimico: Proteinas
glucosa
cuerpos cetbnicos
sangre
bilirrubinas
urobilinégeno
3) Bxamen microscopico: En el sedimento urinario podemos -
observar microscbpicamente: cristales, células, cilindros,
bacterias y cuerpos extrafios como algodén, cabellos, etc.
C. METODO.
1, Material biolégico:
La primera orina de la mafiona en un frasco limpio. Es
conveniente aconsejar a la persona que reduzca la ingestin
de liquidos en la tarde y noche alteriores al dia de la
prueba.
2. Técnica:

a) volumen :
S6lo se mide cuando se junta la orina de 24 horas.
En evste caso se usa una probeta de vidrio graduada
de 1000 ml,
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b)

c)

a)

Densidad

Colocar 20 ml de orina en una probeta de pléstico, -
introduzca el densimetro : im-—-
primiéndole un movimiento répido de rotacién.Procure
que el densimetro no toque las paredes del recipien~
te de orina. Examine en qué lugar del densimetro gue
da el menisco de la orina.

PH
Se humedece un fragmento de papel Phydrion con la -
orina y se compara el color con la escala del equi-

po.

AlbGmina

Fundamento: ]

Los §cidos nitricos, sulfosalicilico y tricloroacé-~
tico precipitan la albGmina en la orina. Los preci-
pitados formados por los &cidos amlicflico  y tri
cloroacético son proporcionales a la cantidad de al
bdmina presente.

Prueba cualitativa

En un tuho de 13 por 100 mm colocar 2 ml de orina y
estratificar 1.0 ml de reactivo de Robert, la apari
cién de un anillo blanco indica la presencia de al-
bGmina.

Prueba cuantitativa

(con §gido sulfgsalicilical

Colocar en un tubo de ensaye 2.5 ml de orina filtra
da. Afladir 7.§ de reactive. Mezclar por inversibn.
Dejar reposar durante 5 minutos.

-Leer a una longitud de onda de 420 mu. o filtro 445,

Ajustar a 100 por ciento de transmitancia con blan-
co de reactivos (sustituyendo la orina por agua des
tilada)

Calibracibn

De’'un Versatol gue contenga 7 g de protefnas en 100
ml tomar 0.5 y diluirlos a 100 ml con agua destila-
da,

TUBO AGUA q&fTILADA ML DE VERSATOL | W/ 100 ml
DILUIDO
1 2.5 0.0 0
2 2.0 0.5 7.0
3 1.5 1.0 14,0
4 1.0 1.5 21.0
5 0.5 2.0 28.0

Proseguir con todos }oa tubos como se indica en la

técnica cualitativa.
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e) Glucosa

£)

Fundamento:

La glucosa reduce el cobre de la solucibén alcalina de Bene-

dict a Oxide cuproso, con formacién de un precipitado de co

lor rojo ladrillo.
Prueba cualitativa

Colocar en un tubo de 13 X 100 mm 1.0 ml de reactivo de Be-
nedict, .

Afladir dos gotas de orina y mezclar.

Colocar el tubo en baflo de agua hirviendo durante dos minu-
tos. Dejar enfriar, la aparicidn de un precipitado rojo la-
drillo indica la presencia de glucosa.

Prueba cuantitativa

En un matriz volumétrico de 100 ml poner 1.0 ml de orina y
aforar con agua destilada.

Colocar 2.0 ml de la orina dilufda en un tubo de FolMn- Wa
En sequida prosica como para determinar la concentracitn
de glucosa en sangre. ( Ver pagina 170

Acetona

Fundamento

El nitroprusiato de sodio en presencxa de acetona forma un
compuesto color violeta.

Prueba cualitativa

Poner 5 gotas de orina en una placa excavada de porcelana.
Agregar aproximadamente 0.5 g de reactivo de Rothera.

Una coloracién violeta indica la presencia de acetona.
Prueba cuantitativa

Hacer las siquientes disoluciones de la orina con agua des-

tilada: 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, l:6.
Practicar la prueba cualitativa con cada una de las disolu-
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g)

h}

ciones anteriores, Multiplique el inverso de la Gltima dji
lucién de la prueba cualitativa positiva por 10. El pro
ducto son los miligramos por ciente que tiene la orina,

Hemoglobina
Fundamento

La hemoglobina y el peréxido de hidrégeno oxidan al pirami-
d6n y producen un color violeta.

Prueba

Colocar aproximadamente 5 ml de orina en un tubo de 13 por
100 mm y agitar.

Afladir unes gotas de dcido acético al 5 por ciento.

Afiadir 1.0 ml de solucibn alcohblica de piramidén al 5 por
ciento y agitar.

Afladir unas gotas de perbxido de hidrbgeno al 13 por ciento
la apariciébn de una coloracién azul indica la presencia de
hemoglobina.

El resultado positivo se informa en cruces, seqgun la inten-
gidad del color, de una a cuatro cruces.

Bilirrubinas
Fundamento

La bilirrubina al ponerse en contacto con el reactivo de --
Eouchet_se oxida formando biliverdina de coloracibn azul --
verde.

Prueba

Colocar 20 ml de orina en un vaso de precipitados de 100 ml
Afiadir 10 ml de solucibn de clorurc de bario al 10 por cien
to.

Mezclar y dejar reposar durante cinco minutos.

Filtrar

Afiadir unas gotas de reactivo de Fouchet al precipitado

Una coloracibn azul verde indica la presencia de bilirrubi-

na.
Si el resultado es positivo se informa en cruces segGn la
intensidad del color de una a cuatro cruces,
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i)

3

Urobilinégeno

Fundamento

Con el reactivo de p-dimetilaminobenzaldehido, el urobiliné
geno d& un compuesto de color rojo, de naturaleza desconoci
da.

-Prueba

Poner de 2 a 5 ml de orina en un tubo de 13 por 100 mm
Afiadir 0.5 ml de reactivo de Ehrlich y mezclar.

Dejar reposar de 3 a 5 minutos,

El urobilinégeno normal en orina da un color ligeramente ro
sado; una cantidad mayor d& un color rojo.

Informar el resultado positivo en cruces, de una a cuatro
cruces, seqgGn la intensidad del color. .

Sedimento

Colocar 5 ml de orina en un tubo de 13 por 100 ml, centrifu
gar a 1 800 r,p.m. durante cinco minutos,

De- cantar la orina, resuspender el sedimento en la gota de
orina residual.

Poner una gota del sedimento en un porta-objeto, cubrirla
con un cubre-objeto,

Examinar con el microscopio el sedimento y con el objetivo
seco fuerte, cuente en nGmero de leucocitos, eritrocitos y
cilindros por campo.

VALORES NORMALES:

A) Volumen BOO a 1500 ml en 24 horas
B) Densidad de 1.003 a 1.030 g/ cm

C) pH de seis a siete

D) AlbaGmina No hay

E) Glucosa No hay

F) Cuerpos cetbnicos No hay

3) Hemoglobina No hay

H) Bilirrubinas No hay

I) Urobilinbgeno De 0 a 4 mg en 24 horas

J} Sedimento:
Leucocitos:Menos de 10 por campo, con objetivo seco fuem
te,

Eritroeitos: De O a 1 por campo,-con objetivo seco fuer-
te.

Cilindros: o1 o 2 por campo, con objetivo seco

fuerte.
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Nota:
La cantidad de cilindros de reportan de la siguiente ma-
neras

0-10 +/por campo observado
10-15 ++/por campo observado
15-20 +++/por campo observado

20 6 mds ++++/ por campo observado
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EXAMEN DEL SEDIMENTO URINARIO

( Widman, 1981 )

Cilindros en orina

Celulas en orina

Cristales en orina

Los cilindros hiali
nos proceden de un
gel de proteina en
el tubulo renal, Es
tos pueden contener
inclusiones celula-
res y se disuelven
répidamente en ori-
nas alcalinas, el -
sedimento urinario
normal puede conte-
ner de 1 a 2 cilin-
dros hialinos por -~
campo.

Las células epite
liales puedeh ser
de 3 tipos: tubu-
lares de transi-
cién o escamosas.
Unas cuantas de -
estas células pue
den encontrarse -
normalmente en el
sedimento urina--
rio. Las células
tubulares son 1/3
mayores a los leu
cocitos. Las célu
las de transicién
gue pueden proce-
der de la pelvis
renal o el tracto
urinario inferior
tienen forma de =~
pera o espiga.Las
células escamosas
son grandes y pla
nas con un nGcleo
prominente, proce
den de la uretra-
o de la vejiga.

Los cristales de fos
fato triple y los de
oxalato calcico son
comunes en el sedi-
mentqbrinario. Los
cristales de fosfa-
totriple tienen for
ma de ataﬁq/no tie-
nen color y apare--
cen en la orina al-
calina, los crista-
les de oxalato cél.
cico tienen forma -
de sobre y aparecen
en la orina &cida.
Ambos pueden apare-
cer después de ha--
ber ingerido deter-
minados alimentos.

Los cilindros de de
generacién celular
reciben el nombre de
granulosos. La des~
integracion de las
células en cilindros
durante el trénsito
a través del siste-
ma urinario, desembo
ca en la destruccién
de las membranas ce
lulares, fragmenta.
cibn del ndcleo y -
granulacién citoplas
m&tica. De la mayor
desintegracibn resul
tan primero grénulos

Los glébulos rojos
pueden proceder de
cualquier parte --
del sistema renal,
la presencia de un
nGmero elevado’ su-
giere infeccibn, -
trauma = tumor O --
célculos renales.

Sin embargo, la --
presencia de 1 6 2
eritrocitos en el

sedimento urinarto
o sangre en la ori
nadebida a una con
taminacién menstru
al., no debe consi

Los cristales de cis
tina son finos, de-
estructura hexago--
nal, aparecen en la
orina como resulta-
do de un defecto ge
nético. Pueden apa-
recer en caso de --
cistiuria y homocig
turia, Los cllculos
se forman en un pH
4cido, cuando la --
concentracién de ~-
cistina excede de -~
300 mg.
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toscos y después -
grénulos finos., No
hay diferencia cli
nica entre los dos
tipos, la distin--
cibén es subjetiva,

derarse anormal.

Los cilindros ce«
reos son cilindros
viejos'y son el -
resultado de cam-
bios degenerati--
vos de los cilin-
dros granulares.
Estos estén gene-
ralmente asocia--
dos con enfermeda
des renales créni
cas graves,y con
amiloidogfis renal,
" su aparicién indi
ca nefronas enfer
mas y dilatadas -

por enfermedad crf :

nica grave,

Los leucocitos en -
orina (piuria) pue-
den proceder de cu-
alquier parte del -
sistema renal, La -
presencia de mis de
1 leucocito por cam
po de sedimento de
los hombres, o mas
de 5 en mujeres o -
nifios puede indicar
infeccibn, cistitis
o pielonefritis.
Las células brillan
tes gon leucocitos
polimorfonucleares-
.qgue muestran movi-
mientos Brownianos
en sus granos cito-
plasm&ticos. Las --
bacterias en orina
(bacteuria) pueden
ser causa de una --
contaminacién en la
toma de muestra, o

.por infeccibn urina

ria presente.

Los cristales de co-
lesterol son placas
transparentes muy ra
ras en la orina. Pue
den ser vistos en ca
sos de infecclones -
gerias del tracto u-
rinario, nefritis, -
ruptura de vasos lin
f4ticos en la pelvis
renal, como resulta-
do de un blogueo del
drenaje de la linfa
en srea toracicoabdo
minal,

Los cilindros leuco
citarios o purulen-
tos son climulos de
leucocitos integra-«
dos en la matiz de
un cilindro. Estos
indican infeccibn o
pieclonefritis. Tam-
bien pueden encon--
trarse enfermedades
glomerulares.

L.os elementos leva-
duriformes no tie--
nen color, varian -

“en tamaflo, son ovoi

des y presentan bro
tes. A menudo se «-
confunden con hema-
ties, La Qandida -~
albicans se encuen-
tra a veces en dia-
betes, embarazo, o-

Los cristales de §ci
do (rico se encuen--
tran en orina &cida.
Pueden tomar diversas
formas: rombos, pla-
cas, rosetas y cris-
tales pequefios. Sus
colores pueden ser:
rojo, amarillo, ma--
rron, Aumentan en pa
cientes con gota.
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Los cilindros eri-
trocitarios son --
patolégicos y su -
presencia indica -
un daflo seric del
glomérulo. Es muy
raro que ocurran -
hemorragias trans-

tubulares que for=:

men cilindros leu-
cocitarios. Estos
se encuentran en -
cases de glowerulo
nefritis aguda, lu
pus, endocarditis
bacteriana y septi
cemia, Los .cilin--
dros sanguineos --
son granulares y -
tienen hemoglobina
de glébulos rojos
degenerados.

besidad y otras en-
fermedades debili--~
tantes. Las Tricho-
monas vaginalis son
protozoos flajela--
dos que infectan a

hombres {uretritis)

y mujeres (vajinitis)

Su presencia no indi
ca generalmente una

| situacién patolbgica

o concentraciones au
mentadas de Scido G-
rico.

NOTAS:

El tipo de cristal o de sedimento amorfo depende en gran-

parte de }a acidez de la orina.

ORINA ACIDA: Oxalato calcico, &cidoe tirico y cristales de urato.

ORINA ALCALINA: Cristales de fosfato y carbonato y fosfatos a-

morfos.

Se pueden encontrar en el sedimento urinario cuerpos ex-

tratios como: fibras de algoddn, grasas, cabellos, fibras de
longrénulos de almidém de trigo y de patata burbujas de aire,

fibras muscuiares, plumas, células de plantas glbbulos de ace

ite: que en oca iones pueden confundirse con algun tipo de se-

dimento patolbégico en dicha orina.

ny-

e
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En la orina de los varones pueden concentrarse espermato-
zoldes despue% de la eyaculacién nocturna,

La anguila del vinagre, larvas de mosca y otros par&sitos
pueden encontrarse en la orina como resultado del empleo de re
cipientes sucios o contaminados.

( Iovine,1979; Gordon, 1976; Freeman, 1974; Gross, 1973;
Tood~ Sanford, 19783 Kark- Lawrence, 1979 ).
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ILUSTUACTION S DL SSDIMenTO UgINARIO ( Tood- SJanford, 1978 ).
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Orina alcaling, A, crisa.
les de tosfato amdnico magnésico
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———— s oy

Cilindros hemdticos;

snliallinfar ranales 4

Cilindro celulae mixto
y hematies (x400),

Seudocilindros Los filamentos mucosos pueden confundirse
formando cristgles (x300). con cilindros {x 350),

Célulay epiel
y bacteria, Contaminacion
tleas {x500),

Cimulo de leueocitos neutréfilos, que

isles cscamosay, leucacitos
muesirs grénulos y slgunos ng

vaginal ( x 300),
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Dos cristales de fosfato aménico
magnésico, e«fosfato triples, con grintdlos
amorfos de fosfato (X500,

Doy cristates de clstina, hexa
nales, con un cristal pequeiio de oxslare
e z%o )‘o e oxalato

Dos crishates de dwido drico,
uno grande y poliestratificado (X %001,
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b, agujss de tirosina,



X

§ o™ Yo
e Vo

0 E
0*0 x@
oxS U
@ 7

=

l

Rt S

Cristales de colesterol;
placas planss, con muescus.

. . Bilirrubina (marrén, formos amorfas,

agufus y placas de cuatro lados, ocasionalmente intrs-

celulur); b, indigotina (szul, formas amorfas, agujas
¥ placas de cuatro lados),

Prismas del didg hipurios,
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PRUEBAS MULTIPLES CON TIRA DE PAPEL,-
A, Pundamento:

1. pH. La mezcla de los colorantes de rojo metilo y bromo-
timol azul, permite obtener pH de 5 a 9 con coloraciones que -
varian del amarillo al verde y azul,

2. Proteinas. El indicador de tetrabromofenol azul tiene
coloracién amarilla que en presencia de proteinas cambia de -
verde amarillento a azul verde.

3. Glucosa. La glucosa oxldasa reacciona con la glucosa -~
presente en la orina con eliminacidn de dos &tomos de hidrbge
no, los gue se combinan con el oxigeno atmosférico y forman
§er6xido de hidrégeno, el que en presencia de la peroxidasa o

oxida la ortotoluidina, gue pasa de incolora a coloraciébn azul,
proporcional a la cantidad de glucosa presente,

4. Acetona. El éqido acético con nitropusiato de sodio y en
presencia de Scido aminoacético forma un cmmplejo colorido.

5. Hemoglobina. La hemoglobina de la sangre cat;liticamente
desdobla el peréxiéo de hidrégenoc con liberaciones de 6xigeno,
el cual oxida a la ortotoluidina, con formacibén de coloracién
azul.

B, Reactivos:

TEST- TIRAS REACTIVAS PARA UHIANALISIS
Tira de papel impegnada con reactivos.

C. Material Bioldgico:
Orina.

D. Técnica:

Sequir las instrucciones del fabricante,
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E. Bibliografia:

Frankel. S.: Gradwoohl's Clinical Laboratory Methods and Diag-
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Saint Louis, C.V. Mosby 1963 vol. 2 pigina 1803,
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Lippman, R. : Urine and The urinary sediement, Springfield, -

Charles C, Thomas.

PROTEINA DE BENCE-JONES

A. Fundamento:

La prueba se basa en las diferencias de solubilidad a cier

tas concent:aciones de sal, entre las protefnas de mieloma y -

las protefinas de la orina de pacientes con enfermedades renales

sin mieloma.
B. Material y Equipo:
l.- Cristaleria:
Matraces Volumétricos 1000 mlL
Pipetas graduadas
Termémetro
Tubos de Ensaye
2.- Aparatos:
Espectrofotédmetro.
3.~ Reactivos:

a) Solucifn 3.6 molareguimolecular de fosfatos mono y -

dipotésico.
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Fosfato monopotésico KH,PO
Fosfato dipotésico KyHP 4

245 g

4 315.6 g

Disuelvase y afore con agua destilada a 1000 ml, filtrese y a-

través de papel Whatmann nfimero 42.

b) Contrel:

pH:1.0 ml dilufdo a 35 ml con agua destilada debe te--

ner un pH de 6.8 + 0,01

Densidad: de acuerdo a.la relacién 4 = masa/ volumen

Pese 20 ml,de la solucién en un.vaso de precipitado, y

en el mismo vaso vuelva a pesar 20 ml de agué destilada.

Debe tener densidad de 1.376 + 0.003' &/ cm
Solucién de fosfatos monosbdico y disédico:
Fosf&to monosbdico NaH2P04, 0.007 M.

Fosfato disédico Na,HPO4, 0.01 M

PH4 6.0 con fuerza iénica de 0.1 de la solucibn.

C, METODO

1.

Material Bioldgico:

3 ml de orina centrifugada.

. Técnica:

a) De la prueba de salacidn:

Tubo Namero 1 2
Sol. de fosfato 14 18
de Pota&io (ml )
Agua destilada (ml) 4 : 1
Orina (ml 2 1
Vol. total (m1) 20 : 20
Conc. de Sal 70 90
® de satura
cibn
Conc. de orina 10 5 35

%




Use celdillas de 19 por 150 mm Coleman.

Mezcle por inversidn cuidadosamente cuatro veces.

La prueba debe hacerse dentro de los primeros 30 minutos
y es positiva cuando la precipitacién en el tubo 1 es mayor --
gue el tubo 2. En caso de duda puede leerse en el espectrofotd
metro a una . longitud de onda de 620 mu.

Ajustar el 100 por ciento de transmitancia con el tubo 2.
b) De la prueba de floculacién con el calor, poner partes igua
les de orina y soluciébn de fosfatos, mono disSdico, habituale--
mente2 ml de cada uno en dos tubos de 13 por 100 mm.

Calentar hasta que uno de los tubos en bafio de agua hasta
que alcance la temperatura de 55°C.

La temperatura se mide con un termémetro que se coloca --
dentro del tubo,

Después subir la temperatura lentamente hasta 65°C

Si aparece la floculacibn a ésta 6 mAs baja temperatura, -
la prueba es positiva para la proteina de Bence- Jones,

Es conveniente repetir las pruebas varias veces en el -~
curso de la enfermedad, para demostrar la presencia de la pro-
teina de Bence-~Jones.

c) De la prueba de precipitacibén con &cido p-Toluen sulfénico.
Reactivos:
Acido p-Toluen sulfénico al 12 por ciento en &cido acético.

Procedimiento:
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Poner 1,0 ml de dcido p-Toluen sulfénico al 12 por ciento en un
tubo de 12 por 75 mm, Con una pipeta, chya punta esté pegada a
la pared interior del tubo, deje escapar lentamente 2 ml de o-
rina perfectamente transparente. Al final mezcle el contenido
con movimientos de balanceo, provocados por suaves golpes en -
el tubo con un dedo. Incube a 20°C duranteicinco minutos,

Cualguier turbiedad que aparezca entre cero y cinco minu-
tos debe considerarse como prueba positiva.
3. Vaiores Normales:

No hay proteinas en Bence-Jones.
D. BIBLIOGRAFIA:
Effersoe, P., y Tidstrm B.: Detection of myeloma protein in u-
rine by a New Quick method J. Lab. Clin. Med. 1957,
RECUENTO DE ADDIS

Es un método de enumeracién cuantitativa de los hematfes,
leucocitos y cilindros en una muestra de orina de 12 horas, -
kAddis, 1948) . El valor principal del recuento de Addis consis
te en que permite seqguir el proceso de una enfermedad renal co
nocida, por ejemplo la glomerulonefritis aguda. ‘
Método, -

Recojasé una muestra de orina de eactamente 12 horas.

Es aconsejable una muestra concentrada con un pH bajo que
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se obtiene mis facilmente recogiendo la orina de la noche cuan
do el paciente no come ni bebe { se debe tener cuidado de no -
contaminar la muestra ).

La formalina es el elemento conservador de eleccién para
células y cilindros; también inhibe ¢l crecimiento bacteriano.
Se introduce una cantidad suficiente de formalina con sole en-
juagar el frasco de la recogida con una solucibén de formaldehfi
do en agua al 10% desechando el exceso. La muestra debers exa
ﬁg%gﬁéfe lo mls pronto posible después de la recogida.

1) Mezclar bien la muestra y medir su volumen cuidadosamente.
2) Deberd realizarse un ex&men microscdpico preliminar del se-
dimento urinario con una concentracién de 1C 1 del sedimento.
Baséndose en los resultados de &ste examen, puede determinarse
el volumen en que se volverd a suspender el sedimento en el si
gulente paso 5.

3) Pasar 10 ml de orina a la centrifuga graduada esp®cial de -
Addis y centrifugar durante 5 minutos a 2000 r.p.m..

4) Quitar la orina sobrenadante y guardarla para la determina-
cién de proteinas. Ajustar el volumen del resto a 1 ml; cuando
la cantidad de sedimento es grande ajustar el volumen a 2 0 §
ml vy aijustaradecuadamente los célculos.,

5) Me ciar bien para volver a suspender el sedimento y con una
pipeta capilar montar el sedimento resuspendido sobre los dos
lados ' .dé las dos cimaras de recuento de Levy-Hausser, con el
rayado perfeccionado de Neubauer, {(Lugar donde se cuentan los
G.B.).

6) A pequefio aumento, contar el nGmero de cilindros en las cua
tro Areas rayadas (4X9=36 mmz), a ambos lados de las Areas de
dos cémaras de recuento. Con el objetivo de gran aumento, con-
tar %os hematies, los 1eu50citos y las células epiteliales en
4 mm~ (habitualmente 1 mm“ de cada lado de cada camara). No se
cuentan las céluilas emcamosas epiteliales.

/ Pueden registrarse el nGimero de células y cilindros excre
tados en 12 o 24 horas. Este nfimero se determina de la manera
siguiente:

2 2 :
NGmero contado por mm“ X 1/10= NGmero/mm® corregido pa
ra la concentracién de
Hb
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N(.\mero/mm2 ¥ 1 mm/0.1 mm==Nﬁmero/mmJ X 1.000 = Nimero/ml
Namero/ml X 12 hrs en ml = Nimero/1l2 hrs.
INTERPRETACION:

Valores Normales:

Hematies 0 a 500.000 en 12 hrs
Leucocitos no 0 a 1000,000 en 12 hrs
LSCANQSQS

Cilindros 0 a 5000 cilindros hia

linos en 12 hrs.

* En nifios elnd®ers de eritrexitos y leucocitos puede serx
menor y el nimero de cilindros mayor. (Lyttle, 1933).

Addis ha dado los siguienteé promedios de recuento en 12
hrs, en casos de glomerulonefritis:

: Cilindros Hematies Leucocitos
Aguda 690,000 405.000,000 48.000,000
Crbénica activa 1850.000 34.000.000 14.000.000
Crbnica latente 48,000 16.000,000 2.400,000
Crénica terminal| 398.000 26.,400.000 10.000.000

Addis, . 1948. Glomerular Nephritis New York. The Macmillan
Company.

CULTIVOS DE ORINA

Los organismos gue pueden encontrarse en la orina inclu-—-

ven: Eggheyichia colj, Prntens. Pseydomonag agxugenosa, Strep--

tococcus pyogenes, Staphylococcus ayreus. enterococos, Mycobag
terium tuberculosis, Salmonella sp. Serratia. Herella, Klebsie
1la y_Enterobacter.

A su paso por la uretra, la orina puede contaminarse con
ciertas bacterias especialmente con E. goli y estalilococos.
Es més promble que ocurra ésto en la mujer, por eso es impor-
tante el método de recogida de la orina, par; un cultivo es ne

cesario saber como se recogibé para interpretar los resultados.
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Una vez recogida la muestra no debe pasar més de una hora
para el comienzo del cultivo.

Los preservadores pueden ser de gran utilidad. El éacido -
bérico o la solucién de NaCl-polivinilpirrolidona (PVP) resul-
tan efectivos en la prevencién del desarrollo excesivo de sa--
profitos en la orina cuando el cultivo no se realice en menos
de una hora. Debepgnutilizarse medios de cultivo para organis-
mos gram hegativ®® ya gue ambos se encuentran en la orina.

Es necesario efectuar como minimo una ipoculacién de una
parte de la orina en una placa de agar-sangre, asi como en una
placa de eosina y azul de metileno o en otro medio especifica-
mente selectivo para bacterias gram negativas.

También puede incluirse una placa de agar-sangre con al-
cohol feniletilico o agar ANC Columbia (&cido nalidixico-coli
micina), los cuales son selectivos para bacterias gram positi

vas. El cultivo cuantitativo de la orina puede verificarse muy
bien con un asa estandar de 0.01 ml.
METODO:

Colocar una gota pequefia de solucién salina en el centro
de una placa de agar-sangre, El agar DECL (deficiente de elec
trolito cistina-lactosa) resulta excelente para éste propési-
to, puesto que inhibe la multiplicacién de Proteus y permite

una buena diferenciacién de las colonias.
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Transladese 0,01 ml de orina a la gota de solucibn sali--
na (ésts orina no debe de cuntrifuga;se).

Mediante un alambre curvo de aproximadamente 1.25 cm del
extremo, ha de repetirse el inbéculo por toda la placa; el nf-
mero de colonias que se logren desarrollar se multiplica por
100 y se reporta en: Nlmero de colonias/ml de orina.

En la practica ha resultado conveniente hacer una dilu--
cién 1:10 de la orina, afiadiendo 0.1 ml de orina a 0.9 ml de -
solucién salina y distribuir 0.61 ml de ésta dilucién en una -
gegunda placa, con esto, se hace mejor la estimacibn de las ~-
muestras de orina que tengan grandes cantidades’de bacterias.

Aqui el resultado se multiplica por 100.

* Kass y otros colaboradores has demostrado gue generalmente -

menos de 10,000 bacterias/ml de oriha son una cifra insignifi-

cante, y més de 100,000 indiecan una infeccién del aparato uri-
nario.

** Las .cifras entre estas cantidades se consideran, segGn el -
tipo de organismo y el cuadro clinico del paciente. La mera --
cuantificacién no es suficiente, también es importante el tipo
de organismo, para ello se deberd trabajar un.diagnéstico bac-

teriolégico clinico.
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ANALISIS DE LAS GONADOTROPINAS CORIONICAS

El término prueba de embarazo es de hecho un término errdneo,
ya que la mayoria de estos procedimientos lo gque miden es la -
presencia de gonadotropina coriénica humana (HCG) y no la de =
un feto.

La HCG es una glucoproteina producida por las células tro
foblisticas después de aproximadamente 10 dias de la concep---
cibén (Wide, 1969) . La HCG es un dimero de peso molecular apro-
ximado de 28,000, compuesto de subunidades alfa y beta (Bahl,
1972), (Morgan y Canfield, 1971). Las subunidades alfa no son
especificas, siendo compartidas con las de la hormona luteini-
zante (LH), la hormona estimul ante del tiroides (TSH) y la -
hormona estimul ante del foliculo (FSH). Las subunidades Beta
son finicas en la HCG.

Después de la concepcibn, se produce un répido aumento en
la cantidad de HCG en la orina aproximadamente a las 5 semanas
de gestacibn (5 semanas después del Gltimo periodo menstruai),
gue alcanza los niveles miximos en un tiempo aproximado de 10
semanas de gestacibn.

En la gréfica se puede observar la relacldn existente en-
tre la HCG, pregnan:diol y estriol en la orina durante el emba

razo.

42



106

£0

3 1

309

HGE U.I.x 1000 ml /uRinia DE 24 HR.

to 1

PREGNANDIOL  wwg /oRiwA DE 2 HR.

ESTRIOL mg /aRinA DE 2 HR.

SEMANAS DE GESTACION

3o

Yo

43






Las semanas de gestacibn se refieren a las semanas trans-
curridas después del Gltimo periodo menstrual més que a las se
man.18después de la concepcién, ya que esta fecha es més diff.-
cil de determinar. A medida que la produccibén de estrégeno y -
progesterona por la placenta aumenta durante el segundo trimes
tre, los niveles de HCG descienden. Este nivel constituye la -
medida més légica para la pronta confirmacibén de un embarazo;
por el contrario, el estriol es més Gtil para la elevacibn de
problemas del feto durante el tercer trimestre.

El diagnbstico répido del embarazo puede establecerse ge-
neralmente con razonablé exactitud,a través de un cﬁfdadoso -
historial y exlmen fisico realizado dos semanas después de la
primera falta, por ejemplo a las seis semanas de gestacién.

Durante-las primeras etapas del embarazo, las pruebas --
mis sensibles para la HCG (1 UI/ml) resultan positivas apro--
ximadamente una semana después de la primera falta. Las pruew
bas menos sensibles (5 UI/ml) resultan tipicamente positivas
cerca de 3 a 5 dias m&s tarde.

Durante el primer trimestre, la prueba cuantitativa de -
HCG puede ser itil como gufa para el pronbstico de un posible
aborto.

DETERMINACION DE LA HORNONA
GONADOTROFINA CORIONICA
(Técnica inmunolégica)

A. Fundamento:

La prueba est§ basada en el principio de inhibicién de la -
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hemoaglutinacién.

Los eritrocitos cubiertos con gona@otrofina coribnica huma-
na se precipitan en presencia de un antisuero y forman una ca
pa uniforme en el fondo del tubo de ensaye.

Cuando a éste sistema se agrega un liquido que contiene gona
dotrofina coriénica, por ejemplo, la orina de una mujer embara
zada, esta gonadotrofina inhibe la reaccién anterior y se for-
ma en el fondo del tubo un anillo de eritrocitos.

B. Material y Equipo:

1. Reactivos:

Equipo pregnosticédn "Al-in" para determinar gonadotrofina
coribnica por el método de inhibicién de la hemoaglutina
cién, Con otro tipo de‘equipo deben seguirse las instrug
ciones del fabricante.
Agua destilada.
2. Material y Equipo:

Pipetas graduadas de 1 a 5 ml.
Tubos de ensaye de 13 por 100 mnm,
Gradillas,

<. Método.

1. Material Biolégico:

La primera orina de la mafiana. Es conveniente recomendar
a la paciente que disminuya la ingestién de liquidos en

la tarde y la noche anteriores a la prueba y hacer que -~
desheche la miccibén de las 22 horas de la noche anterior.

2. Técnica (cualitativa)
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a) Colocar S ml de orina en un tubo de ensaye y centrifugar
10 minutos a 2500 r.p.m.

b)Y En la gradilla especial que se proporciona con los equi
pos colocar una dmpula que contiene el antisuero liofi-
lizado y los glébulos rojos liofilizados, agregar 0.1
de la orina.

¢) Adicionar 0.4 ml de agua destilada.
d) Agitar la gradilla con movimientos de rotacién durante
un minuto y dejarla en repéso durante dos horas.

e) Leer a las dos horas., |

f) Interpretacién del resultado.

Ausencia de anillo = reaccién negativa.

Presencia de anillo = reaccién positiva.

Técnica (cuantitativa):

a)

b)

c)

Se hacen una serie de diluciones con agua destilada y con -

la orina por titular., Dichas diluciones pueden ser por ejem

“plo: 1:10, 1:100, 1:1070, 1:10000, 1:100000, etc., o bien:

1:2, 1:4, 1:8, 1-32, l:64, 1:128, 1:256, etc.

De cada una de dichas diluciones, se coloca 0,1 mlL en la --
dmpula con antisuero y glébulos rojos liofilizados Y se a~--
condicionan a cada ampolleta 0.4 ml de agua destilada.

Se hace la lectura de las dos horas. La Gltima diluci6n de
la serie en la que aln gse forma claramente el anillo, dar&
la cantidad de gonadotrofina presente en la muestra de ori

na. La concentracién de gonadotrofina coriénica en UL/, -



se calcula @l multiplicar la sensibilidad de los reactivos -
por la Gltima dilucién en que se formd el anillo. Por ejem--
plo:

Sensibilidad de los reactivos: 1500 UI/Llt

Resultado positivo hasta la dilucién 1:64

1500 X 64 = 96000 UI/lt

3. Valores Normales: '

0 - 4 semanas de gestacibén = 6000 - 8000 UCG

8 - 12 " " " = 300000 - 400000 UCG

16 -~ 20 " " " = 4000 ~ 5000 UCG (UI/lt) per-
maneciendo constante hasta -
lag cuarenta semanas de ges-
tacibn,

BIBLIOGRAFIA. -~

Instructivo elinico Merck.
DETERMINATICN OP
UCG SLIDE TEST.-

( PRUEBA DE LATEX EN PORTAOBJETOS)

Para el diagnéstico precoz del embarazo,-
A. Fundamento:

Determinacidén de la presencia de HCG en la orina de las
mujeres embarazadas mediante un procedimiento inmunolégico. -
s un métodoc répido (dos minutos) y ya que puede detectar -
hasta 2 UI de HCG/ml de orina, permite el d}agnéstico del -~
emharazo hacia el guinto dia de la fecha esperada de mens--
truacién.

La prueba se basa en el principio de la inhibici6n de -

la aglutinacién hemética. En presencia del antisuerc HCG, el
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latex recubierto con HCG, deberd aglutinarse. Cuando la gona
dotrofina coribnica de la orina de mujeres embarazadas se a-
diciona a éste sistema, la HCG se combinard con el antisuero
y evitard que el létex recubierto reaccione con el anticuer-
po, inhibiendo su aglutinacién. Por lo tanto, la ausencia de
aglutinacién deber& considerarse como una prueba positiva de
embarazo.

La orina que carece de HCG, no se combinaid y, por lo «

tanto no neutralizard al antisuero, lo que dar§ por consecu@n_

cia una aglutinaci6n del latex. Por lo mismo, la presencia
de aglutinacién ser8 indicativa de una prueba nagativa del -
embarazo.
B, Material y Equipo.-
Frasco gotero con 1.5 ml de reactivo antisuero
{suero antigonadotropina coriénica humana, de conejo; con-
servador: azida de sodio al 0,1%)
Frasco gotero con 1.5 ml de latex antigeno (suspensién de
particulas de litex recubiertas con gonadotropina coriéni-
ca humana; consgervador: azida de sodio al 0.1%)
Pipetas deshechables y bulbos de hule
Mezcladores de madera deshechables
portacbjetos de vidrio (fondo negro)
C. Método
Nota: Los reactivos y la orina deben estar a la temperatura
ambiente antes de usarlos,
1. Empleando una de las pipetas deshechables depositar una -

gota de orina en el centro de un circulo del portaobjetos.

2. Agrege una gota del reactivo antisuero.
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3. Agrege una gota de litex antigeno.

4, Con un mezclador deshechable, mezcle y extienda las sustan
cias, abarcando toda el &rea circunscrita.

5. Balancee suave y lentamente durante dos minutos el porta-
objetos en forma circular , y obgserve si se presenta la aglu
tinacién o no.

Interpretacidén de los resultados:

Prueba negativa: Presencia de aglutinacién,

Prueba positiva: Ausencia de agiutinacién.

D. Medidas de seguridad.-

Los reactivos deben conservarse a temperatura de refrige-
racién de 2 a 8°C.

Para leer la reaccidn deberd tenerse una fuente luminosa
sobre el portaobjetos.

No deberé usarse suero en vez de orina.

Después de adicionar el litex antigeno, no deberi pasar -
més de dos minutos, ya que la evaporacibén de los reactivos -
puede dar lugar a falsas lecturas.

Nunca se deberd alterar el orden estipulado de los reacti
vos.

E. Bibliografia.-
Instructivo UCG Slifle-Test

Carter Wallace, S.A., Prel, Ingenieros Militares # 76
México 17, D.F.

51



ELECTROLITOS



DISTRIBUCION DE LIQUIDOS Y ELECTROLITOS

La vida seria imposible sin los liguidos orgénicos; el a-
gua es el principal constituyente del cuerpo humano, en el a--
dulto el total de liguidos del organismo constituye un prome--
dio alrededor de: el 60% en el hombre , el 50% en la mujer ,
y el 80% (en el recién nacido) de su peso corporal total. Es -
importante mencionar que el contenido de agud@ en el organismo
depende directamente de la edad, el sexo y el peso de cada in-
dividuo.

Los liquidos del organismo tienen principalmente dos fun-
¢iones:

1) Transportar los elementos nutritivos hacia las células, lle
véndose después los productos .de deshecho,
2) Proveer un medio propicioc para las reacciones.guimicas.

El agua corporal est8d contenida dentro de compartimientos
los quales estén separados por membranas semipermeab;es. Estos
compartimientos son:

a) Agua Intracelular (agua dentro de las células)

b) Agus extracelular (agua fuera de las células)
b.l Agua intravascular (agua en el interior de los vasos san
guineos)
b.2 Agua intersticial (agua en los tejidos entre las células
y los espacios vasculares).

El siguiente cuadro nos muestra el porcentsje relagivo en
éstos compartimientos en funcibn de la edad y el sexo. Nbtese

que auncue el lactante posee mids agua corporal gue el adulto,-



la mayor parte de éstas se encuentran en el compartimiento ex-
tracelular, el cuél es aproximadamente mayor que el comparti--
miento extracelular del adulto.

El hueso posee 5% del peso corporal en agua y los compar-
timientos transcelulares como el liquido cefalorraquideo, 1li--
quido intraocular, espacio pleural, peritoneal y aparato diges
tivo representan otro 3% del peso corporal y 7% del peso del
cuerpo es volQmen sanguineo, del cual corresponden 2% a la ma-
sa de eritrocitos y de 4-5% &l plasma.

HOMBRE ADULTO  MUJER ADULTA LACTANTE % DEL
% DEL PESO DEL % DEL PESO PESO DEL CUERPO

CUERPO DEL CUERPO

TOTAL DE AGUA 60 + 15 50 + 15 80
EN EL CUERPO

AGUA INTRACELU 45 40 50

LAR

AGUA EXTRACELU 15 - 20 15 - 20 30

LAR

AGUA INTERSTI- 11 - 15 11 - 15 30

CIAL '

AGUA INTRAVAS- 4 -5 4-5 5

CULAR

El cuerpo pierde agua através de la piel, de los humores,
de los rifibnes y del aparato digestivo. Las pérdidas normales
son obligatorias, ya que son necesarias para la funcién normal
del cuerpo.

Estas pérdidas pueden subdividirse en:

Ingengibles: (no visibles) que representan alrededor de 1000

ml/dfa, perdiéndose de 500 a 700 ml a través de

la evaporacién cutfnea nsensible en la regulacidn

térmica del cuerpo y 200 ml debido a la hume~
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dad del aire respirade proveniente de los pulmones,
Sensibles: {visibles) gue representan alrededor de 1200 ml/dia,
el gasto urinario promedio én el adulto normal es de
1000 2 1200 ml/dia. La pérdida excésiva de agua en -
los individnos puede ser grave. puesto que desciende
su contenido tohal de liguido del organismo; ocacio-
nando un desequilibrio homeostético. {Homeostasis: -
es la relativa estabilidad del medio interno; varia-
ble dentro de ciertos limites). A éste tipo de pérdi
das se les llama adicionales; estas no soh escencia-
les para la funeién del cuerpo, y pueden ser sudaci-
6n, vémitos, diarreas, los cuales pueden causar alte
raciones patoldgicas {como por ejemplo la deshidrata
cién).
Algunos sintomas gue presenta an pacienté con problemas -
de falta de liguido en el organismo pueden ser: letlrgos, muce

sas secas Y aumento de temperatura. Las necesidades diarias de

agua en base al peso corporal son:

Paso Necesidad
Lactante 2 - 10 kg 150 100 ml/kg/dia
Nifio 10 - 40 kg 100 45 ml/kg/dia
adulto 40 & més 40 3% ml/kg/dia

.

Los liguidos orgénicos se hallan formados por agua y las-
sustancias en ells disueltas. Quando se disuelve una sustancia

y algunas de sus moléculas se disocian en sus iones de acuerdo



a Su carga elétrica o valencia, a dicha sustancia se le di el
nombre de Electrolito.

Bste tipo de sustancias tienen la capacidad de conducir -
la electricidad produciendo la reacecibén electroguimica llamada
Electrélisis,

Por ejemplo: Si se usa una cuba electrostdtica podrfa com
probarse éste tipo de reacciédn: colocando una solucibn de clo-
ruro de sodio en agua, dentro de un vaso de precipitados; y le
integramos dos polos o electrodos (uno positivo llamado &nodo
y otro negativo llamado cétodo) conectados por medio de cables
a un soguet con foco, notarfamos que en el momento en que los
iones positivos del sodio y los iones negativos del cloro se u
nieran a los diferentes electrodos la reaccién empezarfa y co-
mo consecuencia el foco se encenderd. La reaccibén efectuada se
ria:

2 NacCl + 2 HZO ——— ey H2 + Cl2+ NaOH
( energia eléctrica )

+ -
Y la disociacidén del NaCl serfa: NaCl ——————3pNa + Cl
(catidn) (anién)




Cuando sustancias electroliticas como NaCl y KCl se disu®l=
ven, ellas se disocian en iones Na+,'K+ Yy Cl—. L.as moléculas
de agua se orientan alrededor de estos iones impidiéndo la unibn
de las particulas con carga + y - en moléculas neutras. En
esta forma los ilones son mantenidos en solucién y permanecen a

‘tivamente cargados.

Para estudiar los liquidos orgénicos debemos disponer de
unidades adecuadas, para medir volumen utilizaremos litros o
mililitros y 1 ml = 1 cm3 por lo tanto puede decirse que
1 1t = 1000 cm3

Es necesario disponer de una medida para los diversos e--
lectrolitos de los liquidos org&nicos. Como lo que nos intere-
za es la acci6bn de los electrolitos (o su capacidad para combi
narse y formar otros compuestos), esta unidad de medicién debe
expresar su capacidad de combinacibén o actividad guimica. -

Esta capacidad es una funei6én del nGmero de ignes: el pe-
80 de un i6n no guarda relacién con su actividad quimica.

La mediciébn de electrolitos €0 unidades de peso tales co
mo mg % o0 mg/100 ml no nos expresa la capacidad de combinacién

pues nosotros gueremos Saber cuantos iones pueden interac-
tuar en las reacciones quimicas (NGmero cationes = Nfmero Anio
nes) .

Para ello, la unidad de medicibn gue expresa ésto son los
miliequivalentes (mEq). Un peso equivalente es la cantidad de
un electrolito que desplazar§ o reaccionari con una cantidad -
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la medicibén).
"1 mEq de cualquier catibn reaccionar§ siempre quimicamente
con lmEg de un anidén" relacién 1:l

Por ejemplo: En el organismo encontramos que tenemos
140 mEq de Sodio por litro de sangre y 104 mEg de Cloro por li
tro de sangre; por lo gue después de combinarse el sodio con -
el cloro afin tendremos 36 mEq libres de sodio gue pueden combi
narse con otros iones que no sean c1 .

El nGmero de aniones y de cationes debe de ser siempre el
mismo para que exista la homeostésis.

En todo el organismo, las membranas celulares y las pare -
des de los capilares son selectivamente permeables. El agua y
algunos solutos pasan libremente a través de éstas barreras,
mientras que otros solutos requieren de un sistema de transpor
te activo.

La difusién es el proceso por el cual un soluto puede di-
seminarse en toda la solucibn. Las moléculas de una sustancia
disuelta en un solvente se diseminardn por difusién desde una
zona de mayor concentracifn a otra de menor concentracién. Bl
desplazamiento de un solvente a través de una membrana semipeg
meable hacia una zona donde existe una mayor concentracién de
solutos que no pueden atravesar la membrana se denomina 6§mosia,
Y el resultado de éste proceso gondos soluciones, iguales en

concentracién, separadas por una membrana.
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La presib6n osmdtica es la fuerza que arrastra al solvente
desde una solucién negativa concentrada a través de una membra
na semipermeable hacia una soluciénde concentracibn positiva.
La magnitud de la presib6n osmbética se determina por el nGmero
relativo de particulas de soluto del lado de mayor concentra--
cién. Cuando las soluciones se encuentren a la misma concentra
cibn de los dos lados de la membrana, se dice que son isol6ni-
cas. Una solucidén hipoténica posee menos solutos gue una solu-
cibn isoténica mientras gue la solucibtn hiperténica contiene
m&s solutos,

Si la membrana semipermeable permite el pasc al solvente-
pero no hace lo mismo con el soluto, el solvente se desplazaré
hacia el lado de la mayor concentracién de solutos. Si un ibn
se moviliza a través de una membrana desde una zona de menor -
concentracién hacia otra de mayor concentracibn se requerir§ -
un sistema de Transporte Activo.

La presidn hidrostética es la fuerza de un liguido que
presiona hacia afuera sobre una superficie. Cuando existe una
diferencia de presibn hidrostatica en ambos lados de una mem-
brana el agua y los solutos difusibles se movilizarén abando-
nando la solucifn que posee la mayor Presién hidrostdtica. Este
proceso se denomina Filtracidn.

En el extremo arterial del capilar la P. Hidrostdtica es

mayor que la P, Osmdtica, por lo tanto, el liquide y los solu-



lutos difusiples se desplazan hacin afuera del capilar., En el
extremo venoso del capilar la presién 6 fuerza osmbtica es ma
yor que la hidrostética; y los liguidos y algunos solutos que
se mantienen en el espacio intersticial vuelven al comparti--

miento intravascular por los conductos linf&ticos.
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CUADRO DE DISTRIBUCION ELECTROLITICA DE LOS COMPARTIMIENTOS
DE LIQUIDOS EN EL CUERPo ( Borow, 1976).

EQUILIBRIO ACIDO-BASE,

La concentracién de los iones Hidrégeno determina la aci-
dez y la alcalinidad de los liquidos del organismo, La concén—
tracién de H+ se halla indicada por el pH, el cual tiene limi

tes extremos compatibles con la vida, (de 7.35 a 7.45), y para
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el pH arterial alrededor de 6.8 hasta 7.9.

ol 335345

pHi1.9

Para mantener un equilibrio &cido-base del organismo hay-
tres mecanismos de defensa: el sistema Buffer, el sistema del
aparato digestivo y el sistema renal.

El sistema Buffer se halla formado por dos o mis compues
tos que impiden alteraciones excesivas en el pH de los liqui-
dos orgénicos, El mis importante de los Buffers es el sistema

dcido carbbnico-bicarbonato de sodio:

+ -
CO_ e +
H,C0, H + HCO,
HCO_ + HyO — s, H CO_ + OH
3 273

El pH del liquido extracelular puede volver a lo normal -
mediante este sistema.
El sistema del aparato respiratorio ayuda a mantener el -

equilibrio &cido-base gracias al control del contenido de anhi
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drido carbénico, Cuando la cantidad de anhidrido carbbnico del
liguido extracelular aumenta, las respiraciones también aumen-
tan en fr-cuencia y en profundidad a f£in de exhalar mayor can-
tidad de anhidrido carbbénico. En cambio, si el nivel de anhi--
drido carbbénico es bajo, la respiracién se deprime, Cuando se
elimina una cantidad grande de anhidrido carbfnico, hay menor
cantidad para combinarse con el agua y formar &cido carbbnico.
Los rifiones pueden eliminar iones H+ o de Bicarbonato de los -
liguidos orgénicos y en &sta forma aumentar o disminuir el pH,
El mecanismo renal requiere mayor tiempo que los otros siste--

mas, pero es mis poderosc.

** Electrolitos normales en plasma o en suero sanguineo:

EXPRESADOS COMO:

Electrolito Peso/volumen React ivos/volumen
mg/100 ml plasma mEg/lt plasma
Cationes:
Sodio 326 142
Potacio 20 5
Calcio 10 5
Magnesio 2.4 ' 2
C tiones totales 358.4 154

Aniones: ’
Bicarbonato 60.5 26
Cloruro 365.7 103
Fosfato 3.4 2
Sulfato 1.6 1
Acidos orginicos 17.5 6
Proteinato 6500 16

Aniones totales 6948.7 154

Electrolitos Totales:
7307.1 308

(Tocd-sanford,1978),
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En el organismo, los electrolitog pueden ser de dos tipos:
Electrolitos con carga o valencia positiva llamados Cationes y
electrolitos con carga o valencia negativa llamados aniones,

" Dentro del grupo de los Cationes tenemos:
1) AL PorAsIO (K') .-

Se encuentra aproximadamente en cantidad de 4000 mEq (160 gr)

como contenido total de potasio en el cuerpo humano. Este -

cat ién es el principal del coﬁpartimiqnto intracelular, Hay

aproximadamente 150 mEq de K en 1 Kg~de agua celular, con -

excepcidn de los eritrocitos, que contienen 125 mEq de K/kg.
En cambio, el compartimiento extracelular tiene un contenido -
de 3.5 -~ 4.5 mEq. Por lo tanto, 98% de K corporal total, es in
tracelular. Existe un mecanismo de bomba ibénica que transporta
o empuja al K hacia en interior de la célula..Este transporte
se debe a una enzima que adquiere energia al desdoblar el ade-
nosintrifosfito en adenosin difosfito y fésforo inorgénico. A-
demds hay también un gradiente eléctrico que favorece el paso
del K al interior celular, ya gue una membrana celular tiene -
una carga positiva en el exterior y una carga negativa en el -
interior. Dentro de la célula elipqtasio estd ionizado junto
con aniones polivalentes de proteinas y fosf4to orgénico. Cuan
do el K penetra a la célula hay una pérdida de iones Nat e H+,
de manera gue por cada 3 K que penetran salen 2 Na y 1 H, man-

teniéndose la neutralidad eléctrica dentro de la célula.
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El paciente promedio excreta 40 -~ 75 mEg de K por la ori-
na en 24 horas, y 10 mEq en las heces. La alimentacién prome--
dio proporciona de 50 a 85 mEg de K/dia. El paciente que sufre
“"stress" ya sea quirGrgico, traumitico o por enfermedad tendré
mayor pérdida de K y necesitar8 K adicional, hasta 100-120 ---
mEqg/dia. Una dgterminacién sérica refleja las concentracio--—-
nes extremas de K y ésta tendrd un significado definitivo, y -
asi una cifra elcvada de potacio sérico indica la necesidad de
culidado extremo para no administras K por el peligro de provo-
car un paro cardibco, y una cifra baja indicard la falta de K.
ALTERACIONES PATOLOGICAS. -

Pueden ser:

HIPOPOTALASEMIA: Cuando la cifra sérica de K es de 3 mEg/lt o
menos.

HIPERPOTASEMIA: Cuando el K sérico es de 6mEg/lt o més.
Las causas de la Hipopotasemia pueden ser:
Pérdidas gastrointestinales
Pérdidas renales
Ingest i6n inadecuada y desnutricién
traumat ismo
Liguidos intravencsos (alcalosis).
Las causas de la Hiperpotasemia, son generalmente
InsufiCLencia renal,
2) EL sopio (Natl).
El sodio total del cuerpc humano alcanza aproximadamente
5600 mEg, correspondiendo 50% al sodio extracelular, 40% al so
dio éseo y 10% al intracelular. Alrededor de 1/3 parte del so-
dio 6seo es r&pidamente intercambiable., El adulto promedio in-

giere y excreta alrededor de 100 mEq de Na/dia. Un nifio requie.

re la mitad de ésta cantidad y un lactante 20 mEg/dia.
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El rinén tiene la capacidad de conservar Na. 4/5 partes
del sodio, son absorbidad pasivamente en los tQbulos proxima--
les y 1@ restante 1/5 parte estéd bajo control hormonal en los
tibulos distales.

90% de Na se halla en el compartimiento extracelular y de
termina la Presién osmética y el vollmen del liquido extracelu
lar. En contraste a la concentracidén extracelular del Na, que
es de 140 mEq/lt, solamente hay 4.5 mEg/lt de Na en el agua ce
lular. El Na desempefia un papel muy importante en el equilibri
o 4cido-base del cuerpo en virtud de la capacidad renal para
retener Na substituyéndolo con amoniaco y iones H+. El Na se
puede perder anormalmente en el aparato degestivo, en la suda-
¢ién y en la fiebre, en donde se pierde una solucién hipoténi-
ca en enfermedades como insuficiencia cardiaca, nefropatias
en donde hay uso prolongado de diuréticos y en la hiponatremia
de las enfermedades crénicas. U dovew, 197063 vYeldy, 1372 ).
TECNICA PARA DETERMIMAR SODIO Y POTASIO. ~
A. Fundamento:

El suero diluido es atomizado en una llama cuya temperatura
es suficiente para excitar los electrones de algunos elementos
sodio y pota in en este caso a un nivel de energia superior y
al regresar a su estado original emiten radiacién de longitud
de onda caracteristica para cada elemento, la intensidad de és

ta radiacidn es proporcional a la corcentracién del elemento.
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B. Material y Equipo: &
1) Aparatos:

a)Fotémetro de Flama Coleman
b) Cable para conectar el fotbmetro,
¢) Escala de lectura directa para sodio y potasio.

2) Cristaleria:
Matréz volumétrico de 50 ml
Vaso de precipitados de 10 ml
' Pipetas graduadas de 1.0 y 5.0 ml

3) Reactivos:
Sterox al 1.0% y al 0.02%
Labtrol (solucién para calibrar el Flambmetro)
Nota; Para calibrar el flamémetro, diluir el labtrol como si
fuera suero con la solucibén de Sterox al 0.02%.

4) Material Bioldgico:
0.5 ml de suero

C. Método :
a) Colocar 0.5 ml de sueroc, en un matr4z volumétrico de 50 ml
y aforar con solucién de Sterox al 0.02%
b) Marcar cuatro vasos de precipitados de 10 ml de la siguiens
te manera:
P Problema o muestra
O Sol. blanco limpiadora inicial
F Sol., limpiadora final
St Estandart: Sol., 150 mEg/lt de sodio y § mEq/lt de
potagio,
Colocar de la gsiguiente manera:

VASO P VASO O VASO F VASO ST
1 Colocar en todos los vasos 1.0 ml de la solucién
de suero diluido con Sterof (inciso a)

2 Llenar con
sol. ante-
rior

3 Llenar con sol. de
Stero® 0.02%

4 Llenar con sol.
. Standar 150 mEg
/1t Na y 5 mEgq/

1t K
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¢) conecturel fotdmetro de flama y el espectrofotbdbmetro con -~
sus respect ivas clavijas y uno de los dos aparatos introducien
do el cable que sale de la parte inferior del espectrofotbéme--
tro en el correspondiente enchufe del flambmetro situado en la
parte posterior, introducir con la clavija ancha hacia arri
ba., Sacar 1.0 cm el porta cubetas de pléstico del espectrofotd
metro, girar lentamente y deposit & nuevemente en su compar-
timiento, debe quedar un poco afuera, asegurari€gue no hay pa-
so de luz, tapar Yy cerrar los controles del espectofotémetro
y del flambmetro. Girar la derecha 1/4 de vuelta los botones
para ajuste grueso y fino del espectrofotdémetro; el circulo de
luz que se encuentra en la reglilla lectora se moverd hacia la
izquierda y desapareceri de la vista si los aparatos se encuen
tran conectados correctamente., Colocarel filtro de Sodio en -
la ranura para filtros del flamémetro.

d) Abrirla toma de gas y enc cnder ,Inmediatemente abri¥la toma
de oxigenoy lentamente ll:WEThasta 1.0 Kg y regularla flama a
fin de obtener un cono azul intenso, de 1.0 cm de altura.

e) Cologay el vaso "0" en el porta muestras del flambémetro Cé~
rrur LA puerta y atomizamando vuelta al pasador en el sentido
de las manecillas del reloj.

f) Con los controles para ajuste grueso y fino del flambmetro
llev el indice luminoso del espectrofotbmetro a cero (extremo
izquierdo de la escala).

g) Sustituya el vaso "O" por el vaso "St" y atomice de la mis-
¥
ma manera.

h) Con los controles del espectrofotébmetro ajuste el indice de
la luz a los mBEg del St de Na en la escala correspondiente de
la reglilla

i} Comprobyr que el ajuste ha sido correcto, atomizando varias
veces los vasos "0" y "St" hasta que obtenga dos lecturas igua
les.

j) Una vez estabilizadas las lecturas, cologue el vaso "P" lea
y anote la concentracién de Na seglin la lectura en la escala -
de sodio.

k) Vuelva a atomizar los vasos "0" y "St" para asegurarsu de -
que 1L0s ajustes no variaron y la determinacibn del vaso "P" --
fué correcta.
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1} Quitdrel filtro de Na y pon® en su lugar al filtro de K.

m) Colocar en el portamuestras el vaso "0", atomizgry ajusiarp
a cero de la escala con los controles del flambmetro.

n) Sustitgir por el vaso "St", atomizgpy ajustara los mEq
del "St" de K en la escala correspondiente won los controles

del fotbmetro.

fi) Comprobar si el ajuste es correcto al atomizar varias ve-
ces los vasos "O" y "St".

o) Comprobada la exactitud, colocar 2l vaso de la muestra di
luida en el portamuestras y atomigzar,

p) Leery anot@rla concentracién de K segfin la escala.

q) Atomizarnuevamente los vasos "0" y "St! para comprobar el -
ajuste y segurar la exactitud de la lectura del vaso "P".

r) Por Gltimo atomigarel vaso "F" durante 30 segundos para lim
piar el atomizador.

s) Limpie el atomizador con el capilar metdlico que tiene di--
cha funcibn, introduzcalo siempre por el orificio inferior.

t) Para apagar el aparato quite el capuchén, gire la llave del
oxigeno, cierre inmediatamente el gas.

NOTA: Siempre que se introduzca una solucién electrolitica en
el atomizador es necesario lavar con el vaso "F" o sea con el
reactivo de Sterox al 0.02% ; de esta manera no habr§ contami
nacién del reactivo con el problema y del reacfivo con el es-
tandar.

VALORES NORMALES:

Sodio de 138 a 146 mEg/lt de suero
Potasio de 3.8 a 5.1 mEqg/lt de suero

D. MEDIDAS DE SEGURIDAD Y CONTROL:

Hay que tener mucho cuidado de no contaminar las muestras al
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cambiar de vasos y pasarlos por el aparato.
Debe de asegurar las lecturas dadas por el aparato repltiemn-
.do varias veces la misma muestra.
E. BIBLIOGRAFIA:
Manual de Coleman Instruments
3) EL MAGNESIO (Mg++) .-

La concentracién de Mg en el adulto promedio es alrededor
de 25 gr. Su distribucién es similar a la del K, ya que se ha-
lla concentrado en-el interior dé la célula (40 mBEg/lt). En el
suero, los valores varfan de 1.5 a 2,5 th/lt. La mitad del Mg
total del cuerpo se encuentra en el hueso, en donde no se equi
libra con rapidéz. El Mg abunda en los alimentos, particular--
mente en los vegetales, ya que es componente de la clorofila.
Se absorbe en la parte alta del yeyuno y en menor grado en el
estbmago, Se elimina fundamentalmente mediante el rifbn, aunque
es excretado también por el higado, péncreas y aparato diges-
tivo. El Mg constituye un cofactor en muchas reacciones enzimd
ticas en el metabolismo de la glucosa. La concentracién extra-
celular de Mg tiene importancia en la funcién muscular.
ALTERACIONES:

Hipomagnesemia: Cuando la concentracién de Mg en el suero dismi
nuye a menos de 1.0 mEg/lt. Este transtorno se observa en las
enfermedades crbénicas como: cirrosis alcoholica;

Pancreatitis crénica;

Céncer
Nefritis crénica.
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Hipermagnesemia: Cuando la concentracién de Mg estd por arriba
de 3.0 mEq/lt, y ocurre en casos de:

Letérgos

Defectos en la conduccién auriculo ventricular .

( Weldy,1976; Sniwely,1980 ).
TECNICA PARA DETERMINAR MAGNESIO.-

A. Fundamento:
Una lémpara de citodo hueco forrado de Mg, produce luz de lon
gitud de onda caracteristica; esta luz se pasa atravég de la -
flama donde se proyecta, a presibn, la muestra, los &tomos de
la intensidad de la luz que atraviesa la flama antes y después
de la introduccién de la muestra es proporcional a la concen--
tracibn de Mg en ella.
B. MATERIALY EQUIPO:
1) Aparatos:
a) Espectrofotémetro de Absorcién Atbémica Unicam SP 90A
2) Cristaleria:
Matrédz volumétrico de 1000 ml
Matraces volumétricos de 10 ml y de 100 ml
Vasos de precipitados de 100 ml
3} Reactivos:
a) Solucibn de Mg 100 mg/lt
Oxido de magnesio 1000 mg
4cido clorhidrico 10 ml
Llevar a 1000 ml con agua destilada;
guardar en frasco de polietileno y refrigerar.
b) Solucién de Mg 100 mg/lt
De la solucién anterior tomar 25 ml y llevarlos

hasta 150 ml con agua destilada.

¢} Solucidén de EDTA 3.75 g en 100 ml
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EDTA 37.5 g
Disolver y llevar hasta 1000 ml con agua destilada
guardar en frasco de polietileno, refrigerar.

d) Seolucién de E DTA0.78 g en 100 ml
De la solucidén anterior C colocar 208 ml en un matrdz volu

méprico y aforar con agua destilada a 1000 ml; guardar én
frasco de polietileno, refrigerar.
C., METODO
Material Bioldgico: 0.4 ml de suero
a) En un matréz volumétrico de 100 ml se colocan 0.4 ml de sue
ro problema, se afora con solucibén de EDTA (0.78 g/100 ml).
El suero queda diluido 1:25.
b) Colocar en siete matraces volumétricos de 100 ml lo siguien
te:

Con el fin de elaborar la Curva de Calibracibn:

Matraz |Sol. standar | Sol. de EDTA Agua des Conc. final
10 mg/100 ml | 0.78 g/100 ml | tilada en mg/100 ml
1 0 ml 20 ml llevar a
100 ml 0
2 4 ml " " 1
3 6 ml " " 1.5
4 8 ml " " 2.0
5 10 ml " " 2.5
6 12 ml " " 3.0
7 le ml " " 4.0

¢) BEstas soluciones y la muestra se leen en absorcifn atdémica
de acuerdo a las sigulentes indicaciones:

Longitud de Onda 285 nm

Abertura 0.08 nm

Filtro 1

Cantidad de corriente 4 miliampers de aceti-
leno

Altura del quemador 1l cm

Presién del acetileno 0.7 Kg/cm2

Aire 2.1 Kg/cm2



NOTA:

El aparato se coloca a cero con la solucién (d); las con-

centraciones se obtienen en mg de Mg/100 ml de suero; pe-

ro si se requiere mEg/lt debe multiplicarse el valor en --
mg por 0.823 gue es el factor constante para dicha equivalencia.
VALORES NORMALES:
De 1.8 a 3.6 mg de Mag;esio/IOO ml de sucro.
D, MEDIDAS DE SEGURIDAD Y CONTROL:

Debe tenerse cuidado de no sumentar la cantidad de Sodio -
(EDTA) en las soluciones porque esto interferirfa en la deter-
minacién del Mg.

E., BIBLIOGRAFIA:

Dawson, J.B, Heaton,F.W. The determination of magnesium in
biologycal materials by atomic absortion spectrophotometry
Bioch. J. 80: 99.106, 1961.

4) EL CALCIO (Ca++) .-

El contenido total de Ca corporal es de aproximadamente —---~
1000 ~ 1200 g del cual el 99% estd concentrado en el esqueleto la
ingestibn cotidiana de Ca oscila entre 1 y 2 g y la mayoria se e-
limina por el aparato digestive y una excrecibn urinaria de apro-
ximadamente 200 mg/lt/dia.

La cifra sérica normal varia entre 9 y 11 mg/100ml.

El Ca en la sangre se encuentra en tres formas:

ionizado, unido a proteinas y formando complejos.
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Aproximadamente el 45% de Ca se¢ encuentra en forma ioni
zada y es esta parte la responsable de la actividad fisiolé-
gica en procesos como la Coagulacibn de la sangre, la Excita-
bilidad Neuromuscular, La actividad Enzimitica y la Calcifica
cidbn bsea.

El calcio se absorbe fundamentalmente en el duodeno y en
la parte alta del yeyuno.

ALTERACIONES:

Hipocalcemia: Cuando la concentracién de Ca es menor a 8 mg/
100 ml; y presenta sintomas como: Entumecimiento, hormigeo al
rededor de la boca y puntas de los dedos.

Hipercalcemia: Cuando la concentracibn de Ca es mayo a 11 mg/
100 ml en enfermedades como Hipertiroidismo, Céncer, Nefropa-
tias; presentando sintomas como fatiga, debilidad, né4usea, ;g
mito, pérdids de peso, chlculos renales., ( sSniwely,1980 ).
TECNICA PARA DETERMINAR CALCIO: (Ferro-Hamm).

A FUNDAMENTO:

El &cido cloranilico precipita al Ca, como cloranilato -

célcico, el cual se disuelve con golucién de EDTA y for-

ma el cloranilato s&dico soluble, de color rosa.
B MATERIAL Y EQUIPO:
1. Aparatos.
Espectrofotbémetro Centrifuga
2. Cristalertia
Tubos de ensaye
Vasos de precipitados de 500 ml

Matraces volumétricos de 1000 wl
Pipetas graduadas de 1.0, 5.0 y 0.1 ml
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a)

-b)

d)

C

3. Reaclivos:

Acido cloranilico
Hidréxido de sodio 4,0
Acido clggnilico 11.
Disolver, ajustar a pH 6,5
Agua destilada.

g
g
y aforar a 1000 ml con

Alcohol Isopropilico al 50%
Alcohol Isopropflico 500 ml
Mezclar con agua destilada hasta llegar a 1000 ml

EDTA al 6%
EDTA 60 g
Disolver y aforar con agua destilada hasta 1000 ml

Solucibn de Calcio 10 mg/100 ml

Carbonato de calcio 0,2497 g

Acido clorhidrico concentrado 8 ml

Disolver el carbonato de calcio, agregar el &cido clorhidd
co, y aforar con agua destilada hasta 1000 ml.

MATERIAL BIOLOGICO:
2.0 ml Qe suero
METODO .

a) En un tubo de ensaye colocar 2.0 ml de suero.

b) Afiadir 1.0 ml de reactivo de &cido cloranfilico.

c! Dejar reposar durante 30 minutos.

d) Centrifugar a 1800 r.p.m., durante 10 minutos

e) Decantar el liguido sobrenadante y dejar reposar durante
3 minutos sobre papel filtro al precipitado para que se
seqgue.

£) Lavar el precipitado con 6 o 7 gotas del reactivo de al
cohol isopropilico al 50%.

g) Volver a centrifugar y volver a hacer lo mismo para eli
minar el liquido sobrenadante como en el paso e.

h) Afladir al precipitado dos gotas de agua destilada y agi
tar hasta resuspender el precipitado.

i) Afiadir 6.0 ml del reactivo de EDTA al 6%, tapar el tubo
y agitar por inversién hasta disolver al precipitado.

3) Leer a una longitud de onda de 520 nm,

k) Ajustar a 100% de Transmitancia con blanco de Agua des-
tilada. '
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NOTA:

Para la preparacién del Estandar, se tomen 2.0 ml del --
reactivo de calcio 10 mg/100 ml y se ﬁrocede a trabajar como-
ge indica desde el paso b, La lectura del St es de 78% de T,
se puede leer la concentracibn en el disco de escala de con--
centraciones o haciendo simplemente una regla de tres,

si 8t = 10 mg > 78% de T

el P -3 x % de T (Obtenido)
Donde P = Problema

Preparacion de la curva de calibracién:

TURO AGUA DESTI SOL. DE CALCIO CONCENTRACION DE Ca
LADA 10 mg/100 ml EN ng/100 ml
1 6.0 0 0
2 4.5 1.5 7.5
3 4.0 2.0 10,0
4 3.5 2.5 12.5
5 3.0 3.0 15.0

A cada tubo se le trabaja de la misma manera que al tubo
con la muestra del paciente (proseguir con los 5 tubos desde
el paso b),

VALORES NORMALES:
De 9 a 10 mg/100 ml de suero
6 de 4.5 a 5.5 mEg/lt

D,.MEDIDAS DE SEGURIDAD Y CONTROL,
En gencral se debe tener cuidado del manejo de los apara

tos y su calibracibn, ajustando perfectamente a cero antes de
hacer las lecturas del problema y del estandar.
E. BIBLIOGRAFIA,

Manual of clinical cheﬁistry procedures, Miami, Date reageng_

1965,



Manual de Técnicas Sigma
Manual clinico, Klett-Summerson
NOTA: La técnica de Ferr-Hamm para la determinacién de la con
centracidén de calcio en el suere sanguineo viene igual en los
diferentes Manuales de Técnicas Clinicas, pero con algunas mo
dificaciones en cuanto a cantidades agregadas de los reacti--
vos; ésto quiere declir que siguen el mismo principio o funda-
mento para calconlar la concentracidén de Ca en la muestra pro-
blema.
DENTRO DEL GRUPO DE LOS ANIONES TENEMOS:
AL CLORO (cl"l) .
En el adulto promedio hay aproximadamente 2400 mEq de Cl
las 2/3 partes son extracelulares y la 1/3 es intracelular.
El cloro intracelular se encuentra en cantidades signifi
cantes sb6lo en los eritrocitos y en los leucocitos y en ague-
llas célular con funcibn excretora externa como las de la mu-
cosa digestiva. El cloro sérico existe en cantidad inversa al
ién bicarbonato. ElL Cl est8 regulado por el rifén donde las -
4/5 partes son absorbidas por los tGbulos proximales y la o-
tra 1/5 parte en los tGbulos distiles bajo control hormonal.
El cloro es excretado habitualmente con K en forma de KCl, la
deficiencia de uno coexiste con la deficiencia del otro y la
restitucibén debe incluir a ambos.

ALTERACIONES:
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Hipocloremia: FBn laacidosis respiratoria, Nefropatias crénicas

con retencién de 80;~ y PO4 y [(en el aumento
de la excresién de cloro).
Hipercloremia: Bn la acidosis metabblica, Alcalosis respirato

ria y con la administracidn de NH4, K y NaCl.

TECNICA PARA DETERMINAR CLORO,- (Schales y Schales).
A. FUNDAMENTO:

Los iones de cloro se combinan con los iones merciricos.
Il exceso de estos reacciona con el indicador S-difenil-carba
zona y dd color violeta.
B MATERIAL Y EQUIPO:

1) Cristaleria:
Matraces erlenmeyer de 25 ml
Matraces volumétricos de 1000 ml
Pipetas graduadas de 5, 1, y 0.1 ml

2) Reactivos:

(a) Shifenil-carbazona {indicador)
S-difenil-.carbazona 1.0 g disolver con
Alcohol etilico y aforar hasta 1000 ml, Conservar
en frasco ambar y en refrigeracién.

(b) Nitrato mercfirico
Nitrato merctrico 1.5 g
Acido Nitrico 2N 204
Disolver el nitrato mercGrico, agregar el &cido nitri
co y aforar con agua destilads hasta 1000 ml.

(c) soluciébn de NaCl 10 mEq/1t
Cloruro de Sodio 584.5 mg
Disolver y aforar con agua destilada hasta 1000 ml,

3 Material biolégico:
1.0 ml de suero,
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C. METODQ -

A) A 0.2 ml de suero afiadir 1.8 ml de agua dastilada y 4 -
gotas del reactivo de S-difenil-carbazona.

B) Titular con el reactivo de Nitrato merctrico hasta la -
aparicién de una coloracién violeta p&lido permanente.

€) Para calcular la concentracién de cloro en la muestra -
se deben multiplicar los ml utili;ados en la titulacién
por el factor de conversidn y se obtendrén mEq de Cl/Llt.

NOTA:

Para obtener el valor del factor de conversién se hace -
lo siguiente:

1) Poner 2.0 ml de cloruro de sodio 10 mEg/lt en un matraz er
lenmeyer de 25 ml,

2) Afiadir 0,06 ml de sol. indicadora

3} Titular con la solucién de Nitrato merclrico, hasta obﬁener
la coloracién violeta.

4) Dividir 100 entre el nGmero de ml utilizados en la titula-
cién del cloruro de sodio y se obtendrd el factor de con--
versién.

VALORES NORMALES:

De 96 a 105 mEg de Cl/lt

D. MEDIDAS DE SEGURIDAD Y CONTROL:

Debe tenerse mucho cuidado al efectuar la titulacién para-
obtener el resultado lo mis exacto posible.

E. BIBLIOGRAFIA:

Bchales, 0. y Schales, S.S. Simpie and Accurate Method for
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Determination of chloride in biological fluids J. Biocl., Chem
140: 879, 1941,
Schales O. Standard Methods of clinical chemestry N.¥Y.

M. Reiner Academic Press, 1953 vol. 1

~Maxwell Borow 19706, Respuestas fisiolbgicas €n la salud y
en la enfermedad. E4. El Manual Moderno S.A, México, D.F,

-Norma Jean Weldy, 1973. Ligquidos y Electrolitos del orga-
nismo EA. Médica Panamericana, S.A. Argentina.

. Manual de Procedimientos Clinicos
T.M.8.5. México, 1974 Dr. Luis Castelazo Ayala

Subdirector General Médico.
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BIOMETRIA HEMATICA

Introduccidn a la Hematologia.-

La sangre es un liguido rojo, clare de cdmposicién varia
ble gue circula a través de los vasos sanguineos del organis-
mo. ‘

Participa en las actividades fisiolbgicas y patoldygicas
de todos los organos y estd compuesta de un liguido llamado -
plasma en el que estén suspendidos los eritrocitos, células -
blancas o leucocitos y trompocites o piaquetas denominados en
conjunto Hematocitos.

La Hematologia estudia la parte morfol6gica de la sangre;
y se ocupa de la total interaccibn de los sistemas vascular vy
hematopoyético. ( 3yrd, 1378; wWeiss, 1977 )

Cuande la sangre se coagula, hay una separaciftn de un -
coigulo sanguineo y un liguido color ambar llamado suero, ca-

rente de fibrindgeno (lo cual lo diferencia.del plasma)

Los distintos componentes citolbgicos de la sangre pue—-—

den definirse coma:
1) ERITROCITO: (Llamado tasbién célula hembtica roja, glbdbulo
rojo o henat {e)

Es upa célula discoide eldstica bicdneava y carente de -
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nflicleo, gue normalmente se halla en la periferia de la luz de
los vasos. sanguineos. Tiene un promedio’'de vida de 80 a 120 -
dias, un diéwetro de 7.2 micras y un color {con tincién Wri--
ght) anaranjado o rojo.

La principal funciébn del eritrocito es la de contener --
hemoglobina asociada con oxigeno y llevarla a los diferentes
brganos.

2) LEUCOCITO: (Llamadoc también célula blanca hemdtica 6 globu
lo blanco)

Bs una célula con nGcleo, con un didmetro entre 8 y 16 -
micras, se halla en la sangre periférica.

Tiene un promedio de vida indefinido.

Est& compuesto principalmente por:

Células polimorfonucleares: (con un promedio de vida de 3 a 4
dias).

Linfocitos: (con promedio de vida de 100 dias).

Monacitos:{con promedio de vida de 2 dias a 2 semanas).

y en oca siones

Células plasméticas: (con larga duracib6n de vida).

Cada tipo de leucocito juega un determinado papel en la
defensa del organismo frente a la enfermedad mediante la fa-

gocitosis y la formacidn de anticuerpos.
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3) TROMBOCITO: (También conocido como plagueta).

Es un fragmento morfolégicamente irregular {con vida pro
medio de 8 a 11 dias) (in vitro maximo 4 hrs), derivado de la
porcién citoplasmitica de los megacariocitos.{células madre -
normalmente situadas en la médula Osea).

Esta célula es fundamental para que tenga lugar la coagu
lacién de la sangre. Cualguier variacién moderada o intensa -
del nOmero, alteraciébn moffoldgica y funcién de uno o mas de
los componentes citolégicos de la sangre produciré un indro-
me hematol6gico complejo llamado Discra cia Sanguinea.
FISIOLOGIA DEL SISTEMA VASCULAR, -

Los principales 6rganos de la hematopoyesis son la médu-
la 6sea, hfgado, bazo, timo y ganglios linféticos.

La hematopoyesis se inicia durante la vida fetal; sin em
bargo, bajo situaciones especificas de stress, el.higado, ba-~
zo, timo y ganglios linf&ticos pueden volver a su funcién fe-
tal y presentar una hematopoyesis extramedular.

Las principales funciones de las células del sistema he-
matopoyético son las de: transporte de oxfgeno, resistencia a
la infeccibn, produccién de anticuerpos, detencibn de la hemo

rragia. ( Limmam, -1975; Byrd, 1978; Platt, 1972).
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PROPIEDADES GENERALES DE LA SANGRE. -
* Tiene un pH entre 7.35 a 7.8

* Densidad de la sangre completa 1.048 - 1.066 en hombres
1.053 en mujeres

* pensidad del suero 1.026 a 1.031 ( &/ cm3 )
* Densidad de los hematies 1.092 a 1.095

* Su volumen total es de 5 a 6 1t con respecto al peso corpo
ral. (0O de 7 a 8 %.

* Plasma : est8d compuesto por suero y fibrinbgeno, ocupa el
55% del volumen sanguineo total.
* Agua: Comprende del 91 al 92% del peso del plasma.
* Proteinas plasmiticas: Ocupan del 6 al 9% (éstas estan for
madas en el higado y ejercen una presibn osmbtica de 25 a 30
ml de Hy; son también responsables de la viscosidaq sanguinea.
Las proteinas plasméticas estén compuestas por:
1. Albamina sérica (4%)
2. Seroglobulina (2,7%)

En el plasma también estén presentes las proteinas regu

ladoras y protectoras, tales como las hormonas y las enzimas).

* Substencias anabélicas difusibles:
a) Material inorgénico (0,9%} (tales como cloruro s6dico, cal

cio, potasio, &cido carbbnico, yodo y fierro)
b) Substancias nutritivas orgénicas: (Tales como amino&cidos
glucosa, grasa, colesterol, 02 Y coz)
* Componentes catabdlicos difusibles: (Tales como urea, dcido
firico, creatinina, creatina y amonio!.

D¢ los anterior podemos resumir que las funciones de la

sangre son: respiratorias, nutritivas, excretoras, de mante-
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nimiento hidrico d¢ tejidos y de regulacién térmica corporal,

( Limman, 1975 ),
SERIE ERITROCITICA.-

l. Esta s¢ inicia en médula 6sea con la formacidn de la célu
la primitiva de origen o hemohistioblasto; esta célula es ==
oval, grande (de 25 a 35 micras), tiene un nucleo oval gran-
de con cromatina regplar en forma de fina red vesiceular.

La tercera parte de su volumen esta ocupado por un citp
plasma de color lila grisfceo con unos grénulos policrométi-
cos diminutos.

2. A partir de estas cé&lulas se forma el hemocitoblasto (de
20 a 30 micras) caracterizado con el mismo tipo de ntcleo -~
gue la célula primitiva, sin embargo el citoplasma de contor
nos irregulares se hace mis pequefio, azulado y no granular,
cuya tincién es variable,

La divisi6n de ésta célula da lugar a dos nuevas célu--
las: una diferenciada que se encuentra en la médula 6sea, -~=-
ganglios linfaticos, bazo e higado; tiene un didmetro de 25
a 35 micras con un nucleo redondo u oval gue ocupa casl to-
do el contenido celular, Y la otra célula hija es indiferen-
ciada multipotencial, esta permanece en esta fase para evi--
tar una deplecién de las células primitivas.

3. La célula blistica especifica mds joven de la serie del g
ritrocito es el pronormoblasto (proeritroblasto o rubriblas-

to), Esta es una célula ovoide cuyo tamafio es el doble que -
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el del hematie y tiene un didmetro medio de 14 a 19 micras.
Su nicleo es de color pGrpura claro, vesicular y granu
lar con una ligera densificacidn de la cromatina (a medida -
gue la célula envejece la cromatina se dispone en filamentos
Existen de uno a tres nucleolos perfectamente deferenci
ados., El citoplasma es granulax y de color azul claro en lasg
formas jévenes y aumentando la intensidad de color en las -~-
formas viejas o maduras.
4. A partir de esta célula se forma el nqrmoblastqlbasbfilo
(eritroblasto primitivo o prorrubricito) tiene un diédmetro -~
de 12 a 17 micras ligeramente menor que el pronormoblasto.
Su nficleo tiene color pfirpura oscuro; la cromatina est& més
aglutinada y en ocaciones tiene el aspecto de rueda de carro
No hay nucleolos y su citoplasma es azul marino.
%. Después se forma el normoblasto policromaté6filo {(eritro -
blasto tardio o rebricito) tiene un diémetro de 12 a 15 mi--
cras con nfcleo compacto condensado y més maduro cu;a croma-
tina tiene un color negro azulado y muy densa. El citoplas--
ma es de color rojo azulado o policromético.
6. Luego sigue el normoblasto ortoprémico (normoblasto &cido
filico, o metarrubricito) que se forma a partir de la madura
cién del pronormoblasto en un periodo de dos dias.
Esta célula tiene un nucleo oscuro y homogéneo con una

cromatina condensada llamada picnbtica, tiene un difmetro de

—
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8 a 12 micras.

7. Consecutivamente se forma el reticulocito (eritrocito po-

licromatéfilo o difusamente baséfiio). Este es un eritrocito

joven formado por:

a) salidas del nGcleo de la-célula mediante el proceso de ca

traccién activa,

b)Y o por destruccibén del mismo por medio de fragmentacidn,
Tiene un didmetro de 7 a 10 micras y retiene cierta can

tidad de RNA que le da caracteristicas policromatofilas en -

la tincién de Wright y su caracteristico aspecto reticulado

azul,

B. Por Gltimose forman los eritrocitos (normocito o hematlie}

a partir de la célula anterior cuatro dfas después, con un -

di&metro de 7.2 micras y un color anaranjado o rojo con tin-

cién Wright. Su forma es Oval(YQé?rfgﬁiéf #ﬁglio.

SERIE GRANULOCITICA.-~

1. Células primitivas (reticulo endoteliales o reticulares)-

tienen un tamafio de 15 a 40 micras, presentan uﬂ nGcleo redm

do, grande con una cromatina reticular gque se tifie en rojo -

plrpura. Tiene de uno a culstro nucleoloes bien definidos y de

forma irregular, su citoplasma es azulado, no tiene grénulos.

2. Mieloblasto: Tiene un tamafio de 10 a 18 micras de difme—-

tro con forma ovoide, su nicleo ocupa la mayor parte de las

células, es redondo o ligeramente ovoide. Contiene de 2 o -
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ANORMAL-DEFICI HCIA DE ACIDO HOLICO
HORMAL Y VITAMINA 3,

PROMORMOBLASTO (Proeriottine o sebivuiod

NORMOBLASTO DASOFILO

(Erarobiaao pirien 0 peor wancAo)

NORMOBLASTO POLICROMATOFILO
{Ertiobisw

NORMOBLASTO MEGALOBLASTICO POLICROMATOFILICO

4

NORMOBLASTO
ORTOCROMICO

o
ACIDOFILO
Normablanio
8 malprtubneds)

NORMOBLASTO MEGALOBLASTICO ORTOCROMICO

Tineaon
ar Wrght Tac0n an wieulo

Retguisilat

ERITROCITC POLICROMATOFILO O DIFUSAMENTE BASCFILO

RE HCULOCH'3 MEGALOBLASTICO
ERITROGIIO

1
ERITROCITO MEGALOCITO

t4mina 2
SECUENCIAS DE LA MADURACION ERITROCITICA
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mds nucleolos ovoides de color azul pélido.

3. Progranulocito:(promielocito) Su tamafio es de 10 a 20 mi—
cras, tiene forma redonda u oval, su nucleo es ovoide, gran-
de con cromatina de color pGrpura y ligeramente densa. Pre--
senta dos o mas nucleoles ovoides y de color azul p&lido., Ti
ene un citoplasma color pGrpura clarg bas6filo,

4, Mielocito: No tiene nucleolo, posec grénulos, tiene un ta
mafio de 12 a 18 micras es redondo u oval. Su nucleo es redon
do-u oval, tiene cromatina densa, carece de nucleolos, su ci
toplasma es rosa azulado con grénulos azurofilos.

5. Metamielocito: (célula juvenil) Tiene un tamafio de 10 a 18
micras, redondo u oval, la cromatina nuclear es obscura, de
color pGrpura no tiene nucleolos, su citoplasma es abundan-
te de color azul rosado y lleno de numerosos grénulos peque
flos (neutrb6filos, eosinbfilos o basbfilos).

6. Célula en cayado: (en banda) tiene un tamafio de 10 a 16 =
micras, redondo u oval, presenta un nGcleo en forma de herra
dura, tiene cromatina nuclear densa y de color azul p@rpura
intenso, no tiene nucleolos, su citoplasma es abundante de -
color azul pSlido o rosado con grénulos grandes color naran-
ja (eosinbfilos), azul obscuro (basbfilos) o pequefios grénu-
los color lila (neutr6filos).

7. Granulocitos polimorfonucleares: (segmentados). Tiene un
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tamany  de 10 a 15 micras, teinen un nficelo con dos 15bulos-
de color plrpura unidos por una tira delgada de cromatina --
densa: los nGcleos eosinéfilos y bas6filos tienen dos 16bu--
los. Presenta citoplasma azul o rosa palido, el neutrbfilo
tiene muchos grinulos finos de color visleta, y el eosind-
filo tiene granulos mis grandes de color rojo amarillento;-
los del basdfilo son grandes y de color azul obscuro.

(Ver Lamina # 3).

MIELO‘BLASTO

PR OMIiLOCITO

ELOCITO BASOFILQ MIELOCITO NEUTROFILO

MIEL EOSINOFLO

METAMIELOCITO BASOFILO METAMIELOCITO NEUTROFLO  METAMIELOCITO EOSINGFILO

B A
BASOFILO JUVENIL NEUTROFILO JUVENIL EOSINOFILO JUVENI,
\ p_ e
BASOFILO POLIMORFONUCLEAR  NEUTROFILO EOSINGFILO
POLIMORFONUCLEAR POLIMORFONUGLEAR

Limina 3
MADURACION DE LA SERIE GRANULOCITICA
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SERIE LINFOCITICA. -
1. Linfoblasto: Normalmente pueden encontrarse en médula osea
pero no en sangre periférica. Tiene un tamafio de 10 a 18 mi-
cras su nicleo ocupa la mayor parte de la célula, es redon-
do u oval. La cromatina es de color plrpura obscuro. Suele -
tener uno o dos nucleolos bien definidos con color azul cla-
ro, Su citoplasma es de color azul intenso con grénulos.
2, Prolinfocitc: Tiene un tawafio de 9 a 17 micras, con nucleo
ovoide, su cromatina es densa y tiene un color pfiroura inten
so. Tiene un nucleolo azulado. Su citoplasma es de color az-
ul claro u obscuro y en ocagiones con grénulos azur6filos.
3. Linfocitos: Tienen un tamafio variado de 7 a 16 micras. Su
nicleo tiene forma redonda, tiene cromatina de color azul --
pfirpura obscuro y es muy densa

No tiene nucleolos, su citoplasma es de color azul cla-
ro con algunos grénulos azurb6filos.

{Ver l&mina # 4),
MADURACION DE LA SERIE LINFOCITICA

Z !

PROLINFOCITO UNFOCITO GRANDE, LINFOCITO LINFOCITO
LINFOBLASTO fson yeinuian stuohian) INTERMEDID PEQUERNO

MADURACION DE LA SERIE MONOCITICA

-0-@ ©
i

MONOBLASTO PROMONOCITO MONOCITO MONQCITO !JONOCITO

{con grinvion atyréhias)

Ldmina 4
MADURACION DE LA SERIE LINFOCITICA ¥ DE LA SERIE MONOCITICA
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SERIE MONOCITICA.-

1. Monobhlasto: Su.tamafio va de 12 a 20 micras. Su nucleo es
grande, redondo y ovoide, con cromatina fina y color plroura
claro o rosado. Tiene de uno a dos nucleolos. Su citoplasma
es de color azul intenso y no tiene grénulos.

2. Promonocito: Su tamafio es de 12 a 18 micras, su niicleo es
grande, lobulado, de forma arrifionada. Su cromatina tiene co
lor plrpura claro; tiene un nucleoclo. Su citoplasma es de co
lor gris azulado con grénulos graﬁdes y pequefios de color -
lila o azurAfilos que dan un aspecto polvériento.

3, Monocitos: Son células de mayor tamafio que existen en la
sangre periférica, ven de 12 a 16 micras. Su nucleo es oval-
tiene forms de herradura. Posee cromatina de color plGrpura -
claro 5 rosado. No tiene nucleolos. El citoplasma es abundan
te de color gris con muchos grénulos de color lila.

(ver lamina # 5).
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Lamina 8
TIFOS DE LEUCOCITOS (MONONUCLEARES)

1, Monucito, 2, Mielocito neutrdlilo. 3, Linfocito, 4, Linfocito. 5, Monocita. 6, Mo-
nocito. 7, Mielocito neutréfilo. 8, Promonocita. 9, Linrocllo 10, Monucito. t1, Mono-
cito, 12, Miclocito neutrdfilo. 13, Linfocito. M4, Linfucnlo 15, Mielocito neutrdfilo.
16, Linfocito, 17, Metamielocito neutrofijo, 18, Mcmmielocilo nettrofilo,
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SERIE PLASMOCITICA.-

1. Plasmoblasto: Se observa raramente en la médula Ssea, -
tiene un tamafo de 14 a 24 micras, su nucleo es ovoide y —--
su cromatina es reticulada, poco densa y de color plarpura, -
Presenta de uno a tres nucleolos grandes de color azul. Su -
citoplasma es oabundante,

2. Proplasmocito: Tiene forma ovoide mide 14 a 22 micras , -
con cromatina densa en su nucleo de color pirpura. Tiene de
unc a dos nucleolos de gran tamafio, su citoplasma es abundan
te de color azul claro con un halo més claro.

3. Plasmocito: (Célula plasmétical Es ovoide con un polo més
estrecho que el otro, su tamafio es de 8 a 18 micras con nQ--
cleo ovoide, su cromatina es plirpura, muy demsa, con un cito
plasma de color azul obscuro,

{Ver lémina de la # 1 a la 5)
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Limina § SANGRE NORMAL Perilérica

Linfocitos (L), monocitos (M), cristales de oxatato (anticoagulante) (Ox), polimor-
fonuclcar baséfilo (Pm B), polimorfonuclear eosindfilo (Pm E), polimorfonuclear
neutrdfilo (Pm N).
Datos diagndsticos: Normalmente hay del 50 al 70 por clento de leucocitos poli-
morfonucleares neutréfilos (Pm N). 25 a 30 por ciento de linfocitos (L), 3 a 8 por
clento de monocitos (M), 1 a 4 por ciento de eosindfilos (Pm E) y 0 a 1 por ciento
de basofilos (Pm B), Solamente deben utilizarse las buenas extensiones (tincién
de Wright). Si la extensién es demasiado gruesa es muy dificil efectuar la dife-
renciacion celular, especialmente entre los linfocitos y monocitos; si In extension
sanguinea ¢s demasiado fing, Ja mayoria de los Pm N y de los monocitos estardn
situados cn los bordes y en ¢l final de o extension,
Ei primer examen de la extensién sc efectuara con pequeiio (100 X) o gran aumento
(430 X) para comprobar la calidad de la extension sanguinea y la distribucién de
los leucocitos. Una vez realizado esto, ¢! observador pucde notar las células andéma-
las (p. vj., normoblastos, otras células blésticas, células plasmaticas, pardsites,
ctedtera), Utilizando el aceite de inmersion pueden observarse: 1) el tamafio de
los eritrocitos, forma y grado dc hemoglobinizacion, presencia o ausencia de
anisocitosis, puiquilocitosis, hipocromfa, microcitosis, macrocitosis, policromasia,
punteado baséfilo y presencia de hematies nucleados: 2) maduracién de los lew
cocitos, atipismos, cantidad de los l6bulos de los Pm N, presencia o susencia
de granulacién toxica, vacuolacion, células rnunchadas y células en cesta; y una
mmmrnincldn cemicuantitativa del recuento leucocitario total y parcial; 3) plaquetas,
. . . BETYS ¥ P
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OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE, -
Introduccidn:

La puncidn suele hacerse en lo vena media cefédlica que
corre por el interior del brazo y es visible al pligue del -
codo, Hey oue tomar en cuventa que l» serenidad y segurided
del técnico o person=z cue vaya a efectuar la toma de la mues
tra influye sobre la tranquilidad del pacientc; si el pacien
te estd nervioso serd necesario tranguilizarlo verbalmente -
platicando con él y pregunténdolé sobre su estado patolégi-~
co.

Antes de nada se deberd cerciorar de que tiene una ilumi
nacibén adecuada, asi coms de un material completo para esa -
toma de muestra. En casos en los cuales resulta dificil loca
lizar la vena, puede pedirsele al paciente que abra y cierre
fuertemente su mano; ayudandole con un masaje ae abajo hacia
arriba. Se pueden utilizar las venas del dorss de las manos,
per> el inconveniente €s que estas venas son méviles. La e;;
traccidn de sangre de le yugular o de los vasos femorales, -
debe hacerla una persona especializada.

La puncién cutfnea se uss cuando es dificil la obtencibn
de la sangre venosa y en pruebas en las que se necesiten pe-
queflas cantidades de sangre (ademéds de las pruebas en que se
requiere tomar el tiempo de sangrado o de la determinacidn -

de qrupos sanauineos).
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Est.a puncién se puede realizar en la yema de un dedo, -
el 16bulo de la oreja o en el taldn del pie,
MATERIAL NECESARIO:
Jeringas de 3,5y 10 ml
Agujas hipodérmicas (20 X 38 mm)
Ligadura de hule
Tubos de ensaye {con o sin anticoagulante) .
Algodén
Alcohol al 70%
Lancetas
Tubos y agujas Vacutainer
Gradilla
Cronémetxo
Agitador magnético
Centrifuga
Pipetas Pasteur
Tubos capilares
Papel filtro
Técnicas
Apoyar el brazo en una superficie plana. Limpiar la re-
gién anterior del brazo con alcohol, aplicar el torniguete -
con la ligadura de hule aproximadamente a 7 cm del codo.
Este torniquete debe sujetarse con un medio nudo para -
que pueda quitarse jalando el extremo libre.
Quitar el tapén de pléstico de la jeringa, tomar ésta -
de tal manera que el bisel de la aguja se encuentre hacia a-
rriba. Se sujeta la parte posterior del brazo del paciente a
nivel del codo, se jala ligeramente, - la

piel sobre la vena, se introduce la aguja a la piel a lo lar

go de la cara lateral de la vena, hasta llegar a perforar la
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vena. La sangre sube expontincamente a la jeringa, cntonces-
se jala ligeramente el émbolo, Cuando sc ticene ya la cantie-
dad necesaria de sangre, se¢ suelta el torniquete, se retira
la jeringa y se coloca una torunda de algondbébn humedecido en
alcohol pidiéndole al paciente gue doble su brazo presionan-
do la torunda de 3 a 5 minutos.

El paso de la sangre de la jeringa al tubo de ensaye de
berd ser lento y resbalando la sangre por las paredes de di-~
cho tuba. En los casos en que se necesite la sangre comple-~
ta se le agrega anticoagulante al tubo en que se va a deposji:
tar la sangre, nmezclando perfectamente. Cuando las pruebas
a realizar se hagan en suero, ésta sangre no necesita antico
agulante, la sangre se coagula en bafic Maria (37°C) y despu-
és se centrifuga y se separa la parte que es suero (superior)
de la inferior.

NOTAS;

Generalmente la sangre que se obtiene con lanceta (capi
lar) contiene més glucosa, mis leucocitos, cifras mis altas
de Hb y G.R. plaquetas més bajas, pH mis bajo y G.R. mis fri
giles.

Al afectuar una toma capilar se debe evitar presisnar
pues esto puede diluir la sangre con liguido intersticial --

{linfa). Siempre deberd etiquetarse perfecta y adecuadamen-
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te todo cuanto material sea utilizado por cada paciente, evi

tando con ello la confusibn de las wmuestras.

Antes de la toma de muestra es necesario gue se sepa la

procedencia de las pruebas que ser&n efectuadas al paciente;

para asi tenmer una adecuada conservacibén y manejo de la mueg

tra. { Lynch, 1972; Medina, 1Y73; Balcells, 1978 )

ANTICOAGULANTES

NOMBRE

CONCENTRACION

FUNCION

UPILIDAD

Mezcla de Oxa
latos Amonico
v potdsico

6 partes 0.A.
y 4 partes
0.P. 2 mg/ml
de sangre

Impiden la
coagulacidn
sustrayendo
el calcio del
plasma san--
guineo por
precipitacién
o fijacibn en
forma no ioni
zada.

Puede usarse
en VGM, Hb,
Ht, recuento
globular. Su
actividad es-
té limitada 2
los primeros-
minutos de ha
berse tomadc
la muestra ya
que este anti
coagulante
forma cuerpos
dentados en
los hemat {es,
vacuolas y al
gunas otras
deformaciones.

Citrato tri-
s6dico

Solucién acuo

sa al 3.8% se

mezcla a razbn
de 1/9 con san
gre para inveg
tigaciones de

coagulacibn.

Impide la coa-

gulacibn sustrd

yendo el cal
cio del plasma
sanguineo por
precipitacibn
o fijacibn en-
forma no ioni-
zada.

Se puede uti-
lizar princi-
palmente para
impedir la co
gulacifn de-
l1a sangre des
tinada a Tran®
.fuciones.
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Sacuestrene

( EpTa )

1 a 2 mg/ml
de sangre

Impide la coa-
yulacidn sus-
trayendo el

ma sanguineo
por precipita-

en forma no
ionizada.

calcio del plé#

cién o fijacﬂﬁl

Se podria de
cir que este
¢s el mids u-
tilizado ya-
gue presenta
grandes ven-
tajas: tiene
una mayor
confiabili--
dad aun en
ticmpos lar-
gos después -
de haberse
tomado la mues
tra (de 2
a3hr$)a
temperstura
ambiente y
hasta 24 hrs
a 4°C, Apar-
te de gue no
forma artefae
tos defor-
mantes,

Heparina

0.1 a 0,2 ~uu
mg/ml de sangre

Neutraliza la
trombina y
otras fases de
la activacién
de los facto-

gulacién,

res de la coa

No afects el
tamafio corpu
aular, ni -
el Ht, Es el
mejor anticoa
julante pa-
ra prevenir-
la hemolisis
y para prue-
bas de fragi
lidad osméti
ca. No resul
ta Gtil para
las extencio
nes sanguine
as ya que
forma un fon
do azul en
las prepara-
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ciones tefiidas
con Wright,

* El citrato tris6dico, el EDTA y la Heparina pueden utili-~
zarse para el mismo fin; pero NO la mezcla de Oxalatos por
ser téxica.
MEDIDAS DE PRECAUCION.-

Las extenciones de sangre deben prepararse inmediatamente,

Se debe mezclar perfectamente la sangre con el anticoagu-
lante,

Si en el plazo de 2 a 3 hrs no pueden llevarse a cabo
tras determinaciones la sangre deber§ refrigerarse a 4°C.
** CONSECUENCIA.-

A veces entre las 6 y 24 hrs, la hinchazén de los eritroci
tos aumenta el Ht y el valor corpuscular medio y disminuye
la concentracibn corpuscular media de la Hb y la velocidad
de sedimentacibn de los eritrocitos.

** Brittin y cols. 1969
Lanpasso 1968
Gambino y cols. 1965

LA HEMOGLOBINA, -

Es un complejo protefco de 200 a 300 millones de molécg
las casi esféricas en cada hematie. La Hb se sintetiza nor--
malmente en la red lipoproteica de las célula; de la serie
eritrocitica, su principal funcién es el transporte de oxige
no por la sangre.

Quimicamente estd formada por cuatro cadenas polipepti-~

dicas, dos de ellas alfa y las otras dos beta; y éstas cade-
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nas arrolladas de porfirina orientadas en dos ejes de sime-
tris y unidas a una matriz proteica mediante &tomos de ién
ferroso. Los tomos ferrosos tienen 6 uniones coordenasdas;

4 de ellsas estén unidas al nitrégeno pirrbélico del radical
porifirinico, La guinta unidén estd enlazada al nitr6geno imi-
dazilico del radial de histidina de una cadena polipeptidica
de globina y la sexta estd unida a una molécula de oxigeno
mediante un enlace reversible,

(ver estructura).

HEME

p . . | -
e SLAMINA Hede

- HbA -

Los tres componentes importantes de la Hb notmal son:

1) HoA: Hallada en la sangre del adulto normal y cuya nota-

A A
cibn es A P
? 2
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2) Hb2: Que también se encuentra en los hematies del adulto-

normal en proporciones menores gue la HbA, y se representa -

A
por A Al
2 2

3) HWbF: O fetal que se halla normalmente en los primeros 4 o

A
6 meses de vida y consta de X ) W z

Existen varios métodos para determinar cuantitativamen-
te a la Hb, como dato importante en la determinacién clinica
de una anemia, principalmente, y para detectar la presehcia
de pigmentos anormales.

- Estos métodos pueden ser: Colorimétricos, Densimétricos,
Gasométricos 6 Quimicos, basados en el principio siguiente:

Las dos Hb fisiolbgicas: la Hb reducida (Hb+*___%,H+HCO3)
y la oxiHb (H++02), se convierten facilmente en diversos com
puestos por accién de 4cidos, alcalis, sustancias oxidantes
o0 reductoras, gases calor y otros agentes,

TECNICA PARA BIOMETRIA HEMATICA.-
A) Fundamento General: El estudio morfolbgico de la sangre
corresponde a la parte clinica llamada Hematologia.

En este estudio se realizan técnicas cualitativas de
los elementos for de la sangre asi como también cuantita-
tivas para que al compararlos con los valores estandarizada-
mente normales veamos realmente si hay o no alguna anormali-

dad,
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Las pruebas realizadas en la biometria hemética

s0on:

Hb, Ht, V.8.G., Nlmero de eritrocitos, NGmero de leucoci

tos, Cuenta diferencial, Indices de los hematies.

B) Material y equipo:
1. Cristaleria:

Pipetas Salhi

Pipetas Thoma (GR y GB)
Cémara Ne ba er

Cubre objetos

Pipeta Pasteur

Pipetas graduadas (1 y 5 ml)
Tubos de ensaye

Tubos capilares

Tubo de Wintrobe
Matraces aforados
Vasos de precipitados

2. Aparatos:

Hemocitbmetro
Espectrofotémetro
Microscopio Eléctrico
Centrifuga

Agitador Mecénico

3. Reactivos:

a) Anticoagulante EDTA 5%
EDTA (sal disédica) 5 gr

Disolver a aforar con agua hasta 1000 ml
© * Por cada 5 ml de sangre agregar 0.2 ml de anti-

cnagulante.
b} Diluyente de Drabkin

Ferricianuro de potasio 200 mg
Cianuro de potasio 50 mg

Bicarbonato de sodin

Disolver y aforar a 1000 ml con agus destilada.

¢) Solucibn salina al 0.85%

Cloruro de sodio 8.5 gr :
Disolver a aforar a 1000 ml con agua destilada.
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e)

© 1)

4.

Diluyente de.Turk

Colocar de 1 a 3 ml de &cido acético glacial en un matraz
aforado de 100 ml y aforar con agua destilada. Agregar —-
unas gotas de azul de metileno. -

Colorante Wright

Colorante Wright 2 gr

Glicerina 30 mi

Metanol z.b.p. 1000 ml

* Este colorante debe dejarse madurar por lo menos 1 mes
y filtrarse antes de usarse. .

Solucibn amortiguadora para colorante Wright

Fostéto disédico 4.539 gr

Fosfato monopotésico 5.940 gr

Agua desti‘iada 1000 ml (¥)

(*) De esta solucibn tomar 9.54 ml y aforar con agua des-
tilada a 2 1t (**)

(**) Esta solucién debe ajustarse a pH entre 6.4 y 6.5
Material Biolégico:

Aproximadamente 5 ml de sangre con anticoagulante.

TECNICAS. -

Metodo de Cianometahemoglobina. -

Fundamento:

La Hb reacciona con el ferricianuro y forma m taHb, la

cual con el cianuro de potasio forma la cianometaHb, las so

luciones de este compuesto son relativamente estables,

Método:

1) Colocar en un tubo de ensaye 5 ml del reactivo de Drabkin
2) Agregar 0.02 ml de sanare con anticoagulante (use pipeta

Salhi)

3) Mezcle por inversién y deje reposar 10 min.
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4) Leer en el espectofotémetro a 540 nm ajustando con sclu -
cién Drabkin como blanco a 100% de transmitancia.

Célculos:

Interpolar en la curva de calibraci6n:

TUBO No. SOL. DE Hb EN | SOL. DE CIANOME | gr DE Hb en
DILUYENTE DRA | TA (0 DILUYENTE | 100 ml {(gr#¥)

BKIN mg% DRABKTN) ml
1 5 0 15
2 2,5 2.5 7.5
3 0 5 0.

* Proseguir desde el paso 2,
Valores Normales:

Hombres 15.5 a 20 gr/100 ml de sangre
Mujeres 13.5 a 17 gr/100 ml de sangre

METODO DENSITOMETRICO PARA HEMOGLOBINA. -
Fundamento:

El método densitémetrico para la deteminacién de Hb se
basa en que la Hb contenida en la sangre, por la agregacién
de una solucibn reactiva se transforma cuantitativamente en
Oxihemoglobina (Hboz)'

Las diversas Hb tienen espectros de absorci6n (D.O.- den
sidad optica~) caracteristicas , que pueden determinarse féd

mente con el espectrofotémetro; (escala para medir la can-
tidad de Luz-fotones-quantos de energia que deja pasar o gque
retiene una substancia, % de Transmitancia y D.0. respecti-

vamente) a diferente longitud de onda del rayo de luz- nm .
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Asi, la Hbo? tiene un mdximo de absorcién de luz a.
578 nm y por lo Lanto si hay mayor absorcién es mayor la con
centracién de Hboz.
Material:

Tubos de ensaye

Pipetas de 5 ml y de 0.02 {Pipeta de Salhi)
Manguera de succibn

Espectofotbmetro con cubetas

Algoddn

Sangre anticoagulante (sin hemolizar)

Soluci6n de Hidréxido de amonio NH,0H 0.007 N

NH4OH uuuuuuuuuu 4 ml
H20 ---------- c.b.p. 1000 ml
** Esta es la solucibn reactiva y al mismo tiempo la solucién
blanco.
Métodos

Poner 5 ml de reactivo de Oxihemoglobina ** en un tubo
de ensaye.

Agregar 0.02 ml (20 cm) de sangre homogenizada con la
pipeta de Salhi.

Mezclar bien para oxigenar debidamente la muestra (X).

Leer la absorvancia (D.0O.) de la muestra (X) en el espec
trofotémetro contra el blanco de reactivo, esto es: Calibrar
el aparato a cero, luego introducir muestra solucién blanco
y calibrar con ella hasta que deje pasar el 100% de luz, sa
car el tuboc blanco, introducir la muestra {X) y anotar la

D.0. todo esto a una longitud de onda de 578 nm,
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Célculo:

D.0. X 26.3 (factor constante = a X gr de Hb/100 ml de ==
sangre.
Valores Normales:

Hombres: 14 - 18 gr de Hb/100 ml

Mujeres: 12 -~ 16 gr de Hb/100 ml

Nifios: 13 - 14.5 gr de Hb/100 ml
**% Una forma actualmente utilizada en los laboratorios para
calcular el valor de la Hemoglobina y compararloc con un va--
lor normal es el siguiente: Esto nos sirve para detectar los
problemas de anemia.

De acuerdo a los pardmetros de referencia se calcula la
concentracién normsl y los valores por abajo de éste prome--
dio se consideran casos de anemia o deficiencia hemoglobini-
ca,

Hé.MATOCRI TO.~
Fundamento:

Se basa en la separacibén del paquete globular y el plasg
ma cuando se centrifuga la sangre 5' a 10 000 r.p.m. El re--
sultado se reporta en paquete globular/100 ml,

Técnica:

Mezcle perfectamente y con suavidad la sangre con anti-

coagulante (por lo menos 50 inversiones}. Llene de sangre

un tubo Wintrobe de hematocrito, hasta la marca 0-10 con una
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pipeta de Pasteur o una jeringa con aguja metdlica larga (no
deben quedar burbujas al aire dentro de la columna de sangre
o en el fondo del tubs). Centrifugue el tubo a 100 r.p.m.
durante 30 minutos. Lea el limite superior de la columna de
glébulos rojos en la escala ascendiente de la derecha. In--
forme el resultado en milimitros por ciento.

Técnica (micro) :

Llene con sangre venosa o capilar las dos terceras par-
tes de dos tubos heparinizados (microhematébcritos). Cierre -
el extremo més distante de la sangre con la flama. Centrifu-
gue el tubo en una centrifuga especial cinco minutos a 10 000
r.p.m.

Lectura de microhamatéctritos:

Ponga el tubo capilar en el surco del'indicador de plés
tico cuide de que el extremo inferior de la columna de glfbu
losrojos coincida con la linea negra de dicho indicador.

Gire el disco inferior de manera que la linea de l00% -~
quede abajo de la linea roja del indicador y sosténgalo en
ésta posicibn.

Por medio del orificlo gire el disco superior para que
le linea espiral intercepte el tubo capilar en la interfase
plasma-aire. Gire ambos discos juntos hasta que la linea es
piral intercepte el tubo capilar en la interfase globulos --

rojos-glébulos blancos. El micro hematbécrito en milimetros -
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Hemwlocrito y velocldad de sedimentacién
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109



por ciento sc lee en el punto de la escala que queda abajo -
de la linea del indicador de pléstico.

LEUCOCITOS. ~

Cuenta total:

Aspire sangre bien merclada con una pipeta para glébulos
blancos hasta la makca 0.5,

Aspire liguido de Tiirk con la misma pipeta hasta la mar
ca 11 (debe rotarse la pipeta mientras se aspira diluyente),
Agite la pipeta 90 segundos, aproximadamente para conseguir
una suspencién uniforme.

Tire tres o cuatro gotas del contenido de la pipeta, lim
pie la punta de ésta con gasa o papel absorbente y llene la-
cAmara para contar glébulos en una forme tal que la introduc
ci6bn del liquido sea uniforme.

Espere dos minutos y cuente con objetivo seco débil Los

cuadros grandes de las esquinas de la cuadricula, el resulta
do multipliquelo por 50 y asi obtiene el nlmero de leucoci--
tos en un milimetro clbico.
NOTA: Si el nGmero de leucocitos es menor a 2000, aspirar -
sangre con la pipeta de leucocitos hasta la marca 1 y dilu-~
yente hasta la marca 1ll; y cuente los nueve cuadros de la -
cAmara y el resultado se multiplica por 1l1.1

Si la cuenta es de 2000 a 4000, llene la pipeta con san
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* R {del 1 al 5) indican los cuadros en gue se encuentran los

Gldébulos Rojos ((Eritrocitos))

** B (del 1 al 4) indican los cuadros en que se encuentran -

los Gl6bulos Blancos {(Leucocitos))

PIPETAS DE THOMA
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La forma adecuada de contar-
Y g e o las células es siguiendo la 11
L] \ nea punteada; pero contando S0
\ LO las células que estén tocan
9 o ) ,’ do la raya de enmedio de arri-
Vel pé J7 ba y de la izquierda y NO los-
a 4 ® P de abajo y derecha.
é
o " T=90
J
Q
.4____1 I R o ]
e 5.
o “® o

Profundidad de la Cé&mara = 0.1 mm

} 4——— Cubreobjetos

[
—,—/:/[///U /»f_/ ////,IJ///,

* El nlmexro contado de eritrocitos se multiplica por 10000 -
gue es un factor constante; esto es debido a lo. siguiente:
Tenemos 5 cuadros X 5 cuadros
(ancho) (largo)

Cada cuadro tienc un &rea de 1 mm” y upa profundidad de 0.1
m.

La dilucién se hizo 1:200

Se multiplica: 5 X 10 X 200 = 10000 Factor constante*
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gre hasta la marca 0.5, cuente los nueve cuadros grandes de
la cuadricula y multipligue el resultado por 22.2.

Para cuentas entre 4000 y 25000 leucocitos. llene la pi
peta hasta la marca 0.5 y cuente los cuatro cuadros grandes
de la cuadricula y multiplique el resultado por 50.

Para cuentas de 25000 y 50000 leucocitos debe llenarse
la pipeta para eritrocitos hasta la marca 1 y diluyente has-
ta la marca 10l1.

Cuente los cuadros grandes de la cuadricula y multipli-
gue el resultado por 250.

Para cuentas superiores a 50000 leucocitos debe hacerse
dilucibn en una pipeta para eritrocitos hasta la marca 0.5 -
(1:200) o hasta la marca 1 (1:100), segln el caso, y cuente
los cuadros grandes de las esquinas, toda la, cuadricula cen-
tral, o solo cinco pequefios cuadros de la cuadricula central ,
segfih.el caso. .

Los factores por los que debe multiplicarse el resultado se-
ran:
para diluciébn 1:100 250 1000 y 5000
para dilucién 1:200 500 2000 y 10000
respectivamente

Para gue la cuenta de leucocitos sea lo mis exacta posi-
ble no debe contarse ni menos de 100 ni mds de 500 leucoci--
tos, por lo que debe usarse la dilucién adecuada.
NOTA: En la eritroblastosis fetal se cuentan todas las célu-

las nucleadas, despues se hace la cuenta diferencial para ob
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tencr el % de normoblastos; con estos datos se calcula el n(

3 mediante una regla de tres.

mero de leucocitos por mm
Cuente diferencial:

Haga una extensibén de sangre bien mezclada, recientemen
te extraida o capilar. Deje que seque. Ctbrala con el colo--
rante de Wright (de 1.5 a 2.0 minutos). Afiada el doble de la
solucibn amortiguaéora PH = 6.4 y deje actuar la mezcla 6 --
minutns. Lave al chorro de agua y deje secar. Observar con -
el objetivo seco al microscopio. ObserVar con el objetivo de
inmersién para hacer la deferenciacién de las c€lulas y ano-
tar las normalidades de cada una de los elementos de la se--
rie blanca, de la serie roja y de las plaquetas.

NOTA: Los blastos de la serie blanca y las células plasmiti-
cas deben entrar en la cuenta de 100 células, en cambio los
normoblastos deben contarse fuera de las 100 células.
Valores Normales:

a) Hemoglobina:

Hombres: de 15.5 a 20,0 g/100 ml de sangre
Mujeres: de 13.5 a 17.0 g/100 ml de sangre

»Y Hamatocrito:

Hombres: 47% #+ 7
Mujeres: 42% + 5
¢) Leucocitos:

Cuenta total: de 5000 a 10000 en 1.0 mm>
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Cuenta diferencial:

linfocitos: de 24 a 38%
Monocitos de 4 a 9%
Neutrbfilos de 50 a 70%
Eosinbfilos de 2 a 4%
Basbfilos de 0 a 1%
Mielocitos 0
Metamielocitos 0
"En banda de 4 a 7%
Segmentados de 45 a 65%

h}

Se cuentan 100 células en total o 500 cflulas si es ne-~
cesario un mayor pardmetro.
Bibliografia:

Wintrobe, W.W. 1933: Macroscopic Exemination of the Blood.
Am. J. Med. Sc. 185:58

Croshy W.H,; Mann J.I. y Furth F.N, 1954: Standardizing a Mg'

thod for Clinical Hemoglobinometry U.S. Armed Forces Md. J.5
1693,

Drabkin D.L. y Austin J.H. 1936: Spectrophotometric Studies.
‘11 preparations from washed blood cells Nitric Oxide Hemoglo
bin and Sulf Hemoglobin J, Biol. Chem. 112:51.
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VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR
METODO DE WINTROBE.

El fundamento basico de esta prueba es que ya sabemos
gue }a sangre es una suspencién de elementos, estructuras o
sistemas individuales cada uno cumpliendo sus funsiones en
el plasma por lo tanto la sedimentacibén de los gl6bulos es
un fenémeno que se observa siempre que una muestra sangre
que se le ha puesto anticoagulante y se tiene en posicién
vertical, puesto que por gravedad son m§s pesados que el
plasma; pero la rapidéz de esta sedimentacién puede ser vari
able por el cambio de las propiedades fisicoquimicas del
plasma por lo que su determinacién nos es Gtil para el diag-
néstico y prondstico en procesos infecciosos u orgénicos asi
como para seguir su evolucién, en donde estas propiedades se
ven alternadas,

El método de Wintrobe para determinar la sedimentacién
globular media se basa én determinar la rapidéz de la cafda
de los glSbulos de la sangre con anticoagulante e introdu--
cirlas en unas pipetas especificas (tubos de Wintrobe), en
posicién vertical y durante un tiempo determinado,

Material:
Tubos de Wintrobe (didmetro de 3 mm con divisiones en
mm del O al 10)
Siendo la escala: de izq. de 0 a 10 descendiente para
VSG '

de der. d¢" 0 a 10 ascendiente para
Ht
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PIPETA PASTEUR GRADILLA PARA TUBO DE WINTROBE

OTRO TIPO DE GRADILLA PARA TUBD DN
WINTROBE
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Pipetas llenadoras

Gradilla de sedimentacidn

Reloj Cronbmetro

Sangre con anticoagulante
Método:
Se homogeniza blen la sangre
Se llena la pipeta llenadora (puede hacerse con una pipeta

Pasteur con punta larga delgada)

Llenar el tubo de Wintrobe ((cuidando de no hacer burbujas))
Se llena el tubo hasta la marca 0 lo mis exacto posible
Se coloca en la gradilla de sedimentacibn
Se d& un tiempo determinado y se hace la lectura en mm.
vValor Normal:

Hombres: 0 a 6.5 mm/1l hora
Mujeres: 0 a 15.0 mm/l hora

* Esta prueba es relativamente lenta en la sangre normal, sh
embargo en muchms enfermedades por ejemplo los estados infla
matorios, degenerativos o necrobibticos, tienen lugar altera
ciones de las propiedades fisicoquimicas del plasma. Estas
alteraciones afectan al plasma y a sus coloides, con un au=--
mento de fibrinbégeno plasmético, una alteracién de la concen
tracién de proteinas plasmiticas y una alteracidn en la pro-
poreién entre las distintas fracciones proteicas.

Las alteraciones pueden afectar la superficie del hema-
tfé, originando que al agruparse o apilarse los hematies ten
gan una superficie menor por lo que la VSG va a ser aumenta-
da.

Por el contrario, en las enfermedades gque tienen un au-
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mento de fibrinégeno o de globulinas, existe una disminucién
de la agrupaciébn de los hematies y como consecuencia una dis
minucibn de la VSG.

VALORES CORPUSCULARES DE LOS HEMATIES.-

Indice de los Hematies.

Wintrobe ha introducido procedimientos para el estudio
de la anemia que han sustituido a los estandares cuantitati—
vos oﬁjetivos por impresiones supjetivas: volumen corpuscular
medio (VCM), Hemoglobina Corpuscular meqia {HCM) y Concentra
cibn Corpuscular Media de Hemoglobina (CCMH) .

Se necesitan tres valores basicos, calculados con pre--
sicién: recuento de hematfes, hemoglobina y hematocrito. Se
emplea para ello sangre con anticoagulante.

V.®.M, Es el volumen medic de los hemat{es individuales; en-
micras cObicas (}*’).
Calculo;

V.G.M.= Hematocrito (%) X 10
Num. de Hematies (milloneséan

Valor normal: 90 + 8 £l/cglula **
* 1 fl (femtolitro) = 10 1t (litros)

o micra cObica ——--/u-3 *jilzmicrolitos

** gi el V.G.M, aumenta se trata de una anemia macrocitica
Si el V,.G.M. disminuye se trata de una anemia Hipocrémica
Microcitica
(Esto es de acuerdo al valor normal)
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11.C.M. Es el contenido (peso) de hemoglobina en un hematie =
individual medio, en microgammas (/L#ﬁ o picogramos {py).
Célculo:

H.C.M. = Hemoglobina (g/100 ml) X 10
Num. de Hematies (millones/ 1)

Valor Normal: 30 + 3 pg ***

*%% 531 aumenta se trata de una anemia macrocitica

y si disminuye se trata de una anemia microcitrica Hipocromi
ca

C.C.M.H. Es la concentracién media de hemoglobina por 100 ml

de hematies concentrados en %.

Calculo:
c.C,M.H,

[t}

Hemoglobina {g/ml) X 100
Hematocrito (%)

Valor Normal: 34 + 2%

Si aumenta se trata de una anemia normocromica
Si disminuye se trata de una anemia Hipocromica.

Los indices de los Hematf{es se emplean para determinar el -
tipo morfol&bico de Anemias, lo cual es Gtil para elaborar -

un diagnéstico para el paciente con anemia.

{ Platt, 1972; Tietz, 1972; #eiss, 1Y77; Carpenter, 1Y67;

Georaze, 1963 syrd, 1474; Castellanos, 1965; (astelazo, 19Y78;

food- sanford, 1978; Gordon, 1976; Limman, 1975).
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CORGWILACITION SANGUINEM



COAGULACION SANGUINEA

La coagulacién sanguinea o hemostésis es el proceso -
mediante el cual se detiene la sangre dentro del sistema vas
cular, @ pesar de la lesién en la pared vascular.

En 1905, Morawite public) la teoria Clasica de la Coa-
qulacibén. Esta teoria fué un intent» para explicar la obser-
vacibn de que los extractos de tejido (tromboplastina) acele
rarian la cosgulacién de la sangre en presencia de calcio.
Asi pues, en la fase I la protrombina con iones calcioy --
tromboplastina (tisular) formarfa la trombina y, en la fase
II el fibrinogeno y 1la trombina formarfan la fibrina.

El concepto moderno de la Coagulacién divide el proceso
en tres fases; las diversas substancias que intervienen en -
la coagulacibn sanguinea reciben el nombre de factores de -~
coagulacidn y se designan mediante nGmeros romanos del I al
XIII, excluyendo el VI,

L.as fases bdsicas son:
1. La formacidn de tromboplastina.
2, La conversibén de protrombina a trombina
3. La conversién de fibrinbgeno a fibrina.

(ver esquema de la Tentia de la Cascada de Breckenridge y Ra
tnoff)

Los factores de coagulacibédn sanguinea son:
I Fibrinégeno

II Protrombina
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CASCADA DI LA COAGULACION
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Mecanismo en cascada para el proceso intrinseco de la coagus
lacién sanguinea, Science, 145:1310
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ITt Factor Histico

v Calcin

v Proacclerina

VI *I1l factor VI no existe

VII Proconvertina

VIII Factar antihemofilico A

IX Factor antihemofilico B

X Factor Stuar-Power

XI Factor antiplasminico de la tromboplastina

XIT Factor Hagewoan
XIII Factor Laki-Lovand 6 Estabilizador de la fibrina.

Le fase 1 puede tener lugar cn dos formes distintas:

I. La tromboplastina tisular III es presencia de los facto-
res plasmiticos Vy Xy de Ca {(IV), activa la protrombina a
trombina. Se preccisa también el factor VII y parece actuar
como un cofactor de la tromboplastina tisular (III). Como -
la tromboplastina tisular no se halla habitualmente en la -
sangre circulente,el sistema en el que se utiliza se llama
Extrinseco,

2. El factor VII no se requiere en este proceso, pero son -
importantes los factores VITII 1IX, XI y XII y las plaquetas
(factor plagquetario 3Y. Ademss los factores Vy Xy el Co ~—
(tv), Como todos‘los componentes de este sistema se hallan
en la sangre este se llama Intrinseco.

La fase dos comprende la conversidén de Protrombina a -—
trombina; esta fase es una via comGn de los sistemwas intrin-
seco y extrinseco. (Vver esquema)

La tase LD es 1a Gnica reaccidn viasible. EL fibrindge-

no soluble polimerizado por el sistema proteolitico previa--
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VIA COMUN DE LOS STSTEMAS INTRINSECO
Y EXTRINSECO EN LA CASCADA DE LA COA-
GULACION SANGUINEA.
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mente formado, que es la trombina. Como soncecuencia de
estas tres fases resulta un codgulo insoluble de fibrina.
Las plaquetas desempefian un papel importante en el pro-
ceso de la coagulacidn sanguinea.
Estas células son provenientes de los megacariocitos de
la médula 6sea y se encuentran en la sangre, la cantidad de

250 000 plaquetas en 1 mm3

en condiciones normales, y los de
pbsitos de almacenamiento son el bazo y los pulmones. Su vi-
da media es de menos de una semana, con destruccidn en el
S.R.E. como higado y bazo.
Existen factores plaquetarios que provienen del interi
de las plaguetas y son importantes en el mecanismo de la
coagulacidn.

El factor plaquetario I y el factor plaquetario II son
aceleradores del proceso de la coagulacitn y el factor pla-
quetario III, que es una lipoproteina desempefia un papel pii
mordial en la formacién del acelerador intrinseco de la pro-
trombina actuando reciprocamente com el factor X y el factor
V.

La adhesinidad o aglomeracién de las plaquetas constitu
ye su propiedad de adherirse a células dafladas, forwando a-
gregados en el colidgeno de los vasos sanguineos daflados. Des
pués de la aglutinacibn, las membranas plaguetarias se lisan

y las plaquetas coalescen formando un tapbn mis duradero.
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Al igual que el factor plaquetario III, también s —---
liberan lisosomas, serotonina y oéras substanclas vasoacti--
vas,

La integridad de la pared vascular depende de la presen
cia de las plaguetas.

Transtornos Hemorragicos.-

Se le llama hemorragis a la salida constante de sangre,
por alguna pared vascular, También puede ser llamada Diaste
sis Hemorragica, y puede ser debida a:

* Un aumento de fragilidad de los vasos sanguineos.

* Una disminucién plaquetaria.

* Un transtorno del mecanismo de coagulacibn sanguinea o he
most&tico.

* Una combinacibén de disminucién plaguetaria y transtorno -
en el macanismo hemost&tico.

Las pruebas de laboratorio para detectar algfn transéog

=]
[o]

hemorrégico son:

Tiempo de sangrado.

Tiempo de coagulacibn

Conteo de plaquetas

. Tiempo de retracci6bn del codgulo
Tiempo de protrombina
Fibrindégeno {cuantificacibn)
Tiempo parcial de tromboplastina
Prueba de Torniquete

O ~NOC AW N

{ Stanley, 1976; Widmann, 1978; Harper, 1978).
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TIEMPO DE SANGRADO. -
(técnica de Duke):
A, Fundamento:
lLa lesién de una pared vascular produce vasoconstriccidn
refleja inmediata y temporal, aglutinacién de las plaguetas
en el sitio de la leeién; las plaguetas liberan serotonina,
sustancia gue causa una vasoconstriceibén mbés prolongada de -
los vasos lesionados, ademéds de las plaguetas y de los teji-
dos se libera tromboplastina que desencadena el proceso gue-
termina con la coagulacién de la sangre.
B. Material y equipo:
a) Lancetas desechables
b) Tiras de papel filtro
c) Crondmetro de mano,
C. Método:
1. Técnica:
a) Limpie con una torunda con alcohol el 1lébuloc de la ore
ja y espere a que se evapore el exeso de adlcohol,
b) Puncione el l6bulo de la oreja con una lanceta desecha
c) :;Zée la sangre sin tocar lapiel cada 15 segundos has-
ta que cese la hemorragia.
2, valores Normales:
De uno a tres minutos.
D. Medidas de seguridad y control:

La prueba también puede efectuarse en la yema de un dedo;

no se debe apretor la zona puncionada.
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E. Bibliografia:

Duke, W.W. : The relation of blood platelets to hemorrhagic

disease., J.A.M,A, 55:1195,1910.
TIEMPO DE COAGULACION DE LA SANGRE COMPL.ETA.—
(Metodo de Lee y White).
Fundamento:

La prueba suministra un fndice aproximado de eficacia —
global del mecanismo de la cosgulacibn. La prueba carece de-
valor para las insuficiencias ligeras de distintos factores,
porque, por ejemplo, basta una cantidad pequefia de trombina
para producir un coégulo de fibrina.

Método:

Extraer sangre venosa (aproximadamente 3 ml) con una je
ringa. Colocar tres tubos delgados y depositar en cada uno a
proximadamente 1 ml de sangre. Poner en marcha el cronémetro
deéde el mometo en gue entra la sangre a la jeringa.** Tomar
el tiempo que tarde en formarse el cofgulo en los tubos y ha
cer un promedio de los tres tiempos, para obtener el resulta
do.

Valores Normales:
De cuatro a diez minutos.
**NOTA: Durante el tiempo en que se coagula la sangre se de-

ben tener los tubos a temperatura de 37°C en bafio Ma
ria.
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RETRACCION DEL COAGULO, -
A, Fundamento:

La rapidéz e intensidad de la retraccién del cobgulo de
pende del nGmero y calidad de las plaguetas y del volumen de
los glébulos rojos.

B, Material y Equipo:

1. Tubos de centrifuga graduados de 15 ml

2. Alambre de hierro de 1.5 mm de didmetro enroscado de
manera que tenga 6 vueltas por cada 2.5 cm. La espiral
debe tenexr unos 5 cm de largo.

c. Método:
1. Material Biolbdgico:
5 ml de sangre sin anticoagulante,
2, Técnica:

a) Se deposita la sangre en un tubo de centrifuga hos-
ta la marca de 5 ml.

b) Se coloca dentro del tubo de alambre enroscado.

c¢) Se incuba el tubo en bafio de agua a 37°C y una hora
después de haberse formado el coégulo se saca el tu
bo del bafio.

d) Se quita el alambre permitiendo el drenaje del suero.

e) El volumen del suero y de las células exprimidas -
del coAgulo se lee directamente en el tubo; el re--
sultadose expresa como porcentaje del volumen ini--
cial Jde 5 ml de sangre suministraron 3 ml de liqui-
do.

La retraccibn es de 3 X 100 . 60 por ciento.
5
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3. Valores Normales:
Entre 48 y 64 por ciento.
D. Medidas de control y sequridad:

Se debe tener cuidado de mantener la temperatura a 37°C -
ya que esta es la temperatura corporal.

E. Bibliografia:
Ackroyd,J.F.: A simple method of estimating clot retracti
on with a survey of normal values and the changes that o~
curr with menstruation, Clin. Sc. Lond., 7:231, 1949.
Macfarlene, R.G.: A simple method for measuring clot re--
traction. Lancet, 1:1199, 1939.

CONTEO DE PLAQUETAS. _

Introduccibn:

Las plaquetas son fragmentos citoplasmiticos de megacas
riocitos; tienen una funcién importante en la coagulacién y
en el mantenimiento de la integridad vascular.

Fundamento:

Prueba diagnbstica que se refiere al conteo directo de-
los elementos sanguineos (trombocitos o plaquetas) que toman
parte‘activa en el proceso de ceagulacibn y mecanismo hemos-
tdtico como ayuda en la dete cibén de transtornos en dicho
mecanismo, deficiencias nutricionales (minerales), anemias,
transtornos congénitos y hereditarios en las plaquetas.
Material y Equipd:

Pipetas de Thoma (conteo de eritrocitos)

Caja de peltri
Papel filtro
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Cimara de Newba =2r
Hematocitbmetro.

Método de la Técnica:
(Método directo con Oxalato de Amonio)
React ivo:

Solucién de Oxalato de Amonio al 1%
Azul de cresilo brillante 0.05
(0.25 mg/100 ml de solucién)

NOTA: La solucibén debe filtrarse y guedarse en refrigeracién.
Material biolégico:

1 ml de sangre con anticoagulante.
Procedimiento:

a) Llenar con sangre hasta la marca 0.5 de la pipeta de Thoma

b) Agregar liquido diluyente hasta la marca 101,

c) Agitar de 3 a 5 minutos en el hemocitbmetro

d) Llenar ambos lados de la clmara de Newbaver.

e) Dejar reposar la cémara dentro de una caja de peltri con-
un papel filtro hfimedo, con el fin de que las plaguetas -
se sedimenten,

f) Contar las plaguetas con el objetivo de 40X (en los cua--
dros de conteo de glébulos rojos) en ambos lados de la c&
mara.

Valores Normsles:
De 250000 a 500000 plaquetas/mm3 de sangre
NOTA: Algunos autores tomen desde 150000 hasta 450000 Plague
tas/mm3 de sangre como valor normal,
Bibliografia:

*Borow Manual 1976. Respuestas fisiolbégicas en la salud, en
la enfermedad, Editorial E1l Manual Moderno, S,A,

*Todd, Sanfford 1980, Diagnéstico Clinico por el Laborato-
rio. Editorial S~lvat,

* Harper, 1976. El Manuel de Quimica Fisolégica. Editorial

EY Manual Moderno.
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TIEMPO DE PROTOMBINA.-

(récnica de Quick):

A,

Fundament o:

La tromboplastina en presencia de iones de calcio actfia

sobre la protrombina y produce trombina, la cual actGa sobre

el fibrinégeno y lo convierte en fibrina, sustancia gue es

responsable de la formacién del ceégulo.

B.

a)
b)

c)

d)

Material y equipo:
1. Sustancias:

a) Tromboplastina con calcio.
b) Oxalato de sodio.

2. Reactivos:

a) Anticoagulante para protrombina:
Solucién 0.1 M de Oxalato de sodio.,

b) Tromboplastina célcica:
Reconstitulr el frasco segflin las instrucciones de
la casa comercial.

Método:
Material biolbgico:

Nueve partes de sangre con una parte de anticoagulante
Ejemplo: 0:25 ml de anticoagulante para protrombina con
2.25 ml de sangre, mezclar por inversiones repetidas.

Técnica:

Centrifuague la sangre a 1500 r.p.m. durante 5 minutos.
Fonga 0.1 ml de plasma en un tubo de 10 por 75 mm en ba-
fio de agua a 37°C.

Afiada 0.2 ml de tromboplastina con calcio y simultaneamen
te empiece a medir el tiempo con un cronbmetro.

Agite el tubo dentro del bafic de agua durante dos a tres
segundos, después déjelo reposar hasta”los 10 segundos.
En seguide examina el tubo hasta que aparezca el cofqulo,
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en cste momento para el cronbmetro y anote el nfmero de se--
gundos gue marca.

3, CAlculo:
Siempre efect@ie la prueba con un plasma testigo normal y
el porcentaje de la activided de la protrombina es igual a:
Tiempo de protrombina del plasma testigo normal (en segundos)
8.7 por ciento.
Tiemps de protrombina del plasma del paciente (en segundos)
8.7
También puede usarse la tabla de convers
4, Valores Normales:
Tiempo de protrombina: de 80 a 100 por ciento de actividad,
D. Medidas de seguridad y control: Tenercuidado en tomar el
tiempo correcto y la temperatura de 37°C
E. Bibliografia:
Quick, A.J.: Hemorrhagic disease Philadelphia, Lea and
Febiger 1957,
Quick, A.J. y Hussey, C.: Prothrombin and the.one stage
prothroambin time. Brit. Med. J., 1:934 1955.
Tiempo de protrombina de Owren.-
{(técnica de Owern, trombotest)
A Fundamento:
El tiempo de protrombina de Owren depende de la concentra
cién de los factores II, VII, IX, y X; actue especificamente
en la deficiencia de estos cuatro factores gque son reducidos

por el tratamiento con anticoagulantes orales e indica cual

de ellos es el mis bhajo.

133



C.

1.

. Material y equipo:

1. Sustancias:

a) Trombotest
b) clorur- de calcio 0.0032 M

2. Material:

Lancetas

Algodbn

Alcohol al 70%
Pipetas 0.1 ml
Cronbmetrxo

Tina de Baflo Maria
Termémetro

Metodo en la sangre capilar:
Material biolégico:

El dedo del paclente o el l6bulo de la oreja se limpian

perfectamente y se pican con laceta estéril, Tomar con una

pipeta 0.05 ml de las primeras gotas de sangre.

2.
a)

b)

c)

d)

e)

f)

Técnica:

La &mpula de trombotest se reconstituye con agua destila-
da.

Pipetear 0,25 ml de trombotest en cada uno de los tubos y
poner en bafio de agua a 37°C por lo menos durante tres
minutos, pero no mis de 60.

Colectar 0,05 ml de sangre capilar como se describif an--
tes. Inmediatamente soplar para que la sangre quede en el
tubo gue contiene 0.25 ml de trombotest y marcar el crond
metro inmediatamente,

Mezclar la sangre y el reactivo por inclinacién del tubo.
Dejar el tubo en bafio de agua a 37°C por 30 segundos en -
el caso de pacientes normales o 50 segundos si los pacien
tes estén con terapia de anticoagulantes.

Remover el tubo por intervalos cortos de bailo de agua y
examinar la formacibén del cofgulo.

Cuando se observe el colgulo, detencr el cronbémetro y ver
el tiempo transcurrido.
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Metodo en la sangre venosa,-
1, Material biolégico:

Colectar 4.5 ml de sangre venosa e inmediatamente transfe
rirla a un tubo silconizado gue contenga 0.5 al de.citrato
de sodio al 3.13 por ciento.

2. Técnica:

Segn el miswo procedimiento gue se describid para el me=
todo capilar, sustituyendo 0.05 ml de sangre capilar par san
gre venosa.

3. Célculos:
a\ Habiendo obtenido el tiempo de cocagulacibn en segundos,
el porcentaje de la actividad de coagulacién se lee en la
curva que aconpafla a cada caja del trombotest. Cada curva es
t& msrcada con el nlmero de lote que corresponde. Por lo que
siempre hav que comprobar que la curva y la &mpula del reac-~
tivo tengan el mismo nGmero de lote.

La curva superior corresponde a la sangre venosa y la cu
‘va inferior 2 la sangre capilar.
b Valores Normales:

70 por ciento a 130 por ciento de actividad.

D. Medlidas de seguridad y control:

Tener cuidado de tomar el tiempo correcto y la temperatu-
ra de 37°C.

E. Bibliografia:

Owren, P.A.: Trombotest. A new method controlling anticoa
gulant therapy. Lancet, 11:754, 1959,
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Owren, P.A.:Control of anticoagulant therapy. Lancet
11:600, 1960,

TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL.-~
A. Fundamento:

Como el extracto de cefslina no coagula el plasma hemofi
lico tan répidamente como el normal, se le llambtromboplasti
na parcial para diferenciarlo de la tromboplastina completa,
la cual coagula ambos plasmas en el mismo tiempo.

Esta prueba es sensible a la deficiencia de todos los -
factores plasmAticos de la coagulacién exepto el factor VII
y el factor plaquetario,

B. Material y Equipo:

1, Reactivos:
a) Tromboplastina parcial, equipo para 50 pruebas (reconstru
ya la cefalina de acuerdo con las instrucciones de cada equi
po)
b)Y Solucién de clorurc de calcio 0,03 M
c¢) Solucibén de Oxala o de sodio al 0.1 M
C. Método:r

1. Material bioldgico:

Colocar 4.5 ml de sangre en un tubo de 13 por 100 mm -

conteniendo 0,5 ml de anticoagulante para protrombina, Inver

tir el tubo varias veces para impedir la coagulacién.
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Centrifugue a 2000 r.p.m. durante 10 minutos, translade el -

plasma a otro tubo y concervelo entre 0 y 5°C hasta el momen

to de la prueba, esta debe efectuarse antes de dos horas.

2.

aYy

b)

c)

d)

e}

Técnica:

Precalentar en bafio de agua a 37°C durante tres minutos -
los tubos de 10 por 75 mm y el volGmen de solucién sufi--

ciente para el nGmero de pruebas que se va a efectuar '--

(0.1 ml por pruebal.

Ponga 0.1 ml de la tromboplastina parcial reconstitufda -
en uno de los tubos de 12 por 75 mm precalentados.

Afiada 0.1 ml del plasma en estudio y mezcle el contenido
mediante un giro répido. Incpbe a 37°C durante tres minu
tos, midiendo exactamente el tiempo con un cronbmetro.
Afiada 0.1 ml de solucién de cloruro de calcio 0.02 M pre-
calentads, expulséndola r&pidamente de una jeringa tuber-
culina de 0,25 ml o de una pipeta de 0.2 ml; simulténea--
mente empiece a medir el tiempo con un crondémetro. Mezcle
el contenido del tubo mediante un giro répido.

Retire el tubo del hafio de agua a los 30 sequndos aproxi-
madamente, inclinelo con suavidad de un lado a otro con -
una velocidad ro mayor de una vez por segundo. Vigile la
aparicién de un gel y detenga el cronfmetro en el momento
final de su formacidn, no cuando las particulas de caolin
estén solo parcialmente unidas entre si,

. Valores Normales:

De 30 a 50 segundos

Bibliografia:

Proctor, R.R,, y Rapaport, S.I.: The partial thromboplastin

time with Kaolin. A simple screening test for first stage
plasma clotting factor deficiencies. Amer, J. Clin. Path,
36 212, 1961.
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TIEMPO DE TROMBINA.-
A. Fu ndaﬁenta:

La trombina es una enzima derivada de la protrombina, una
molécula de protrombina produce una de trombina., Esta sus se
mide por su accibdn sobre el fribrinégeno. Owren define una u
nidad de trombina como: La cantidad que en el volumen de 1.0

ml.contienen 0.1 por ciento de fibrinégeﬁo humano libre de

profibrina a 37°C, pH de 7.3 y 0.154 M de concentracidn de -
cloruro de sodio ' coagula en 15 segundos.

El tiempo de trombina mide el tiempo necesario para con-
vertir el fibrinbégeno en fibrina, Est& orolongando cuando --
hay disminucién del fibrinégeno, anticoagulante del tipo de
la heparina y productos de la degradacibdn fibrinolitica.

B. Material y equipo:
1, Reactivos preparacifn:
a) Soluci6n de citrato de sodio al 3.8 por ciento
Citrato de sodio 3.8 gr
Agua destilada c.b.p 100 ml
Disolver a aforar.
b) Solucién de cloruro de sodio al 0,85 por ciento
Cloruro de sodio al 0.85 g '
Agua destilada c.b.p. 100 nl
Disolver y aforar
¢) Solucién de trombina 0.5 unidades en 1.0 ml
Puede hacerse con dos preparados comerciales el fibrin
dex y la trombina tbpica bovina.
Ampula con 50 unidades de trombina: Se reconstituye --

una ampslleta con 1,0 ml de splucibébn de cloruro de so-
dio al 0.85 por ciento, se mezcla perfectamente, se to
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ma una parte de la solucidn y se hace una dilucién 1:20
con|solucidn de cloruro de sodio al 0.85 por ciento, es
ta diluci6én habitualmente comgula igual volumen de un -
plagms normal en 18 o 22 segundos.

Trombina tépica: Se reconstituye un vial con 5000 unida
des|de trombina tdpica bovina con 10 ml de una solucién
salina al 0.85 por ciento, futuras diluciones se harén
con |solucibn de cloruro de calcio 0,025 M hasta obtener
una |soluciébn de trabajo que coagule igual volumen de un
plagma normal en 18 a .22 segundos, una dilucién 1:1000
una dilucibén de 0.5 unidades en un mililitro, la -~
es satisfactoria. El resto de la solucibn de trom-
disuelta en la solucibn glicerolada debe conservar
n el congelador y sacarse del recipiente con una a-

guja y Jeringa estériles.
d) Plasma citratado normal (contrel)

¢, Metodo:
1. Matgrial bioldgico (muestra):

ace una puncidn venosa limpia, se extraen 4.5 ml =
angre y se colocan en un tubo de 12 por 75 que con
a 0.5 ml de solucién de citrato de sodio al 3.8 -~
ciento. Se centrifuga 5 minutos a 3000 r.p.m. y se
ra el plasma.

dcnica:

hace por duplicado con plasma normal y problema.

vonen 0.2 ml de plasma en un tubo de 12 por 75 mm
se coloca en bafio de agua a 37°C durante tres mi-

08,

afiaden 0.2 ml de solucién de trombina diluida y se

ieza 2 medir el tiempo con un crondmetro, se mezcla

vemente el contenido del tubo y se espera durante

segundos.

empieza a observar el tubo en el momento en que se

ma el cobdgulo, se para el cronbmetro y se anota el

ero en segundos.

. malmente es de 18 a 22 segundos.

d} Cuando el problema coagula en mids de 26 segundos, es
dedir en m8g de una relacién de 1.3 entonces se hacen
diluciones del plasma problema con plasma normal de -.
la manera siguiente:

a) Se

b} Se

¢} Se



0.1 ml de plasma problems + 0.1 ml de plasma normal
0.05 ml de plasma problema + 0.15 ml.de plasma normal
0.02 ml de plasma problema + 0.18 ml de plasma normal.
Si con las diluciones del tiempo de trombina se corri--
ge a lo normal, se interpreta como deficiencia de fibrinége-
no, si no se corrige se interpretes como que existe algln fac
tor antitrombinico.
El plasma problema y el control pueden ser incubados a
37°C por un periodo de dos horas y después se mide el tiempo
de trombina; si el tiempo de trombina de plasma es del .doble
del tiempo de trombina del plasma normal debe pensarse en fi
brinblisis y debe efectuarse ééra prueba de lisis de la eu--
globulina, que es m4s segura para descubrir esta anomalia.
3, Valores Normales:
De 18 a 22 segundos.

D, Bibliografia:
Hardisty, R.M. y Ingram, G.I.C.: Bleeding disorders
investigation and management. Philadelphia, F,A, Davis
Co, 1966, pég. 285

Sirridge M.S.: Laboratoru evaluation of hemostasis
Philadelphia, Lea & Febiger, 1967, pég. 133.
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QUIMICA SANGUINEA

Las substancias que circulan-'en la sangre tienen gran -
importancia bioldgica en la economia corporal de los indivi-
duos, sin embargo en la préctica médica estas substancias --
tienen valor diagnéstico déndole en el laboratorio el nombre
de Analitos.{ Bhagavan, 1978).

Estos Analitos los podemos dividil' para su estudio en
varios grupos donde agrupamos substancias que tienen caracte
risticas semejantes; asi tenemos:

1. Carbohidratos (Glucosa)

2. Compuestos Nitrogenados:

a) Protefcos {albGmina, globulina}
b) No protefcos (urea , creatinina, &cido Qrico, etcl

3. Lipidos:
a) Grasas neutras o Triglicéridos
b} Acidos grasos libres
¢} Colesterol (esterificado, no esterificado)
Desde el punto de vista clinico su importancia radica -
en que estos elementos al aumentar o disminuir provocan cam-
bios metabblicos que desequilibran la Homeost8sis corporal -

traduciéndose en signos 6 sintomas de una enfermedad gue in-

cluso puede desencadenar la muerte del paciente.
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Cada Analito tieme una funcién especial asi como diferen
te lugar de almacenamiento, produccibn,de degradecién; con -
el fin de una mayor claridad del tema trataremos a cada Ama-
lito por separado,

CARBOHIDRATOS. -

Son también llamados hidratos de carbono, ya que estéan
compuestos por elementos Carbono, Hidrégeno y Oxigeno princi
palmente, y son fuente importante de eneryia., Quimicamente -
son derivados aldehidicos o cetbdnicos de polialcoholes.

La glucosa es el carbohidrato o azGcar mis importante -
en la Clinica Médica, ya que el metabolismo de la glucosa es
esencial en el seguimiento de la enfermedad Diabetes melli--
tus, Esta enfermedad qué se caracteriza por transtornos en
el metabolismo de los carbohidratos , l1ipidos. y proteinas.

La fungién endberina del péncreas estd localizada en los
islotes de Langerhans, células epiteliales dispe;sadas a —--
través del 6rgano entero. Dos hormonas afectan el metabolis-
mo de los carbohidratos y son producidas por el tejide insu-~
lar y son: la Insulina (por las células beta) y el glucagon
(por las células alfa).

La insulina desempefla un papel importante en el meta-~-
bolismo general, causando aumento en el metabolismo de los w

carbohidratos, almacenamiento de glucbégeno, sintesis de &ci-
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dos grasos, captacién de amino&cidos y sintegis de protecinas

Se¢ reguieren aproximaedamente 50 unidades de insulina ==«
por dia y esta es aproximadamente al quinta parte de la alma
cenada en el pa&ncreas humano.

La Diabetes mellitus se puede caracterizar como insufi
ciencia de insulina en la relacién con los requerimientos de
esta hormona por Yos tejidos. El diabético juvenil tiene po-
ca insulina circulante demostrable y el pdncreas no responde
a una carga de glucosa. Por otra parte, el diabético adulto
puede manifestar una respuesta defectuosa a la glucosa, pero
debido a los niveles de &ste glficido continuamente elevados
puede, en Qltimo término, secretar mis insulina para una car
galdada de glucosa que un individne normal. La liberacién ex
cesiva de insulina después de una carya U» ¢!nurnsa ocurre en
los individuos obesos que no son diabéticos o que solo mani-
flestan ligeras anormalidades en la tolerancia de glucosa.
En los ind viduos prediabéticos no obesos (es decir, perso-
nas con antecedentes familiares de diabetes, perc sin anorma
lidades en la bélerancia d la glucosa) la respuesta insulini
ca a la glucosa es normal o ligeramente defectuosa. Los suje
tos cuya diasbetes es consecutiva a2 la acromegalia, enferme-.
dad de Cushing, pueden padecer primordialmente de un defecto

periférico del metabolismo de los carbohidratos producido -
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METABOLTISMO INTRACELULAR DE LA GLUCOSA
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METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN LA DIABETES
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por la hormona del crecimiento, los corticoesteroides o las
catecolaminas y, en un esfuerzo compehsador, producir canti-

dades aumentadas de insulina para una carga dada de glucpsa.

En general, las principales fuentes de glucosa sanguinea son:

A. De los carbohidratos de la dieta: La digestibn de la ma--~
yor parte de lés carbohidratos de la dieta forman glucosa, -
galactosa o fructosa.lEstas son absorbidas hacia el interior
de la vena porta., La galactosa y, la fructosa son fécilmente
convertidas en glucosa en el higado.
B. De varios compuestos glucogénicos por medio de la glucone
ogénesis: Este proceso se conoce con el nombre de Cori o Ci-
clo del 8cido léctico. En este ciclo la energia requerida pa
ra la sintesis de glucosa en el higado a partir del piruvato
se deriva de la oxidacidén de los &cidos grasos. El lactato -
formado por la oxidacién de la glucosa en el mﬁgculo esquelé
tico y en los eritrocitos, es transportado al higydo y los -~
rifiones, donde vueve a formar glucosa, la cual gueda nueva--—
hente disponible por via circulatoria para la oxidacién én -
los teiidos. (Harper, 1978; 358),
(Ver ciclo de Cori)
COMPUESTOS NITROGENADOS, -

Las proteinas del organisme continuvamente sufren proce-

508 de degradacién y biosintesis a partir de aminodcidos li-
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bres.

Casi toda la proteina de la dieta se absorbe tras la di
gestibn de los aminodcidos que constituyen el depbsito gene-
ral. (Ver esquema)

La sintesis ({anabolismo) y degradacién (catabolismo) de
las proteinas estd intimamente en relacibn con este depbsi-
to. Los productos especificos de excrecibén del metaboiismo -
de las proteinas son la urea y el amonfaco. El ciclo de la o
rnitina que se realiza fundamentalmente a nivel hepitico y -
renal, sirve para eliminar del organismo sustancias téxicas
como el NH3 en forma de urea. (Ver esquema)

La urea es el producto mis importante de degsecho del ca
tabolismo proteico y como otros constituyentes NPN (nitrbge-
no no proteico constituido por urea &cido Grico, creatinina)
que estén presentes en la sangre y en la orina humanas.

La Creatinina es la forma anhidra de 1la crea;ina, se -»o
forma a partir de la fosfocreatina y creatina sobre todo en
misculo; esta también se encuentra en la sangre y en la ori-
na humanas.

El 4cido Grico de la sangre es un producto final del ca
tabolismo de las purinas (&cidos nuclefcos) y se excreta en
la orina en forma de urato.

La sintesis de la creatinina a partif'dg la glicina y -
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METABOLISMO DE LAS PROTEINAS
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CTCLO DE LA ORNITINA
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parte de otres dos amincicidos {arginina y metionina) es un -
proceso en el que hay dos pasos enzimiticos. El acetato de ~
guanidina se forma por la transaminacién fundamentalmente en
los dos riflones y éstbd es una reaccién reversible madiada por
1> transaminasa gue esté sujeta & upa anhibicién feedback he
la creatina de la dieta (Cantarow y Schepartrz, 1967).

El acetato de guanidina {glucociamina), es entonces me
tilada en una segunda reaccién en la gue interviene.una tran
gmetilasa y 1la metionina activada, en el higado para formar
creatinina. En condiciones de fisiologia normal 1; creatini-
na urinaria representa la filtracibn glomerular y la excre~-
cién tubular activa, formidndose a rpartir de la creatina en
cantidades bastantes constantes (mujeres 0.6 a 1.59gr y en
howmbres 1 a 2 gr en la orina de 24 hrs.) (Ver esquema).
COLESTEROL. ~

La dieta promedio (carne, yema de huevo principalmente)
contribuyen en una minima proporcibén (fuente exbgeno) a2 la -
éasa total del colesterol corporal (enddgeno m&s exdgeno) .

En contraste con la sintesis endbgena de alrededor de -

1 g/dia, la dieta corriente produce unos 0.3 g/dia (aporta--

cibn exbgena) .

El colesterol en asociacidn con los quilomicrones, tras

su absorcibn intestinal, pasa a la circulacibn portal.
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El higado extrae mucho el colesterol exégeno. Sin embar
go, los guilomicrones son distribuidos a los lugares histi--
cos donde se libera el colesterol a las células.

(Ver diagrame).

La sintesis de colesterol ocurre sobre todo a nivel he-
pitico pero también se r;aliza en otros tejidos, incluyendo
la corteza suprarrenal, aorta, piel, intestinos y testiculos
(Mayes, 1971).

Su conversién en écidos biliares, y la excrecién de ess
teroles neutros a través de la bilis y heces es papel funda-
mental del higado, que constituye la via principal {90%) de
excrecidn del colesterol. (Ver diagrama).

La participaciébn intestinal en el metabolismo del coles
terol se lleva 5 cabo a través de la circulacibén enterchepé-
tica del colesterol y sales biliares.

El colesterol es de gran importancia en la sintesis de
las hormonaslesteideas, vuyos productos de conjugacibn y de-
gradacibén que son eliminados en la orina constituyen una via
menor de excrecibn de colesterol.

La c¢oncentracidén de colesterol sanguineo tiene una va--
riacién amplia que depende de la edad (aproximadamente de ~-
150 » 300 mg/100 ml de suero). Aunguec no puede ser sintetiza
do en todos los tejidos, el conlesterol estd distribuido por

todas las células y tejidos,



PRUEBAS DE PUNCIONAMIENTO HEPATICO.
BILIRRUBINA. -

El higado es un 6rgano complejo gue realiza mGltiples -
funciones metabblicas. Mis de 100 pruebas de funcionamiento
hepdtico se han basado en los cientos de reacciones que se--

gln se han demostrado, ocurren en el higado. (Ver diagrama).

El conocimiento del metabolismo de la bilirrubina es esen

.2olal para el adecuado entendimiento de la enfermedad hepé-
tica. La bilirrubina es un producto de la Hb, de la cual se
forma en las células del sistema reticulo endotelial. Agqui -
se separan la protoporfirina del hierro yllas fracciones de
gloﬁina de la molécula, abriendose el anillo para formar biw
lirrubina. Aproximadamente el B5% de la Hb se obtiene de los
eritrécitos antiguos. La mayor parte del resto se produce --
por‘degradacién intracorpuscular de la Hb en la mé&dula 6sea,
(Gomponente eritropoyético).

Infimas cantidades se derivan de la degradaci6n de las --
proteinas no hemoglobinicas que contienen el grupo Hem (como
la catalasa): y quiza de la derivacién de los precursores --
Hem directamente a la produccibén de bilirrubina.

La bilirrubina se transporta a través de la sangre ha-
cia el higado (intimamente ligada a la albGmina).
Van den Bergh y Mullér fueron los primeros gue determi-

naron el nivel de bilirrubina en el suero; encontrando que -

la bilirrubina del suero normal reaccionaba con el diazo reae

«t ivo de Ehrlich (4cido sulfanilico diszotizado), soclamente

cuando, se le agregaba alcohol,
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LA BILIRRUBINA
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Van den Bergh denomind Directa a la forma de bilirrubi-
na gue reaccionaba con el diazorreactivo Sin adicionar alco-
hol, e Indirecta a la variedad que reaccionaba Solo en pre--
sencia de alcohol. E1l suero de pacientes con ictericia debi-
da a excesiva hemolisis 45 la reaccién indirecta; mientras -
que los aumentos de nivel de bilirrubina en el suero de paci
entes con ictericia debida a la obstruccién del arbol biliar
dan la reaccibn directa.

La bilirrubina indirecta estd en forma libre (bilirru-
bina No conjugada) en el camino hacia el higado desde el w-—
S.R.E., donde se ha formado. La bilirrubina no conjugada no
eé polar, y por lo tanto puede reaccionaron el diazorreac-
tivo solo en presencia de un agente (alcohol), en el cual --

tanto ella como el diazorreactivo son solubles,

( Harrow, 1972; Lenhinger,1972)

La bilirrubina no conjugada esta tan finamente unida --
que no puede filtrarse en el glomérulo y no se conoce gque ha
ya secrecién tubular de bilirrubina. Por esta razén, la bili
rrubina no conjugada no se excreta en orina,

La bilirrubina directa o conjugada es
un compuesto polar; por tanto es soluble en soluciones de a-

gua, reaccionando con el diazorreactivo directamente y es ca
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paz de aparecer en orina cuando los niveles en la sangre --
estén aumentados.

La bilirrubina conjugada en parte no estd unida a las -
proteinas por ello, puede filtrarse en el glomérulo y se ex~
‘creta por la orina,

LAS ENZ2IMAS.-

Las enzimas son catalizadores especificos de las reac-
ciones bioquimicas.

Las enzimas son proteinas catalfiticas de las reacciones

quimicas gue se realizan en los sistemas biolégicos.

La mayoria de las enzimas pueden se1" extraidas de las -
células sin pérdida de su actividad biolbégica (catalftica) -
y por lo tanto pueden ser estudiadas fuera de las células vi
vientes.

El contenido enzimitico del suero humano puede cambiar
importantemente en ciertos estados patolégicos, los estudios
de los niveles enziméticos en el mismo proveen un medio de -
diagnéstico importante para el médico.

Ciertas enzimas y proenzimas se encuentran en todo tiem
po en la circulacién de los individuos normales. Los substra

tos de ellas también se halla en la circulacibn, ya sea con
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tinua o intermitentemente y llevan a cabo una funcibn en la
sangre, A &stas enzimas se les llama plasmSticas funcionales

como ejemplo de estas tenemos a las enzimas de la coagulaci

Las enzimas se determinan por su actividad, ya que son
3
catalizadores biolégicos de las reacciones que se llevan a
cabo en el organismo.

Todss las enzimas séricas tienen su “rigen en las cédlu-
las algirnas enzimas se encventran en numernsos tejidos {co
m> la deshidrogenasa l&ctica), otras est&n Gnicamente concen
tradas en uno o dos tejidos (como la creatinfosfocinasa que
se eﬁcuentra principalwente en mfisculo esquelético y wmiocar-
dio} .

'Sin embargo un aumento en los niveles séricos de una en
zima, gue esté distribulida en varios tejidos, es un dato bio
quimico menos especifico con respecto al ciclo de la lesidn.

La enzimologia sérica proporciona una ayuda para esta~-
blecer el diagndstico controlar el curso, y demostrar una
enfe;medad subclinica.

De acuerdo al valor clinico que nos pueden proporcionar
las determinaciones enziméticas, se hace la siguiente clasi-
ficacibn:

GRUPO 1.- Enzimas de alto valor clinico.- San aguellas que

160



nos sirven para hacer el diagnéstico preciso del dafo en al-
gln 6rgano en especial por ejemplo:
corazbn: TGO, CPK sAldolasa, DHL.
Higado: TGO, TGP.
GRUPO II.- Enzimas de poca importancia clfnica.- Son aquellas
que nos indican un daflo sin especificar el lugar (el 6rgano
en especial) por ejemplo: la PESHIDROGENASA LACTICA
GRUPO III.- Enzimas de importancia en investigacibén pero no
de importancia clfnica.- Por ejemplo la Gentiltransferaza --—
(gque solo sirve para cuantificar una determinada reaccibn) -
* Estas enzimas son muy caras para el diagnéstico por lo cu-
al no son muy utilizadas.
GRUPO 1IV.- Enzimas que no tienen importancia clinica.- Son a
guellas enzimas que mﬁy raramente se utilizan en el diagnbs-
tico, por ejemplo Hialuronidasa en li'quido seminal.
( Ver cuadros de valores diagnésticos en diferentes situacipo

nes ¢linicas),
DESCRIPCION: ‘

La TGO (transaminasa glut&mico oxalacético) se encuentra

en el tejido cardiaco, hepAtico mGsculo esquelético tejido

renal y cerebro, ' @Qataliza la. siguiente reaccién:

(}00“ CooW oo w COoOH
\ \ 1
Wy, CMa, TGO  Cuy,, Cw,
t"-\\ - NW,, ! C\ML —— ‘Q»‘-'-O +~ E.b\,_
c.x0 \
oo é,:ou Cooy C\-\v\-MHL
he. AsPARTIOL Coot
M- ok QE he- DXM_ AC- GlLUT“
C—:Lu'rhz\o.q CeEv\co MW’."D 2



EJEMPLO DE LOS VALORES DIAGNOSTICOS DE LAS ENZIMAS EN ALGU

NAS ENFERMEDADES.

Dolor torlcico TGO
Infarto al micardio k¥
Infarto pulmonar +/-
Insuficiencia cardiaca +/-
Shock b4
Enfermedad muscular * &
Ictericia

Hepat itis aguda LA
Cirrosis *
Ictericia obstructiva *
Enfermedad neoplésica
Carcinoma sin metasis N
{higado)

Carcinoma con metasis LA
{higado)

Leucemia N
Anemia

Megaloblistica N
Deficiencia de hierro N
Hemolitica N
* Ligeramente aumentada

*x Aumento moderado

*++ Aumento estable

**+* Demaciado elevadas

N Concentraciébn normal

TGP
+/-
+/-
+/-
*

wdokd

+/-

"

Z2Z¥2

DHL

LE
*
* %
o

i
*
+/-
w*

i

L2

LA

&

EJEMPLO DE UNA GRAFICA DE UN POSTINFARTD

CPK
2

+/-
+/-
+/-

1 3. 24

+/-
+/-
+/-
+/-
+/-

A
ELEV acion V'S
RE&ATIVA
r'_‘ao
bWL
° —
LN o7 sellaghdn recenal 77
r L 3 4§ %S L B 9 Iv 13
Divs oST TwF ARITD

F.Alc

2 *=Z =

ko

ok

*kk

Z2Z2Z
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NIVELES ENZIMATICOS ANORMALES EN EL SUERO DE VARIOS PROCESOS

PATOLOGICOS.
ENZIMA
MMl F.Alc F.ac TGO
Hepatitis * * N *hE
Mononucleo ** * N ok
sis infec-
ciosa.
Cirrosis * * N *
Carcinoma LA L N *
metastisico
Ictericia N/* *hk N *
Obstruct iva
Insuficien * * N *
cia cardia
ca
Infarto al *+ N N ok
micardio
Distrofia %+ N N Lhd
muscular
progresiva
Obstruccibn * ok *
Biliar
Higado * sk e
Corazbn *x LA
Musculo esg. ** ¥
Pancreas + +
Enfermedad #*** De * a *h
neoplisica LA

TGP
wh

ok

N/*

*%

L2 A

*|+ ]+ ]+

CPK amilasa
N N
N N
N N/*
N N
N N
N N

*hk N

e N
+
'TTTY
*
L1 221
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La TGP (transaminasaglutémico pirGvico). Se encuentra -

en higado, miocardio con baja concentracién y es utilizada -

para diagnésticar la enfermedad hepética, cataliza la si--

guente reaccibn:

;s b= 1 @P  CHy
\ ——
“"“"‘“‘ﬂ- + o, <«—— G0 ¥
\ |
CooH ‘ Cu, coold
| :
ALaiNg (TN AC. PlrRuVICD
M. - cevp -
GLuTAR Lo

%ﬁeu
W - B
du,
L,

\
coold

L8

AC GLUTA
MWD

En general las transaminasas catalizan la reaccifn reve

rsible de un grupo alfa-amino de un amino&cido a un alfa-ce-

toécido: ,
A
0‘.\\- NHL cl,"—o = c;.-—o

Lob oo H Coou

'

R
]

v c‘,v\- Nv,
cook

Araunshtein y Kritzmann, 1937 denominaron a estas en--.

zimas aminoferasas (TGO TGP)
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La CPK {fosfocreatincinasa) Se encuentra en concentra -
cibn elevada en el misculo esquelético y en el miocardio, se
le encuentra en cantidades apreciables en el cerebro y no --

hay en el higado. Esta enzima cataliza la siguiente reaccibn:

wPK
CREATINGA- P 4+ ADP —> CReATINA + ATP

La {deshidrogenasa l&ctica) Se encuentra en miocardio
rifién, higado y mGsculos.
Esta enzima cataliza la reaccién de oxidacibn reversi--

ble de &cido léctido a &cido piravico.

DL

Po. LRCTIco + ADP —= PRc. Pieuvico +ATP

PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO PANCREATICO.

La funcibn exbcrina del péncreas es la produccién y se-
crecién de juge pancreftico. Los constituyentes més importan
tes del jugo pancredtico son: el bicarbonato de sodio, la a-
milasa , 1la lipasa y el tripsinégeno. El péncreas normal se--
creta estas enzimas casi por completo hacia el duodeno, y so
lo un pequefia fracciébn llega directamente a la sangre.

Las amilasas constituyen un grupo de enzimas que hidro-
lizan o desdoblan ciertos polisacAridos como el almidén y el

glucégeno. Estos carbohidratos estan constituidos por unida-
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des de D-glucosa enlasadas en posicién alfa 1-4, lugar donde
la amilasa ejerce su accibn,

Comunmente la amilasa no se encuentra presente en el --
suero del recién nacido, apareciendo ésta aproximadamente ha
cia los dos meses de vida y llega a los niveles del adulto -

2l término del primer aflo.

En el organismo humano la fuente més importante de lipg‘

sa es el pAncreas aungue es secretada también en alguna can
tidad por la mucosa g&strica y células intestinales. Se en-~
cuentra act ividad de lipasa en el plasma eritrocitos, leu-
cocitos, orina normal y liquido cefalorraquideo.

Las fosfatasas son enzimas m&s adecuadamente llamadas -~
fosfomonosterasa, incluyen dos tipos principales: la fosfata
sa alcalina (F.A.lc.) con pH 6ptimo de 9, y.la fosfatasa 4ci

da (F.2.) con pH 6ptimo de 5.
( Bennett, 1976; Tood, 1969; Outfreud, 1968; Reed, 1975;
‘Whitaker, 1972; Collins, 1973; Kalinou, 197% ).
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FILTRADO LIBRE DE PROTEINAS.-

A. Fundamento:

para formar el Acido TGngstico, el cual precipita las protei

El acido sulffirico reacciona con el tungstato de sodio-

nas que son separadas por filtracibn o centrifugacibn.

B. Material y Equipo:

1,

2.

Cristaleria:
Matraces erlenmeyer 125 ml
Matraces volumétricos 1000 ml
Pipetas graduadas 1, 5 y 10 ml
Papel filtro
Embudo de vidrio
Piceta con agua destilada
Tubos de ensaye

Aparatos:

Balanza granataria

pHimetro

Reactivos:

al Acido sulfGrico 2/3 N {0.66 N)
Agua destilada c.b p. 1000 ml
mezclar aforar y titular

b}, Tungstato de sodio al 10%
Tungstato de sodio 100 gr
agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver, aforar y guardar en frasco de vidrio ambar

tapado.

4. Material biolégico:

1 ml de muestra (sangre con anticoagulante:; suero:;
plasma; orina)

C. Técnica:

n

2
3)

4)

Colocar 7.0 ml de agua destilada en un matraz erlenme-
yver de 125 ml.

Afladir 1 ml de muestra gota a gota y agitar.

Agregar i ml de &cido sulfGrico 2/3 N gota a gota y a-
gitar.

Afladir 1 ml de Tungstato de sodio al 10% gota a gota y
agitar.
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5) Dejar reposar de 3 a 5 minutos filtrar con papel fil-
tro y embudo de vidrio en un tgbo de ensaye (se puede
centrifugar) .

D. Medidas de seguridad:

Se debe tener cuidado con la preparacibtn de los reactivos
asi como también de agregar en la proporcibén sefialada en el
procedimiento., No se debe emplear un filtrado turbio éste -
contien aln proteinas.

E. Bibliografia:

Gradwohl's Clinical Laboratory Methods and Diagnosis 1:32
1963. (libros de consulta 23; 35; 36)

NOTA: Este filtrado nos sirve para efectuar la determinacién
de glucosa, &cido Grico y creatinina.
PROCEDIMIENTOS DE QUIMICA SANGUINFA.-

Estas determinaciones son de gran untilidad médica ya -
gue ayudan a disgnosticar alteraciones en 1os‘6rganos que ~-
producen o almacenan a los llamados anabolitos.

De acuerdo a su cldsiéicac&én tenemos:

1. Corbonhidratos (glucosa)
2 Compuestos nitrogenados (urea &cido Grico creatinina, -
proteinas),
3. Lipidos (colesterol cefalin colesterol)
MATFRTAL GENERAL -
1. Cristaleria:

Matreces erlenmeyer,., 25 50 y 100 ml.
Matraces volumétricos ... 50 100 y 1000 ml.
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Pipetas graduadas... 0.1 1. 3 5 y 10 ml,
Tubos graduados... de 13 y 25 ml

Tubos de ensaye

Frascos de vidrio

Frascos &mbar con tap6bn

2, hAparatos:

Centrifuga .
Espectrofotbmetro
Celdillas

3afio Maria
Termbémetro

Tripié

Mechero

Tela de asbesto
Cronbmetro o relod.

3. Reactivos:
Ver cada ténica

4, Material biolégico:
Ver cada técnica

Medidas generales de seguridad en quimica sanguinea.-

*

Se debe tener cuidado desde la preparacion de los reactivos
ya gie .si no estan a la concentracibén adecuada darén falsos
resultados,

No se deber& trabajar con un filtrado de Folliwwu turbio.
En las técnicas que utilizan suero para sus determinaciones
se deber§ tener cuidad de no utilizar un suero hemolizado.
Hoy gue tener cuidado en la concervacién de los reactivos-
ya que algunos se afectan si no tienen refrigeracién o si
no se concervan en frasco color &mbar.

Se deberf tener cuidado del marejo y utilizacién de los re
activos ya que algunos son t6xicos, corrosivos e irritan--
tes (por ejemplo el reactivo de ortotoluidina en la deter-
minaciédn de glucosa que contiene cianuro, se debe pipetear
con perilla, nunca directamente.

Para el trabajo de laboratorio siempre deberd de usarse ba
ta y no ingerir bebidas ni alimentos evitando con ello al-
guna contaminacién.

En las técnicas en que se reguiera una curva de calibraci-
6n deberd checarse periodicamente el reactivo estandar asi
como la fecha de caducidad de los demis reactivos.
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DETERMINACLON DE GLUCOSA (Foll{n- #u)
A. Fundamento:

En solucién alcalina caliente la glucosa reduce fécilmente
el ibn cliprico a cuproso con formacibébn de 6xido cuéroso. Al
agregar 4dcido fosfomolibdico (6 arsenomolibdico) este es re-

ducido por el i6n cuproso con formacibn de 6xidos inferiores

del molibdeno, los cuales producen un color azul proporcional

a la concentracién de glucosa.
B. Material y equipo:
Ver material general de quimica sangufnea
Reactivos:

a) S3lucidn de sulfato de cobre
Fosfato disédico 19 gr
Tartrato sbdicopotésico 40 gr
Hidréxido de sodio 1N 100 ml
Solucibn de sulfato de cobre pentahidratado (10% 80 m
Sulfato sbdico anhidro 180 gr
Se disvelve el fosfato dis6dico y el tartrato en 700 ml
de agua se agrega el NaOH, y agitando se agrega la solu
ciébn de sulfato de cobre. Se agrega el sufato de sodio
anhidro, se mezcla y afora a 1 1lt. Se deja en reposo -~
por dos dias para separar sales de cobre precipitadas,
b)Y S»lucién de arsecnomolibdato.
Molibdato aménico 50 gr
Acido sulfrico condentrado 42 ml
Arsgeniato sbdico 6 gr
Agua destilada 950 ml
Se disuelveel molibdato ambnico en una mezcla de 900 ml
de agua y 42 ml de &cido sulffirico. Se disuelve a parte
el argeniato s6dico en 50 ml de agua y se agrega este
a la primera solucién. Se mezc¢la bien y se incuba a 37°
C por 48 hrs.
Se guarda en frasco &mbar a temperatura ambiente. Fl co
lor debe ser amarillo, si es azul debe desecharse,
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¢} solucibén estandar de glucosa:

Solucibn glucosa estandar al 1%

Se transfiere 1.0 gr de glucosa de grado reactivo, a un -
matraz seco volumetrico de 100 ml., Se agrega solucibn de
dcido bezoico. Se mezcla bien y se guarda hasta disolu--
cibn (4cido benglico al 2% . Se diluye hasta la marca con
solucién de Scido benzdico Se mezcla bien y se guarda en
un frasco &mbar tapado y en el refrigerador la solucibn -
seri estable muchos meses. La concetraciébn de glucosa es-
téndar seri de 200 mg/100 ml (& 20 mg/ml)

Método:

1. Introducir con pipeta 1 ml de filtrado de Follin- #u, en Tu
bo aforado a 25 ml.

2. Agregar 1 ml de solucibén sulfato de cobre mezclar.

3. Colocarlo en agua hirviendo durante 10 minutos,

4. Enfriar al chorro de agua.

5 Agregar 1 ml de solucibn de arSenomolibdato y mezclar.

6. Dejar reposar dos minutos y dilu{r con agua hasta la mar-

ca'de 25 ml. Mezclar por inversién.
. Leer a longitud de onda de 490 nm ajustando con blanco de

reactivos.

-~

* La solucibn es estable a una hora.
NOTA: Preparacién del estandar de glucosa: De la solucién de
glucosa 200 mg/100 ml de agua, se toma 1 ml y se diluye 1:10
de ésta dilucibn tomamos 0.6 ml y le agregamos 0.4 ml de a--
gua destilada, se prosigue desde el paso No. 2.
CALCULO DEL RESULTADO.-

La solucibén estandar de glucosa 1l:10 tiene una concen--
tracién de 120 mg/100 ml; haciendo una regla de tres podemos

calcular la concentracién del problema:

D.N. del problema -
D.0. del estandar X 100 mg %

Valores Normales:

De 80 a 120 mg%
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METODO PARA DETFRMINAR GLUCOSA -~ (Ortotoliudinad

A.

Fundamento:

La ortotoluidina reacciona especificamente con las aldo -

hexosas en solucidén acética caliente, para formar una mezcla

en equilibrio de glicosilamina y la correspondiente base de-

Schiff. Bl color verde formado es proporcional a la cantidad

de glucosa presente.

B.

* NOTA:

Materia y Egquipo:
{ Ver material general de quimica sanguines ).
Reactivos:

al nrtotoluidina
Tiourea 1.5 gr
Nrtotoluidina 60 ml
Acido acético glacial 940 ml
Disolver la tiourea en §cido acético glacial y agregar
la ortotoluidina*,
b Solucién de glucosa (10 mg/ml)
Dextrosa , 10 gr
Acido benzoico al 0.2% c.b,p. 1000 ml.
Disolver y aforar

tapado y en refrigeracién (no debe pipetearse directamente
pues es CORRNSIVO E TRRITANTE).
Material biolégico:
1 ml de muestra ( suero, plasma, liguido cefalorraqui-
deo u orina)

Método:

. En un tubo de ensaye de 16 X 150 ml colocar 0.1 ml de la

muestra.

. Agregar 5 ml del reactivo de ortotoluidina y mezclar,

Poner el tubo a hafio de agua hirviendo durante 10 minu -
tos, '
Enfrisr al chorro del agua.

Este reactivo debers conservarse en fraséo &mbar bien
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5. Leer a longitud de onda de 630 nm contra blanco de reac -
tive antes de 30 minutos.

D, Curva de calibracién:

Colocar respectivamente:

MATRAZ VOLUMETRICD

ml DE SOLUCTION

AGUA DESTTLA

GLUNSA

DE 100 ml DE GLUCOSA DA c.b.p (mg/10" ml}
(10 m' /ml}
1l 5.0 100 50
2 7.5 100 75
3 10.0 100 100
4 15.0 100 150
5 20,0 100 200

De cada una de estas diluciones tomar 0.1 ml y proseguir la
técnica desde el paso No. 2

CALCULNS. -

En cago de que no se disponga de :urva de calibraci6n se pue

de proseguir de la manera siguiente:

Trabajar al mismo tiempo que el problema

un estandar que -~

contenga 1 mg de glucosa/ml y tomar 0.1 ml, efectuando la --

técnica antes descrita.

D.0.: Densidad 6ptica.-

D.0. del problema
D.0., Estandar

Valores Normales:

De 70 a 100 mg%

6 70 a 100 mg/100 ml

E. Bibliografia:

Dobowski, K.M. 1962: Anprtotoluidina method for body-fluid

X 100 = mg % de glucosa.

glucosa determination. Clin. Chem. 8:215.
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PRUEDBA DE TOLERANCTA A LA GLUCOSA. -

A. Fundamento:

Las personas normales metabolizan la glucosa a mayor velo

cidad que los enfermos diabeticos: estos presentas falta par

cial de insulina, lo que ocasiona gue los niveles de glice~-

mia despues de ingerir una sobredosis de glucosa sean mayores

o persistan mas tiempo que en las personas sanas.

B. Material y equipo:

Los mismos para medir la glucosa en la sangre.

C. Método:

1. Preparacibn del paciente:
Debe:

a)
b

c)

No debe:
a)

by

Ser ambulatorio

Proporcionarle una dieta cuyo contenido de hidratos
de carbono sea de 150 a 300 g, lo cual se consigue
haciendo que el enfermo ingiera dos rebanadas de |--
pan con mermelada cajeta miel de abeja, etc. des-
pues de cada alimento durante tres dias que antece-
den al exémen

Estar sin haber ingerido alimento cuando menos ocho
horas y cuando m&s 16 horas antes de la prueba.

Haber tenido recientemente traumas quirQrgicos que
maduras o enfermedades porque dism.n.ye su toleran
cia a la glucosa.

Tomar anticonceptivos, saliciatos dcido nicbtico,
diuréticos hipoglucemiantes o alcchol cuando menos
tres dias antes de la prueba.

2. Durante la prueba:

a)

b

pebe efectuarse durante las 7 y 9 a.m., porgue las
personas tienen variaciones cardidcas en la tole--
rancia a la glucosa.

Para detectar la diabetes deben administrarse 100
gr de glucosa disueltos en 300 ml de agua; ingerir
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se en un lapso de 10 minutos y tomar 5 minutos con -
tiempo cero

¢) No debe hacer ejercicio exagerado, ni tomar café o alco
hol o fumar.

d) Extraer en el transcurso se 3 horas, 4 tomas de sangre:

lra. toma en ayunas
2da. toma 60"

3ra. toma 120°

4ta. toma 180"

3. Técnica;

La de Hultman con ortotoluidina.
4. Calibraci6n:

Véase glucosa en sangre.
5. Valores N-ormales:

En la glucemia aumenta en la ingestibn de glucosa y al--—
canza su méximo a los 30 minutos en el 76% y a los 60 minutos
en el 17% de las personas normales. Este valor se mantiene
por abajo de 170 mg en 100 ml de sangre total, despues desci

.de a los valores normales en 120 minutos y asi{ persiste;
se ha descrito una ligera hipoglucemia entre los 120 y 180
minutos pero‘qﬁe desaparece réipidamente, La tolerancia a la
glucosa disminuye después de los 50 afios por esta razbén se-
aconseja afiadir 10 mg a cada uno de los valores normales de
la curva de tolerancia a la glucosa, y 10 mg por c4da década
después de los 50 afios. Los valores, cuando se suministran
40 g de glucosa por m? de superficie corporal a 100 g de glu

cosa como carga total son:
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MUESTRA MILIGRAMOS EN 100 ml | PUNTUACION SEGUN
DE PLASMA WILKERSON
- Ayuno 130 (130 o més) 1
60 minutos 195 (195 o mas) 1/2
120 minutos 140 (140 o més) 1/2
180 minutos 130 (130 o més) 1

MUESTRA MILIGRAMOS EN 100 ml | PUNTUACION SEGUN
DE_SANGRE WILKERSON

Ayuno 110 (110 o mas! 1

60 minutos 170 (170 o mas) 1/2

MUESTRA MILIGRAMOS EN 100 ml PUNTUACION SEGUN
DE SANGRE WILKERSON
120 minutos 120 (120 o mas' 1/2
180 minutos 110 (110 o m4s) 1

Fn el sistema de puntuaci6n

Wilkerson,

cero puntos corres-

ponde a una persona sana; de 1/2 a 1 1/2 puntos inclusive

a una persona sospechosa de padecer diabete

y a la persona

debe vigilarse; de dos o mis puntos perﬁiten clasificar a

una persona como diabética.

Resultado en embarazadas (con ingestion de 100 g de glucosa!l

MUESTRA ETLIGRAMOS EN 100 ml

MILTIGRAMOS EN 100 ml

E SANGRE . DE PLASMA
Ayunas 90 105
60 minuoto 165 190
120 minuto 145 165
120 minuto 128 145

Resultados de los nifios con ingestién de 1.75 g por kile de

peso,
MUESTRA MILIGRAMOS EN 100 ml
DE SANGRE CAPILAR
60 minutos 175
120 minutos 140
180 minutos 125
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UREA -
(Técnica de Berthelot~Chaney-Marbach)
A. Fundamento:

La urea 88hidroliza a la urea en amoniaco y anhidrido car
bénico el amonifooliberado reacciona con el fenol y el hipo
clorito para formar la p-quinonacloramina; esta con una se--—
gunda molécula de fenol, produce un compuesto indofendlico -
de color azul, cuya intensidad es proporcional a la cantidad
de urea presente. La reaccidn se QCtiva en presencia de ni--
troprusiato de sodio,

B, Material y equipo:

1, Solucién estandar de urea al 1%

Urea q.p. l.0g

Agua destilada c.b.p. 100 ml
2. EDTA sal dis6dica 1.0¢g

Agua destilada c.b p. 90 ml

Disolver el EDTA en los 90 ml de agua destilada, ajus-
tar el pH a 6.5 con hidr6xido de sodio 0.1 N aforar a
100 ml con agua destilada.

3. Solucién-de hidréxido de sodio 5 %
Hidr6xido de sodio 200 gr
Agua destilada 1000 ml
Disolver aforar y titular.

4. Solucién de hipoclorito de sodio 0.14 »
Hipoclorito de sodio 200 ml
Agua destilada 1000 ml
Mezclar aforar y titular con tiosulfato de sodio.
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5.

c'

al
b)
o

d)

e

Solucién de fenol al 85%
Fenol 85 gr

Agua destilada 100 ml
Mezclar

Soluciébn de nitroprusiato de sodio

Nitroprusiato 20 ml

Solucién de fenol al 85% 5 ml

Agua destilada, Aforar a 150 ml

Disolver y mezclar. * Esta mezcla es estable de 3 a 4 dias
en frasco admbar. :

Solucién de hipoclorito de sodio 0.14 n e hidréxido de so
dio 5 -
Mezclar volumenes iguales,

Solucién de ureasa

Ureasa 20 mg

Solucién amortiguadora de EDTA pH 6.5 25 ml

Agua destilada c.b.p 50 ml

Disolver la ureasa en la solucién amortiguadora de EDTA.
aforar a 50 ml con agua destilada: esta solucién es es--
table de 3 a 4 semanas a la temperatura de 0 a 4°C.

‘Método:

. Material biolégico:

1 ml de muestra (suero, plasma u orina)
Técnica:

Colocar en un tubo de ensaye de 13 X 100 ml, .0l ml de 1la

muestra,

Afladir 0.5 ml de la solucién de ureasa mezclar y dejar re

posar 30 minutos,

Agregar 3.5 ml de solucién fenolada de nitroprusiato de .

sodio y agitar,

Se afiade 0.5 ml de la mezcla a volumenes iguales de hipo-

clorito de sodio e hidr6xido de sodio. Se deja reposar

10 minutos.

Leer a longitud de onda de 550 nm ajustando a 100% de tra
.mitanclia con blanco de reactivo.
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3, Curva de Calibracibn.-

Disolver en 5 matraces aforados las cantidades siguientes:

MATRAZ AFORADO | MILILITROS DE SOLUCION | AGUA MILTGRAMOS
A 100 ml DE UREZ ( a} 1,0'% ) - | DESTILA |EN 100 ml.
DA c.b.p.

1 2,5 100 25

2 5.0 100 50

3 10.0 100 100

4 15.0 100 150

5 20.0 100 200

De cada una de estas diluciones se toman 0.0l ml y se prg
sigue como indica la técnica a partir del paso b,
Valores Normales:

de 16 a 35 mg/100 ml
D. Medidas de seguridad y control:

Debe evitarse la contaminacién del medio ambiente con va
pores de amoniaco.

Cuando las lecturas son altas puede diluirse con agua des
tilada hasta tres veces sin necesidad de repetir la prueba.
F 8Bibliografia:

Weller H, 1962: Clinical IMportance and determination of -
blood lipid especially critical observation on colesterol -
determination, Rontgen as indophenol blue by chloramine-T i-
xidation. Physiol. Chemic 320:241. :
Stegemann, H.: y Noeschke; V.: 1962: Microdetermination of -
nitrogen as indophenol blue by chloramine-T ixidgtion. Physi
ol. Chemic 320:241
Kaplan, A, 1965: Urea nitrogen and urinary ammonia, in “Stan

dard Methods of clinical Chemistry" Academic Press New York
5:245~.246.
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ACIDO URICO,-
(Técnica de Caraway)
A, Fundamento:

El 4cido firico reduce al fosfotung etatoen medio alcali-
no, se produce un compuesto de color azul cuya intensidad
es proporcional a la cantidad de &cido Grico presente.

B. Malterial. y equipo:

Reactivos:

1. Tungstato de sodio al 10 %
Tungstato de sodio 100 gr
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar

2. Acido sulfGrico 2/3 N
Acido sulfGrico 1.85 ml
Agua destilada c.b p. 1000 ml
Mezclar aforar y titular,

3. Solucibn de &cido tdngstico
Tungstato de sodio al 10 % 50 ml
Acido ortofosforico0.05 ml
Acido sulffirico 2/3 N 50 ml
Agua: destilada 800 ml
Al agua destilada se le agrega mezclando el tungstato de
sodio el 4cido ortofosférico y el &cido sulfGrico.

4. Solucién de carbonato de sodio al 10%
Carbonato de sodio anhidro 10 gr
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar

5 Reactivo de Acido fosfotingsticoFollin y Denis
Tungstato de sodio libre de molibdato 50 gr
agua destilada 400 ml
Acido ortofosfébrico 40 ml
Disolver el tungstato de sodio y mezclarlo con el &cido
ortofosférico poner a reflujo durante 2 hrg. enfriar a
temperatura ambiente y aforar a 500 ml con agua destilada
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6. Acido fosfbtungstico diluido
Medir 10 ml del reactivo Follin y Denis, aforar a 100 ml
con agua destilada.

7. Solucién de 4cido firico 100 mg/100 ml
Acido Grico 1 gr
Carbonato de litio 0.60 gr
Formaldehido al 40% 20 ml
Acido sulffirico 25 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver el &cido Grico en la solucién de carbonato de 11
tio agregar el formaldehido y el &cido sulfrico mezclar
y aforar.

C. Metodo:
Material biolégico:

1 ml de muestra (suero o plasma)
Técnica:

a) Colocar en un tubo de ensaye 1 ml de muestra

b} Agr-g r 9 ml de solucibn de dcido tungstico mezclar fil -
trar o centrifugar.

¢ Marcar dos tubos B (blanco) y.P(problema)

d) Fn el tubo p poner 5 ml de filtrado, y en el tubo B me---
dir 5 ml de agua destilada.

e) Afladir a cada tubo 1 ml de la solucién de carbonato de sp
dio al 10% y mezclar.

£} Dejar reposar durante 10 minutos

g) Agregar a cada tubo 1 ml de &cido fosfotdUngstico diluido
mezclar y dejar reposar durante 30 minutos.

h) Leer en longitud de onda de 700 nm ajustando al 100% de
transmitancia con el tubo B.

Curva de calibracién:

De la soluci6n de dcido Grico /100 mg/100 ml) medir tres
mililitros en un matraz volumétrico de 200 ml y aforar con a
gua destilada. La concentraci6n gue se obtiene. es de 1.5 mg
/100 ml}

183



TUROS | AGUA DESTILADA | SOLUCION DILUIDA |mg/100 ml
DE ACIDO URICO | DE ACIDO URICO
1.5 mg/100 ml

1 4 1 3
2 3 2 6
3 2 3 9
4 l 4 12
5 0 5 15

Gon 1 ml de cada tubo proseguir desde el paso b.
Valores Normales:

Hombres: de
Mujeres: de

mg/100 ml

3a?
2 a 6 mg/100 ml
Bibliografia:

Caraway, W.T, 1963. Uric acid in standar methods of clinical
chemistry. New York Academic press 4:239,

CREATININA. -
(Técnica de Bonsnes y Taussky)
A. Fundamento:

El picrato en solucibn alcalina d& una coloracién amarilla
naranija con la creatinina cuya intensidad es proporcional a
la concentracifn de creatinina.

B. Material y equipo:
Reactivos:
1, Solucibén de 4cido picrico 0,04 M

Acido pierico 10 gr

Agua c.b p. 1000 ml

Disolver en agua caliente y aforar.

2, Hidr6xido de sodio 0.75 N

Hidrb6xido de sodio 30 gr

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver aforar y titular,

3, Solucibn de creatinina (1 mg/ml} 184



al

b

al

Creatinina 1 gr
Acido clorhidrico 0.1 N e.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar

Solucién diluida de creatinina 0.1 mg/ml

De la soluciébn 3 tomar 10 ml y llevarlo a 100 ml con -
soluciébn de acido clorhidrico 0.1 N

Mezclar,

Solucién de Acido clorhidrico 0.1 N
Acido clorhidrico 3.65 gr

Agua c.b.p. 1000 ml

Mezclar aforar y titular,

. Método:
Material biolégicos

3 ml de filtrado de FollineWu

Colocar 3 ml de filtrado de follin en un tubo de ensaye -
de 15 X 150 mm con aforo a 10 ml.

Afadir 1 ml de &cido picrico y 1 ml de hidréxido de sodio
mezclar y dejar reposar durante 15 minutos.

Leer a una longitud de onda de 540 nm

Curva de Calibracién:

TUBN No, | SOLUCION DE CREATININA| AGUA CREATININA
0.1 mg/ml DESTILA |mg/100 ml en
DA C.B,P. | SANGRE.

100
100
100
100
100
100

[e )RV, AN SN VU NI
[= NS S-Sy U SR )
(o B PR N U S A o

be cada.una de estas diluciones tomar 3 ml ponerlos en sus -
respectivos tubos y prosequir como se indica en la técnica a
partir del paso b,

Valores Normales:

De 0.5 a 1.5 mg/100 ml de sangre.
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Bibliografia:
Bonsnes. R.W. y Taussky, H.J.: On the Colorimetric Determi
hation of Creatine by the Jaffe Reaction. J. Biol. Chem.
158: 581, 1945.
PROTEINAS TOTALES Y FRACCIONES A/5
( Biuret)
A. Fundamento:
Las proteinas dén coloracifn violeta en presencia de io
nes clipricos en solucibn alcalina, proporcional a la cantida
! de protefinas presentes. La reaccibén es de enlace peptidico.
B Material y eguipo:
Reactivos-
1. Cloruro de sodio 0.85%
Cloruro de sodio 8.5 gr
Agua c.b.p. 1000 ml

Disolver vy aforar

2 Reactivos de Biuret

Sulfato de cchre 1,5 gr
Tartrato de sodio y potasgio 6 gr
Yoduro de potasio 1 ml

Agua c.b.p 1000 ml

En un matraz volumetrico de 1000 ml poner sulfato de cobre
y el tartrato de sodio y potasio, agregar aproximadamente
500 ml de agua destilada y agitar hasta disolucién:; agre-
gar con agitacibn constante 300 ml de hidréxido de sodio
2.5 N y mezclar. Agregar el yoduro de potasio y agitar --
hasta disolucién,

NOTA: Aforar a 1 litro y congervar en frasco obscuro.
La est@dnilidad del reactivo es qrande pero debe des--
cartarse si se forma un precipitado negro o rojizo.

3, Hidrb6xido de sodio 2.5 N
Hidrbxido de sodio 100 gr
Agua libre de CO, c.b.p. 1000 ml
DPisolver y aforar.
Diluir 20 ml de esta soluci6n a 107 ml y titular con &cido
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Clorhidrico 0.5 N, usando fenolftaleina como indicador.
Para 20 ml de la dilucibn deben gastarse 20 ml de la solu
cién de 4cido clorhidrico 0.5 N,
4. Sulfato de sodio 26.8%
Sulfato de sodio 268 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar
C. Método:
Material biclégico:

1.0 nl de suero sanguineo

Técnica:

a) en un tubo de ensaye 9.5 ml de cloruro de sodio al 0.85%
y 0 5 ml de suero problema, agitar para mezclar.

b} En un tubo de ensaye de 18 X 150 mm poner 2 ml de la mues
tra diluida.

c¢) En otro tuboc de ensaye de 18 X 150 mm que servird de blan
co, poner 2 ml de cloruro de sodio al 0.85%

d) A cada tubo agregar 8 ml de reactivo de Biuret y mezclar
por inversiébn.

e) Dejar 30 minutos a temperatura ambiente y leer a una 1lon
gitud de onda de 540 nm.

f1 Ajustar a 100% de transmitancia con blanco de reactivos.

SERDALBUMINA, -

En un tubc de ensaye de 15 X 125 mm poner 9.5 ml de sul
fato de sodio al 26.8% agregarle 0.5 ml de suero, tapar el =
tubo, agitarlo bien y poner en estufa a 37°C por espacio de
24 hrs. Agregar éter sulfGrico anhidrido 2 ml. Centrifugar -
a 2500 r.p.m. 10 minutos , del liguido inferior gue debe es*
tar transparente tomar 2 ml y afladirle B ml de reactivo de -~

Biuret. Leer a longitud de onda de 540 nm. Antes de leer de-
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jarse a temperatura ambiente por 30 minutos.

Con el sulfato de sodio se pre ipita la globulina que-
déndo en solucibébn las albfminas séricas, restando el valor -
de las proteinas totales al de secalbfiminas se obtiene por -
diferencia el valor de las seroglobulinas.

3. Calibracibn:
De un versatol que contenga 79/100 ml de protefnas totales, -
tomar 1.0 ml y llevarlo a 10 ml con solucién salina 0.85% ob

tener la concentracibn de 7 g/100 ml.

TUBO SOLUCION SA | VERSATOL DILUL | PROTEINAS
o LINA ° ml |[DO " ml a/loo wl
1 2.0 0.0 0
2 1.5 0.5 3.5
3 1.0 1.0 7.0
4 0.5 1.5 10.5
5 0.0 2.0 14.0

Proseguir como se indica en la técnica a partir del paso d
4. Valores Normales:

Proteinas totales: 6 a 8 g/100 ml de suero
SeroalbGminas: 3.6 a 5 g/100 ml de suero.

E Bibliografia:

Reinhold J.G, 1953: Standad Methods of clinical chemistry
New York, Academic Press 1:88

DETERMINACION DEL COLESTEROL,-
Metodo de Schoenheirmer, Zak y Ferro Ham.
A. Fundamento:

El 4cido acético. el anhidrido acético y el Acido splflri
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I

co producen con el colesterol un compuesto de color verde -
cuya intensidad es proporcional a la concentracién de Coles~
terol existente,

B, Material y Equipo:

Reactivos:

1! Reactivo de colesterol .

Anhidrido acético 450 ml
Acido acético 450 ml
Acido sulflrico 100 ml

Mezclar y conservar en el refrigerador

2) Digitonia al 1 %
Digitonina 10 g
Alcohol metilico ¢ b.p. 1000 ml
Disolver y aforar,

3) Solucién de colesterol 400 mg/100 ml
Colesterol 449
Acido acético glacial c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar.

C Método:
1. Material biolégico:

0.6 ml de suero sanguineo.
2, Técnica-

a) medir 0 1 ml de sueroc en un tubo de ensaye

b) Agregar 5 ml del reactivo de colesterol

c) Mezclar suavemente hasta que la turbiedad se haye disper-
asado,

d) Colocar los tubos en un bafio a 37°C durante 10 minutos

e) Sacar los tubos de bafio y mezclar.

f) Leer a 625 nm

g} Llevar a 100% de transmitancia con blanco de agua.
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3. Técnica para colesterol libre.

a) Medir 0.5 ml de suero en un tubo de ensaye,

b)Y Agregar 4.5 ml de alcohol isopropilico, tapar y agitar vi’

gorosamente, dejar reposar durante 5 minutos y volver a a
gitar Centrifugar a 2500 r.p m durante 10 minutos.

c) Medir 1 ml del sobrenadante en un tubo de ensaye.

d) Agregar 0.5 ml de la solucibén digitonina al 1 por cilento
y 0.5 ml de agua destilada dejar reposar durante 10 minu
tos, Mezclar y centrifugar a 2500 r.p.m. durante 10 minu-
tos.

e) Eliminar el liquido sobrenadante cuidadosamente evitando
arrastrar al pregipitado.

£} Agregar al pregipitado 3 ml de acetona y mezclar perfecta
mente,

g) Centrifugar a alta velocidad durante 10 minutos , elimina
r el liguido sobrenadante y drenar el tubo,

h) Evaporar el precipitado en bafio de agua hirviendo y conti
nuar como Se indica en la técnica para colesterol total a
partir del paso b,

4. Calibracién:
Colocar en matraces aforados lo siguiente:

MATRAZ AFORADO | SOLUCION DE [AC. ACETICO | COLESTEROL
100 ml ‘| COLESTEROL | GLACIAL c.b. | mg/ 100 ml
(4 mg/ml) p. 50 ml

1 10 ml 50 80
2 20 ml 50 160
3 30 ml 50 240
4 40 ml 50 - 320

De cada una de las diluciones tomar 0.1 ml y continuar como
se indica en la técenica a partir del paso b,

5. Valores Normales:

Colesterol total: de 150 a 310 mg/100 ml

Esteres de colesterol: de 50 a 70% del colesterol total
Esteres del colesterol = colesterol total-colesterol libre.

D. Bibliografia:

B, %ak R.C. DIckenman, E.E. White, H.1954:Rapid estimati

on of free and total cholesterol. Amer. Journal Clin of pa-

thology 24:1307.
Ferro, P.V. y Ham A.B, 1960:Rapid determination of total

and free cholesterol in serum. Amer Journal of clinical pa-
thology 33:545.,

Schoenheimer. R, y Sperry W.M, 1934: Amicromethod for --
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the determination of free and combined cholesterol. J. Biol.
Chem. 106:745,

CEFALIN COLESTEROL. -
(Técnica de Hanger)
A. Fundamento:

Esta prueba se bésa en la propiedad que tiene la gamaglo—
bulina de provocar la floculacién de las soluciones de cefa-~
lin~colesterol cuando’'la concentracidtn de sero-alblmines se
encuentra disminufda.

B, Material y equipo:

Reactivos: °

1. Solucibén de NaCl al 0.85%
Cloruro de sodio q.p. 8.5 g
Agua c¢.b.p., 1000 ml

Disolver y aforar

2. Antigeno de cefalin colesterol
(Reconstryl¢ de acuerdo a las intrucciones del frasco).

3. Reactivo diluido de cafalin colesterol.
En matraz de 50 ml colocar 35 ml de agua destilada y ca
lentar a 70°C afiadir 1.0 ml. de antigeno, hervir lenta-
mente hasta reducir el volumen a 30 ml,

C. Método:
Material biolégico:
1.0 ml de suero sanguineo.
Técnica:
a) En un tubo de 13 X 10 mm colocar 0.2 ml de suero (la prue
ba debe hacerse dentro de las tres horas siguientes de ha
ber sido extraida la sangre).

b Afladir 4 ml de soluci6bn de NaCl al 0.B5% y 1.0 ml de rea
“ivo diluido de cefalin colesterol.
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c) Agitar y tapar. Dejar reposar en la obscuridad.
4. Valores Normales:

Normalmente no debe de haber floculacién, si la hay se -~
marcari una a cuatro cruces,

D. Bibliografia:

Marjoire K, 1958: Standar Methods of clinical Chemistry.
New York N.Y, Academic Press Inc. 2:12.

TIMOL.-

(Turbiedad y floculacibn)
(Técnica de Maclagan)

A. Fundamento:

El suero de pacientes con enfermedades hep&ticas parenqui
matosas produce turbiedad y floculacién al ser mezclado con
timol en solucién amortiguadora barbitGrica, por la forma--
_cién de un complejo de protefna-timol-fosfolipido.

B. Material y equipo:
Reactivos:

1. Solucion amortiguadora de timol

Barbital sbédico 2.6 g

Acido dietilbarbitGrico 2.76 g
Timol al 10 por ciento 10 ml
Agua c.b.p, 1000 ml

Disolver. mezclar y aforar
Ajustar el pH de 7.5 a 7.6

2. Cloruro de Bario 0 0962 N
Cloruro de Bario 11.73 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar.

3. Acido sulffrico 0,2 N
Acido sulflrico q.p. 9.8 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Mezclar. aforar y titular.
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C., Método:

Material biolOgico:

1.0 ml de suero sanguineo

Técnica

a) Afladir a 0.1 ml de suero 6 ml de solucién amortiguadora d

timol.

b) Mezclar por inversién.

"¢ Leer a los 30 minutos a una longitud de onda de 650 nm,
d) Después de leer la turbiedad dejar reposar los tubos 23
hrs. Si hay floculacién hacer las anotaciones con cru----

ces,

3 Calibracién:

Preparacidn esténdar:

En un matraz aforado de 100 ml colocar 5 ml de BaC12 0.0962

N con H:SO4 0.2 N.

TUBO No. | ACTDO SULFURICO |CLORURO DE BARIO| UNIDADES
0.2N {m 0.0962 N (wml) ‘
1 10.0 0.0 0
2 8.65 1.35 5
3 5.95 4.05 15
a- 3,25 6.75 25
5 0.55 9,45 35"

4. Valores Normales:

Turbiedad:

de 0 a 5 Unidades
Floculacibén: MNegativa.

b, Bibliografia:

Maclagan, N.F. 1944- The Thymol Turbidity Test as an Indi
cator of Liver Disfuntion Brit. J. Exper. Phat

25:234
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Shank, R.E. y Hoagland, C.L, 1946: A MOdified Method for the
Cuantitative determination of Thymol turbidity reaction of ~
serum. J, Biol, Chem., 162:133

ReinHold: J.G. 1960 Advances in clinical chemistry, Nueva
York, H. Sobotka and Steward Academic Press 3:84.
DETERMINACIONES SERICAS.
BILT RRUB INAS, ~

(Técnica de Malloy-Evelin)
A Fundamento:

El &4cido sulfanilico diazotado se une con la bilirrubina
para formar la azobilirrubina de color rosa, proporcional a
la cantidad de bilirrubina presente.

B. Material y equipo:
React ivos:

1. Reactivo diazo blanco
Acido clorhidrico 15 ml
Agua destilada c¢.b.p. 1000 ml
Mezclar aforar y titular.

2. Reactivo diazo A
Acido sulfanilico lg
Acido clorhidrico 15 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver el §cido sulfanflico, afladir el &4cido clorhidrico
y aforar.

3, Reactivo diazo B
Nitrito de sodio 500 g
Agua destilada c,b.p. 1000 ml
bisolver y aforar.

4, Solucién dilufda de bilirrubina 0.02 mg en 1.0 ml
Diluir el versatol pedi&trico de 20 mg en 100 ml uno a 10

5. Diazo reactivo Ehrlich

Reactivo diazo A 10 ml
Reactivo diazo B diluido 0.3 ml
Mezclar.
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NOTA: Debe prepararse en el momento de usarse:

C.

Método:

Material biolégico:

0.4 ml de suero,

Técnica:
a) Diluir 1 ml de suero con 9 ml de agua destilada.
b) Marcar 4 tubos de ensaye con los nfiteros 1.2 3 y 4.
¢} En los tubos 1 y 2 colocar 5 ml de Agua destilada.
d! En los tubos 3 y 4 colocar 5 ml de alcohol metilico,
e} Agregar 1 ml del reactivo de diazo blanco a los tubos 1 y 3.
f) Afiadir 1 ml del diazo reactivo de Ehrlich a los tubos 2 y 4.
g} Agregar a los cuatro tubos, 4 ml de suero dilufdo y mezclar
h) Dejar a temperatura ambiente durante 20 minutos.
i} Leer a longitud de onda de 540 nm
3} Poner el 100% de tramsmitancia con los tubos 1 y 3.
3, Calibracibn:
Reconstituir un versatol pediitrico de concentracién 20 mg
en 100 ml.
TUBOS AGUA DESTILADA |ALCOHOL METILICO|VERSATOL PE my,/100
mi ml DIATRICO DI
LUIDO 0.02
mg en 1 ml,
1 4.0 5.0 0.0 0
2 3.5 5.0 0.5 2.5
3 3.0 5.0 1.0 5.0
4 2.5 5.0 1.5 7.5
5 2.0 5.0 2.0 10.0

Agregar a cada uno de los tubos 1 ml de diazo reactivo.
Dejar reposar durante 20 minutos leer en longitud de onda de
540 nm ajustando a 100% de transmitancia con el tubo No. 1.

4.

D

Valores Normales:

Bilirrubina directa: 0 mg/100 ml
Bilirrubina indirecta: de 0.2 a 0.8 mg/100 ml

. Bibliografia:
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Malloy, H.T. y Evelyn K.A. 1937: The determination of bili-
rrubin with the photoelectric colonmetet. J. BIOL. Chem,
119: 431,
Henry, R.J. 1964:Clinical chemistry. Principles and technics
New York Hoeber Medical Division, Harper and Row Publishers
pag. 559.
CREATINFOSFOCTINASA. ~
A. Fundamento:

La enzima CPK cataliza la transferencia de un grupo fos--
fato del 5-trifosfato de adenosina a la creatina formando --

S-difosfato de adenosina y fosfato de creatina. En una doble

reaccién la piruvatocinasa cataliza la transferencia del gru

po fosfo-enol-piruvato al 5-difosfato de adenosino, formando

S-trifosfato de adenos‘ina y piruvato, este piruvato reaccio-
na con la 2, 4-dinitrofenilhidrazina e hidréxido de sodio Y

forma la hidrazona de color amarillo, cuya intensidad es pro
porcinal a la actividad de la enzima.

B. Material y equipo:

Reactivos:

1. Sustrato de creatinafosfocinasa
2, Solucién de 2 4-dinitrofenilhidrazina en &cido clorhidrico
3. Sustrato de creatina
4. Solucién de 8cido fosfoenolpirivico y cnatina.
5. Solucién de piruvato 0.5 les/ml
6. Solucidén de hidréxido de sodio EDTA.
Hidréxido de sodio 4 N y EDTA.
7. Solucién de hidréxido de sodio EDTA.
Pasar culdadosamente el contenido del frasco a un matraz vo-

lumétrico de 1 litro y aforar con agua destilada.
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Mezclar y guardar en frasco de polietileno; la solucibn resul
tante es EDTA en solucibn de hidrbéxido de sodio 0.4 N.

C. Método:
Material biolégico:
0.1 ml de suerc sanguineo,

Técnica:

Se preparan dos soluciones, el substrato de CPK y el blan

co del sustrato,

a) Se reconstituye el substrato de CPK con 5.5 ml de substra
to de creatina si se efectian mis de 5 pruebas y con 1.2
ml de substrato de creatina si se efectGan menos de 5 pru
ebas.

b) Se reconstituye el substrato de CPK con 5.5 ml de &cido -
fosfoenolpirGvico y creatina (reactivo 4) o con 1.2 wl de
pendiendo del nGmero de pruebas que se vayan a efectuar.

c) Colocar en tres tubos de 18 X 150 mm:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Substrato de CPK Reactivo 4 1 ml Reactivo 4 1 ml
1m .
Poner los tubos a 37°C durante 5 minutos.
Suero problema Suero problema Agua destilada
0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Incubar a 37°C durante 30 minutos.
Afiadir 1 ml de reactivo 2
Dejar reposar 20 minutos
Afadir 10 ml de reactivo 7
Mezclar perfectamente
Dejar reposar 15 minutos
Leer en cubetas de 19 X 105 mm, f£iltro 440
Llevar con el blanco se substrato a 100% de transmitancia
Leer el blanco del problema
Leer el problema
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Curva de Calibracion:

TUBO No. St. CREATININA AGUA DESTI UNIDADES CPK

FOSFOCINASA LADA ACTIVIDAD U.I.
Reac. No. §

1 0 ml 1.1 ml 0

2 0.2 ml 0.9 ml 33

3 0.4 ml 0.7 ml 67

4 0.6 ml 0.5 ml 100

5 0.8 ml 0.3 ml 133

Trazar 1la curva de calibracién en papel semilogaritmico
Calculos:

Determinar las unidades del problema y del blanco en la cur-
va, restar a las unidades problema las unidades del blanco y
se obtienen las unidades de CPK.

Valores Normales:

Hombres: hasta 35 U,I. (Promedio 17)
Mujeres: hasta 25 U,I, (Promedio 12}

Medidas de seguridad y control:

El suero no debe estar hemolizado
Bibliografia:

Nutall. F.Q. y Wedin, D.S. 1966: A simple rapid colorimetric
method for determination of creatine kinase activity Journal
of Lab. and clinical Medicine. 68:324.

TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALACETICA.-

(Técnica de Reitman-Frankel)
A. Fundamento:

La TGO cataliza la transferencia del grupo amino del &ci-
do aspartico al &cido alfa-cetoglutérico, formando como uno

de 1l productos Scido oxalacético que reacciona con la ---

2 4-dinitrofenilhidrazina, dando origen al acetohidrazona =~
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gue en presencia del hidréxido de sodio produce una colora-

cibn café intensa proporcional a la cantidad de &cido:. pre-

sente en la muestra.

B. Material y equipo:
Reactivos:
1, Substrato para TGO

2, Solucién de 2, 4-dinitrofenilhidrazina
2 4-dinitrofenilhidrazina 0,198 g
Acido clorhidrico. 1 N c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar.
3. Hidréxido de sodio 0.4 N
Hidr6xido de sodio 16 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver, aforar y titular.
4, Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 :
A. Solucibn de fosfato disédico
Fosfato disédico 14.2 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar
B. Solucibén fosfatomonopotésico
Fosfatomonopot&sico 13.609 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar
Mezclar 840 ml de la solucién A y 160 ml de la solucion
B, si es necesario ajustar el pH a 7.4
Método: .

Acido alfa-cetoglutérico 0.292 g

Acido DL-aspartico 26,6 ml

Hidroxido de sodio 1 N 200 ml

Buffer fosfato 0.1 M pH 7.4 c.b.p. 1000 ml

Disolver las sustancias en el hidrb6xido de sodio ajustar
el pH y aforar.

Material biolbgico:

0.2 ml de suero sanguineo.
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Técnica:

a) A 1 ml de sustrato TGO preclentado 5 minutos a 37°C, afia-

dir 0.2 ml de suero:

mezclar,

b) Incubar a 37°C durante 60 minutos
c) Afladir 1 ml de 2 4-dinitrofenilhidrazina mezclar y dejar

a temperatura ambiente 20 minutos.
d) Agregar 10 ml de hidr6xido de sodio 0.4 N mezclar y de--

jar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

e) Leer a longitud de onda de 505 nm
f) Ajustar a 100% de transmitancia con blanco de reactivo.

'NOTA: Si la concentraci6n es mayo de 200 Unidades hay que ~

dilufr el suero 1:10 con agua destilada y el resultado se --

multiplica por 10,

CURVA DE CALIBRACION.-

TUBO no. | SUSTRATO TGO | SUERO PA_ AGUA DESTL UNIDADES
ml TRON ml LADA ml
1 10 ) 0.2 0
2 0.8 0.2 0.2 65
3 0.7 0.3 0.2 97.5
4 0.6 0.4 0.2 130.0
5 0.5 0.5 0.2 162.5

Continuar como se indica en la técnica a partir del paso b

Reconstituir un versatol E con concentracién de 331 Unidades

de a cuerdo con las instrucciones del fabricante tomar 2 ml

y llevarlos a 10 ml con agua destilada. -

TUBO No. | SUSTRATO TGO | DILUCION DE | AGUA DESTI [UNIDADES
ml VERSATOL ml |LADA ml
1 1 .0 0.2 0
2 0.8 0.2 0.2 66.2
3 07 0.3 0.2 99.3
4 0.6 0.4 0.2 132.4
5 0.5 0.5 0.2 165.1

Continuar como se indica en la técnica a partir del paso b
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Valores Normales:
De 8 a 40 Unidades
Bibliografia:

Reitman, S. y Frankel S, 1957: A Colorimetric Method for
the determination of serum glutamic Pyruvic Transaminase.
Am J. Clin Pat. 28:36

White W. y Frankel S. 1965: Chemistry for medical techno
YTogist 2°Ed. 247. s
TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA,-

(Técnica de Reitman-Frankel):

La TGP cataliza la transferencia de un grupo amino de la
DL-alanina, el alfa-cetoglutdrico, formando como uno de los
productos de la reaccibn dcido pirGvico que reacciona con -
la 2 4-dinitrofenilhidrazina y 48 origen a la cetochidrazona
que en presencia de hidréxido de sodio producen una colora-
cibén café intensa que es proporcional a la cantidad de " -
4cido plrﬁvico presente en la muestra.

B, Material y equipo,

Reactivos:

1, Substrato para TGP
Acido alfa ceto glutirico 0.292 g
DL-alanina 17.8 g

Agua destilada 200 ml
Solucién amortiguadora fosfato

pH 7.4 c.b.p. 1001 ml
Disolver las sustancias con el agua, ajustar el pH y afo-
rar,

2. Solucién de 2 4-dinitrofenilhidrazina
2 4-dinitrofenilhidrazina 0.198 g
Acido clorhidrico 1 N c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar,
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3. Hidréxido de sodio 0.4 N
Hidréxido de sodio 16 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver, aforar y titular

4. Solucién amortiguadora fosfato.
A. Solucibn de fosfato disédico
Fosfato dis6dico 14.2 g
Agua c.b.p. 1000 al
3, Solucién de fosfato monopotisico.
Fosfato monopotédsico 13.609 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Disolver y aforar.
Mezclar 840 ml de la solucién A y 160 ml de la solucién 8
8i es necesario ajustar el pH a 7.4

C. Método:

Material biologico:
0.2 ml de suero sanguineo

Técnicas

a' ‘A1 ml de sustrato TGP precalentado a 37°C afladir 0.2 ml
de suero del paciente, mezclar.

b) Tncukar a 37°C durante 30 minutos

<) Afladir 1 ml de 2 4-dinitrofenihidrazina mezcla dejar a tem
peratura ambiente durante 20 minutos, ‘

d) Agregar 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N mezclar y dejar
a temperatura ambiente durante 5 minutos.

e) Leer a una longitud de onda de 505 nm ajustando al 100%
de transmitancia con blanco de reactivos,

NOTA: Si la concentracién es mayor a 100 unidades hay que di

luir el suero 1:10 con agua destilada y el resultado se mul-

tiplica por 10.

Curva de calibraciéns

Reconstruir un svero de referencia multienzimético con con

centracién de 65 unidades Reitman-Frankel.
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TUSO No. | SUSTRATO TGP { SUFRO PATRON ; ACUA DESTI | UNIDADFS
ml ml | LADA ml
1 1.0 0 0.2 n
2 0.8 0.2 0.2 65
3 0.7 0.3 0.2 97 .5
4 0.6 0.4 0.2 130
5 0.5 0.5 0.2 162.5

Continuar como se indica en la técnica a partir del paso b
Valores normales:

de 8 a 47 unidades
Bibliografia:

Reitman. S. y Frankel 1957: A coloriﬁetric method for deter
mination of serum glutamic oxalacetic and glutamic pyruvic -
transaminases. Am. J. Cli. Path. 28:36

White W. y Frankel §. 1965: Chemistry for medical technolo
gist 2a. ed. pag 247.

DESHIDROCGENASA LACTICA. -
(Técnica de Cabaud y Wrolewski):
A. Fundamento:

La DL reduce al 4cido pirGvico en presencia de DPNH (gdi-
fosfopiridinnucleotidoreducido) y lo covvterte en Scido 1l§c-
tico. Después de esta reduccién el resto del Scido pirfivico
se hace reaccionar con dinitrofenilhidrazina y forma un pi--
ruvato-dinitrofenilhidrazona, esta con una solucibén alcalina
forma un compuesto cuyo color es proporcional a la cantidad
de pirQvico presente.

La dinitrofenilhidrazina detiene la accibn de la deshi-
drogenasa del 4cido l&ctico. Mientras mayor sea la activi--

dad de la deshidrogenaza menor ser8 la cantidad de pirGvico
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gue gquede sin ser convertido a léctico,
B. Material y Equipo:
Reactivos:
1. Fquipo para determinar deshidrogenaza lactica (Dade)
2 Hidréxido de sodio 0.4 N
C. Método:
Material biolégico
0.1 ml de suero
Técnica:

a' Colocar en untubo de 15 X 150 mm 1 ml de substrato (que
se prepara en el momento de usarse) se disuelve el DPNH
del frasco en 1 ml de solucién amorfiguadora de piruvato.

b) Tncubar en bafio de agua a 37°C durante 5 minutos

¢V Agregar 0.1 ml de suero diluido 1:6 con agua destilada.

d) Incubar en bafio de agua a 37°C durante 30 minutos.

e) Agregar 1 ml de 2 4-dinitrofenilhidrazina.

) Dejar reposar 20 minutos,

g) Agregar 10 ml de hidréxido de sodio 0,4 N mezclar y espe-
rar 5 minutos. ‘

h) Leer en longitud de onda de 505 nm ajustando al 100% de
transmitancia con un blanco de agua destilada.

i) Convierta el porciento de transmitancia a unidades de deg
hidrogenasa l&ctica/ml en la tabla de calibracién.
8i el resultado es mayor de 2000 unidades la determinacién
se repite con una dilucién de 1:5 de la dilucién del sue-
ro del paso ¢ y el resultado se multiplica por 5.

Curva de calibracién:
Todas las soluciones deben estar a temperatura ambiente,

Se preparan las siguientes soluciones:
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TUBO No. REACTIVO No. 5|AGUA ml | UNTDADES DE DESHIDROGENASA
ml LACTICA EN 1.0 ml DE SUERO
1 0
3 280
5 640
7 1040
9

0

1530
2000

AU H W N

Aftadir a cada tubo 1 ml de reactivo revelador de color DPNH
y mezclar dejar a temperatura ambiente durante 20 aminutos,
AMadir a cada tubo 10 ml de solucién de hidréxido de sodio
mezclar y dejar a temperatura ambiente 5 minutos.

Leer en longitud de onda de 505 nm ajustando a 100% de transg
mitancia con agua.
Valores Normales:

de 200 a 500 unidades/ml de suero

8ibliografia:

Cabaud, P.G. y Wroblewski. F. 1958: Colorimetric measure -
ment of lactic hehydrogenase activity of body fluids. Am. J.
Clin, Path., 30 234.

FOSFATASA ALCALINA .-
(Técnica de Bessey Lowry-Brock)
A. Fundamento:
La fosfatosa libera el grupo fosfato del p-nitrofenilfos

fato, con formacién del p-nitrofenol qgue en medio alcalino -~

se transforma en ion nitrofenolado de color amarillo, cuya -
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intensidad es proporcional a la actividad de la enzima. La -

reaccibn se efectGa en 30 minutos exactamente y se detiene -

por la adici6n del hidr6xido de sodio que inactiva a la enzi

ma. La unidad de fosfatasa alcalina se define como el nGmero

de

milimoles de p-nitrofenol formado en 60 minutos en un li-

tro de suero.

B.

Material y equipo:

Reactivos:

1.

4.

Solucibn amortiguadora alcalina pH 10.3

Glisina 75 g

Cloruro de magnesio exahidratado 0.095 g

Hidréxido de sodio 1 N 85 ml

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver la glisiha y el cloruro de magnesio agregar e1 -
hidréxido de sodio aforar con agua destilada.

Substrato amortiguador alcalino pH 10.3 debe prepararse -
en el momento de usarse.

Disolver una tableta de paranitrofenilfosfatodisfdico en

1.2 ml de agua destilada y afladir igual cantidad de solu-~
cién amortiguadora alcalina pH 10,3

Hidréxido de sodio 0.2 N
Hidréxido de sodio 8 g

Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver, aforar y titular,

Hidréxido de sodio 0.02 N

Tomar 100 ml de la solucién anterior y agregarle agua des

tilada c.b.p. 1000 ml

Solucién de paranitrofenol al 0.05mM
Paranitrofenol 0,139l g

agua destilada e,b.p. 100 ml
Disolver y aforar.
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C. Método: .
Material biolbgico:
0.1 mi de suero

Técnica:

al Marcar dos tubos con los n@meros 1 y 2 y agregarles 1 ml
de sustrato amortiguador alcalino pH 10.3 precalentado --
a 37°C cada uno,

b) Afiadir 0.1 ml de suero al tubo marcadoicon el nGmero 2 y
0.1 ml de agua al tubo marcado con el 1. Incubar a 37°C -
durante 30 minutos exactamente,

¢! Afladir a cada tubo 10 ml de hidréxido de sodio 0.02 N y ~
mezclar por inversién,

d' Leer en longitud de onda de 415 nm ajustando al 100% de
transmitancia con el tubo 1 y anotar la lectura del tubo
2.

e) Afiadir 2 gotas de 4cido clorhidrico concentrado a cada tu
bo y mezclar por inversifn,

£} Volver aleer ajustando a 100% de transmitancia con el tu
bo 1. '

Calculos:
Unidades de fosfatasa alcalina =
unidades de la primera lectura-unidades de la segunda lectura

Curva de calibracifn:

TUBO No. | AGUA DESTILADA jHIDROXIDO DE| SOLUCION DE | UNIDADES

SoD10 0,2 N PARANITROFE
ml NOL 0.05 nM

1 10 1.1 ) 0

2 8 1.1 2 2

3 6 1.1 4 4

4 4 1.1 6 6

5 2 1.1 8 8

6 0 1.1 10 10

Sequir la técnica con cada tubo y leer en longitud de onda de
415 nm,
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Valores Normales:

Adultos de 0,9 a 2.3 unidades
Nifilos de 2.8 a 6.7 unidades.

Bibliografia:

Bessey O,A, Lowry O,H, and Brock, M.J., 1946: A method for -
rapid determination of alkaline with five cubic milimeters -
of serum J. Biol. Chem, 164:321

Tech Bull No, 104 Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. 1960
Berger L. y Rudolph G.N. 1963: Alcaline and phosphatase in
standar methods of clinical chemistry S, Meltes, Ed New York
Academis Press,
FOSFATASA ACIDA, -
(Técnica de Bassey Lowry-Brock)
A. Fundamentos

La fosfatasa libera al grupo fosfato del paranitrofenilfo
sfato con formacién del paranitrofenol que en medio alcalino
se transforma en ion nitrofenolado de color amarillo su in-
tensidad es proporcional a la actividad de la .nzima.

La reaccion se efectGa en 30 minutos exactamente y se de
tiene con la adicién del hidr6xido de sodio gque inactiva la
enzima.

B, Material y equipo:

Reactivos:

1. Solucién amortiguadora %cida pH 4.8
Acido citrico 18,907 g

Hidréxido de sodio 1 N 180 ml

Acido clorhidrico 0.1 N 100 ml

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver al &cido citrico agregar el hidréxido de sodio y

el Scido clorhidrico aforar con agua destilada a 1000 ml.
2. Substrato amortiguador &cido pH 4.8

Debe prepararse en el momento de usarse,
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disolver una tableta de para nitrofenilfosfatodis6dico
en 1.2 ml de agua destilada y agregar igual cantidad de &
soluci6n amortiguadora &cida pH 4.8,

3. Hidréxido de sodio 0,1 N
Hidr6xido de sodio 4 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Disolver aforar y titular,

4. Hidrbéxido de sodio 0.2 N
Hidréxido de sodio 8 g
Agua destilada c.b.p., 1000 m}
Disolver aforar y titular

5. Solucién de paranitrofenol 10 mM
Paranitrofenol 0.1391 g
Agua destilada c.b.p. 100 ml
Disolver y aforar.

6. Solucién de paranitrofenol 0,05 mM
Pe la solucidn anterior tomar 5 ml y agregarle agua desti
lada c.b.p. 1000 ml

C. Método:

Material biolégico:
0.2 ml de suero

Técnica:

a) Marcar tres tubos con los nGmeros 1, 2y 3 y poner 1 ml
de substrato amortiguador &cido pH 4.8 precalentado a -
37°C en los tubos 1y 2.

b) Agregar 0.2 de suero al tubo 2 y 0.2 ml de agua al tubo 1

c! Incubar a 37°C durante 30 minutos exactamente.

d' En el tubo tres mezclar 5 ml de hidrb6xido de sodio 0.1 N
y 0.2 ml de suero.

e' Agregar 4 ml de hidr6xido de sodio 0.1 N a los tubos 1 y
2 mezclar por inversiédn.

f) Leer en longitud de onda de 415 nm ajustando a 100% de --
transmitancia con el tubo 1 y leer el tubo 2.

g) Leer el tubo 3 llevando a 100% de transmitancia con hidrb

xido de sodio 0.1 N.
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C8lculos:
Unidades de fosfatasa 4cida =
unidades del tubo 2 ~ unidades del tubo 3

Curva de calibracién:

TUBO No.| AGUA DESTILA |HIDROXIDO DE |SOLUCION DE PA | UNIDADES
DA ml SODIO 0.2 N JRANITROFENOL
ml 0,05 mM >
1 10 1.1 0 0
2 B 1.1 2 0.47
3 6 1.1 4 0.94
4 4 1.1 6 1,40
5 2 1.1 8 1.87
6 0 1.1 10 2.34

Llevar a 100% de transmitancia con el tubo nGmero Il
Leer a longitud de onda de 415 nm
Valores Normales:
Hombres de 0.13 a 0.63 unidades
. Mujeres de 0,01 a 0,56 unidades.
D. BIBLIOGRAFIA:
Berger L. y Rudolph,G N. 1963, Alkaline and acid phospha-
tase in standar methods of clinical chemistry. S. Meites
Ed. New York Academic Press.
Bessey O.A. Lowry 0.H, 1960, J.Biol. G;em. Tech Bell No,

104 Sigma Chemical Co. St. Louis Mo, 164: 321,

FRACCION PROSTATICA DE LA FOSFATASA ACIDA
{ Método de Fishman Modificado)
A.FUNDAMENTO:

Para medir la fraccibn prostitica de la fosfatasa
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Adcida se mide la fosfatasa §cida total en ausencia y en ———-
presencia de L-tartrato, la diferencia es la fraccién prostd
tica de la fosfatasa 4cida.

El paranitrofenilfosfato dis6dico es hidrolizado por la
fosfatasa presente en el suero y produce fosfato de sodio y
paranitrofenol este compuesto es de color amarilli en soluci
6n alcalina, la intensidad del color es proporcional a la ac
tividad de la enzima. La fraccién prost&tica se inactiva con
el L-tartrato, pero no inactiva la fosfatasa &cida de otro o
rigen, la diferencia es la actividad de la fraccié6n prostéti
ca.

B, Material y Equipo.-
React ivos:

1. Substrato en soluciébn amortiguadora &cida -
Solucién amortiguadora &cida (Selucién A\
Acido cftrico 160,907 g
Hidr6xido de sodio 1 N 180 ml
Acido clorhidrico 0.1 N 100 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Solucibn de paranitrofenxlfosfatodxsbdico 0.4 g% (solucibn
3)
Paranitrofenilfosfatodisédico 0.4 g
Agua destilada c.b.p, 100 ml
Mezclar volGmenes iguales de soluciones A y B y ajustar a
pH de 4.8 a 4.9 si es necesario. Almacenar alicuotas de 1
ml y guardar en el congelador.

Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N
Hidr6xido de sodio 4 g '
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

o
-
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3. Acido clorhidrico 0.1 N
Acido clorhidrico concentrado 8.3 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

4, Tartrato 0.2 M
Acido tartirico 3.002 g
Agua destilada 50 ml
Hidréxido de sodio 1 N 35 ml
Ajustar el pH a 4.9 y llevar hasta 100 ml con agua desti-
lada.

C. Método:

Material biolégico:
0.5 ml de suero.

Técnica:

Se procede de la menera siguiente:

TUBOS BLANCO PROBLEMA "A" PROBLEMA "B" TESTIGO

Subs- 0.5 .ml 0.5 ml 0.5 ml cee

trato

Agua 0,2 ml 0.1 ml eres 0.1 ml

Desti

lada

Tartra ... ciees 0.1 ml ceina

to 0.2

M

Suero ... 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Tncubar a 37°C durante 30 minutos

NaoH

0.1 N 1.9 ml 1.9 ml 1.0 ml 2.4 ml

NOTA: Se leen los tubos A y B contra blanco y el testigo con
tra NanH 0,1 N a una longitud de onda de 415 nm. Se resta el
valor del testigo del valor de los problemas A y B el resul-

taao del tubo A es la fosfatasa &cids total la diferencia =-
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del tubo A menos el resultado del tubo B es la fraccibn pros

tética.

valores Normales:

Fosfatasa fcida: Hombres = 0.13-0.63 unidades
total Mujeres = 0,01-0,56 unidades
Fraccién prost8tica de 0 a 0.15 unidades,

Bibliografla:

Frankel S, 1970: Enzimez, chapter 10 in Gradwohl's Clinical
Laboratory methods in diagnostic, Seventh edition Saint Louis

The C.V. Mosby Company pag. 114
DETERMINACION DE AMILASA

(iétodo Yodimétrico )

A. Fundamento:

Fate método se basa en la medicién de la disminuci6n en
la concentracién del sustrato (almidébn). Es decir, las molé-
culas de almidén gue poseen m&s de 30 unidades de glucosa dan
un color azul intenso con yodo, las moléculas formadas de B
a 10 unidades de glucosa dan un color rojo met&lico y las --
constituldas de 4 a 6 unidades glicosidas ro dan ningln co--
lor, por lo tanto, la disminuci6n del color azul lntenso del
almidén, después de un periodo arbitrario de incubacibn, sir
ve como una medida de la actividad amil&stica.

3. Material y equipo:
NOTA: Con excepcién de la heparina, todos los anticoagulantes

comunes inhiben la actividad de la amilasa. Por consiguiente
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solo habrédn de efectuarse determinaciones de amilasa en sue-

IO.

Las muestras de suero y orina son estables a temperatura

ambiente durante un minimo de una semana y en refrigeracién-

por mis de dos meses.

NOTA: Hay que tener gran cuidado el pipetear la muestra y --

los reactivos para no contaminar el problema con saliva, pu-

es

tiene un contenido de amilasa aproximadamente 700 veces -

superior al de suero,

c.
1.

2.

Procedimiento:

Rotular 2 tubos de ensaye con las letras C (control) y P
‘problema), respectivamente. ’

Pipetear en cada tubo de ensaye 2,25 ml de sustrato de al
mid6n amortiguado y colocarlos en bafio marfa a 37°C duran
te 10 minutos.

Afadir 0,25 ml del suero problema el tubo P anotar este -
tiempo e incubar los 2 tubos a 37°C durante 30 minutos ex
actamente. (Tanto el tubo C como el P contiene 30 mg de -
almidén en el tiempo cero).

Al final del periodo de incubacién 0.5 ml de HCl 1 N 'a ca
da tubo y meszclar bien.

. Pipetear 0.25 ml de suero al tubo marcado con la letra C,

De la misma manera que los tubos de ensaye, rotular 2 ma-
traces de aforado con las letras C y P respectivamente y
que contengan cada uno aproximadamente 17.5 al de “20 des
tilada y 0.5 ml de HC1 1 N.

Pipetear 0.25 ml del contenido del tubo P al matraz de a-
forado marcado con la letra Py 0.25 ml del tubo C al ma-
traz correspondiente. Mezclar bien.

Afladir a cada matraz 0.5 ml de la solucién de trabajo de
yodo y aforar hasta la marca con agua destilada. Mezclar
perfactamente.

Medir las absorbencias de C y P frente a un blanco de a--
gua destilada. a una longitud de onda de 620 nm.

NYTA: Si el problema tiene un color verde-amarillo signi-
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fica que el almidén ha sido hidrolizado totalmente y por
lo tanto habrd de repetirse el andlisis con suero dilui-
do 1:4 con solucibn salinal.

Calculos:

Fl nivel de amilasa en unidades/100 ml es:

Absorbancia de C - Absorbancia de P
Absorbancia de C

X 600

NOTA: Fl factor 600 sole es vélido si la ;Lsorbancia de C
representa 30 mg de almidén.,
Valores Normales:
De 50 a 140 unidades/10% ml
DETERMINACTON DF LIPASA EN SUERO.-
A. Fundamento:

Se incuba una porcibn o alicubta de suero con una emulgsién
de aceite de oliva tamponada con fosfato a pH 8 durante 3 hrs
a 37°C, luego se titulan los &cidos grasos liberados con -~-
NaOH 0,05 N hasta color azul claro con fenoftalefna como in-
dicador.

NOTA: Las muestras de suero utilizadas no deben de tener he-

mblisis, pues la hemoglobina inhibe la actividad de la lipa=-

sa incluso en un 50%.

Método:

1. Rotular dos tubos con: B (testigo) y P (problema). Pipete
ar a cada tubo 1.25 ml de agua destilada, 5 ml de emulsi-.

6n de aceite de oliva y exactamente 0.5 ml de soluci6bn de
amortiguados TRIS.
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2, Se introducen los tubos en bafo Maria a 37°C durante 10 -
minutos.

3. Agregar al tubo problema 0.5 ml de suero, tapar el tubo -~
y agitar bien; se introducen en bafioc Maria a 37°C duran-
te tres horas.

4. Transferir el contenido de los tubos a dos matraces erlen
meyer de 50 ml. Enjuagar los tubos con 1.5 ml de tanol al
95% y vertirlos a los matraces correspondientes, Se agre-
ga entonces 0,5 ml de suero problema al tubo testigo, se
mezcla el contenido de cada matraz por fuerte agitacién.

5. Se agregan a cada matraz 5 gotas del indicador de fenofta
leina al 1% y se titula el contenido de cada matraz con

NaoOH 0,05 N, se anotan los volfimenes de NaOH gastados pa-

ra la titulacién del testigo y del problema,

Cilculos:

Fn unidades comunes Cherry-Crandall (Tietz.Fierek):
unidades Cherry-Crandal/ml = problema-testigo
En Unidades internacionales
1 unidad de Cherry-Crandall = 277 m UI/ml

Valores Normales:

De 0.05 a 1 unidad Cherry-Crandall/ml 6
De 14 a 280 m U,T,/ml

Bibliografia:

Frankel, S. 1970: Enzimez chapter 10 in Gradwohl's Clinical
Laboratory methods in diagnostic, Seventh edition Saint Louis
The C.V. Mosby Company pag. 114.
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GRUPOS SANGUINEOS

Los eritrocitos de un individuo son fuertemente agluti-
nados cuando se mezclan con el suero normal de otros indivi-
duos, y se incuban a temperatura corporal, este fenbémeno se
conoce con el nombre de isohemaglutinacibn,

Existen cuatro grupos principales de sangre en la clasi
ficacién de Landsteinr; nomenclatura gue designa a los gru--
pos sanguineos segGn la presencia de aglutinbgenos en los e~
ritrocitos.

Los anticuerpos normales a estos aglutinbégenos son anti
-A y anti-B

Los sueros tienen aglutininas para combinarse con el a-
glutinbgeno de los hematies y formar la reaccién de aglutina
cibn.

Las caracterfsticas A y B de los glébulos rojos son he-
redadas seglin las leyes Mendelianas y se conocen com> domi--
nantes estrictos.

El conjunto de los genes heredados de la madre y del pa
dre; se llaman genotipo, y puede determin;tse con pruebas de
laboratorio. El fenotipo es el tipo o grupo sangufneo gue --
puede demostrarse directamente por métodos‘inmunolégicos.

Fl factor Rh es un aglutinfgeno, descubierto por Land-

steinr y Wener, fué llamado asi debido a gue la sangre que -
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lo contiene se aglutina con antisuero gue se produce inyec--
tando conejos con eritrocitos del mono Macacus Rhesus, deno-
minado Rh positivo en los individuos que lo poseen, y negati
vo a los que carecen de él. Los hematies del B5% aproximada-
mente de los individuos contienen este aglutinbgeno.

Fl factor Rh es muy importante para la determinacibn --

. .
del tipo sanguineo en el momento en que se requiera de una -

transfusidn.
La transfusién es un procedimiento clinico que le di al
paciente una compensacién de su liéuida perdido.
REACCTONES Y COMPLICACIONES DE LA TRANSFUSTION.-
Factores etiolbgicos.-
AY Tncompatibilidad dentro del sistema ABO
%) Sensibilidad Rh (Anti D)
Cl Ntros factores y grupos sanguineos
DV Aglutinacién de los hematies del receptor por‘el plasma -
del donador.
E' Pacientes con anticuerpos.
F) Administracién de sangre hemolizada.
Reacciones que presentan:
1 Incompatibilided o hemolitica.- Es la m4s grave de todas
y se produce cuando se administra sangre a un paciente. de -

un grupe sanguineo que no es el suyo,
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La gravedad del cuadro clinico que presenta el paciente
depende en parte de la cantidad de sangre administrada y en
parte también de la receptibilidad del paciente.

Sintomas del paciente.-

Puede presentar dolor agudo lumbar, malestar general, ta-
quicardfa, palidez, hipotensién, sudor frio, fiebre, todos -
estos dependi.endo de la cantidad de sangre que se le haya in
yectado.

2. Reacciones pirfgenas.- Este tipo de reacciones se ha con-
trolado mds desde que se dispone de apartos y donantes excen
tos de pirégenos los sintomas del paciente son parecidos a -
los de las reacciones hemolfticas.

3. Reacciones alergicas.- Su sintomatologia usual es la urti
caria, no son graves y puede presentarse a la media hora de

la aplicacién en forma de plurito generalizado, edemas, y al
gunas crisis de asma,

4, Ictericia,- Pueden ser debidas a:

a} hemolisis de los glébulos del donador antes de la tran
sfusifn, Esta se debe a la muerte temprana de los gl6-
bulos por deficiente conservaciétn o manipulacién de la
sangre.

b) Ihu':lhi.s de los glSbulos después de la transfusibébn --

por incompatibilidad. Se debe a hemolisis de los glé-

bulos dsl donante por anticuerpos (aglutininas) exis-

tentes en el plasma del receptor.
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c} Hepatitis por suero homdlogo. Este no es un proceso-

a)

e)

£)

g)

hemolitico, sino una hepatitis causada por el virus
transmitido con la sangre, el plasma o suero del do
nador.

Reacciones por el factor Rh.- Esta es creada por em-
barazos anteriores, transfusiones o hemoterapia.
Reaccién por factores raros y transfusiones multiples.
Estas son debidas a factores como Kell-Cellano, C,B,
M,N, duffi, etc. generalmente se presentén en pacien
tes con anemias cré6nicas que han recibido repetidas
transfusiones algunas de las cuales han creado la -
sensibilizacién,

Reacciones febriles.- Algunos enfermos de anemia he-
molfitica o de tipo inmunolégico presentan autoanti--
cuerpos especificos, y la administracibén de sangre -
de su mismo tipo les causa tales reacciones.
Reaccién por administracién de sangre hemolizada por
demaciado tiempo de conservacién, mal estado de solu
cidén conservadora o alteracién en la temperatura de

conservacién.
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Determinacibn de grupos sanguineos (A,B,0).-
A. Fundamento:

Para identificar los grupos sanguineos de los individuos~
se ponen en contacto los antigenos A,B y Rh (antisueros reac
tivos) con los anticuerpos que recubren los eritrocitos del
individuo llevindose a cabo una reaccién de aglutinacién.

B. Material y equipo:
Material:
jeringa con aguja
Lanceta
Torundas de algodbén impregnadas con alcohol etilico al 70%
Placa de vidrio y palillos. :
Reactivos:
B
Antisuero reactivo A \
Antisuero reactivo B
Antisuero reactivo D (Rh)
© C, Método.-
Material biolégico:

1 ml de sangre
Técnica:
al Colocar en la placa de vidrio tres gotas de sangre bien -

separadas entre si.

b) Agregar a la primera gota de sangre una gota de antisuero
reactivo A y mezclar con el palillo,

c) Agregar a la segunda gota de sangre una gota de antisuero
reactivo B y mezclar con el palillo.

d) hgregar a la tercera gota de sangre una gota de antisuero
reactivo D y mezclar con el palillo.

Interpretacibn:

Pueden ocurrir dos tipos de reacciones antigeno-anticuerpo:
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1. Aglutinacién.- Ocurre cuando aparecen granulaciones dife

renciables y observables.

2, Hembllsis,- Cuando se hace una mezcla homogénea y no hay-

granulacién aparente,

NOTA: La reaccién gque nos interesa en la determinacibn de -

grupo sanguineo es la aglutinacién.

Posibles resultados:

ANTI A .

ANTI B

ANTI D

GRUPO SANGUIL

{primera gota) {gegunda gota) (tercera gota) NEO
aglutinacién LA A S AL A agluﬁinacién A+
aglutinacién Ahkkhhd ARRRANAR RN A -
WA AR Ll et aglutinacidn aglut inacibn B+
RRRRRRARANE N aglutinacién ERRARRNR RN R B -
aglut inacibn aglutinacién aglutinacién AB -
aglutinacién aglutinacién WAL L LA AB -
AT TR T T T 2 T aglutinacién o+
L2222 X222 2T 2] (222X T3 1 X1} L 2122211223} 0O -

NOTA: El Rh se reporta:

Reaccifn de aglutinacién + (positivo)
Hemolisis ~ (negativo)

Bibliografia:

Imsford, I. y Bowley, C.C, 1955: Techniques in bloos grouping
Oliver & Boyd. Edinburgh.

The determination of the ABO and Rh (D) bloos groups for tran
_sfusion M.R.C. Memorandum No. 36 Her Mejesty's Stationary O-
ffice, London 1958. ‘

Race, R. y Sanger, R. 1958: Blood groups in man 3th ed, Char
les C. Thomas, Springfield Illinois.

Delaney. J.W. 1960: Handbook of hematological and blood tran
sfusion technigue Butterworth & Co., London.

Mollison, P.L., 1956: Blood transfusion in clinical medicine
2nd. ed. Charles C, Thomas, Springfield, Illinois,
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Prueba de Coombs directo.-

A.

tinados por el suero antigamaglobulina o suero de Coombs.

B.

Fundamento:

Los eritrocitos sensibilizados por un anticuerpo son aglu

Material y equipo:

React ivos:

Suero de Coombs
Solucibn e=alina isotébnica

Material:

C.

Tubo de ensaye de 10 X 75 mm
Pipeta Pasteur

Cent rifuga

Papel filtro

Mét odo:

Material biolégico:

1 ml de sangre con anticoagulante.

Técnica-

Depositar una gota de sangre en un tubo de. 10 X 75 mm con
pipeta Pasteur. afiada soluci6n salina y centrifugue 1 mi-
nuto a 3500 r.p.m. repita tres veces el lavado con soluci
én salina, en el Gltimo lavado deje escurrir el tubo o se
quelo con papel filtro, desprenda el presipitado y afiada

una gota de suero de Coombs; centrifugue 20 segundos exac
tos a 3500 r.p.m. Leer macroscOpicamente si existe o no a.

glutinacibn,

Valores Normales:

No existe aglutinacién (negativa)
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Bibliografia:

Docie, J.V. Crookston, J,H, y Christenson, W,N. 1957: In -
complete Cold Antibodies role of potentially Haemolytic anti
bodies. Brit. J. Haetmat 3:77.

PRUEBAS CRUZADAS. -~

A. Fundamento:

Se ponen en contacto los glfbulos rojos del donador y el
suero del receq}or, y los glbbulos rojos del receptor con -
el suero del donador,

Si hay alguna aglutinina en'el suero del receptor agluti-
narén los glbébulos rojos del donador,.y si hay aglutinina en
el suero del donador aglutinarsn los glSbulos rojos del re--
ceptor.

Métodos

Material biolégico:

a) Sangre del donador.- Todos los frascos dé sangre para tra
nsfundir 1llevan sujeto al cuello un tubo "piloto" que --
contiene la muestra de sangre coagulada apro*imadamente -
10 ml.

Vaciar la sangre piloto en un tubo de 12 X 75 mm y maréag

lo como tubo b.

b) Sangre del receptor.- Un tubko con 5 o 10 ml dg sangre coa
gulada es suficiente para varias pruebas.

NOTA: Es importante anotar el nombre completo de la persona

receptor,

224



Técnica:

a) Los tubos del donador y del receptor se centrifugan 5 min
a 1500 r.p.m., para separar el suero del codgulo. El tubo --
" del receptor se coloca en el extremo izquierdo de la gradilla
con capacidad para 6 tubos.

El tubo del donador se coloca en el extremo derecho de la
gradilla, entre ellos se colocan 4 tubos de 10 X 75 mm, los
dos préximos al tubo receptor se marcan con la letra Ry el
nlimero de la gradilla los dos préximos al tubo del donador
ge marcan con la letra D y el nGmero de la gradilla.

b) Se colocan dos tubos de 12 X 75 en la segunda hilera de -
la gradilla, estos tubos se marcan con las letras RB y DB,
c) A los tubos R y D ponerles 1 ml de soluciébn de cloruro-
de sodio al 0.85%.

d' Con una pipeta Pasteur se extrae el suero del tubo recep-
tor y se colocan dos gotas en el tubo DB ydos gotas en el tu
bo D vacio.

e) Con la misma pipeta se saca del fondo del tubo receptor -
una cantidad de glbbulos rojos y se deposita en el tubo R --
con golucién de cloruro de sodio al 0.85% para hacer una sug
pensién de glébulos rojos al 5%.

f) De esta suspensibén se coloca una gota en el tubo R vacio

y una gota en el tubo RB vacio.
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g) Se repite el proceso con la sangre del donador con una =
pipeta Pasteur se pasan dos gotas de suero del tubo D al tu
bo R vacio y dos gotas al tubo RB vacio, con la misma pipeta
se toman glébulos rojos del tubo del donador y se pasan al -
tubo D con solucién de cloruro de sodio al 0.85% para hacer
una suspensién de globulos rojos al 5%. De esta suspensibn -
se pasa una gota al tubo D y otra al tubo DB.

~ De esta manera tendremos en el tubo R glébulos rojos del
receptor més suero del donador,' egsta prueba se llama prueba
menor. . |

En el tubo D tendremos gl6bulos rojos del donador més sue
ro del receptor, a esta prueba se le llama prueba mayor por
ser la que tiene mayor importancia en las pruebas de compati
bilidad.
h) A los tubos RB y DB se J.es agrega una got;a de solucién de
bromelina, se agitan suavemente los cuatro tubos D,R,DB y KB
hasta homogenizar la suspencibn.
i) Los éubos R y D se centrifugan a 1000 r.p.m. durante 1 mi
nuto y se observa macr‘03c6picamente si hay aglutinacibn.
j) Los tubos RB.y DB se incuban 15 minutos a temperatura am-
biente. Al cabo deleste tiempo se centrifuq@n a 1000 r.p.m.
durante 1 minuto y se observan macroscopicamente.
Resultado:

Al terminar este proceso si no hay aglutinacién en ninguno

de los dos tubos puede enviarse la sangre para su aplicacibn.
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