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I NTRODUCCIOUWN

E1 presente trabajo es el fruto de varios meses ce
continua prueba.

Mis experiencias prdcticas las efectué en el Labora-
torio Clinico del Instituto Salvadorefrio del Seguro Socialy
los métodos empleados para verificar las determinaciones qui-
mico~clinicas son los gque actualmente se sicuen en dicho la-
boratorio.

Las muestras utilizadas en los exdmenes jueron san-
gre total, suero y plasma segun lo que se necesitaba en cada
técnicao

Lo poblacidn de adultos de amdos sexos, masculino y
Sfemenino, ha sido heterogénea en lo que respecta a edad,peso
nivel econdmico y social. In esta clase e personas escogi a
las que se encontraban en condiciones de salud.

En cuanto a valores normales, nos remos basaco Siemn-
pre en datos que nos proporcionan los libros que tratan So=
bre ésto, datos que han sido obtenidos de pruchas hechas en
paises europeos y en los Estados Unidos de América, 1oS cua-
les por su alto nivel de desarrollo no tienen 1los problemas
de alimentacidn que paises latinos como el nuestro poseen,

Aparte de otros jactores gqgue influyen en el estado

de salud de una persona, se¢ puede ajirmar que sSi se tiene u-



na dieta equilibrada, se tendrd un buen estado de salud y por
consiguiente los componentes quimico-sanguineos estardn cecn un
nivel Sptimo.

Debo aclarar que, si bien es cierto que algunas sustan-
cias son elaboradas por el organismo Sin qQue requieran necesa-
riamente una juente exdgena, la mayor parte si estdn relacio-
nados con la clase de¢ alimentacidn guc ingerimos.

No puede hallarse ejemplo mejor del dicho "somos lo que
comemos®™, que en el andlisis de los vglores de determinados
constituyentes de la sangre (1).

Los valores normalcs enconirados en el transcurso dce
este trabajo no han variado grandemente con los que ya Se saben,
pero se establece asi una comparacidn que crceo ha dc¢ Ser prove-

chosa ¢ interesantc.



IT - MATERIAL Y METQDOS

CLUCOSA

La ¢glucosa es un aziucar reductor monosacdrido que
se cncuentra en el organismo animal en mayor canticad quec los
otros azucares.

Normalmente hay de 70-90 mgs.% ce glucosa en la san-
grc. La determinacidn de ella es muy importante puesto que el
aumento o la disminucidn de la misma se debe a defecitos en el
metabolismo por ¢l mal jfuncionamiento de ciertos drganose
Existen varios métodos para determinar el i{ndice de glicemina,
pero el que he sequido es el de Somogy~Nelson para glucosa ver
dadera, en el cual como su nombre 1o indica sélc se cuantifica
la glucosa,.

Por este método se separan las proteinas tratando la
muestra con Hidrdxido de Sodio 0.5 N. y Suljfato de Zinc, con
lo que se forman los dos compuestos insolubles, Fidroxido ce
Zinc y Suljato de Sodiog éstos se combinan con las proteinas
y las arrastran en su caidas

Al calentar el filtrado exento de proteinas con un
reactivo alcalino de cobre, la glucosa reduce los ijones cl=
pricos a cuprosos. %l precipitado de Jxido cuproso se hace
rcaccionar luego con un reactivo dc arsenomoliblato, y el mo

libdeno hexavalente incoloro pierde valenCias y toma un in-



tenso color azul,.

Fstas dos reacciones de dxido~reduccidn se dejinen in
completamente en términos de equivalencia quimica absoluta,
pero en condiciones especijficas y normalizadas, cl rendimien
to de la reaccidn tiene significacidn cuantitativay pues 1la
intensidad de color azul c¢s proporcional a la cantidad de

glucosa presente al principio. (2)

DETERMINAC T ON

RIEACTIVOSSs

Sulfato de Zinc al 5%
Hidrdéxido de sodio al 0.5 NV,
Bicarbonato de sodio
Solucidn A
Sal de Ia "ochella
Reactivo de Cobre
Carbonato de Sodio
Sulfato de Sodio
Solucidn B Sulfato de Cobre

Reactivo de Arsenomolibdato de Anonio

MATERTAL

Sangre oxalatada

Solucidn standard de glucosa - 100 mcs% (Harleco)
METODQ

Se hace un filtrado libre de proteinas de la siguiente

maneras

A -~ 7 ml.de agua destilada agregar I ml. de sangre mezclar
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por inversidn, Afiadir 1 ml. de Sulfato de Zinc al 5% mez-
clar por inversidn. Luego afadir 1 ml, dc Na OH 0.5 y agi-
tar fuertemente, dejar reposar un momento Yy filtrar utili=-
zando papel filtro. Queda asi listo el filtrado 1ibre de
proteinas que de ahora en adelante en el presente trabajo
he de abreviar FLP., (2)
Con el FLP de la muestra desconocida se determina

la glucosa del siguiente modos A 2 ml. de FLP contenidos en
un tubo TFolin agregar 2 ml. de solucidn cuprica alcalina,ca-
lentar en agua hirviente durante 8 minutos exactos, enfriar
en basio de agua por 2 minutos y agregar luego de este tiempo
2 mls de dcido fosjfomolibdico (reactivo de arsenomolibdato
de amonio), agitar lateralmente y dejar reposar 5 minutos,-
Finalizado este tiempo parar la reaccidn agregando agua des
tilada hasta completar la marca 25 del tubo.

Mezclar por inversidn, dejar reposar por 10 minutos
y leer en el fotocolorimetro con filtro azul. Se tira un
Blanco utilizando 2 ml, de acua destilada.

£1 Blanco, el standard y el FLP del suero control nor

mal (Hyland) se tratan igual gue el desconccido.

CALCULOS

Lects, del desconocido

x 100 -~ mgs/100 ml,
Lectura del Standard,



E] promedio de valores normales de glucosa verda-
derc de 100 muestras de personas sancs es de 74 mgs%h y los

1{mites varfan entre 58 y 97 mgs%e.

COMPUESTOS NITROGENADOS

La divisibén de las sustancias alimenticias en hi-
dratos de carbono, c¢rasas y proteinas se extiepde a veces
a los numerosos compuestos organicos que cxisten en el cuer
p0. Los compuestos nitrogenados comprenden las proteinas Yy

los nitrogenados no protéicos. (3)

NITROGENO NO PROTEICO

El NNP total se valora principalmente para medir la
Juncion renal, actualmente suele preferirse la determina-
cidn especifica de urea o creatinina si aquella estd mnuy e-
levacla,

Para determinar el NNP, los compuestos especificos
y diversas sustancias distintas de las proteinas, hay gque
retirar estas Ultimas de la sangre del suero o del plasmae
Esto se consigue por la adicidn de un anidn o un catidn,que
con la proteina forma un producto insoluble, o afiadiendo So-
luciones que por reaccion den un precipitado, ¢l cual arras-

tra la proteina por co=precipitacidn. (3)

DETERMINACION

Fl método usado es el de Nesslerizacidén Directa



(koch=Me-ifeekin) (6)

In este método el filtrado 1ibre de proteinas se
trata con una mezcla de dcido y perdxido la cual convierte
al nitrdgeno en amoniaco, La solucidn se nessleriza y se
lee compardndola con una solucidn de tiosulfato de amonio

tratada en igual forma

Tungstato de sodio al 10% (wolframato sddico)
dcido sulfiirico 1/12 N,

¢

Superoxol al 30%
MATERIAL

Sangre total oxalatada

Standard de NNP cde 40 mgs/100 ml.
METODO

Se prepara en FLP de la siguiente maneras

A 8 mly de dcido sulfurico 1/12 N, contenidos en
un tubo de ensayo se le agrega 1 cc. de sangre oxalatada y
se mezcla, se agrega luego 1 cce. de tungstato de sodio al
10% Yy se agita fuertemente, se deja reposar unos minutos Yy
se filtra. El filtrado estd exento de proteinas. Se trata
el suero control normal de la misma manerae

Con el FLP se hace lo siguientes
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ZEn I tubo de digestidn se colocan 3 cc. de FLP del
desconocido. Se afiade 1 ml., de ac. suljfirico al 50% y 3 o 4
perlitas de vidrio para disminuir la ebullicidn.

Se pone a digerir la mezcla asi hecha sobre un mnc—
chero. Primeramente se pone color marrdn, luego marron oS-
curo llegando a vecesS a tener un color negroe

Cuando se comienza a emitir densos humos blancos se
coloca un embudo en la boca del tubo de digestion para evi-
tar que se pierdan vapores de nitrégeno,

Se deja estar la mezcla hasta que se¢ aclare, Sino se
aclara se le agregan de 2 a 3 gotas de Superoxol al 30% para
clarificar mejor retirdndolo antes de la llama. Se coloca
nuevamente a la llama del mechero durante mds o menos tres
minutos.

Al final de este tiempo se quita del calor y se deja
enfriar, se afiade agua destilaca hasta completar la marca 35
Se mezcla por inversidn., Se toman 5 mle de la muestra dige-
rida con una pipeta y se ponen en un tubo de ensayo o direc-
tamente en el tubo del colorimetro, agregdndosele 2 mls ce
reactivo de Nessler.

Se lee inmediatamente en el fotocolorimetro con [fil-

tro verde (5),

Se hace igual para el FLP del suero control normal

(Hyland).



Para preparar el Standard (Farleco) de 40 mgs%y se
toman 3 cc. del mismo, se le agregan 1 cc., de dcido suljfu-
rico al 50% y se diluye hasta la marca 35 con agua destilada.
Blancos 1 mle. de dcido sulfilrico al 50% se diluye hasta la
marca 35 con agua destilada. Fl Standard y el Blanco se tra-

tan igual que el desconocidoe

CALCULOS

Lectura de la muestra desconocida
x 40 - mgs. por 100 ml.

Lectura del Standard

Los valores normales del NNP varian segiun alqunos entre 25 y
35 mgs%h, otros consideran los limites de 15-35 mgshe

Segin mis conclusiones dichos Iimites estan entre 20 y 41
mgs$s, teniendo como promedio 32 mgs%

El nitrdgeno que se determina por este método repre=
senta el de los correspondientes de la sangre no precipito-
dos y que contintian en solucidn. A estc nitrdgenc se le ha
1lamado "no proteico®™ y “no coagulable”. Viene a ser el 1%
del nitrdgeno total. Sus juentes principales son la Urca,
dcido urico, creatinina, creatina y amonodcidos. %l resto

del nitrdgeno es de origen indeterminado y constituye casi

la mitad del nitrdgeno no proteico de la sangre total (4).
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AC T DO UR T C O

E] dcido uUrico constituye el procducto final del me=-
tabolismo de las purinas y e¢s un producto en parte exdgeno
y en parte enddgeno.

Su importancia reside en quc su determinacidn c¢s u-
na prueba de jfuncionamiento renal. FEstd aumentado en tras—
tornos tales como dolores en las articulaciones, dolores a-
gudos de gota, en la insuficiencia cardiaca congestivae y en
otras series de afecciones. (7)

Z1 fundamento de su determinacidn consiste en que
el color producido por la accidn del recctivo del dcido U-
rico con el dcido urico del FLP de la sangres es comparado
colorimetricamente con el color producido por el misSmo reac-—

tivo y una solucidn standard del mismo (2).

DETERMINACION

REACTIVOS

Urea cianida

Reactivo de dcido Urico
MATERTAL

Sangre total oxalatada

Solucidn standard de dcido Uricc - 4 mgs%h
METODO

7l método es el de Folin modificado para sangre to-
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tal (16)

FEl FLP utilizado en este método se hace de la siguiente ma-
neras

A 8 ml, de dcido suljfirico 1/12 M, agregar I ml., de sangre
total oxalatada, mezclar por inversidn y afadir 1 mlede tungs-
tato de sodio al 10%, agitar fuertemente hasta que la mezcla
tome un color chocolate. Filtrar a través de papel [filtro,

En un tubo de ensayo poners

Il mle de FLP del desconocido,

Agregar 2 mles de urea cianida y agitar lateralmente,

Afadir 0.8 me de reactivo de dcido trico y agitar lateralmen=-
teo

Dejar en reposo 20 minutos a temperatura ambiente y completar
a 10 ml, con agua destilada. Lecr en el jotocolorimetro con-
tra Blanco puesto a ceroe.

El Standard, el blanco y el FLP del suero control normal sc
tratan igual que la muestra desconocida. Ll blanco se prepara

poniendo 1 mle de HR20 destilada.

CALCULOS

Lect.desconocido _
x 4 - mgs %

Los valores normales obtenidos de 100 personas adul-
tas sanas resultaron ser de l.2 - 7.6 mgs% con un promedio

de 4 mgs %o
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CREATININA

La creatinina se encuentra almacenada en l1os musculos
en forma de fosjfocreatina que es una forma importante de alma-
cenamiento de fosjfato rico en energia. En las condiciones fi-
sioldgicas de pH, temperatura y otros factores, la fosfocrea-
tina pierde expontdneamente los elementos del dcido fosjfdrico
en una reaccidén de ciclacidén gque origina la creatinina (8).

Este método se basa en la comparacidén sw un color ama-
rillo rojizo producido al tratar el FLP con un picrato alca=
lino. La comparacidn se hace con una solucidn tipo de creati-

nina sometida a igual tratamiento (17).

DETERMINACTION

REACTTVOS

Hidrdxido de sodio al 0,75 N
Acido picrico 0,04 M
MATERIAL
Sangre total oxalatada
Standard de creatinina -~ 0.2 mgs%h

Standard de creatinina - 0. 5 mgs%h

METODO (10)

Se hace un FLP de la sangre total oxalatada y de este jfiltra-

do se toman 3 ml. que se colocan en un tubo de ensayo.
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Se le agregan 2 ml, de solucion picrica alcalinas, la cual se
consigue mezclando partes igualcs de MOH 0,75 Ny decido pi=
crico 0.04 Il

Se tira a la par un FLP de suero control normal (Hyland), un
Blanco que se prepara utilizando 3 ml. de agua destilada Yy
dos standards de creatinina cuyas concentraciones Son respec
tivamente de 0.2 y 0.5 mgs%h. Se tratan igual que el descono-
cido,

Dejar reposar 15 minutos

Leer en ¢l jfotocolorfmetro usando filtro VERDE,

CALCULO

Lect.de desconocido
x conc.del St.-mgs.de creatinina %

Lects del Standard.
St las lecturas del desconocido no son mayores de 20 (en el
colorimetro) se usa el Standard de 0,2 mgs%_para verijficar
el cdlculog si sobrepasa ¢sta cifra se usa el de 0. 5%

Los valores normales obtenidos varian de 005~ 1.2 mgséz
La Importancia de los cambios es semejante a los de la urea
y de dcido Urico, sobre todo cuando esos valorecs estdn eleva=-

doS,
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NI TR OGELNO URFEF I (C 0

Lo determinacién del NNP puede scer considerada como
un método indirecto para determinar la concentracidn del Ni-
trégeno ureico de la sangre. Ambos métodos rinden oproxima-
damente la misma injformacidn clfnicae

El nitrdgeno urcico es la expresidn del nitrdgeno y
no de la urea. Para detcrminarlo se ha seguido el Método

Hyland, que prdcticamente es un micrométodo.

LETERMINACION
Z1 Hyland U N Test, determina el nitrdgeno ureico por el mé-

todo de Fenol-Hipoclorito,

REACTIVOS
Buffer Ureasa
Reactivo de Fenol de Color
Reactivo de Hipoclorito Alcalino

Standard de Nitrdgeno ureico

METODO

I = En cada uno de 4 tuhos de 10 ml. poner 0.2 mle de So0lu-
cidn de Ureasa.
ho serd para el desconocido, otro para Blanco, otro
para el Standard y otro para el Suero control Normal
(Hyland)

2 = Al desconocido agregar 04020 mle de plasma con una pi-
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peta de Shali, al blanco 0,020 de aguaAdestilada al Ste
0,020 mle de Nitrégeno Standard que tiene una concentra-
cidn de 15 mgs%h idéntica cantidad para el suero controls
Mezclar por agitacidn lateral. (Si se ocupa la misma pi-
peta, poner primero el agua destilada, luecgo el Standard
lavar la pipeta con agua destilada y por Ultimo medir el
desconocido) tapar los tubos,

4 -« Poner los tubos en bafio de agua a 50-60¢9 Ce por § minu -
tose

5 =~ Agregar a cada tubo I ml. de reactivo de Fenol diluido y
1 mlede Hipoclorito alcalino, mezclar 1os tubos por agi-
tacidn lateral.

6 - Poner los tubos nuevamente en bafio de agua a 55-609C,por
6 minutos,

7 = Agregar 8 ml.de aqua destilada a cada tubo. Mezclar por
inversidn,

8 - Leer en el colorimetro, con filtro VERDE y contra blanco

puesto a cero,

CALCULO

Las unidades Klett son directamente proporcionales a
Ia concentracidn de Nitrdgeno de amonio.

Lectura del desconocido

x 15 -~ mgs % de N.U,
Lectura del Standard
Los valores obtenidos en mis determinaciones estdn

comprendidos entre 7 y 27 mgse
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F LECTROLITOS

Describir las concentraciones de electrdlitos en Ia
sangre y en otros tejido del cuerpo en mgs. x 100 no es a=
decucdo para que se comprenda bien el equilibrio o balance
de los mismos cargados positiva o negativamente, quec exisS—
ten en el organismo.

Las sustancias no reaccionan entre sf gramo por gra-
mo o miligramo por miligramo, Sino en proporcidén a Sus pesos
equivalentes, Los electrdlitos se determinan habitualmente
en suero o plasma porque lc distribucidn de ellos en la san-
gre total y el componente suero plasma cs desigual (3).

El método seguido en el presente trabajo es el de Fo
tometria de Llamae

La colorimetria o fotometrifa por absorcidn mide la
luz que atraviesa una solucidng la luz absorbida por un ma-
terial de color mide la cantidad del componente que se estd
adeterminando,

La Fotometria de Llama mide la cantidad de luz pro=
ducida cuando el calor de una llama excita un elemento. Se
basa en los enscyos de llama empleados en Quimica General,
los cuales ensefian que el Sodio produce una llama amarilla,
el Potasio una llama violada y ¢l Litio, Estroncio y Calcio
una Ilama roja.

La muestra, suero wu orina o estracto de tejidos en
2
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dilucidn se lleva a la l1lama en jorma de vapor o roclo. La
solucidn puede suministrarse por un atomizador y conducirse
en el aire destinado al mechero, o bien se dirije atomizado
a la Ilama por un tubo recto, La l1lama puede ser de gas prQ
pano, de H2 o de Acetileno en aire u oxigeno (11). EI em-
pleado en ¢l laboratorio del Instituto Salvadorefrio del Se-
guro Social es de oxigeno,

Los electrdlitos que se determinan principalmente en

el suero o plasma soné sodio, potasio, cloro y C02

DOSTFICACION DE _SODIO_ Y POTASIO FPOR EI, FOTOMETRO DE LLAIA

(COLELAN) (12)

I = Conectar ¢l spectofotdmetro (colorimetro) y jfotdmetro de
Ilama wunos 10 o 15 minutos antes de usarlo (eléctrica-
mente). Luego ponga en blanco la escala del colorimetro
Cdleman,

2 = Abrir la llave del tanque del gas (una wuelta entera) y
nhacer 1o mismo con la llama de la manguera que conduce
el gas al fotdmetro de 1lama.

3 = Con la ayuda de un jfésforo (nunca de un encendedor) en-
cender el jfotémetro, acercdndolo con cuidado en las pro-
ximidades del quemador.

4 « Abrir con cuidado la l1lave del tangue de oxi{geno llevan-

do la bolita niquelada hasta la medida 3, la llama azul
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que se originard serd un poco mds de media pulgada.
Cuando no se tengan soluciones standarizadas, trabajar
con una solucidn patrén de concentracidn conocida (Lab-
trol, Chemtrol, Normal Hyland, etce.).

Para su preparacidn (tanto de patrdn como de muestra a
verificar) hacer una dilucidn en un frasco volumétrico,
poniendo un mililitro de suero del paciente y completan=
do a 100 con agua destilada.

Poner el filtro que se va a utilizar (Sodio, Potasio,
etc.) con el simbolo de frente, en el fotdmetro de 1lama.
En estos momentos la llama tiene que ser Uunijforme.
Colocar en su respectiva cubera agua destilada y poner a
cero con la ayuda de los botones del jfotdmetro de Ilama,
elevando dicha cubeta dentro del aparato,.

Con la cubeta gque tiene la solucidn patrdén llevar a una
medida determinada en porcentaje de tramitancia (50 o 60
etce.) lo cual se hard moviendo los botones del colorime-
tro Cdleman.

Con la cubeta que tiene la dilucidn del suero del pacien-
te medir la lectura y porcentaje de tramitancia.

Para apagar dichos aparatos es muy importante tener pre-

sente que se hard lo contrario del encendido, es decir,

cerrando la 1lave del ox{geno primero y luego la del tan-
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que de cas, dejando en el Ultimo paso la 1llave de la
manguera cuando desaparezca la Ilama del quemador.

11= Cerrar el paso de la corrientc eléctrica de los aparatoSe

CALCULOS

Hacer una regla de tres simple ayuddndose con la ta-
bla de valores del patrén usado.
De donde ¢

Valor del patrdn X lecctura del desconocido = meq/l1to.

en la muestra.

Medida dada por el patrdn (en % de tramitancia)

S0DI0

FEl sodio de 1os alimentos se suele obtencr como Clo-
ruro sddico y la cantidad ingerida varia segin el gusto de
cada cual. Por eso no se conoce la racidén minima exacta ne-

cesaria al dia. (3)

DETERMINACION

£l método empleado para la determinacidns el Coleman=

Flame Photometer (12)

REACTIVOS
Reactivo # 3 (0,75 meg/l1to., de Na y 0,02 Sterox SE)

Reactivo # 4 (0.5 meq/lto. de Na y 0,02 Sterox SE)
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MATERIAL: Suero

METODO
1l = En un jrasco volumétrico poner 0.5 ml. de suero, diluir
a 100 ml. con agua destilada
2 = I'n Beakers de 10 ml. poners
1) Agua 2) aguas 3) Standard # 35 4) Standard # 4
3 = Lavar el atomizador con el Beaker # 1
4 - Poner a Cero con el Beaker it 2
5 - Con el Beaker # 3 poner a 65% de trasmisidn en el fotd-
metroe
6 - Leer el Standard # 4. Este debe lecer 48, 49, 50,
(Si no da cualquiera de estas lecturas, comprobar la leg

tura del Beaker # 2, siempre lavando antes con el # 1)

CALCULOS

Se interpolan los valores de¢ la tabla # 1 segun la lec-

tura del Standard # 4.

POTASIC

&n una dieta normal no hay carencia, pues este elemento
se c¢ncuentra prdcticamente en todas las sustancias nutriti-
vass Ll potasio es el principal cation hallado dentro de las
células. La cantidad minima de potasio gue el hombre necesi=-

ta no se conoceo. (3)
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DETERMINACT ON

El método empleado es el Coleman Flame FPhotometer,
REACTIVOS

Reactivo # 6 (0.1 meg/lto de Ky 25 meg/lto de Na y 0s02%
Sterox SE)
Reactivo # 7 (25 meq/lto de Na y 0.02% Sterox SE)

Reactivo # 8 (125 meg/lto de Ne y 0,01% Sterox SE)

METODO

[N
!

En un jSrasco volumétrico de 25 mle poner 0.5 ml.de suero
-~ Agregar 5 ml, de reactivo it 8

Diluir con aqua destilada a 25 ml.

N W
1

- FEn Beakers de 10 ml poner para lavado Yy blanco el reac-

tivo # 7
- En el PReaker del Standard poner el reactivo # 6
Lavar el atomizador con el RBeaker Marcado Blanco

- Poner el Stondard reactivo # 6 a 50% de tramitancia

W N2 Y O
t

-~ Comprobar las lecturas y leer las muestras.

CALCULOS

Lectura de la muestra _ meg/lto de K.

Como en todas las determinaciones se trata igual cl

suero control normal.
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Tos valores encontrados sons Nam 134-150 meq/ltoe.promedio =

140 meq/1to.

K = 3. 0-5,8 meq/1to Promedio=
4.1 meq/lto.
TABLA )

Concentracidn de Sodio en meq/lto.,segun lectura del St.it 4
(10)

Lectura de

muestra 48 49 50
48 100 - -
49 103 100 -
50 107 103 100
51 109 106 104
52 112 110 107
53 115 112 110
54 118 115 114
55 121 119 117
56 124 122 120
57 127 125 124
58 130 128 128
59 132 131 131
60 135 134 134
61 138 138 137
62 141 141 141
63 144 144 144
64 147 147 147
65 150 150 150
66 153 154 154

67 156 158 158




23

CLORQ

La cantidad exacta de cloruros que necesita una per-
sona adulta no se conoce. Ln el adulto el intercambio de clg
ruros es de 2-7%, aproximadamente, del total de ellos en el
CUErpoe

Los cloruros desempefian una juncidn integral en la
accidn amortiguadora o tampdn, cuando se intercambian Ox i~

geno y 002 en los hematies,

Cuando la sangre estd oxigenada, los iones cloro pa=
san de los hematf{es al plasma, mientras que el bicarbonato

deja éste y penetra en los gldbulos,

DETERMINACION

Para la determinacidn del cloro en el suero se¢ uti-
1izd en este trabajo el método de Schalcs y Schales (13)
cuyo jundamento es el siguientes los cloruros se combinan
con los iones mercuricos para jormar cloruro mercirico no
tonizado,

Aungue no se forme precipitado el cloruro mercurico
no disociado es igualmente ejficaz para retirar cloruro de la
solucidn. FI punto final se reconoce porque aparecen iones
mercuricos disueltos identificables con el reactivo de S-di=-

Jenilcarbarzona, que cambia de incolora a amarillo claro hasS
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ta azill intenso al combinarse con 10S iones mercuricosS.

REACTIVOS

Solucidn de Nitrato de mercurio

Solucidn Standard de cloruro de sodio

Indicador de S=difenil carbarzona

Agua destilada
MATERIAL s Suero
METOD O

Poner en un Beaker de 50 mle 0 en un matraz Erlenme-
yer de 25 mls 0o2 mlo de agua destilada.

Afiadir 0.2 ml. de suero Yy mezclarlo bien.

Afiadir 4 gotas de s=dijfenil carbarzona. ElI color es
rojo asalmonado en una mezcla ligeramente turbia.

Con una microbureta graduada de 0,01 a 0,05 valorar
la mezcla utilizando la solucidn de nitrato de mercurio,

La coloracidn cambia a violeta intenso y luego a amg

rillo claroy, y el final es un viraje perfectamente visible a

violeta. (10)

CALCULOS

Meqgodel suero desconocido = x ] m megelto,

Meg.del Standard de Cloro

Los valores normales obtenidos estdn comprendidos entre 92
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y 114 mQQe.Z tOc
DIOXIDO DE CARBONO

El mantenimiento de las jfunciones celulares y de la
vida depende del suministiro ininterrumpido de cantidades a=-
decuadas de oxigeno a los tejidos. Durante las actividades
metabdlicas de las células se produce abundante C02 que de=
be eliminarse del organismo en su mayor parte. Como ambas
sustancias son gases estos intercambios de oxigeno y didxido
de carbono entre el organismo y el medio se afectan por 10S
pulmones y constituyen el principio y el fin respectivamente
de los fendmenos respiratorios. (3)

F1l contenido total en didxido de carbono comprende
la suma de bicarbonato, dcido carbdnico y C02 disuelto, pre-
sentes en el suero o plasma del pacientce

Se determina por métodos tritimétricos, pero en la
actualicad se prefiere determinarlo volumétricamenic o mano-
métricamente, acidificando la muestra y estimando luego el
C02 1iberado (14)

Los métodos manométricos estdn basados en el mismo
principio que los volumétricos, pero los aparatos manomé=
tricos aportan mejor control técnico sobre los jfactores in-
Jluenciantes y son, por lo tanto, mas precisos y mas wtili-

zados ampliamente en la actualidad. (1)
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El método seguido en esta determinacidn es para el

CO0, en plasma o suero por medio del Hicrogasdmetro de Na-

telson (1)

REACTIVOS

Mercurio Metdlico

Acido 1dctico

Reactivo de Antifoam o alcohol caprilico

Hidrdxido de

METODO

sodio

Se coloca el suero en un tubo de ensayo pequero

1 = Zn el microgasdmetro llevar el mercurio hasta la punta

de la pipeta hasta que una pequeria gota cuelgue de ella.

2 - Aspirar la muestra hasta la marca 0.03 rotando la mdqui-

na hacia atrdse
- Aspirar 0,01 de
~ Aspirar 0,03 de
-~ Aspirar 0,01 de
Aspirar 0,01 de

-~ Aspirar 0,01 de

© O N O O K W
i

mercurio

deido ldctico

mercurio

reactivo Antifoam o alcohol caprilico

mercurio

-~ Aspirar 0.1 de agua destilada

- Aspirar mercurio hasta la marca 0sl12
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10 = Cerrar la vdlvula superior y Ilevar los rcactivos has-
ta la marca de 3 ml. (notar si hay escape)

11 - Agitar por 1 minuto

12 = Llevar lc solucidn hasta la marca 0.12, lecer el mand-
metro (1% lectura)

13 - Llevar el mercurio hasta el tope del mandmetro y abrir
le vdlvula,

14 - Agregar 0,03 de hidrdxido de sodio

15 - Agregar mercurio hasta 0,12

16 - Cerrar la vdlvule y bajar la mezcla hasta la marca 3
mle agitar por 10 segundos,

17 = Llevar Ia mezcla hasta la marca 0.12 y leer en el ma-

németro (22 lectura)
CALCULOS

(P] - 0, ) x factor - CO_. en meq/lto.

2
Zn lo mayoria de los laboratorios, la expresidén vo=

1umenes por ciento de CO_, que significa centimetros cubicos

'
de didxido de carbono disueltos en 100 cc., de sangre o Suc-

ro se ha reemplazado por la de meq/ltos o milimoles por li-
tro. En condiciones normales, 1 mle 0 1000 milimoles (mld)

de gas CO, ocupan 22,226 litros o 22260 cc. Dado que Vols

2
% x 10 = cc. de 002/1250° pbuede emplearse la siguiente ecua-

cidne
miol/1to = vols%h x 10 o  Mnol/lto= vols%h
22, 26 Lo 226
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Las operaciones de divisidn se pueden simplificar,
para convertir a Meq/l1to., multiplicando los cc. de 002 en
100 cc (vols%) por el factor 0,450 (3)

Z1 factor por el cual se multiplica la diferencia
de presidn es obtenido de la siguiente tabla, segin la tem-
peratura al verificarse la prueba.

TABLA 2

Factores para lc estimacidn del contenido de co, (1)

Tamp. °C, Factor (Vols%) Foactor (mi/1)
17 0,536 0. 242
18 0, 533 0. 240
19 0. 529 O0.238
20 0.526 0. 237
21 0,524 0. 236
22 0, 522 0, 235
23 0,518 O 234
24 0,516 0., 233
25 0,513 0.232
26 0,510 0., 231
27 0. 508 0. 230
28 0. 506 0. 229
<9 0. 504 0. 228
30 0,502 0,227
31 0, 500 0. 225
32 0.497 0,224

Los valores encontrados en mis determinaciones estdn com—

prendidos entre 19 y 31 meq/l1to.con un promedio de 24 meq/1to.
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CALCTIO

El calcio necesario varia seqin los individuos y aun
en el mismo individuo segin el momento,

Los factores que regulan la absorcidn y retencidn del
Ca en personas normales sons acldez gdstrica adecuada para re
sorber sales cdlciocas solublesg aportacidn suficiente de Vitg
mina D para factlitar la resorcidn de Cay digestidn normal de
grasas, relacidn apropiada de Ca y fdsforo en la dieta y una
aportacidn que basta para lc precipitacidn de sales cdlcicas
insolubles en el intestino (3)s Zs decir estos son factores
enddcrinos, renales; gastrointestinales y nutricionales que
proporcionan en condiciones normales una regulacidn pfecisa
de la concentracidn del Ca en el pjasha yv5tros quuidgéuEOh
mdticos (15). ‘ ; |

Todo el calcio de la sangre estd en el plasma 0 Suero,

DETERMINACION

El método que he usado para determinarlo es el de FFE-
RRO HAM, Ebte se basa en precipitar el Ca como sal insoluble
del dcido cloranilico, el exceso de este dcido se elimina lg
A Indn pom slechol isopropflico. |

Luego se disuelve el precipitado de cloranilato cdl=
cico en la sal tetrasddica del dcido etilendiaminotetracético.

La solucidn rosada resultante se compara en el colorimetro con
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patrones y blancos preparados andlogamentee

REACTIVOS
Acido cloranilico al 1%
Sal tetrasddica del dcido etilendiamino tetracético
(EDTA)
Alcohol isopropilico

Standard de Calcio

MATERTAL: Suero
TEONICA

En el tubo de la incdgnita se colocan 2 ml. de suero
En el del Standard 2 ml. de solucidn de Cae
Se hace igual para el suero control normal
Afiadir a cada tubo 1 ml. de dcido cloranilico reactivo

Los tubos gue contienen proteinas deben de ser agi-
tados para redisolver cualquier proteina precipitadae

Dejar en reposo a temperatura ambiente no menos de
30 minutos., Centrifugar durante diez minutos a 1800 rpme

Decantar el lfquido sobrenadante y dejar escurrir
los tubos dos o tres minutos sobre papel filtro., Limpiar el
borde del tubo para eliminar la Ultima gota.

Vertir en cada tubo &5 ml, de alcohol isopropilico pa-
ra deshacer el precipitado que se resuspenderd en este reace-

tivo, mezclar la solucion.
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Centri fugar, decantar Yy dejar escurrir.como se hizo ante=
riormente.
Afladir dos gotas de agua destilada a los tubos con precipi-
tados compactos.,
Después de un minuto de reposo se golpea ligeramente cada U=
no de los tubos para disgregar el botdén de sedimento hasta
gue gquede suspendido en el agua.

Se ariaden 5 ml. de EDTA a cala tubo. Taponar los tu-
bos e invertirlos varias veces hasta que el precipitado se
disuelva por completo, dejar reposar luego 5 minutos. Al fi

nal de este tiempo leer con filtro VERDE.

CALCULOS

Lectura de la muestra

Lectura del Patrén X 10 w mgs. de Cao./100 ml.de sue=

70e

E1 standard usado es de 10 mgs.%

La concentracidn sérica de Ca. se mantiene con basSw

tante constancia entre 3 y 3.5 meq/ x 1to.

En mis resultados los valores estdn comprendidos ene
tre 3.6 y 5.2 meq/ x 1to., teniendo como promedio 4.5 meq/ x
1t0,
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F oS F ORO

La determinacidn del fésforo inorgdnico (fosfato) re=
quiere la conversidn del fésforo en un FLP q dcido jfosjfomo-
17bdico y la posterior reduccidn de este dcido produce un
color cuya intensidad es proporcional a la cantidad de fés~

Joro presente en dicho filtrado.

DETERMINACT ON

REACTIVOS: Acido tricloroacético al 10%

Reactivo de Molibdato
Acido suljfurico (l1-2-4-amino naftol suljfdnico)
MATERITAL: Syero
"""" Siandard de fdsforo = 4 mgs%
METODO |
£l método usado en este trabajo e¢s el de Fiskew=Subarrow (mo-
dificado) (11)
En sendos tubos de ensayo poners
995 m]. de aczdo tricloroacético al 10%
0 5 ml de suero desoonoczdo
szclar bien y centrifugar por & minutos, Filtrar a través
de papel filtro Whatman # 42.
Medzr 5 mil, de Jiltrado en un tubo de ensayo
Meda’r 5 mle de] Standard de fdsforo

Hbcer zgualApara e] fz]trado de] SUero Oontrol Nbrmaz

(Hy] and}
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Blancos 5 ml, de agus destilada

Sequidamente agregar a cada unc de los tubos:

0.5 mlode reactivo de molibdato y mezclar

0.2 mlsde reactivo de dcido suljfonico

Taponar y dejar reposar 10 minutos, al cabo de los cuales se
lee en el colorimetro contra blanco puesto a cero y utili=-

zando filtro VERDE,

CALCULOS

Lectura del desconocido

x concedel Stommgs.de fdsforo/100 de
Lectura del Standard

suero.

Los valores normales que encontré estdn comprendidos entre
1.0 y 4,5 mgs.de fésjforo por 100 ml.de suero Promedio=l.l

mg S P

Puesto que el fdésforo constituye uno de los electrdlitos de
la sangre, su concentracidn deberig ser reportada en témminos
de meq/ltoy sin embargo esto no puede hacerse con precisidn,
puesto que el fdsforo existe en la sangre de dos jformas,una
como idn jfesjfato divalente (HPO, =) y otro como idn fosfato
monovalente (QéPO).

Las cantidades exactas de estas formas podrian ser dadas si
se convirtieran 10os mgs.por ciento a meq/1to. pero esta pro
porcidn depende del pH de la sangre.

Los limites de concentracidn del fésforo inorgdnico en el
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suero de adultos sanos varian entre 2.7 y 4.5 mgs/100 ml,
de suero y también existe una variacidn con la edad.

El reactivo 1=-2=4 amino naftol sulfdnico usado en
la técnica es el agente reductor y es capaz de reducir el
decido fosfomolibdico sin que cctue sobre el reactivo de mo=
libdato de amonio (dcemolibdico). For 1o tantos la intensi-
dad del color preducido depende solamente de la canticdad de
dcido fosjfomolibdico presente y por consiguiente de la can-

tidad de fdsforo en el filtrado.
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E N Z I MAS

Las enzimos que he determinado son las que comunmente
se analizan en los laboratorios clinicos y las que en nues=-
tro medio con mayor frecuencia se solicitane
Fllas soné¢ Fosfatasa alcalina

Fosfatasa dcida
Transaminasas
Amilasa

Las enzimas son proteinas simples o conjugadas que
catalizan las principales reacciones bioquimicaS.

Las cantidades de estas enzimas presentes en la san-
gre son demasiado pequefias para permitir su determinacidn
cuantitativa en términos de mgs/1003 por lo cual son cuanti-
Sicadas e identificadas por su accidn sobre sustratos espe=
ciales., La enzima cataliza una reaccidn en la que existe un
sustrato apropiado y el producto final es medido,

Las actividades enzimdticas son reportadas en varios
tipos de unidades arbitrarias y sus resultados se expresan
en térmings de unidades arbitrarias que son afectadas por el
tipo y concentracidn en el sustrato, pH, tiempo, temperatum
ray; etce En tales circunstancias, las unidades varian de a-

cuerdo al método empleado (11).
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FOSFATASASs ACIDA Y ALCALINA

Acidas Una fosfatasa dcida producida por las células epite-
liales acinosas de la prdstata y que esta bajo el control

de los andrdgenos, el bazo, los rifiones, el higado, el pdn-
creas y los huesos, tiene particular importancia porque Ssu
actividad enzimdtica se desarrolla a un pH de 5,08 una se-
gunda que no tiene mucha importancia o la tiene muy escasa
se presenta en los eritrocitos y su mayor actividad corres=
ponde a un pH de 6.,0.~ El1 tejido prostdtico contiene normal
mente de 100~500 veces mayor cantidad de fosfatasa dcida
por gramo de tejido que cualquier otro drgano del cuerpos
como se presenta en las secresiones prostdticas se la en~
cuentra no solo en la sangre sino también en el sémen. Es
también caracteristicamente producida en el carcinoma de la
gldndula prostdtica. (3)

La fosfatasa dcida normal del suero que es la misma en el a-
dulto que en el nifio de uno y otro sexo es menor de una uni-

dad Bodansky/100 y de 0-4 unidades King~Anstromg/100. (2)

Alcalings Esta fosfatasa se presenta especialmente en 1os
osteoblastos, las células de la mucosa intestinal y la cor-
teza suprarenal. Se presenta también en las células tubula-
res del rifion, en el bazo, en los pulmones, en las gldndulas
mamariasg los tubos seminiferos y los leucocitos. Su activi-

dad se desarro]ia a un pH de 9-10,
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DETERMINACION

Za determinacidén de la actividad de la fosfatasa se
realiza midiendo la diferencia entre el fdsjforo inorgdnico
total, después de la incubacidén del suero con el sustrato
de Beta-glicerofosfato de sodio y el fdsforo inorgdnico sin

incubacidn., (2)

REACTIVOSs Acido tricloroacético al 30%
A - muestra dcida B~ muestra alcalina
¢ - Blanco dcido de muestra ZE- blanco alcalino
de muestra
D - Blanco dce.de reactivo Fe planco alcalino

de reactivo,.

METODO (1) (10)

Se marcan 6 tubos de ensayos asié

A= Bw( ~D«=ZFa«PF

En el tubo A poner 9 ml. de sustrato dcido

En el tubo B poner 9 ml. de sustrato alcalino

Colocar ambos tubos en bafio de agua a 379 Ce por 5 minutos
Agregar a cada tubo 1 ml., de suero. 4notar el tiempo
Taponar los tubosy, mezclar por inversidn dos veces y colo=
carlos en bafio de agua @ 372 Ce por una hora exacta

En los dltimos 80 minutos del perfodo de incubacién poner

en los tubos C y D 9 ml. de sustrato dcidoe
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En los tubos E y F poner 9 ml., de sustrato alcalino

Sacar los tubos Ay B del bafio al final de la hora exacta
Inmediatamente agregar 2 ml, de dcido tricloroacético al
30% o todos los tubos, empezando por A y B. Leer en el co=
lorimetro asis

Para fosfatasa dcida poner a cero con D,

CALCULOS

Para fosratosa dcida

Lect. de A - factor B mgsh de fdsforo inorg&ﬁico en
muestra deidae i

Lectede C ~ factor = mgs%h de.fésforo inorgdnico en
blanco deido de muestras

A -~ B = fosfatasa dcida en unidades Bodansky/100

mlede SUETO.

Para fosfatasa alcalina

Lectsde B = factor = mgs%h de fdsforo inorgdnico de
muestra alcalina,
Lectide E = factor = mgs%h de fdsforc inorgdnico en

blanco alcalino de muestrae

¢ - D =z fosfatasa alcalina en unidades Bodansky/100 ml. de

SUCT O

Concentracidn del St. de Fdsforo

= factor

Lectura del Standard de Fdsforo,
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Los valores obtenidos en el presente trrabajo sons
Fosfatasa dcidas Oul y lsl Promedio m 0.3 unidades Bodanshy

Fosfatasa alcalina 0,2 y 5.8 Promedio=3.2 unidades Bodanshy,
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AMILASA

Los métodos para la determinacidn de la amilasa de=-
penden de la habilidad de esta enzima para catalizar la hi-

drolisis del almidén a azucar simple.

DETERMINACI ON

REACTIVOS

Sustrato compuesto des jfosfato disédico anhidro
dcido benzoico
almiddn
ggua destilada

Este sustrato deberd tener un pH de 7.0 % 0,1
Solucidn Stock de Yodo 01N,
Solucidn de trabajo de Yodo

0,01 N,

ATERIAL
CASuero

METODQ

~EL método empleddo en este trabajo ha sido el de_.'_.Oa;azz;aﬁl./_.rrzo-

‘dificado,: el cual tiene']a'beﬁt&ja sobre jésuotfos.égtodos

~en utilizar menos tiempo y el de s‘er.bastante exacto si se

verifica tal"éomo‘ipdica la ‘técnicas |

j'El”fuﬁda%eﬁié del método consiéte en que el color azul verde
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producido por el sdstrato de papa cuando se combina con Yyo-
do, es medido después de incubar con suero y comparado con
un control. La disminucidén del color es proporcional a la
cantidad de la amilasae

Se emplean dos reactivos estables para la pruebay, la cual es
es posible completar en 15 minutos,

Para la lectura en el colorimetro se utiliza filtro ROJO,

ZECNICA

Pipetear 5 ml, del reactivo de papa (sustrato de al-
middn) dentro de cada wno de dos frascos volumétricos mar=
cados a 50 ml, estos serdn Muestra y Control.

Incubar el frasco de Miestra en un bafio de agQua a 379
Co por 5 minutos,.

Pipetear exactamente O.1 ml. de suero dentro del jfon-
do del frasco de la muestra,

Iezclar bien y regresar al bafo de agua por 74 minu=
tos exactoS.

Después de los 7§ minutos sacar el frasco Muestra del
bano &e ag&d y dgregat {rimedia tdmente 5 ml, de reactivo de
Yodo (sol.de trabajo) a ambos fraScos Control y Muestra.

Diluir a 50 ml, con agua destilada, mezclar bien agi-
tando por inversidn.

Se tira un Suero Control Normal (Hyland) y se trata

igual que el desconocido,
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Medir la densidad dEptica de la muestra y contrcl po=

niendo a cero con agua destilada.
CALCULOS

Densidad dptica del Control - Densidad dptica de Muestra
Xx800=

Densidad dptica del Control
Unidades de Amilasa/100 ml,
Fl resultado se da en unidades. La Unidad de Amilasa por €S=—
te método se define comos "La cantided de enzima que cata-
1iza la hidrdlisis de 10 mgs. de almiddén en treinta minutos
hasta una etapa en que no se desarrolla color azul con el
Yodo',
Puesto que el sustrato contiene 0.4 mgs. de almiddn por mles
la cantidad de 5 ml, usada contiene 2 mgs. de almiddne.
Por la definicidn arriba mencionada 2 mgs. de almiddn hidro-

lizados en 74 minutos es equivalente aé

— oy 29 ; - ;
76" ¥ R X 1 (unidad) = 0.8 unidades

Por 1o tanto bajo las condiciones de este procedimiento la
hidrdlisis de este sustrato representa 0,8 unidades de ami-
lasa por 0.1 ml, de la muestra o sea que en 100 ml, serdn
800 unidades.

Z1 numero de unidades de absorbancia entre cero y la lectu=

ra del control, representa 800 unidades de amilasas
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E] numero de unidades de absorbancia y la lectura del desco-
nocido representa la cantidad de sustrato hidrolizado de la
muestra (11)

Por 1o que¢ A]

—— x 800 = unidades de amilasa por 100 ml.
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AJ = control A2 = desconocidoo.

Fl 1imite de la actividad de amilasa en el suero de adultos
por este método es esencialmente el mismo que el del método
sacarogénico y que estd arriba de 160 unidades por 100 mls
Es bien conocido que cuando el yodo es agregado a una solu-
cidn conterniendo almiddn un color azul es lo que resulta.
Con este procedimiento la concentracidn de la solucion de
yodo se mantiene .constante, asi que cualquier cambio en el
color (o absorbancia)l significa un cambio en la concentra-
cidn de la solucidn de almiddn.

Se piensa que este cambio es proporcional ¢ la actividad de
la amilasa en la muestra. Los valores normales obtenidos en
100 muestras de adultos sanos estdn comprendidos entre 57 y
160 unidades por 100 ml. de suero, con un promedio de 112

unidades por 100 ml., de suero,
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TRANSAMINVNASAS

Za actividad de la transaminasa (glutdmica oxala-
céticay glutdmica pirivica es demostrable en el suero nor-
mal o

Ia concentracidn sérica de la TSGO se encuentra e-
levada en ciertos estados patoldgicos. Lstas cijfras eleva-
das se han observado en el infarto del miocardio, necrosis
hepdtica aguda, etce.

La TSGP se encuentra en mayor concentracion en el
higado que en el misculo cardiaco. Debido a estc distribu-
cidn es posible que la TSGP se encuentra mds consistentemen
te aumentada en la hepatitis y constituye un indicador mds
preciso de la lesidn aguda de la célula hepdtica que la
7S5G0. Las concentraciones de la TSGP no se encuentran ele-

vadas en el infarto del miocardio. (15)

DETERIMINACION

REACTIVOSs 1- Buffer sustrato para ISGO. Es una solucidn bu-

Sereada de dcidos aspdrtico y ketoglutdrico, con un pHz7.4

(reactivo # 1 )

2 - Reactivo de Color DPNH, Es una solucidn de 2-4 dinitro-
Senilhidrazina (reactivo # 2)

3 - Buffer sustrato para TSGP. Es una solucidn bufereada de
alanina y dcido alfa-cetoglutdrico con un pH de 7.4 (reac-

tivo # 3).
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4~ Standard de Calibracidn que no requiere dilucion
5- Hidrdxido de sodio, aproximadamente 0.4 N. Disolver 16
gramos de Na OH (Q.P.) en perlas, en un litro de agua

destilada.
MATERIAL
Suero
METODO

El método usado en este trabajo es el de Reitman=
Frankel modificado (DADE).

El furndamento para la TSGO es el siguientes la en-
zima glutdmica oxalacética cataliza la conversidn de dcido
aspdrtico y dcido alfa-cetoglutdrico en dcido glutdmico y
dcido oxalacético.

En este procedimiento, lcs quetodcidos se hacen reac-
cionar con dinitrofenilhidrazina (DNPH) para jformar las hi-
drazonas de quetodcidos, las cuales mediante la adicidn de
NaOH, producen un color pardo intenso que puede leerse en el
colorimetro o fotometro.

E1 fundamento para la ITSGP es el siguientes la enzi=-
ma cataliza la conversidn de alanina (en presencia de dcido

alfacetoglutdrico) a decido pirdvico. En este procedimiento

los quetodcidos se hacen reaccionar con dinitrofenilhidra-
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zina para jformar las hidrazonas de queto=~dcidos los cuales

mediante la adicidén de hidrdxido de sodio producen un color

I d
pardo intenso que puede leerse en el colorimetro o fotdme-

tro. (5)

En el Laboratorio del ISSS las lecturas de las tran-

saminasas se verifican en el espectofotdmetro a 505 mili-

CrasSe

TECNICA

Agu? describo la determinacidn simultdnea de TSGO y TSGP,

TSGO ~ 1) Transferir 1 mle de reactivo # 1 a un tubo de en-

2)

TSGP ~ 3)

sayo que tenga una capacidad no menor de 15 mloy
colocar en banio de agua a 372 C. durante 5 minu=
t0Se

Agregar 0.2 ml.de suero, mezclar bien y colocar
nuevamente en el bano de agua durante 1 hora.
Aproximadamente después de 20 minutos de haberse
efectuado la etapa 2, en un segundo tubo de en-
sayo se coloca 1 ml. de reactivo # 3 y se deja en
el bario de agua a 379 C. durante § minutos. Zxace
tamente 30 minutos después de haberse iniciado la
etapa numero 2, se afaden 0,2 ml.de suero, agitar
bien y colocar nuevamente en barfio de aqua por 30

minutos.
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4) Al cabo de una hora de haber efectuado la etapa
Ne 2, rétirar los tubos del bafio de agua y ahlladir
1 ml, de reactivo # 2 a cada uno de ellos.

Agitar y dejar en reposo a temperatura ambdiente
por 20 minutos,

5) Afiadir 10 ml. de NaOH 0.4 N o cada tubo, agitar y
dejar en reposo por 5 minutos. Fl color es esta-
ble por mds de una horae.

6) Efectuar la lectura a longitud de onda de 05 mili-
micras cuando se usa el espectofotdmetro Coleman
Jre 0 utilizar filtro VERDE cuando se usa €l co-
lorimetro KLETT.

Valores normales encontradoss TSGP= 5-38 unidades Promedio=
21 unidades,

TSG0= 6-43 unidades Promedios=

24 unidades.
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PR OTE I NAS T 0T A LES

Y DIFERENCIALDZES

Entre los diversos componentes de la sangre, estan
las proteinas, estas incluyen hemoglobina, fibrindgeno y
proteinas del suerog estas Ultimas se dividen un tanto ar-
bitrariamente en albumina y globulinas y ademds, en globu-

linas alfa a]fa2 beta y gamma.
9

Ly

En general, cabe definir a las proteinas como com-
puestos de peso molecular elevado que consisten principal-
mente o por completo, en cadenas de alfa=aminodcidos unidos
por enlaces peptidicos. (8)

Las proteinas se c¢lasifican comunmente como sigueg
a) protefnas simplesg que contienen solamente aminodcidos.
b) proteinas conjugada85 gque comprenden, ademds, algun gru-
po prostético no aminodcido.
c) proteinas derivadas, que en realidad no son masS que pro=
teinas parcialmente hidrolizadas. (3)

La albumina y las globulinas no son especies simples
de proteinas, sino mezclas. Estas tomadas globalmente son
las Illamadas "proteinas totales” y cada una de ellas tomadas
individualmente son las "diferenciales".

Determinar Jas_protefnds totales y la albumina y sustraer,

La diferencia es la globulinae
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DETERMINACT ON

La separacidn de proteinas del suero en Albliminas
y Globulinas se realizdé durante muchos arios por precipita=
cidn con Sulfato disddico al 21.5%, otras técnicas utilizan
esta misma sal en diferente concentracidn. En la técnica sg

guida en este trabajo se utiliza el sulfato disddico al

22 6%,

REACTIVOS
Reactivo de Biuret
Sulfato de sodio al 22.6%
Eter (calidad reactivo)
derosol T (Labtrol)

MATERTAL
Suero

METODO

El método segquido es el de Biurct (mejorado). Kl
Jundamento consiste en que las proteinas reaccionan con las
soluciones cupricas alcalinas formando un complejo estable
de Biuret cuya intensidad azul violeta puede determinarse
Jotocolorimetricamente.~ La modificacidn de este método se
basa en la propiedad del Aerosol T, comc un agente oxidante

que reduce la tensidén superficial y la tensidn de las inter-
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fases. Estas propiedades combinadas mejoran grandemente la

- separacidn de la globulina de la albiumina (5).

TECNICA

1 - En un tubo de ensayo o de centrifuga poners 0.5 ml.de
suero.

2 - Agregar 9.5 ml.de sulfato de sodio al 22°q%& Mezclar
por inversidn,

3 = Sacar 2 ml.del tubo y pasar a otro marcado para Protei-
na Total,

4 - A los 8 ml. gque quedan en el tubo agregar 2 gotas de
Aerosol T'y 2 ml., de éter, se le pone»tapdn de hule y
se mezcla fuertemente. Centrijugar por 10 minutos a 2000
rDMe

5 = Se forman dos capas separadas por un anillo blanco, se
inclina el tubo y con pipeta y sin tocar el anillo se
toman 2 ml., de la parte inferior y se pasan a otro tubo
de ensayo marcado para Albiumina. Hacer 1o mismo para el
Suero Control Normal y el Labtrol.

6 ~ Se prepara un Bianco poniendo 2 mlede sulfato de sodio
al 22.6% en un tubo de ensayo.

7 = A los tubos marcados Pt, A, y Blanco agregar 8 ml, del

reactivo de Biuret, mezclar por inversidn y poner en
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bafio de agua a 379C. por 10 minutos o dejar reposar 30

minutos a temperatura ambientee

8 - Leer en el Colorimetro con filtro VERDE y contra el

Blanco puesto a Cero.

CALCULOS

FACTOR = Concentracidn del Labtrol

Lectura del mismo

Lectura de PT x factor = gr.% de proteinas totales

Lectura de A x factor = grm.% de albimina
Proteinas totales - albuminas = globulinas

Relacidn A/G = Albdminas en qr%

globulinas en grh
Los valores normales encontrados en la poblacidn que escogf
son los siguientess:

Protefnas totales 5,0 = 8,8 gms%?f%vmedio 6.9 grs.%

Albdminas 203 - 5.8 ” 2e2 grseh
Globulinas 2.0 = 4.5 grs%h " 2.8 grse%
Relacidén A/G 0.9 = 2.5 grs%h " 1o5 grse %
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FIBRINOGEDNDO

Leeuwenhoek, padre del microscopio, jue el primero
en observar que la sangre consiste de una parte liquida, el
plasma y de elementos celulares suspendidos en la misma COmo
los hematies y probablemente descubrid también los leucoci=-
tos. Afios mds tarde William Hénson, sefiala la existencia de
estos Ultimos en la sangre. Este mismo investigador es el
primero en destacary, en 1771, uno de lIcs componentes del
plasma en An Experimental Inquiry into the Properties ojf the
Blood, al descubrir la existencia de una sustancia jfundamen-
tal para la coagulacidn sanguinea., Se consigue por mecanismo
bioldgico la primera separocidn de una de las protefnas plas
mdticas. La individualizacidn de las restantes protefnas del
mismo y la del propic Fibrindgeno, jfue iniciada bastantes a-
nos despuds (9)e

El Fibrindgeno e¢s la proteina soluble de la sangre
circulante y del plasma, que en el proceso de coagulacidn sc
convierte en fibrina insoluble, componente del codgulo de la
sangre. Cuando el higado no produce suficiente Sibrindgeno o
se forma y deposita demasiada fibrina, la sangre no se coa-
gula y puede sobrevenir hemorragias aunque ademds de ésto,
hay otras causas de coagulacidn anormal (1). Existen dife-

rentes métodos para su determinacidn, pero el empleado en



53

este trabajo es el de Turbidimetria.

El fibrindgeno es la proteina plasmdtica mds jdcil de sepa~-

rar.
DETERMINACION
REACTIVOS

Reactivo de Fibrindgeno
MATERTAL

Plasma

Standard de 400 mgs%
METODO

En un tubo de ensayo poner 4.5 ml. de reactivo de jibrind-
geno, agregar 0.5 ml.de plasma, mezclar por inversidn.

£1 Standard se prepara poniendo 4 ml, del mismo y 6 ml. de
agua destiladas

Dejar reposar por 4 minutos y leer en el colorimetro con
Filtro VERDE (10).

Poner a cero con agua destilada.

CALCULOS

Lectura de la muestra

x 400 & mgs.de fibrindgeno %
Lectura del iSte

Los valores normales encontrados sons 190-408 mgs.%

con un promedio de 274 mgs.%e
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C OLFESTFEFROL

Entre lcs 1i{pidos utilizados por el organismo ani-
mal estd el Colesterol, el cual es un esterol que también
se ha observado en la naturalezae

Es el unico que tiene importancia en el metabolismo
animal y es de gran utilidad determinarlo pues es la Sus-
tancia de la cual se originan los dcidos biliares y ademds
es un intermediario principal en la sintesis de las hormo=-
nas esteroides, como son progesterona, testosterona, estrd-

genos y hormonas corticosuprarenalese. (8)

DETERYINACION

Para determinar el Colesterol en el organismo animal
existen diversos métodos, entre los que tenemos los llama-
dos Métodos Directos que son muy sencillos Yy estdn expues-
tos a error por causa de la bilirrubina, proteifnas y otros
Jactores en el sSueroa

Zl método seguido en este trabajo es el BLOOR y con-
siste esencialmente en la extraccidn del colesterol con una
mezcla de alcohol-éter, sequida de una extraccidn con clo-
roformo. El extracto clorofdrmico, se trata con anhidrido
acético y dcido sulfurico concentrado, produciéndose enton-
ces un color verde, que es proporcional a la cantidad de co-

lesterol presente.
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REACTIVOS

Mezcla de alcohol-éter
Cloroformo
Anhidrido acético

Acido sulfurico concentrado

MATERIAL

Suero

Cholestrol (DADE Reagent) con una concentracidn de

202 mgs.%

METODO

y)

Poner aproximadamente 20 ml, de mixtura alcohol-éter en
un tubc de digestidn que tenga marca 25

Arladir gota a gota y moviendo constantemente el tubo 0.5
mle. de suero a ser analizado,

Llevar a ebullicidn en bario de agua hirvicndo, por bre-
ves momentos agitando constantemente para evitar que se
proyecte el 1fquido hacia afuera, dejar enfriare
Completar g 25 ml. con mixtura alcohol=éter y filtrar.

S mlede filtrado se ponen en un Beaker pequerio y se eva-
poran hasta secar en bafio de agua, cuidando de que el re-
siduo no se queme,

Se extrae el colesterol del residuo hirviendo 3 o 4 ve-

ces sucesivas con 2 mlede clorojformo anhidro puro y se
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decanta cada vez en tubos secos cdnicos o del colorime=
troe

7 = Diluir hasta la marca 5 con clorojformo.

8 ~ A estos 5 ml.del desconocido se le agregan 1 ml.de anhi-
drido acético y 0.1 ml. de dcido sulfurico puro concen-
trado,

9 = Mezclar bien con bagueta de vidrio y dejar en reposo Yy

en la obscuridad durante 15 minutos,

CALCULOS

Concentracidn del Cholestrol
= factor de calibracidn

Lectura del Cholestrol
Lectura del desconocido por factor = mgs% de Colesterol
Valores normales obtenidos = 120 -~ 288 mgs%.Promedio=J84 mgs%

Aungue los 1imites de concentracion del Colesterol
total del suero en adultos sanos usualmente se ha estimado
entre 140-250 mgs/100 ml. de suero (11), éstos se aplican
principalmente a los jovenes adultos pues en personas de mas

edad 1os niveles son significativamente mds altos.
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BILIRRUBLINA

El primer compuesto biliar formado por la degradacidn
de la hemoglobina es la biliverdina, la reduccidn ulterior
de un grupo metinico produce bilirrubinas por degradaciones
ulteriores este sequndo pigmento se transyorma en 0tros. (8).

La Bilirrubina emigra en el plasma o en el Suero nors=
mal combinada especialmente con albiminas y una jfraccién me=
nor se une con la globina alfa; .

En esta forma es transportada al higado, en donde se
separa de la proteina portadora por accidn de las células de
Kupfer o poligonaless

Estas ultimas excretan la bilirrubina hacia los cana=
1iculos biliares desde los cuales l1legan por Ultimo al duo-
deno con la bilis. La Bilirrubina 1lamada directa no e€s corn-
Jugada, la indirecta si estd conjugada con el dcido digluco-
rénido. Los tipos conjugados y no conjugados de la bilirru-

bina pueden distinguirse por la reaccidn de Van der Berg.

DETERMINACT ON,

La prueba consiste esencialmente en tratar la mues—
tra con un colorante diazoico. La Bilirrubina se une con el

dcido suljfanilico diazotado y se produce un colorante azo0icCo.
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La formacidn rdpida de este colorante azoico sdlo ocurre al
afiadir alcohol metf{lico o cafeina y esto es lo que caracte=

riza la reaccidn indirecta. (11)

BREACTIVOS
Diazo reactivo Eriich A.
Diazo Blanco

Alcohol metilico

MATERIAL

Suero o plasma

METODO (10)

1 =~ En dos tubos de ensayo marcados Blanco Yy Muestra poner
respectivamente 3.6 ml.de aqua destilada.

2 = Agregar a cada tubo 0.4 ml.del suero éesconocido

3 =~ Aftadir 1 mlede Diazo reactivo Erlich A.preparado antes
de usarse (10 ml.de Diazo A y 0.3 ml.de Nitrito de so-
dio) al tubo marcado M (muestra)

4 - En el tubo marcado Blanco agregar 1 mlede Diazo Blanco

5 -« Dejar reposar 10 minutos y leer con filtro verde., Esta
es la lectura de la Bilirrubina Directa.

6 - Agregar, luego que se ha leido, 5§ ml.de Metanol puro a
ambos tubos, mezclar por inversidén cuidadosa. Dejar re-
posar 15 minutos. Al cabo de este tiempo se hace la lec-

tura segunda que es la Bilirrubina Total.
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CALCULOS
12 lectura del desconocido =~ 12 lectura del Blanco
= mgsh
Concentracidn del St. de 40 mgs. de BoD,
22 lectura del desconocido - 22 lectura del Blanco -
= mgs%
Concentracidn del St.de 20 mgs de B.Te

B.T¢ ~ Bols = mgs % de Be I,

Valores normales encontradose

BT = 0,2 = 1.1 mgs % Media = 0.6 mgs%h
BD = 0ol = 0,8 mgs % Media = 0.3 mgs%
BT = 0ol = 0.6 mgs % Media = 0.3 mgsh
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IIlI- RE S UL TAD OS

FE1 nimero de personas normales en el cual he deter-
minado los diferentes valores de 1os componentes quimico=
bioldgicos de la sangre suero o plasma, asciende a 1500,

Por cada tipo de examen verificado se tomd una po-
blacidn de 100 paci entes, indistintamente del sexo masculi=-
no y femenino. La edad varié entre los 17 y 80 afios, con u-
na edad promedio de 44 arioSe

En las distintas determinaciones he usado un Suero
control normal, de la casa Hyland, el cucl viene desecado Yy
se reconstituye con 5 mlsde agua destilada. Cada haja con=
tiene 6 frascos de suero parce ser reconstituidos y trae por
cada lote una lista de los limites y promedios que pueden
obtenerse con el suero asi preparado., Los standars usados y
este suero control dan la segquridad de gue los reactivos utili
zados estdn reaccionando correctamente. En el caso de la Bi=-
lirrubina se tira a la par del desconocido un suero control
anormal, el cual también tiene los valores anormales en la
1istao que trae el lote de Ffrascose.

Al verificar los resultados he dado énjfasis exclusi-

vamente a los valores obtenidos, y en cada uno de ellos he
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puesto en evidencia la desviacidn standard.

Un 90% de la poblacidn estudiada procede del radio
urbano y un 10% del medio rurals.

A continuacidn estdn las diferentes grdficas en jfor-
ma de Histogramas. En ¢l eje de las abcisas estdn los va-
lores y en el eje de las ordenadas las frecuencias de di-
chos valorese. Por ultimo estd la Tabla de Valores de los

datos obtenidos en el presente estudio.
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TABLA # 3

TABLA DE VALORES NORMALES OBTENIDOS

75

COMPONENTES VALORES PROMEDIOS
Glucosa 58 = 97 Mgs,.l00 ml 74 mgs/100 ml
NND .20 - 41 mgs/100 ml 32 mgs/100 ml
Acido Urico 1,2 ~7.6 mgs/100 ml 4,0 mgs/100 ml
Creatinina 0,5 =-2,0 mgs/100 ml 1,2 mgs/100 ml
Nitrdgeno Ureico 7 - 27 mgs/100 ml 12 mgs/100 ml
Sodio 134 =150 meqg/lto 140 meq/lto
Potasio 3.0 =5.,8 meq/lto 4,1 meq/lto
co, 18 =31 meq/lto 24 meq/lto
Cloro 92 -114 meg/lto 104 meg/lto
Calcio 3.6 =5,2 meq/lto 4,5 meq/lto
Fésforo 1.0 -4,5 meq/lto 2,1 meq/lto
- Prot. Totales 5.0 =-8,8 wmgs/100 ml 6.9 mgs/100 ml
Sero-AlblUminas 2,3 =5.8 mgs/100 ml 4,2 mgs/100 ml
Sero=~Globulinas 2,0 =4,5 wmgs/100 ml 2.8 mgs/100 ml
Relacién A/G 049 =2.5 1,5
Fibrindgeno 210 -410 mgs/100 ml 274 mgs/100 ml
Colesterol 120 =288 mgs/100 ml 184 mge/100 ml
Bilirrubina Dirscta 0.1 =0,8 mgs/lOO ml 0,3 mgs/lOU ml
Bilirrubina Indirecta 0,1 =0,6 mgs/100 ml 0.3 mgs/100 ml
Bilirrubina Total 0.2 =1l.1 mgs/100 ml 0.6 mgs/100 ml
Fosfotasa Acida 0.1 =1.,1 U,B, 03 UeBs M
Fosfotasa Alcalina 0.2 <5,8 U.B, 342 U.B,
Amilasa 58 =162 Unidadss 112 Unidades
TSGO 6 =43 Unidades 24 Unidades
TSGP 5 =38 Unidades 21 Unidades

» U.B., = Unidades Bodansky.
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I[V- D I S CUS T ON

Aunque la mayoria de los niveles normales de los cons
tituyentes quimicos de la sangre comunmente analizados, es-
tdn ya bien establecidos, existen algunas discrepancias en-
tre 1os datos reportados.

Haoy varios factores sobre los cuales basan este pro
blema, entre los cuales tenemos la edad, el sexo Yy la dieta.
Estos pueden influir en las concentraciones de ciertasS SuS-
tancias en la sangre

En los individuos normales estas concentraciones va-
rian grandemente de dia a dia y aitn durante un dia dado. Los
valores normales son determinados estadisticemente y aunque
abarcan la mayoria de la poblacidn, hay siempre algunos va-
lores fuera del nilvel tomado como normalg perc es3to no in-
dica necesariamente la presencia de enfermedad.

Algo corveniente y que deberia ser usado al hablar
de valores normalées es la expresidn de MEDIS y también la
de Desviacidn Standard. Hago mencidn de esto puesto que en
las grdficas siempre meé he referido a ellass La desviacidn
Standard estd a veces representada por

La media es el va]of. calculado al dividir la suma
de los walores obtenidos por el # de determinaciones ¢jec-

tuadaS,
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La desviacidn Standard ( Ix ) expresa la naturaleza
del grupo de valores individuales alrededor de la media. &7
es pequefia indica gque los valores estan muy cercanos a la
media, y si es grande significa que existe una amplia varia-
cidn respecto a la media.

Obscrvando la tablo N2 4, puedo decir gque los valo-
res encontrados no han variado signijficativamente con res-
pecto a lcs tomados como referencia, por supuesto con algu-
nas excepciones, como son las que siquens El1 Nitrdgeno urei-
co varid entre 5 y 27 mgs.%, con el tomado por el del I.85.58.8,
que es 9-19 mgso% 8i se ve una gran diferenciag peroc compa=
rado con la tabla de valores de (11) se encuentra que lo nor
mal estd arriba de 20 mgs.% y esto cconcuerda mds con el dato
obtenido en mi determinacidne.

Con el dcido Urico el 1imite mayor jue de 7.6 mgsh
algunos 1ibros lo toman hasta 7 mgsoﬁg perc es probable que
se encuentre un poco elevado debido a que existen edades a-
rriba de 50 afios y que esto sea la consecuencia de dicha e-
levacidne

En lo que respecta al Colesterol, tenemos que el 1{-
mite es de 120 mgs.%, con respecto «l limite inferior tomado
como referencia, se observa una diferencia de 30 mgs°%§ que

si se puede decir gque es significativa,



78

Esto podria explicarse como consecuencia de la dieta
de nuestro medio,.

Las Proteinas totales tienen un promedio de 6.9 gm% -
De los 100 casos cstudiados, un 354% obtuvo un valor menor
que 7.0 gme%s un 27% de 7 a 7.5 gmse% y sblo un 19% de 8.0
a 8.8 gms.%. Asi vemos que mds de la mitad de la poblacidn
estudiada tiene un valor menor de 7 gms.%. - Zn paises desa~
rrollados el promedio e¢s de 7,25 gms.%s

Con ios demds valores no se ve una diferencia tan a-

preciable como con los que he enunciado anteriormente.
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V- BB S UMEN

La Importancia del presente trabajo reside en que se
han obtenido valores normales de una poblacidn de individuos
sanos, y que dicha poblacidn es muy nuestra.

Si bien es cierto que como dije en la discusidn las
diferencias no son muy significativas, por 1o mencs ya sSe ha
establecido una comparacidn de ciertos componentes quimicos-
bioldgicos de la sangre gue antes no existia.

En realidad e¢s necesario sequir determinando valores
normales de otros constituyentes y talvez asi se puede po-
seer una tabla de valores gque sea mas repiresentativa de la
poblacidn salvadoreria. En el Capitulo II, que corresponde a
material y métodos he presentado las diversas técnicas se-
guidas en este trabajo y quiero hacer mencidn que solamente
hago referencias de 1los reactivos, puesto que mi objetivo ha
sido el detallar el jundamento y la técnica usada y princi-
pralmente el oétener los resultados de los datos quimico a-
naliticos de importancia clinica de nuestra poblacidn,

En los resultados he incluido las grdficas y tabla
de valores normales encontradosf

Con esto espero haber puesto un granito de arena para

~..

aquellos interesados en la prdctica de la quimica clinicae
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