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Una de las areas de mayor valor diagnostico en el ambito de las Cien-
cias de la Salud, es la Bioguimica, ya que son los analisis de los diversos
fluidos y tejidos corporales, los que permiten determinar exactamente
como esta funcionando el organismo de un determinado paciente, a
partir del estudio del comportamiento de las células, enzimas y elec-
trolitos.

En el cuerpo humano, todo esta arménicamente integrado en un fun-
cionamiento sistémico en el cual la bioguimica juega un papel deter-
minante en la actividad de cada uno de los sistemas que componen el
cuerpo en su totalidad. Por esta razén, cualquier disfunciéon tendra su
expresion o sera consecuencia de algun aspecto des armonico que
afecta al paciente.

Los cambios y efectos que pueden causar las enfermedades pueden
atenderse adecuadamente si se realiza un diagndstico oportuno, para
lo cual, ademas de una historia clinica detallada y completa, de un
examen fisico minucioso por parte del médico tratante, los examenes
complementarios de laboratorio, pueden ser determinantes para salvar
la vida del paciente.

Es por ello que debe ponerse especial cuidado en la capacitacion pro-
fesional en esta area, cuyo aporte es fundamental y decisivo. Esta obra
representa un aporte significativo, en el cual hemos puesto el deseo
pleno de ayudar a salvar vidas.

Los autores
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LLa bioguimica clinica es el area de la quimica que se ocupa de analizar
fluidos corporales de humanos (en el caso del a&rea médica) y animales
(en el caso de la veterinaria) para propositos de prevencion, diagnosti-
coy tratamiento. La Bioguimica clinica es una forma de quimica aplica-
da que no debe confundirse con la quimica médica, la cual implica las
investigaciones basicas sobre el desarrollo de medicamentos y otros
productos sintéticos basados en la quimica organica.

Esta disciplina se origind a finales del siglo XIX con la aparicion de
pruebas de reacciones quimicas simples en varios componentes de la
sangre y la orina. Desde hace varias décadas, se desarrollaron diver-
sos tipos de pruebas y técnicas que fueron creadas o mejoradas por
la ciencia y la tecnologia, ofreciendo de manera sencilla, complejas
pruebas que miden la actividad enzimatica como la espectrofotome-
tria, la electroforesis y los inmuno-ensayos. En el presente se cuenta
con muchas pruebas sanguineas y pruebas clinicas de orina con una
gran capacidad de diagnostico.

La mayoria de los laboratorios actualmente, estan altamente automati-
zados para poder ajustarse a la elevada carga de trabajo tipica de los
laboratorios de clinicas u hospitales. Las pruebas realizadas son estric-
tamente monitoreadas para obtener un alto control de calidad.

Todas las pruebas bioquimicas se estudian con criterio de patologias
quimicas. Estas se realizan con cualquier tipo de fluido corporal, y aun-
que la mayoria se realizan con suero o plasma, también existen prue-
bas bioguimicas, para la orina, las heces, el sudor y el liquido cefalo-
rraquideo.

Un laboratorio clinico grande, puede llegar a recibir muestras para pro-
cesar hasta 700 diferentes tipos de pruebas. Incluso, estos laborato-
rios, no siempre hacen todas las pruebas por si mismos, y en algunos
casos, las refieran a otros laboratorios méas especializados (laboratorio
de contingencia).
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El hecho de que un laboratorio procese o refiera, tiene una implicacion
que ha sido tomada muy en cuenta en los ultimos anos, y es la Etapa
Pre analitica, que comienza desde como los médicos solicitan las prue-
bas, seguido de la recepcion del paciente, la recoleccion de la muestra
Y Su preparacion previa, antes de ser procesada por el operador quimi-
co y farmacéutico o bioguimico.

De acuerdo a los diferentes tipos de pruebas que hacen los labora-
torios pueden clasificar en otras sub especialidades como: Laborato-
rio de rutina general (son los mas comunmente conocidos, para reali-
zar examenes de prevencion o diagndéstico rutinario de uso general),
Quimica especializada, para elaborar técnicas como electroforesis y
algunos métodos manuales; endocrinologia, para estudiar hormonas;
toxicologia, para estudiar las drogas de abuso y otros quimicos; mo-
nitoreo terapéutico de medicamentos, para medir las dosis 6ptima de
farmacos, el Fisico Quimico y sedimento de la orina o uroanalisis y final-
mente, el estudio parasitolégico de las materias fecales se utiliza para
el diagnostico de enteroparasitosis.

En este libro, presentaremos la terminologia basica del trabajo en un
laboratorio de biogquimica clinica para presentar las nociones de como
funciona, sus métodos y pruebas mas comunes en el laboratorio clini-
CO.

Asi, en el Capitulo 1, se presentara el tema relacionado con la biosegu-
ridad en las diversas fases de las actividades regulares de un labora-
torio clinico: la etapa pre analitica, la etapa analitica, la post analitica,
en todo lo relacionado con la minimizacion de riesgos. En los capitulos
subsiguientes se abordaran las técnicas de laboratorio en relacion a
los parametros mas comunes, su significacion clinica, sus fundamen-
tos tedricos y técnicos.
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Fotografia 1. Promocion: afio 2017. Tomada Tercer Semestre 2018
Ordinario |. Estudiantes de medicina haciendo uso de las medidas de
Bioseguridad.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha emitido un Manual de
Bioseguridad en el Laboratorio (1) donde dicta las normas generales, y
algunas particulares, que deben regir la bioseguridad en los laborato-
rios de bioguimica clinica. El punto mas importante desde el que hay
que partir, para implementar las normas de bioseguridad en un labora-
torio es conocer el nivel de riesgo en que se clasifica el laboratorio en
cuestion, segun este manual.
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Los niveles de riesgo de laboratorio estan determinados por el grado
virulencia y el tipo de microorganismo con el que se trabaja. En los la-
boratorios de bioguimica clinica la exposicién a microorganismos esta
dada por la concentracion o carga que puedan contener fluidos orga-
nicos que habran de procesarse.

Clasificacion de los microorganismos por Grupos de Riesgo segun la
OMS (1):

e Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o
nulo). Gérmenes que presentan escasas probabilidades de pro-
ducir enfermedades en las personas o los animales.

e Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo pobla-
cional bajo). Agentes patdégenos que pueden provocar enfer-
medades humanas o animales, exhibiendo bajas probabilida-
des de representar un riesgo grave para las personas que los
manipulan, la poblacion general, los animales o el ambiente. La
exposicion laboral puede provocar infecciones graves, pero sus
posibilidades de propagacion son limitadas por la existencia de
medidas profilacticas y reactivas eficientes.

e Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacio-
nal bajo). Microorganismos que suelen provocar enfermedades
graves en humanos o animales. Pero que la trasmision es de un
individuo a otro individuo. También poseen medidas profilacti-
cas y de atencion eficientes.

e Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado) Mi-
croorganismos que pueden provocar enfermedades graves en
las personas o animales, que se transmiten de individuo a indi-
viduo, de manera directa o de forma indirecta, pero no existen
medidas profilacticas y reactivas eficientes.

La Tabla 1 muestra la clasificacion de los laboratorios segun el nivel de
riesgos, y describe las normas que ameritan segun el nivel:
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Tabla 1. Niveles segun las tareas que se realizan y los riesgos biolo-
gicos que se manejan (1)

Grupo de Nivel de Tipo de Practicas de Equipo de
riesgo | bioseguridad | laboratorio laboratorio seguridad
Ensefianza Ninguno, trabajo en
1 Basico Nivel 1| basica, in- TMA mesa de laboratorio
vestigacion al descubierto
SerV'C'O.S, TMA 'y ropa Trabajo en mesa
de atencion . .
2 Basico Nivel 2 primaria, EJrotectqra, al descub|er’Fo y
. " sefal de riesgo | CSB para posibles
diagnostico, R
, Y biologico aerosoles
Investigacion
Practicas de
nivel 2 mas CBS ademas de
Diagnostico | ropa especial, otros medios de
3 Basico Nivel 3 | especial, in- | acceso con- | contencion prima-
vestigacion | trolado vy flujo | ria paratodas las
direccional del actividades
aire
Practicas de
nivel 3 mas ca- | CBS de clase Ill o
mara de entra- | trajes presurizados
Unidades de | da con cierre | junto con CBS de
4 Basico Nivel 4 | patégenos | hermético, sa- | clase Il, autoclave
peligrosos | lida con ducha | de doble puerta (a
y eliminacion | través de la pared),
especial de aire filtrado
residuos
Donde:
TMA: técnicas microbiologicas apropiadas segun parte |V de Manual de Biose-
guridad en el Laboratorio)
CSB: Camara de Seguridad Bioldgica

Fuente: OMS, 2005.

Segun lo que se puede observar en esta Tabla, un laboratorio de Bio-
quimica clinica estaria situado en el Nivel 2, es decir, un laboratorio que
presta servicios de atencion primaria a una poblacion amplia, con fines

de diagndstico.
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Este manual de la OMS también advierte que, en algunos casos, depen-
diendo del tipo de muestra con el que se esté trabajando (Ej.: muestra
de pacientes infectados con patdégenos del tipo 3), de los procedimien-
tos que se hayan de aplicar (Ej. produccién de goticulas o aerosoles
con muestras de las que se presume contienen una concentracion de
patdégenos importantes), se deben emplear normativas para laborato-
rios del Nivel 3.

A continuacion, se presenta la Tabla 2, que contiene de manera resu-
mida, el manejo de los dispositivos de seguridad en laboratorio, segun
el nivel de riesgo:

Tabla 2. Sintesis de condiciones de bioseguridad en laboratorios de
bioguimica clinica (1)

Nivel de bioseguridad

1 2 3 4
Aislamiento del laboratorio’ No No Si Si
Egﬁaqrﬁienggsda precintarse para ser des- No No Si S
Ventilacion:
- Flujo de aire hacia el exterior No Conveniente Si Si
- Sistema de ventilacion controlada No Conveniente Si Si
- Salida de aire con filtros HEPA No No Si/No? Si
Entrada de doble puerta No No Si Si
Camara de cierre hermético No No No Si
Camara de cierre hermético con ducha No No No Si
Antesala No No Si -
Antesala con ducha No No Si/No® No
Tratamiento de efluentes No No Si/No® Si
Autoclave:
- En el local No Conveniente Si Si
- En la sala de trabajo No No Conveniente Si
- De doble puerta No No Conveniente Si
CBS No Conveniente Si Si
S:géécr:]i;?d de vigilancia de la seguridad del No No Conveniente S
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1 Aislamiento ambiental y funcional respecto del trafico general

2 Segun la localizacién de la salida de aire

3 Segun cuales sean los agentes empleados en el laboratorio

4 Por ejemplo, en ventana, sistema de television en circuito cerrado, comunicacion en dos senti-
dos

HEPA: filtracion de particulas aéreas de gran eficiencia (High-Efficienccy Particulate Air

Fuente: OMS, 2005

Este manual de bioseguridad en laboratorio, la OMS ofrece directivas
de seguridad segun los tipos de laboratorio que van desde el disefo
de espacio fisico hasta los primeros auxilios en casos de accidentes
y contingencias, pasando por todo lo concerniente a la evaluacion de
riesgos, los equipos de proteccion personal, la desinfeccion y esteri-
lizacion, el transporte, almacenamiento y desecho de materiales peli-
grosos, la formacion y capacitacion del personal en relacion a la segu-
ridad en el trabajo.

La OMS articula estas directrices con otras normativas mas precisas
en otros aspectos del trabajo en laboratorio, de equipos de laboratorio,
bajo la premisa de gque el buen mantenimiento de los equipos, reduce
ampliamente no solo los factores de riesgo quimicos y biolégicos, sino
también los factores de riesgo eléctricos, mecanicos vy fisicos.
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Bioseguridad en laboratorios de los niveles 1y 2

Fotografia 2. | os estudiantes que no tienen guantes corresponden
al nivel 1 de Ensenanza basica, aqui ellos solo ingresan los datos al
equipo donde se procesaran las muestras para ser analizados los di-
ferentes analitos. Mientras que los que usan guantes son los que pro-
cesan las muestras. Estudiantes: Paula Hoyos, Esteban Amador, Anita
Macias, Daniela Garcia, Maria de los Angeles Fernandes, Diego Zam-
brano, Martha Calvas, Heydi Estrada y Diana Orellana de izquierda a
derecha.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

Las recomendaciones ofrecidas aqui constituyen los procedimientos
minimos para cualquier laboratorio de cualquiera de los niveles de ries-
go. Algunas de ellas pueden lucir como no necesarias, para algunos or-
ganismos del grupo de riesgo 1, pero son apropiadas para la formacion
del personal, con el fin de propiciar el uso de técnicas seguras para
cualquier contingencia. Todo laboratorio de bioguimica clinica debe
procurar cumplir, al menos, las recomendaciones de bioseguridad para
el nivel 2, ya que ningun laboratorio puede garantizar el control nece-
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sario para las muestras con que trabaja. Algunos paises exigen que los
laboratorios clinicos se acrediten bajo la normativa internacional asi de
la OMS como también bajos sus normas nacionales y locales.

Las directrices emanadas del Manual de Bioseguridad en Laboratorio
de la OMS son mas detalladas, por lo que se recomienda al personal
del laboratorio tener dicho manual como libro de cabecera para su
aplicacion eficiente. A continuaciéon se presenta un resumen de reco-
mendaciones minimas gque se deben conocer.

Protocolos de trabajo o Codigos de practicas

Se trata de una enumeracion, por escrito, de los procedimientos de
los laboratorios basicos. Estos protocolos o codificacion de las técni-
cas, puede emplearse con el fin de elaborar una guia escrita para que
todos los trabajadores manejen criterios de seguridad universales vy
unificados.

Acceso a los laboratorios

1. Siempre debe colocarse el simbolo internacional de peligro bio-
l0gico en todas las puertas de acceso al laboratorio.

2. Unicamente podré ingresar a las areas de trabajo el personal
autorizado.

3. Las puertas de los espacios del laboratorio deben mantenerse
cerradas.

4. Debe prohibirse la entrada de nifios en las zonas de trabajo del
laboratorio, exceptuando el area de recoleccion de muestra,
donde el nifio debera permanecer solo el tiempo necesario para
este fin.

5. Debe prohibirse la entrada de animales a las areas de trabajo,
excepto al area de recoleccion de muestra si se trata de un labo-
ratorio de bioguimica para fines veterinarios o de investigacion.
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Proteccion personal

Fotografia 3. Se muestra la vestimenta que debe de tener como pro-
teccion. Cada personal que trabaje en el Laboratorio Clinico.
Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

1. Todo el personal del laboratorio debera lavarse las manos si-
guiendo las medidas de lavado de manos de la OMS antes de
empezar y al finalizar la jornada.

2. Usar el mandil que debe ser largo y con mangas largas dentro
del laboratorio.

3. Debe usarse guantes para cada procedimiento que implique
contacto con fluidos corporales y otros materiales para evitar
contagio.

4. Siempre que sea necesario, debe usarse gafas de seguridad u
otros dispositivos que puedan proteger los 0jos o la cara.

5. No deben usarse los equipos de proteccion personal fuera del
laboratorio.

6. El calzado de todo el personal siempre debe ser cerrado.

7. Debe prohibirse comer, fumar, beber, maquillarse e incluso co-
locarse lentes de contacto, dentro de las areas del laboratorio.

8. No guardar alimentos y bebidas para consumo humano en las
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9.

areas de trabajo.
La vestimenta de seguridad no debe guardarse junto con el ves-
tuario domestico.

Procedimientos

1.

Nunca se debe pipetear usando la boca. Se usa auxiliares como
las peras de caucho, dispositivos como las pipetas automaticas
o los dispensadores.

Debe evitarse colocar material alguno, ni los dedos en la boca,
dentro del area de laboratorio.

Todo procedimiento se ejecutara de forma tal que se minimice la
produccion de aerosoles.

Las jeringas y agujas hipodérmicas deben ser descartadas en
guardianes rojos y corto-punzantes.

Todo accidente e incidente de trabajo debe reportarse inmedia-
tamente por medio de un registro escrito.

Debe elaborarse un protocolo de trabajo para el tratamiento de
los derrames y limpieza de estos.

Los fluidos contaminantes seran descontaminados por los pro-
cedimientos establecidos antes de ser descartados por el reco-
lector de salubridad.

Cualquier documento que surgiera en el interior del laboratorio,
si ha de salir de este, debe estar exento de contaminacion.

Areas de trabajo

1.
2.

Debe mantenerse el orden y limpieza en todo momento.

Todas las superficies deben descontaminarse al final de cada
jornada de trabajo, e inmediatamente de cualquier derrame.
Todo material contaminado debera ser descartado en sus res-
pectivos guardianes.

Si hubiere ventanas que necesariamente deban mantenerse
abiertas, éstas deberan contar con una malla protectora contra
la entrada de bichos.
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Gestion de la bioseguridad

La vigilancia de la bioseguridad debe ser responsabilidad de todo el
personal que labora en el laboratorio, quién debe estar formado ade-
cuadamente para tal fin, lo cual implica que estaran al corriente de los
riesgos y condiciones peligrosas presentes en el espacio laboral.

Diseno e instalaciones del laboratorio

Previo a la apertura de un laboratorio de bioguimica clinica debe desa-
rrollarse un disefio que contemple la minimizacion de las condiciones
peligrosas que estaran presentes al momento de estar funcionando,
que involucren todos los factores de riesgo conocidos, para esto, el ar-
quitecto y el ingeniero deberan acudir a la normativa internacional, na-
cional y local respecto al tema de la higiene y seguridad en el trabajo.

Caracteristicas de diseno
1. Segun la OMS dispone que el espacio debe ser suficiente, se-
gun el Instituto de Educacion Superior la normativa para el es-
pacio recomendado es de 60 m2.
2. Paredes, techos y suelos deberan ser lisos, impermeables fren-
te a los fluidos, resistentes a la corrosion.

La iluminacion debe ser adecuada.

Mobiliario adecuado y comodo.

5. Presencia de pequefios almacenes para los articulos de uso fre-
cuente y espacios mas grandes, adecuados, para el material de
uso no mediato.

6. El personal debe contar con un espacio para guardar su ropaje

y otros objetos personales.

Buenas fuentes de agua para la limpieza y para emergencias.

8. Debe haber un area para la descontaminacion del material de
trabajo.

9. Presencia de medios de proteccion contra incendios y emer-
gencias eléctricas.

10.Area para primeros auxilios.

11.Sistema de ventilacion eficiente.

W

~
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Material de bioseguridad indispensable

1. Pipetas automaticas de diferentes volumenes, Pipetas de Pas-
teur y dispensadores.

2. Camaras o Campanas de Seguridad Bioldgicas.

3. Fiolas, balones, vasos de precipitado, agitadores de vidrios y
magneéticos, vidrios de reloj, espatulas y tubos de ensayo con
Sus tapones.

4. Centrifuga, equipo para el andlisis de pruebas bioguimicas,
Contador Hematoldgico, homogenizador de tubos, estufas o ca-
maras de luz UV, para esterilizar el material contaminado.

Vigilancia médica y sanitaria
La autoridad empleadora del laboratorio, junto con los comités de se-
guridad, debe establecer protocolos de vigilancia epidemioldgica y sa-
nitaria, desarrollando las siguientes actividades:

1. Vacunacion del personal.

2. Deteccion precoz de enfermedades profesionales.

3. Garantizar los equipos y procedimientos de proteccion perso-

nal.

Capacitacion

La capacitacion del personal, respecto a los procedimientos de minimi-
zacion de riesgos, asi como de las técnicas de laboratorio, garantizara
la seguridad y salud del personal. Es competencia de las autoridades
sostener un programa continuo y actualizado en esta area, pero es
competencia del comité de seguridad en el trabajo, garantizar la con-
currencia de todo el personal a tales capacitaciones.

Algunos de los riesgos que deben considerarse en esta formacion son:

1. Riesgo de inhalacion e ingestion de muestras debido a la pro-

duccion de aerosoles debido a la forma de pipetear, de abrir

recipientes como los tubos de ensayo, la forma de centrifugar,
etcétera.

2. Riesgo de pinchazos al manipular jeringas y agujas, por técni-
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cas inadecuadas de uso y descarte.

3. Manejo de la sangre y demas materiales potencialmente pato-
l6gicos.

4. Descarte y esterilizacion de materiales contaminados.

Manipulacion de desechos

Se considera un principio cardinal, en un laboratorio, que todo el mate-
rial infeccioso debe ser descontaminado y esterilizado en autoclave o
incinerado dentro de las instalaciones del mismo.

Es importante que el personal de limpieza y descontaminacion esté
calificadamente formado para tales fines en el medio especifico de
laboratorio.

Procedimientos de manipulacion y eliminacion de material y desechos
contaminados.

Identificacion y separacion de los diferentes materiales
de desechos obtenidos

1. Desechos no contaminados.

2. Objetos corto-punzantes.

3. Material para ser esterilizado en autoclave.

4. Material para ser eliminado por métodos distintos a la incinera-

cion.

5. Material para ser incinerado.

Materiales cortantes y punzantes

A las agujas no se vuelve a colocar su capuchon, se descartaran inme-
diatamente después de usarse en los guardianes corto punzante.

Material para ser eliminado o incinerado

Todo material contaminado debe ser introducido en envases herméti-
cos, llevado a la autoclave y posteriormente ser eliminado o incinerado.
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Deben seguirse las normas de codificacion por color de clasificacion
del material, segun rige la legislacion nacional o local. Después de
esterilizarse mediante la autoclave, el material puede ser transportado
hacia los espacios donde habran de incinerarse.

El material reusable que se emplea, debera ser lavado y secado luego
llevado al esterilizador para su descontaminacion y posterior uso.

Los materiales liquidos podran eliminarse por el drenaje siempre que
sean hidrosolubles, y se tenga la seguridad de que es un sistema de
drenaje propio que cumple con las normas para desechos de laborato-
rio. De lo contrario, deberan almacenarse en envases herméticos y ser
almacenados o descartados bajo las normas para el material peligroso
segun su ficha toxicolégica.

Riesgos quimicos, eléctricos y de incendios
Sea cual fuere el nivel del laboratorio, las medidas contra riesgos qui-
micos, eléctricos y de incendios deben ser las mismas.
1. Contar con sistemas automaticos o accesibles (si son manua-
les) de control de la electricidad.
2. Contar con los extintores contra incendios apropiados a las po-
sibles fuentes de incendio del laboratorio.
Salidas de emergencia sefializadas y de facil acceso.
4. Sistema de duchas de emergencia para diluir el contacto de
quimicos sobre el cuerpo.
5. Sistema eléctrico en buen estado.

w

En este libro se resume las directrices minimas que la OMS propone
para los laboratorios, pero es importante recordar que el Manual de
Bioseguridad en Laboratorio expone mas detallada y ampliamente es-
tas recomendaciones, por 0 que aqui se expone debe considerarse
una guia general que debe remitirse al manual de la OMS si se quiere
consolidar un sistema de seguridad efectivo.
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Recoleccion de Muestras

Fotografia 4. Muestras recolectadas para la realizacion de los exa-
menes. Tubo tapa morada: EDTA, tapa verde heparina, tapa gris fluoru-
ro. Reposan sobre el agitador automatico hasta terminar la recoleccion
y proceder a la realizacion del exame.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

En un laboratorio de bioquimica clinica, la muestra mas comunmente
utilizada es el suero, seguido del plasma, la sangre completa, el liquido
cefalorraquideo, la orina y las heces fecales.

Sangre completa

Es un fluido corporal que cumple funciones de transporte de diferentes
sustancias, nutrientes y células, en todos los tejidos del cuerpo. Esta
compuesta principalmente por agua, solutos (electrolitos, sales, etc.),
proteinas (albumina, inmunoglobulinas, etc.) y elementos formes como
los glébulos blancos, los glébulos rojos y plaguetas (2,3).
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Fotografia 5. Tubo tapa morada con aditivo EDTA (etilen diamino te-
traacético). Nos permite mantener la muestra sin que se cuagule para
poder realizar: el contaje de glébulos rojos, blancos, plaguetas, formu-
la leucocitaria; hemoglobina glicosilada, etc.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

En condiciones naturales la sangre tiene la propiedad de coagular una
vez que sale del cuerpo a través de heridas, con el fin de propiciar la
formacion de un coagulo formando un tapén que impida los derrames
o salidas excesivas de sangre. Este tapén, se forma aproximadamente
de 10-15 segundos del contacto entre la sangre y el aire y es formado
por un complejo sistema llamado cascada de coagulacion. En condi-
ciones de laboratorio, se consigue impedir el proceso de coagulacion
incorporando, en la sangre extraida mediante una venopuncion, una
sustancia liquida o liofilizada llamada anticoagulante (2,3).

Estos anticoagulantes se afaden a los tubos donde se recolecta la
sangre, y cada anticoagulante se reconoce por el color de los tapones
del tubo.

Algunas pruebas bioquimicas realizadas con anticoagulantes son: He-
moglobina, Hemoglobina Glicosilada, fibrindbgeno, entre otras. La san-
gre completa puede permanecer viable al menos 24 horas en refrige-
racion (2,3).
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Suero

Fotografia 6. £l tubo tapa amarilla al vacio con gel separador nos
permite separar el liquido sobrenadante de elementos figurados de la
sangre, a este liguido sobrenadante le llamamos suero, se usa en las
pruebas bioquimicas como glucosa,colesterol, triglicéridos, urea, crea-
tinina, bilirrubina, transaminasa, acido urico etc.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

El suero, es la muestra por excelencia para el laboratorio de Bioquimi-
ca Clinica, con ella se desarrollan casi el 80 % de las pruebas. Es un
componente liquido de la sangre al que se le ha separado de los ele-
mentos figurados quedando retenidos en el coagulo.

El proceso de coagulacion consiste en la produccion de un conglo-
merado de células, unidos por lo que se conoce como red de fibrina.
En condiciones naturales, la sangre carece de fibrina, ya que ésta se
encuentra en estado de fibrindgeno. El paso de fibrindbgeno a fibrina se
produce en el contacto de la sangre con el aire o cualquier superficie
distinta a las del organismo (Ej. vidrio o plastico de los tubos de en-
sayo), por procesos fisicoquimicos complejos. Dentro del organismo,
estos procesos se activan con la ruptura interna de vasos sanguineos,
produciendo pequenos coagulos para reparar la ruptura del vaso.
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Al producirse la coagulacion en un tubo de ensayo (in vitro), al cabo de
20-30 minutos de reposo a temperatura ambiente, pueden verse, ma-
croscopicamente, tres componentes: uno de color marrén rojizo, que
es el coagulo propiamente dicho (serie roja), también conocido como
taco, que se deposita al fondo del tubo. Encima del taco, se puede
apreciar un pequefno disco blanco (serie blanca), compuesto por glo-
bulos blancos, denominado “capa blanca”. Adyacente o encima de la
capa blanca se puede apreciar, una sustancia liquida, normalmente
cristalina, de color amarillo, que es el suero (2,3).

Para obtener un suero Optimo para el analisis bioguimico, es necesario
centrifugar la muestra de sangre al cabo de 30 minutos de reposo, de
manera vertical, a 25° C. Luego de la centrifugacion, se introduce el
tubo en el lector de bioguimica si se trabaja de manera automatizada,
O Se separa el suero si se trabaja de manera manual.

Para la mayoria de las pruebas, el suero separado puede permanecer
viable 24 horas entre 0y 8° C, y por semanas 0 meses en congelacion
a -20°C. No es recomendable congelaciones y descongelaciones con-
secutivas, ya que esto produce la degradacion de las proteinas.

Un suero de calidad analitica se obtiene cuando el paciente se en-
cuentra en estado de ayuno, pues se evita la turbidez producida por la
ingesta de lipidos que puede ser un importante interferente. La lipemia
se reconoce porgue el suero se muestra desde ligeramente turbio has-
ta un aspecto lechoso nada transparente (2,3).

Plasma

Es la porcion liquida de la sangre cuando se ha utilizado un aditivo lla-
mado anticoagulante razon por la cual no se coagula. Es decir, contie-
ne fibrindbgeno en lugar de fibrina. Se obtiene por centrifugacion de la
sangre completa, y es la parte liquida, amarilla y trasldcida que queda
por encima del paquete celular que la centrifugacion deposité al fondo
del tubo (2,3).
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En bioguimica el plasma puede ser un sustituto del suero, cuando éste
no se obtenga de buena calidad analitica. Sin embargo, existen mu-
chas pruebas que no pueden hacerse con plasma, por un alto conteni-
do proteico, que puede resultar interferente.

Liquido cefalorraquideo (LCR)

El liquido cefalorraquideo es un liquido incoloro y transparente que cu-
bre el encéfalo y circula por el sistema nervioso central que se produce
en los ventriculos cerebrales. Se obtiene por una puncion lumbar, que
suelen realizar médicos especializados. Su analisis en un laboratorio
de bioquimica es util para el estudio de las meningitis, marcadores
tumorales y ciertas intoxicaciones. Se recolecta en un tubo de plastico
o0 vidrio especifico para esta muestra. En biogquimica clinica es muy fre-
cuente evaluar los niveles de glucosa y proteinas en LCR (3).

Orina

Fotografia 7. Muestra de orina para las pruebas fisicas, quimicas y
sedimento recolectadas en la mafana.
Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

Es un liquido ligeramente amarillo que se produce por un ultrafiltrado
de la sangre al pasar por los rinones. En condiciones normales se ob-
tiene mediante la miccion. En condiciones patologicas se obtiene me-
diante una sonda uretral (3).
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Las pruebas fisicas y quimicas que se realizan en la orina sin centrifu-
gar son: aspecto, color, densidad, pH, y con tiras reactivas: proteinas,
glucosa, cetonas, sangre, pigmentos biliares, urobilinbgeno vy nitritos,
este examen es un procedimiento simple y rapido.

Para las mediciones bioquimicas, se recomienda que la orina se cen-
trifugue y sea desprovista de la porciéon celular separando el sobrena-
dante con el que se trabajara.

Las pruebas bioguimicas mas comunes, realizadas con la orina, en un
laboratorio clinico son: proteinas, electrolitos, calcio, fésforo, y acido
urico. En orina también se puede determinar la presencia de drogas
ilegales como cocaina, marihuana, opiaceos, anfetaminas, y asi como
medicamentos, entre otros.

Las pruebas en orina pueden realizarse con orinas parciales en ayu-
nas, con orinas parciales postprandiales, o con orinas de 24 horas de

recoleccion.

Heces fecales

Fotografia 8. Muestra de heces para realizar el examen parasitologi-
co, citologia fecal, Helicobacter pylori, etc.
Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”
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Las heces fecales son productos de degradacion de los alimentos,
pero contienen también sustancias de desecho del metabolismo como
la bilirrubina, entre otros. Son pocas las pruebas realizadas desde la
bioquimica en las heces, algunas se relacionan con el pH, azucares
reductoras y con su contenido de grasa. Otra prueba bioguimica fre-
cuente es la prueba rapida de sangre oculta en heces y si hay o no la
presencia de parasitos.

El meédico explicara al paciente como realizar la recoleccion de las
heces, esta dependera del examen a realizar que debe ser en un em-
vace estéril y tomar de diferentes partes del total expulsado y llevarla al
laboratorio con pocas horas de haber sido deyectadas.

Puncion venosa

Fotografia 9. Puncion Venosa para obtener el plasma o suero usa-
das en pruebas de Bioguimica.
Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio “Dayana”

LLa recoleccion de la muestra es el punto de partida del trabajo del bio-
qguimico clinico. Esta se realiza mediante la puncién venosa (venopun-
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cion) y debe intentar hacerse de manera rapida, eficaz, y con el menor
trauma posible, no solo para evitar el dolor excesivo al paciente, sino
también para evitar la hemolisis (ruptura masiva de glébulos rojos),
considerado el principal y mas comun factor de interferencia para las
pruebas bioguimicas.

Equipos basicos para realizar una puncion venosa

1. Algodon estéril, en forma de motas para su facil manipulacion.

2. Alcohol isopropilico, para humedecer las motas de algodén con
el fin de limpiar la zona de la puncion.

3. Torniquete es una cinta elastica que se coloca entre 5y 10 cen-
timetros en direccion proximal, respecto al sitio donde se pre-
vé hacer la puncion. Tiene la funcion de obliterar la vena que
habra de pincharse para que esta se hinche haciéndose mas
accesible a la vista y a la palpacion, adicionalmente produce
un aumento de la presion de ese vaso, facilitando la salida de la
sangre hacia la aguja. Una vez hecha la puncion, el torniquete
debe retirarse.

4. Gradilla para el reposo de los tubos de ensayo. La gradilla es
un dispositivo de plastico, metal o alambre hecha para deposi-
tar tubos de ensayo. Las hay de diferentes calibres, por lo que
es importante tener una donde los tubos quepan exactamente,
para que se mantengan verticalmente y no se salgan de la gra-
dilla al hacer cualquier movimiento.

5. Tubos de ensayo especificos para el tipo de muestra. Los tubos
de ensayo vienen de diferentes didametros y longitudes. Los hay
de vidrio y de plastico. La mayoria de los tubos con anticoagu-
lante, poseen un bano de silicon en las paredes interiores para
evitar la coagulacion antes de tener contacto con el aditivo.

A continuacion, algunos tubos empleados de manera frecuente en los

laboratorios de bioguimica clinica:
e Tubos con tapodn color violeta: Contienen el anticoagulante lla-
mado acido etilendiaminotetraacético (E.D.T.A.) por sus siglas
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en inglés. ldeales para realizar Hemogramas y obtener plasma.

e Tubos con tapon verde: contienen el anticoagulante llamado He-
parina. Ideales para realizar hemogramas, pruebas de metales
pesados en sangre, entre otras. También se obtiene un buen
plasma.

e Tubos con tapa gris: contiene floruro de sodio, un compuesto
anticoagulante que permite tomar muestras para las pruebas
relacionadas con la glucosa sin que esta se consuma por la
glicdlisis llevada a cabo por los eritrocitos ya que inhibe las re-
acciones enzimaticas.

e Tubos con tapon azul: contienen el anticoagulante citrato de so-
dio, ideal para pruebas de coagulacion.

e Tubos con tapdn rojo no contienen aditivo por lo que se deben
manipular con mucho cuidado.

e Tubos con tapdn negro: contiene un agente que promueve la
coagulacion y, ademas, un gel para la separacion del suero.

e Tubo con tapdn amarillo que no contiene anticoagulante, pero si
un gel que separa los elementos figurados del liquido sobrena-
dante para su facil manipulacion.

6. Jeringas o Sistema de extraccion por tubos al vacio. Las jerin-
gas deben ser estériles y desechables. El sistema de extraccion
de sangre por tubos al vacio, es una técnica que ha ido despla-
zando a las jeringas, ya que minimiza el riesgo de pinchazo, y
reduce la cantidad de desechos, pues en este sistema solo se
descarta la aguja.

Este sistema consiste en una camisa donde se enrosca una aguja de
doble punta (una para el tubo y otra para la venopuncion) y una vez
que se ha hecho la puncion venosa, el otro lado de aguja se inserta en
la tapa de goma del tubo al vacio, provocando que la sangre salga,
rapidamente, por gradiente de presion. Al llenarse el tubo, éste se saca
de la camisa, y la aguja se descarta directamente en un envase ade-
cuado, que viene provisto de una ranura para desenroscar las agujas
de la camisa.
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7. Guardian corto punzante. Son recolectores de plastico fuerte,
especialmente disefiados para descartar objetos corto punzan-
te, especialmente agujas hipodérmicas lancetas, bisturis y otras
herramientas que cortan o penetran en la piel. Tienen una eti-
queta que sefiala el riesgo bioldgico y una vez que se llenan y
se cierran, guedan herméticamente cerrados y no se pueden
volver a abrir.

Venda adhesiva, para colocarla en el punto de la puncion.

9. Marcadores para rotulacion de tubos. Los tubos suelen tener
una doble etiqueta, una grande fuertemente pegada al tubo,
con las indicaciones del tipo de tubo, y un espacio en blanco
para escribir el coédigo del paciente.

@

Condiciones de la toma de muestra de sangre venosa (2)

1. Ayuno. Para la mayoria de los examenes de bioquimica clini-
ca de tipo preventivos, se exige que el paciente se encuentre
en condicion de ayuno de entre 8 a 12 horas. Los examenes
de emergencia, no requieren ayuno, pero esto debe sefialarse
al médico para que considere los interferentes que produce el
consumo de alimentos.

2. Comodidad. Tanto el paciente como el operador deben estar
situados en un lugar comodo, con buena iluminacion y todos los
implementos a la mano.

3. Puesto de extraccion de muestra. El paciente debe estar sentado
en una silla o mesa donde este comodo para la toma de mues-
tra, generalmente son muebles que cuentan con un posa-bra-
z0s para la extraccion. Si se trata de un bebé, es preferible que
esté en posicion decubito supino. Los puestos de extraccion de
muestra suelen tener, a la mano, todos los implementos y acce-
SOrios necesarios para una venopuncion segura y efectiva.

4. El operador debe usar guantes. Si bien es cierto que los guantes
elasticos no necesariamente son una garantia contra los pincha-
z0s, constituyen una primera barrera de proteccion que puede
reducir la carga de microorganismos potencialmente daninos.
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Procedimiento para la puncion venosa

1.

10.
11.

Verificar la orden de examenes, los datos del paciente, nombres
completos, fecha de nacimiento, cédula de identidad, teléfono,
edad, y el Dr. Tratante.

Las pruebas solicitadas para prever qué tipo de tubos habran
de usarse y la cantidad de sangre por extraer.

ldentificar el o los tubos adecuadamente, verificando que la co-
dificacion corresponda correctamente a cada paciente, esta se
realiza por orden de llegada.

Informar al paciente de los procedimientos que se van a realizar
y verificar su consentimiento.

Seleccionar el brazo con venas visibles y accesibles. Se puede
extraer sangre de cualquier vena superficial, no obstante, las
venas de preferencia son la basal, media o cefalica del area
antecubital.

Verificar que la jeringa y el sistema de tubos al vacio estén en
Optimas condiciones de uso (esterilidad y buen estado). Cuan-
do se use jeringa es importante mover el émbolo adelante y
atras, para facilitar su movimiento cuando reciba la sangre.
Seleccionar la vena a canalizar mediante palpacion. Normal-
mente las punciones se hacen con agujas calibre 21, pero si se
trata de venas de dificil puncion, se recomienda una aguja de
un calibre 23. No debe extraerse sangre de una vena por don-
de se esté suministrando un medicamento o haya sido utilizada
con ese fin en las 24 horas anteriores a la venopuncion.
Limpiar la zona de la piel donde se encuentre la vena seleccio-
nada para la puncién con una mota de algodoén previamente
humedecida con alcohol etilico o un agente bacteriostatico.
Colocar el torniquete.

Pedir al paciente que cierre el pufio con una fuerza leve.

Se pincha al paciente cuidando que el bisel de la aguja se dirija
hacia arriba. La aguja debe tener un angulo aproximado de 15°
respecto de la piel. Para extraer la sangre, solo es necesario
que se introduzca 1 cm de la aguja.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Se inicia la extraccion de sangre, de manera pasiva, si se trata
del sistema de tubos al vacio o de manera activa, si se trata de
una jeringa. En el caso de la jeringa, debe cuidarse de soste-
nerla firmemente para que no se salga la aguja cuando se tire
del émbolo.

A los pocos segundos de ver salir la sangre, debe retirarse el
torniquete, y pedir al paciente que abra la mano.

Si se esta empleando tubos al vacio, debe cuidarse que la agu-
ja no se salga al cambiar de un tubo a otro si fuera el caso.

Se retira la aguja de la puncion, no sin antes haber colocado
suavemente una mota de algodén o gasa, estériles, en el punto
de insercion de la aguja. Una vez retirada la aguja, se le pide al
paciente doblar el brazo por unos segundos.

Se transfiere la sangre de la jeringa a los tubos apropiados.
Recordando hacer girar levemente, dos o tres veces, la sangre
vertida en los tubos con anticoagulantes. Por el contrario, los
tubos sin anticoagulantes deben permanecer en la gradilla.
Retirar la mota de algodon o gasa del brazo del paciente, y co-
locar la banda plegable sobre el punto del pinchazo para evitar
la salida definitiva de sangre hasta su coagulacion.

Criterios para rechazo de muestras (2)

1.

|dentificacion inadecuada. Debe haber una concordancia abso-
luta entre los datos de la orden de examenes, la identificacion
del paciente y los datos que se cologuen en los tubos de mues-
tras, cualquier disparidad puede causar errores fatales.
Coagulacion de muestras que no deberian estar coaguladas.
Esto suele suceder cuando los tubos de ensayo alcanzaron su
fecha de caducidad y aun asi fueron usados, cuando no se agi-
t6 a tiempo la muestra al ser vertida en el tubo.

Empleo de los Tubos inadecuados. El suero es el tipo de mues-
tra mas recomendada para los analisis de biogquimica sangui-
nea. Los tubos con EDTA, fluoruro de sodio, citrato de sodio, no
son apropiados para los otros procedimientos. Quelantes, como
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el EDTA pueden afectar algunas pruebas enzimaticas.

4. Hemolisis. La hemdlisis es el proceso de ruptura masiva de los
globulos rojos, lo cual trae como consecuencia que el suero o
plasma pierdan su limpidez y se tornen turbios y oscuros. Esto
deviene en interferencias en la mayoria de las pruebas de ca-
racter colorimétrico.

5. Tiempo preanalitico permitido. La mayoria de los analitos exhibe
un tiempo maximo de viabilidad, donde realizar una prueba para
determinarlo, es permisible considerarse valida. No se pueden
aceptar muestras que excedan ese tiempo.

Sustancias interferentes

Las sustancias interferentes para las diferentes pruebas de quimica
sanguinea, pueden ser muy diversas. Es necesario que el operador co-
nozca los interferentes especificos para cada prueba, lo cual se puede
hallar facilmente en los insertos que ofrecen las casas comerciales jun-
to con los reactivos.

Sin embargo, hay sustancias que cuando se presentan en altas con-
centraciones en suero, pueden ser interferentes en la mayoria de las
pruebas biogquimicas. Tal es el caso de la Hemoglobina, la Bilirrubina 'y
las grasas. En los tres casos, cuando se encuentran en altas concen-
traciones (por hemoalisis en el caso de la hemoglobina, o por falta de
ayuno, en el caso de las grasas), se afecta a las lecturas colorimétricas
de las pruebas. Sin embargo, existen métodos (como el de la dilucion
de la muestra o el uso de blanco muestra) para corregir las interferen-
cias de estos compuestos cuando su concentracion es de normal a
moderadamente elevada.

Estabilidad y almacenamiento de muestras bioldgicas

La estabilidad de las muestras biologicas es un factor importante para
poder obtener resultados de alta calidad. Y ésta dependera de la ma-
nera y el lugar donde las muestras se almacenen después de haber
sido tomadas.
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Temperaturas para almacenar muestras biolégicas
Almacenamiento a temperatura ambiente (15°C/25°C). Se considera
temperatura ambiente aquella provista por los acondicionadores de
aire de los laboratorios en condiciones normales, las cueles suelen es-
tar entre 15y 25 grados centigrados. Hay que recordar que estas tem-
peraturas son una medida de contencion bacteriostatica, ademas de
reducir la evaporacion de sustancias quimicas volatiles; por lo que no
se recomienda que un laboratorio de bioguimica trabaje a temperatu-
ras mayores a 25°C.

Por lo general las muestras que se almacenan a temperatura ambiente
son aquellas que seran procesadas, el mismo dia. De no ser asi, las
muestras deberan tener ciertas condiciones técnicas por Ej. Guardar
en congelacion a -20°C para su posterior analisis.
e Muestras liofilizadas.
e Muestras con preservantes que permitan su estabilidad a tem-
peratura ambiente.
e Fluidos biologicos durante cortos periodos de tiempo desde su
obtencion (2-4h).

Refrigeracion (4°C - 8°C). La temperatura de refrigeracion es la forma
mas comun para almacenar las muestras biolégicas, ofreciendo, para
el sueroy el plasma, una viabilidad de hasta una semana para muchas
pruebas bioguimicas.

Congelacion (-20°C). La congelacion resulta el almacenamiento ideal
para las muestras de suero y plasma si se desea procesarlas en un
tiempo prolongado. Es importante recordar que la viabilidad de la
muestra se pierde con proceso de congelamiento y descongelamiento
repetidos.

En un laboratorio de bioguimica se pueden congelar:
e Sueroy plasma hasta por 4 semanas continuas.
e Reactivos biolégicos en alicuotas para utilizar en periodos cor-
tos.
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Ultracongelacion (-80°C). En un laboratorio de bioguimica, la ultra con-
gelacion es un método recomendado para almacenar muestras de
plasma o suero por un largo periodo, ya que a diferencia de la conge-
lacion, este metodo evita la desnaturalizacion de las proteinas y gran
parte de las moléculas bioldgicas, incluyendo el ADN (4).

Contenedores de muestras bioldgicas

1. Tubos de vidrio. Pueden usarse gradillas preferiblemente cuan-
do se almacenan liquidos a temperatura ambiente o bajo refri-
geracion para que estos permanezcan vertical y sean maneja-
bles sin peligro.

2. Tubos de pléastico. Se pueden usar bajo cualquier temperatura,
pero son especialmente recomendados para el congelamiento
y la ultracongelacion.

3. Viales de transporte. Los viales de plastico con tapa rosca o
adherida son recomendables para el almacenamiento de las
muestras liquidas, ya que abarcan poco espacio y son de facil
manipulacion.

Almacenamiento de la orina

Para efectos de los examenes biogquimicos, la muestra de orina debe
centrifugarse y se emplea el sobrenadante. Este puede almacenarse
en tubos o viales, bajo refrigeracion o congelamiento. En condiciones
de refrigeracion, puede producirse una condensacion de cristales di-
sueltos en la orina, lo cual se reconoce facilmente porque el sobrena-
dante, antes cristalino, se torna traslucido. Para corregir esto, antes de
realizar las pruebas bioguimicas, es necesario que la muestra reciba
una incubacion a 37°C hasta la desaparicion de la turbidez.

Almacenamiento de las heces

Para efectos de las pruebas bioguimicas, las heces pueden también
almacenarse en pequenos viales, ya que de ella solo se requieren muy
pequefas porciones. Sin embargo, lo ideal es procesarla en el menor
plazo posible.
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Las pruebas mas importantes para el monitoreo de glucosa en san-
gre con fines diagnoéstico son: pruebas de glucosa basal, glucosa
post-prandial, curva de tolerancia oral a la glucosa y hemoglobina gli-
cosilada.

Significacion clinica

La glucosa es la fuente de energia mas importante en el cuerpo. La in-
sulina, producida por los Islotes de Langerhans que se encuentran en
el pancreas, facilita la entrada de la glucosa al interior de las células.
Esta glucosa sera metabolizada aerdbicamente para, finalmente pro-
ducir 32 moléculas de Adenosina Trifosfato (ATP). Una deficiencia en la
produccion de insulina, o una disminucion de su efectividad producto
del mal funcionamiento de sus receptores en las células de los tejidos,
incrementa los niveles de glucosa en sangre (glicemia).

Concentraciones elevadas de glucosa en sangre o plasma (hipergli-
cemia), se encuentran en la diabetes mellitus (Insulino dependiente o
tipo I; y en la no insulino dependiente o tipo Il); y en otras condiciones
y sindromes.

La hipoglicemia puede presentarse en respuesta a un ayuno prolon-
gado, u ocasionada por medicamentos, sustancias toxicas, trastornos
metabdlicos o en sujetos con gastrectomia.

El diagndstico clinico de la diabetes mellitus no puede hacerse con una
prueba simple de glucosa en sangre, para hacerlo, deben integrarse
los resultados de laboratorio con los datos clinicos.

Determinacion de niveles de glicemia
Objetivos
1. Propdsito preventivo: A todo individuo con factores de riesgo
para la diabetes mellitus, como sobrepeso (IMC > 25), sindrome
metabdlico y antecedentes familiares.
2. Proposito reactivo: Despistaje de hipoglicemia o hiperglicemia,
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pacientes con cefalea aguda, hipertension arterial, desvaneci-
miento, etc.
3. Propdsito de control: Pacientes diabéticos bajo tratamiento.

Nombre del Método: Glucosa Oxidasa/Peroxidasa, o méto-
do de Tinder

Principio del Método

En un primer paso la glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de la D-glu-
cosa a acido D-glucoénico con formacion de perdxido de hidrégeno.
Este es utilizado por la peroxidasa para oxidar a la 4-amino-fenazona
y al fenol, dando lugar a una quinonimina coloreada. Que es directa-
mente proporcional a su concentracion y que se mide por espectrofo-
tometria. (5)

Fotografia 10. Promocion: afio 2017. Tercer Semestre 2018 Ordina-
rio I. Docente Nancy Cajas Flores explicando la lectura de los resulta-
dos de la aspiracion de la Muestra, de derecha a izquierda. Giorgio
Sanchez Figueroa, Linda Espinoza Cabezas, Paola Herrera Cardenas,
Sonia Melo Mendoza y Nancy Cajas Flores (Docente)

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Médicas UEES
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ESQUEMA DE LA REACCION ABREVIADO

GLUCOSA + O, + H,0_GOD , ACIDO D-glucénico + H202

—
2H202 + 4-AF + Fenol POD QUINONIMINA COLOREADA + 4H,0O
Donde

GOD = Glucosa oxidasa
POD = Peroxidasa
4-AF = 4-aminofenazona.

Valores de referencia
e [En suero o plasma:
e Recién nacidos prematuros: 25-80 mg/dL
e Recién nacidos a téermino: 30-90 mg/dL
Niflos y adultos: 70 -110 mg/dL

Glucosa postprandial

Significacion clinica

En condiciones fisiolégicas normales, el organismo es capaz de tolerar
las cargas de azucar que contienen los alimentos, independientemen-
te de su cantidad. De este modo, gracias a la actividad pancreatica
con sus hormonas, insulina y glucagon; a los 120 minutos después de
la ingesta de alimentos, deberian estar restituidos los valores normales
de la glucosa en sangre, que se elevan justo después de comer.

La glicemia postprandial (GP) es una prueba de glucosa en sangre
que realiza a los 120 minutos después de comer. La glicemia postpran-
dial no deberfa exceder los 160 mg/dl. Por lo general esta prueba tiene
valor diagnoéstico cuando se realiza posterior a una prueba de glucosa
basal en ayunas, y se comparan ambos valores.
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Asi, una glicemia basal igual o superior a 126 mg/dl junto con una glu-
cemia postprandial > 200 mg/dl transcurridas dos horas de una carga
de 75 g. de glucosa anhidra disuelta en agua o equivalente, o después
de un desayuno promedio. Si estos valores se presentan con una clini-
ca de poliuria, polidipsia, hambre excesiva y pérdida de peso inexpli-
cable, constituyen una base para diagnosticar una diabetes mellitus.

Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa

Esta es una prueba que se realiza con tres determinaciones de glucosa
en sangre, una basal y dos postprandiales, con el fin de evaluar la ciné-
tica de la glicemia. En la primera determinacion el paciente debe estar
en ayunas de al menos 8 horas. Se espera que los valores obtenidos
no excedan de 126 mg/dL. En seguida, se le ofrece al paciente una
solucion liquida de glucosa (25g, 50g, o 75g). Al cabo de 60 min se
hace una segunda determinacion. Se esperan valores por encima de
126 mg/dL y menores a 200 mg/dL. Luego de 120 min se realiza otra
determinacion de glicemia y se espera que los valores no sobrepasen
los 126 mg/dL. (6)

Algunos laboratorios realizan esta curva a los 30, 60 y 90 minutos, ade-
mas de la prueba en ayunas. Es muy frecuente que esta curva se rea-
lice con dos puntos, la glicemia basal y la glicemia a los 120 min. Los
resultados de la glicemia luego de 120 min, determina el diagndéstico
de diabetes, ya que los valores normales del paciente, al cabo de ese
tiempo, deberian estar restituidos. Es importante comparar los resulta-
dos de laboratorio con la clinica del paciente.

Diagnostico

Glicemia en ayunas: glucosa en ayunas mayor a 120 mg/dL en tres
examenes en dias consecutivos. Los niveles entre 100 y 120 mg/dL en
ayunas, son indicadores precoces de diabetes, principalmente para la
diabetes tipo 2.
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Prueba de tolerancia a la glucosa: se diagnostica diabetes si el nivel
de glucosa es superior a 200 mg/dL luego de 2 horas de tomar una
bebida azucarada (esta prueba se usa con mayor frecuencia para la
diabetes tipo 2) (7).

Hemoglobina Glicosilada y su fraccion A1c (HbA1c)

Esta prueba es un test que a diferencia de la glucosa, se realiza con
sangre completa. Es una prueba disefiada especialmente para los pa-
cientes con diabetes tipo 2 y con sindrome metabdlico. Evaltda los ni-
veles promedio de glicemia durante los ultimos tres meses, debido a
que hay una porcion de la glucosa que se une a la hemoglobina de los
eritrocitos, cuya vida media es de ciento veinte dias.

El control constante y sistematico puede prevenir el riesgo de las com-
plicaciones tardias que suelen acompafar a la diabetes como: nefro-
patia, retinopatia, neuropatia, entre otras. Desde hace tiempo ha sido
controversial la discusion sobre la asociacion entre el desarrollo de las
complicaciones microvasculares y el control de la glucosa en sangre,
debido a que los métodos de medicion de glucosa, antes menciona-
dos, no tienen un caracter retrospectivo. Con la mediciéon de la Hemog-
lobina Glicosilada se ha alcanzado un conocimiento exacto y objetivo
del estatus de la ingesta de azucar a plazo largo y de manera retros-
pectiva.

La produccion de Hemoglobina Glicosilada depende de las concentra-
ciones de glicemia. Se lleva a cabo mediante un proceso llamado gli-
cacion, donde la glucosa se liga a los grupos amino de las moléculas
de hemoglobina (Hb). Segun los grupos a los que se una la glucosa a
los grupos terminales de la Hb, se produce una variedad de hemoglo-
binas glicadas, incluyendo la HbA1c, que es la especie glicosilada en
el aminoacido valina N-terminal de la cadena B de la Hemoglobina.

Los niveles de HbA1c son proporcionales a la concentracion de glu-
cosa en sangre durante las Ultimas 6-8 semanas. De este modo, la
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medicion de la HbA1c ofrece una cuantificacion para el control de la
glicemia a largo plazo en pacientes diabéticos.

Objetivos

1. Propdsito preventivo: A todo individuo con factores de riesgo
para la diabetes mellitus, como sobrepeso (IMC > 25), sindrome
metabdlico y antecedentes familiares.

2. Proposito reactivo: Despistaje de hipoglicemia o hiperglicemia,
pacientes con cefalea aguda, hipertension arterial, desvaneci-
miento, etc.

3. Propdsito de control: Pacientes diabéticos bajo tratamiento.

Nombre del Método: Método de inhibicion inmunoturbidi-
métrica para la determinacion cuantitativa de HbA1c

Principio del Método

Se trata de un método de inhibicion inmunoturbidimétrica para la cuan-
tificacion de la Hemoglobina glicosilada A1c, como una proporcion de
la hemoglobina total en sangre completa. Mediante una hemalisis in-
ducida por un detergente, se produce la liberacion de la hemoglobina
presente en los glébulos rojos de la muestra. Posteriormente se desa-
rrollan dos reacciones separadas, para medir Hb, por un lado y HbA1c,
por el otro.

En una primera fase, la HbA1c reacciona con un anticuerpo especifico
contra ella, formando complejos antigeno/anticuerpo solubles. Como
la HbA1c posee un solo epitope por B-globina para la fijacion del anti-
cuerpo especifico, no pueden formarse redes de inmunocomplejos. La
adicion de un polihapteno, que ofrece multiples epitopes, se produce
una reaccion con el exceso de anticuerpos especificos de la prime-
ra reaccion, produciendo complejos inmunes insolubles que se miden
por turbidimetria. La concentracion de HbA1c es inversamente propor-
cional a la formacion de inmunocomplejos insolubles y por lo tanto, a la
turbidez medible.
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Por otra parte, la hemoglobina total liberada al hemolizar con la mues-
tra, se mide espectrofotométricamente. Con un método que es capaz
de detectar todas las variantes de hemoglobina glicadas en la porcion
N-terminal de la cadena B, cuya region reconocida por el anticuerpo es
idéntica a la HbA1c (8).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
Anticuerpos anti-HbA1c + HbA1c =—* Complejo antigeno-anticuerpo
soluble
Anticuerpos anti-HbA1c + Polihaptenos = C. anticuerpo-polihapte-
nos aglutinado

Condiciones de la muestra

e Sangre completa con anticoagulantes obtenida con métodos
estandares.

e Se recomienda el uso de heparina o EDTA.

e Deberan interpretarse con cuidado los valores de HbA1c obte-
nidos en aquellas patologias o situaciones que alteran la vida
media de los eritrocitos, como anemias hemoliticas, anemias fe-
rropénicas, transfusiones, pérdidas de sangre, etc.

e [ amuestra es estable 3 dias a temperatura ambiente (15-25°C),
7 dias refrigerada (2-10°C) o 6 meses congelada (-20°C). Sdlo
puede ser descongelada una vez.

Valores de referencia
e Personas sanas: HbA1c: 26 — 48 mmol/mol o 4,5-6,5 %.
e Diabéticos No controlados: > 53 mmol/mol o 7%.

Diagnéstico

Niveles prolongados por encima de 6,5 % de HbA1c, en pacientes
diabéticos, se asocian con el riesgo de desarrollar glaucomas, insu-
ficiencia renal, neuropatias, entre otros. Disminuciones francas de los
valores de HbA1c, indican que el paciente esta llevando bien su trata-
miento y control (9).
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Los lipidos son ésteres o amidas de acidos grasos, insolubles o poco
solubles en agua, pero si en solventes organicos (éter, cetonas, ben-
ceno, etc.).

Clasificacion de los lipidos

Lipidos simples, constituidos por carbono, hidrégeno y oxigeno for-
mando ésteres de acidos grasos con alcoholes de diversas estructu-
ras, se oxidan facilmente y constituyen una inmensa fuente de energia
para el organismo. En este grupo se encuentran los triglicéridos.

Los lipidos complejos, constituidos por carbono, hidrégeno, y oxige-
no, con moléculas de nitrégeno, fésforo, 0 ambos; que forman ésteres
0 amidas complejas, estructuradas a su vez por acidos, alcoholes y
diferentes tipos de bases. En el organismo, ofrecen una funcion estruc-
tural, formando parte del citosol y de membranas celulares y tambié
como moléculas precursoras de hormonas y vitaminas. En este grupo
se incluye el colesterol.

Los lipidos tienen dos origenes. Un origen exdgeno, que es el provis-
to por los alimentos, y un origen enddégeno en un proceso de sintesis
denominado lipogénesis, a partir de moléculas de carbohidratos y pro-
teinas. Varios mecanismos participan en la produccion endégena de
lipidos, y uno de ellos se halla regulado por la insulina, es por eso que
existe una relacion estrecha entre el sobrepeso generado por la acu-
mulacion de grasas, ocasionada por una dieta rica en carbohidratos y
el riesgo de padecer diabetes mellitus (10).

Importancia clinica de los lipidos sanguineos

Los lipidos mas comunmente analizados en un laboratorio de bioqui-
mica clinica son los triglicéridos, el colesterol total y sus fracciones, las
lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol) y las lipoproteinas de
baja densidad (LDL-colesterol).
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Los lipidos totales elevados en sangre, se consideran predisponentes
para trastornos cardiovasculares (hipertension arterial, ateroesclerosis,
embolismo, infartos, entre otros) asi como cerebrovasculares (isque-
mia, episodios cerebrovasculares, entre otros). Excepcionalmente, la
elevacion del HDL-colesterol, es considerada como un factor protector
contra los trastornos vasculares, siempre gque esté acompanado de un
régimen alimenticio sano y de ejercicios periddicos, ya que esta frac-
cion contribuye con el transporte eficiente del colesterol en exceso (cir-
culante en las LDL) hacia el higado para su metabolismo (11).

Colesterol total

El colesterol es un compuesto hidréfobo, insoluble en agua y, en con-
secuencia, insoluble en plasma sanguineo. Se sintetiza principalmente
en el higado y, en menor cantidad, en la piel, el intestino, las glandulas
suprarrenales, las gbnadas, y otros 6rganos.

El colesterol cumple un importante papel en el funcionamiento del or-
ganismo:
e [orma parte estructural de la membrana celular y organelos.
e [Es precursor de las sales biliares, las hormonas esteroides, y la
vitamina D, entre otros componentes importantes del organismo.

Gran parte del colesterol se produce de forma enddgena. Los carbo-
hidratos y proteinas que se ingieren con la dieta se emplean para pro-
ducir acetato, que ulteriormente lo emplea el organismo para sintetizar
tanto colesterol como acidos grasos. En ciertos casos la dieta aporta
de 150 a 300 mg de colesterol total, diarios; mientras que solo el higa-
do produce 1,5 g por dia.

Los niveles de colesterol disminuyen con la desnutricion, la esteatorrea,
el hipertiroidismo, personas con infeccion aguda y anemia, cancer; y
aumentan con la elevacion de las lipoproteinas en sangre, la presen-
cia de un carcinoma pancreatico, el hipotiroidismo, sindrome nefrético,
embarazo, y predisposiciones genéticas (11).
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Determinacion de Colesterol en sangre
Objetivos

1. Propésito preventivo: A todo individuo con factores de riesgo
para problemas cardio y cerebrovasculares, como sobrepeso
(IMC > 25), sindrome metabdlico, sedentarismo, antecedentes
familiares de hipertension arterial (HTA), hombres mayores de
45 anos, y mujeres menopadusicas.

2. Propdésito reactivo: Despistaje de hipercolesterolemia, pacien-
tes con cefalea aguda, hipertension arterial, desvanecimiento,
problemas circulatorios, crisis hipertensivas, etc.

3. Propdsito de control: Pacientes bajo tratamiento atilipemiante,
mujeres menopausicas con tratamiento hormonal y colecistec-
tomia.

Método: Colesterol Oxidasa/Peroxidasa

Fundamentos

El colesterol es oxidado enzimaticamente por la accion de la enzima
colesterol esterasa (CHE) y el colesterol Oxidasa (CHOD) actua con el
colesterol en presencia de oxigeno para dar colesten-3-ona y peroxido
de hidrogeno.

El H,0, en presencia de la 4-aminofenona y fenol por la accion de
enzima peroxidasa (POD). Una quinonimina coloreada que esta aso-
ciada a la cantidad de colesterol presente en la muestra y que puede
ser medido por espectrofotometria a una longitud de onda de 505 nm.
Cuyo valor es directamente proporcional a la concentracion de coles-
terol total en sangre (12).
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Fotografia 11. Promocion: afio 2017. Tercer Semestre 2018. Estu-
diante Diana Orellana.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Médicas UEES

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Esteres de Colesterol CHE Colesterol + acidos grasos
_CHE | 9

Colesterol + O, CHOD , Colesten-3-ona +H,0O,

H,0,+ 4-AF + FENOL POD. QUINONIMINA ROJA + 4 H,0

Condiciones
e Suero o plasma recolectado por procedimientos estandares.
e El colesterol es estable por 7 dias a 2-8 °C.
e Pueden usarse los anticoagulantes heparina, EDTA, oxalato vy
fluoruro.

Valores de referencia
e Deseables: hasta 200 mg/dL
e Moderadamente alto: 200-239 mg/dL
e Alto: >240 mg/dL

Diagnéstico
Para establecer un alto riesgo de enfermedades vasculares y corona-
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rias, no basta con un simple examen, es necesario cotejar con la clini-
cay la epidemiologia.

Fracciones de Colesterol (HDL, LDL y VLDL)

Los lipidos sintetizados en el higado son transportados como lipopro-
teinas para ser empleados por las celulas del organismo. La circulacion
sistémica de colesterol es posible gracias a la formacion de complejos
solubles del colesterol con proteinas formando asi las lipoproteinas:
Lipoproteinas de baja densidad o LDL, las lipoproteinas de alta densi-
dad o HDL, y las lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL.

En condiciones fisiologicas normales, las LDL se encuentran en mayor
proporcion (60-70%). Las HDL corresponden a un 25% v el resto, los
constituyen las VLDL(13).

Determinacion Bioquimica de las HDL

Fotografia 12. Promocioén: ano 2017. Tercer semestre 2018 Ordinario
|. La aspiracion de la Muestra para su lectura, de derecha a izquierda.
Giorgio Sanchez Figueroa, Paola Herrera Cardenas.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Médicas UEES
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Objetivos

1. Preventivo: Vigilar los niveles de las fracciones de colesterol
riesgosas (LDL y VLDL) y protectoras (HDL) en personas con
sobrepeso, y personas sedentarias, mayores de 45 anos.

2. Reactivo: Conocer el riesgo de enfermedades cardiovascular,
cerebrovascular en pacientes con niveles de colesterol total ele-
vado.

3. Control: Conocer los niveles del colesterol total y fraccionado
para conocer la efectividad del tratamiento a personas obesas,
o posterior a infarto al miocardio o0 eventos cerebrovasculares.

Método: Precipitacion de las LDL/VLDL y Oxidasa/Peroxi-
dasa
Fundamentos

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad
(LDL) presentes en la muestra, precipitan en presencia de fosfotungs-
tato e iones magnesio.

El sobrenadante contiene las lipoproteinas de elevada densidad (HDL),
cuyo colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las
reacciones acopladas descritas a continuacion (14).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Colesterol esterificado + H,O CHE | Colesterol + Acido Graso

—

Colesterol + 2 O, + H,0 CHOD > Colestenona +H,0,

2H,0, + 4-Aminoantipirina + FENOL POD QUINONIMINA roja + 4 H,0

Valores de Referencia de HDL-colesterol (*)
Deseable: mayor a 40 mg/dL
Protector: mayor a 60 mg/dL
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Riesgo de enfermedad cardiaca coronaria: menor a 40 mg/dL
(*) Valores establecidos por el panel de expertos del National Choles-
terol Education Program (NCEP)

Determinacion de las LDL y las VLDL
Fundamentos

Método:

1. El colesterol de las lipoproteinas distintas a las LDL presentes
en la muestra se descomponen por la accion simultanea del co-
lesterol esterasa (CHE) dando colesterol + acidos grasos y el
colesterol oxidasa (CHOD) a pH 7,0, dando como productos fi-
nales colestenona y peréxido de hidrégeno convirtiendose éste
ultimo en oxigeno y agua por la accion de la catalasa.

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
- 1 Eliminacion de Lipoproteinas no LDL

Esteres de Colesterol CHE \ Colesterol + acidos grasos

Colesterol + O, CHOD , Colestenona +H,0,
2H,0, Catalasa 2H,0 + O,

2. un tenso activo que actua especificamente sobre la LDL se ana-
de al producto del paso anterior, cuantificandose el colesterol
residual mediante una reaccion tipo Trinder en la que el deriva-
do anilinico y la 4-aminoantipirina (4-AA) se condensan por el
H,O, en presencia de peroxidasa (POD) para formar una quino-
nimina roja proporcional a la concentracion de colesterol-LDL
de la muestra.
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ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
- 2 Medicion de LDLc

Esteres de Colesterol CHE Colesterol + acidos grasos
CHE | g

Colesterol + O, CHOD >Colestenona +H,0,

2H,0,+ TOOS+ -4AA  POD QUINONA coloread + 4H,0
—

Los valores de LDL se suelen calcular también de manera indirecta por
un método matematico de la Férmula de:

Friedewald LDLc=CT-(HDLc + Tg/5) mg/dL

Es importante tener en cuenta que esta féormula no debe usarse cuan-
do los pacientes exhiben triglicéridos iguales o mayores a 400 mg/dL,
ya que muchos estudios han demostrado que se pierde la exactitud de
este calculo matematico (15).

Valores de Referencia de LDL-colesterol (*)

Riesgo bajo o nulo (personas normales): menor a 130 mg/dL

Riesgo moderado (pacientes con probabilidad de ECC): entre 130 y
159 mg/dL

Riesgo alto: (pacientes sospechosos de padecer ECC): igual o mayor
a 160 mg/dL

(*) Valores establecidos por el panel de expertos del National Choleste-
rol Education Program (NCEP) en relacion al riesgo de contraer enfer-
medad cardiaca coronaria (ECC).

Diagnéstico

Es necesario que los valores de lipidos en sangre sean considerados
en conjunto, incluyendo todo el perfil lipidico y pruebas de hemograma
completo, asi como los datos clinicos y habitos del paciente relaciona-
dos con el estilo de vida (tabaquismo, alcohol, sedentarismo, estrés,
entre otros) (16).
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Triglicéridos

Fotografia 13. Promocion: ano 2017. Tercer Semestre 2018 Ordinario
|. Estudiantes de medicina haciendo uso de las medidas de bioseguri-
dad, de derecha a izquierda. Paola Herrera Cardenas, Linda Espinoza
Cabezas, Sonia Melo Mendoza, Giorgio Sanchez Figueroa.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Médicas UEES

Los trigliceridos constituyen el 95% de los depdsitos de grasa del orga-
nismo, y su rol principal consiste en proveer energia a las células, son
absorbidos en el intestino a partir de las grasas de la dieta y sintetiza-
dos el higado a partir de los carbohidratos ingeridos en los alimentos.
Son transportados en la sangre por los quilomicrones (los absorbidos
en el intestino) y por las VLDL (los sintetizados en el higado).

Altos niveles de triglicéridos en sangre, se asocian con un riesgo impor-
tante para la ateroesclerosis. La concentracion elevada de triglicéridos
en sangre puede deberse a diferentes trastornos como desordenes
en el metabolismo de las grasas (hiperlipoproteinemias, mal funciona-
miento de la actividad de las lipasas, y deficiencias de las apolipopro-
teinas C-lll). Pero también se encuentran elevados en la diabetes, y
trastornos endocrinos y renales (17).
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Determinacion de Triglicéridos en sangre
Objetivos

1. Propésito preventivo: A todo individuo con factores de riesgo
para problemas cardio y cerebrovasculares, como sobrepeso
(IMC > 25), sindrome metabdlico, sedentarismo, antecedentes
familiares de hipertension arterial (HTA), hombres mayores de
45 anos, y mujeres menopadusicas.

2. Propdésito reactivo: Despistaje de hipercolesterolemia, pacien-
tes con cefalea aguda, hipertension arterial, desvanecimiento,
problemas circulatorios, crisis hipertensivas, etc.

3. Propdsito de control: Pacientes bajo tratamiento antilipemian-
te, mujeres menopausicas con tratamiento hormonal, y colecis-
tectomia.

Método: GPO (Trinder)

Fundamentos

El método se basa en la hidrélisis enzimatica de los triglicéridos sericos
a glicerol y acidos grasos libres (FFA) por accion de la lipoprotein lipasa
(LPL). EI glicerol es fosforilado por el adenosin trifosfato (ATP) en pre-
sencia de glicerolquinasa (GK) para formar glicerol-3-fosfato (G-3-P)
y adenosin difosfato (ADP). ElI G-3-P es oxidado por el glicerofosfato
oxidasa (GPO) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y perdxido de hidro-
geno. En presencia de peroxidasa (POD) el fenol y la 4-aminoantipirina
(4-AA) se condensan por accion del peroxido de hidrogeno (H,0,) for-
mandose un cromogeno rojo proporcional a la concentracion de trigli-
céridos presentes en la muestra (18).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
Triglicéridos + 3H,0 LPL _ Glicerol + 3FFA

A 4
Glicerol + ATP GK Glicerol-3-P  + ADP
—
Glicerol-3-P + O, GPO DHAP + H,O,
H,O,+ 4-AA + 4FENOL POD_QUINONIMINA coloreada + H,O,
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Condiciones
e Suero o plasma recolectado por procedimientos estandares.
e Estabilidad entre 5-7 dias a 2-8 °C y 3 meses entre -15y — 20 °C,
y varios afios a -70°C.
e Pueden usarse los anticoagulantes heparina, EDTA, y deben
emplearse tubos libres de glicerol.

Valores de referencia

Deseable: menor a 150 mg/dL

De moderadamente elevado: 150 a 199 mg/dL

Elevado: 200 a 499 mg/dL

Muy elevado: Igual o mayor a 500 mg/dL

(*) Valores establecidos por el panel de expertos del National Choles-
terol Education Program (NCEP)

Diagnoéstico

Para establecer un alto riesgo de enfermedades vasculares y corona-
rias, no basta con un simple examen, es necesario cotejar con la clini-
cay la epidemiologia.
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Las pruebas basicas de funcionamiento renal en bioquimica clinica es-
tan constituidas por la urea, la creatinina y el acido urico en sangre, las
pruebas de orina rutinarias y las proteinurias (concentracion de protei-
nas en orina).

La urea, la creatinina y el 4cido urico son buenos marcadores del fun-
cionamiento renal ya que son productos de desecho que se excretan
casi por completo por la orina. Asi, un aumento en la concentracion de
estos parametros en sangre, y muy particularmente de la creatinina y
la urea; pueden ser indicativos de fallas en la funcion renal. Lo mismo
ocurre con un aumento en la concentracion de proteinas en la orina ya
que, en condiciones normales, éstas deberian estar en una cantidad
minima.

Existen pruebas especificas para evaluar la filtracion glomerular, como
son las determinaciones de fosfatos, bicarbonatos y electrolitos, tanto
en sangre como en orina; pero estas pruebas suelen hacerse en indivi-
duos donde el dafio renal ya es evidente, y posteriores a un perfil renal
basico alterado (19).

Urea

La urea es una fraccion de nitrégeno no proteico importante, presente
en el organismo. En el ser humano, es el producto final del metabo-
lismo proteico que se concentra en mayor cantidad. Se genera en el
higado y se excreta por la orina mediante los rifones. Concentraciones
elevadas de urea, generalmente, es indicativo de algun trastorno renal.
No obstante, hay factores como la dieta, el metabolismo proteico, la
edad, entre otros, que contribuyen al aumento de este parametro sin
asociarse al dafio renal (10).

Objetivos
1. Propdésito preventivo: A individuos con antecedentes familia-
res de dafno renal, y factores de riesgo renal como diabetes e
hipertension arterial (HTA), pacientes con insuficiencia cardiaca
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congestiva, personas con ingesta elevada de sal, y sujetos ma-
yores de 60 anos.

2. Propésito reactivo: Personas con oliguria o anuria, micciones
con exceso de espuma, hematuria, proteinas positivas en un
examen simple de orina parcial.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda
O cronica.

Fundamentos

La determinacion del nitrdgeno ureico en sangre (BUN por sus siglas
en inglés) o su equivalente, los niveles de urea, suelen realizarse por
dos métodos fundamentales, el enzimatico cinético y el enzimatico de
punto final.

Método 1: Enzimatico/colorimétrico.

La enzima ureasa descompone a la urea generando didxido de car-
bono y amoniaco. El amoniaco reacciona con fenol e hipoclorito en un
medio alcalino, produciendo azul de indofenol, el cual se cuantifica
colorimétricamente. La concentracion del azul de indofenol, es directa-
mente proporcional a la concentracion de urea en sangre.

Método 2: Enzimatico/cinético.
Se mide la actividad de la enzima ureasa segun la siguiente reaccion:

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

NH,CONH, +H,0 UREASA 2 NH, + CO,
urea

NH, + NADH + H* + 2-OXOGLUTARATO GIDI I-GLUTAMATO + NAD* + H,0
Se mide la densidad Optica de esta actividad enziméatica a los 60 se-

gundos y a los 120 segundos. Y la actividad promedio se determina
mediante la diferencia entre las absorbancias a los dos tiempos (20).
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Condiciones

e Muestra: Suero, plasma obtenidos por método estandar, u orina
de 24 horas, centrifugada y diluida 10 veces.

e Anticoagulantes: EDTA y Heparina. Los anticoagulantes con
fluoruros inhiben la accion de la ureasa.

e Evitar muestras hemolizadas.

e |a urea en suero o plasma es estable varios dias, en refrigera-
dor; 6 meses, en congelador. En orinas de pH < 4 es estable 4-5
dias en refrigerador.

Conversiones
e Urea (g/l) x 46,7 = BUN (mg/dL)
e Urea (mg/dL) x 0,1665 = Urea (mmol/L)
e Urea (mg/dL) x 0,467 = BUN (mg/dL)
e BUN (mg/dL) x 2,14 = Urea (mg/dL)
e Urea (g/24 hs) x 0,0167 = Urea (mol/24 h)

A~~~ N~~~

Valores de referencia
Método enzimatico/colorimétrico:
e Urea en Suero o plasma: 20 - 45 m/dL.
e Urea en Orina de 24 horas: 20-40 g/ 24 horas

Método enzimatico/cinético.
e Urea en suero o plasma 10 - 50 mg/dL
e Urea en Orina de 24 horas: 20-40 g/ 24 horas

Diagnéstico

Valores elevados, entre 40 y 60, con creatinina normal, pueden conside-
rarse como fisioldgicamente normales, atribuibles a la dieta, la edad o
un metabolismo singular del individuo. Estos mismos valores con crea-
tininas por encima de 1,5 mg/dL, pueden considerarse patoldgicos,
indicadores precoces de dafno renal o trastornos en el metabolismo de
las proteinas. Valores por encima de 60mg, con creatininas por encima
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de 2 mg/dL, estan fuertemente asociados a dano renal (21).

Determinacion de Creatinina

La creatinina es un compuesto altamente difusible a nivel renal, resul-
tante del metabolismo no enzimatico de la creatina y la fosfocreatina,
producida a una tasa constante desde el tejido muscular esquelético,
es eliminada casi en su totalidad por el rindn.

La cuantificacion en sangre, asi como la prueba de depuracion en ori-
na de 24 horas, se consideran los parametros fundamentales para el
diagnostico de los trastornos renales.

Esta cualidad de ser eliminada casi completamente por el rindn, hace
que la determinacion de creatinina en orina, sea un excelente parame-
tro de referencia para conocer el grado de fuga especifica y anormal
que puede tener un analito a nivel renal. Por ejemplo, parametros como
la urea, el calcio, el &cido urico, el fésforo, el mercurio, entro otros, se
determinan en razon a la creatinina para conocer en qué grado son
depurados por el riidn sin una posterior reabsorcion (22).

Objetivos

1. Propésito preventivo: A individuos con antecedentes familia-
res de dafo renal, y factores de riesgo renal como diabetes e
hipertension arterial (HTA), pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva, personas con ingesta elevada de sal, y sujetos ma-
yores de 60 anos.

2. Propésito reactivo: Personas con oliguria o anuria, micciones
con exceso de espuma, hematuria, proteinas positivas en un
examen simple de orina parcial. A ninos con trastornos en el cre-
cimiento o con hipocalcemia se les realiza las relaciones Calcio/
creatinina, y fésforo/creatinina en orina parcial.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda o
cronica, nifos con tratamiento contra la hipocalcemia.
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Fundamentos

LLa creatinina en medio acuoso por accion de la enzima creatinina ami-
dohidrolasa es convertida a creatina y esta es hidrolizada por la crea-
tina amidinohidrolasa a sarcosina y urea, la enzima sarcosina oxidasa
promueve la desmetilacion oxidativa de la sarcosina llevando a la pro-
duccion glicina, formaldehido y peroxido de hidrogeno. El peréxido de
hidrégeno reacciona con la peroxidasa en presencia de N-ethil-N-sul-
fopropyl-m-toluidina (ESPMT) y 4-aminoantipirina produciendo un com-
plejo quinoneimina y agua.

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Creatinina + H,O  Creatinina amidohidrolasa , Creatina

»

Creatina + H,O  Creatina amidohidrolasa  Sarcosina + Urea

Sarcosina + H,O + O, Sarcosina oxidas% Glicina + formaldehido + H,O,

H,O,+ ESPMT + 4-aminoantipirina Peroxidasa }quinineimina +4H,0

Las cuantificaciones de creatinina suelen determinarse por dos méto-
dos un método colorimétrico de punto final y un método cinético.

Método 1. Colorimétrico de punto final, llamado también, Creatinina
directa.

La creatinina y otros elementos presentes en la muestra reaccionan
con el Reactivo de Jaffe (acido picrico + hidroxido de sodio) dando un
complejo coloreado que se cuantifica mediante lectura fotométrica. La
adicion del compuesto acido, destruye el picrato de creatinina formado
en la reaccion, no asi el color emitido por los demas compuestos. Para
sortear este obstaculo, la muestra, en lugar de leerse contra un blanco
agua, se lee contra un blanco reactivo, y la diferencia de las absorban-
cias resulta en el valor de la concentracion de creatinina.
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Método 2. Cinético.

La velocidad de reaccion entre la creatinina presente en la muestra y
el reactivo de Jaffe, se comporta como una reaccion cinética de primer
orden. Se sabe que los cromdgenos distintos a la creatinina, reaccio-
nan dentro de los primeros 30 segundos de la reaccion, de tal manera
que, entre los 30 segundos y los 5 minutos posteriores al inicio de la
reaccion, la produccion de color se debe solo a la creatinina (23).

Condiciones

Suero o plasma obtenidos por método estandar, son separados
de los globulos rojos tan pronto como sea posible, o al menos
antes de las 2 horas después de la extraccion de sangre.
Orina parcial o de 24 horas, centrifugada, y se deben realizar
las reacciones con diluciones 1:10 o con 1:50. Para obtener los
resultados se multiplica la lectura por el factor de dilucion.
Anticoagulantes: unicamente usar EDTA o Heparina.

Evitar muestras hemolizadas y sueros muy ictéricos.

La creatinina en suero y plasma puede ser viable hasta 3 dias en
refrigerador (2-10°C).

La orina puede mantenerse hasta 4 dias en refrigerador (2- 10°C)
sin conservantes.

Valores de referencia
Suero o plasma

Hombres: 0,7 — 1,3 mg/dL
Mujeres: 0,6 — 1,1 mg/dL

Orina

Hombres: 14 - 26 mg/Kg de peso corporal/24 h
Mujeres: 11 - 20 mg/Kg de peso corporal/24 h

Depuracion de Creatinina:
Hombres: 94 - 140 ml/min/1,73 m?
Mujeres: 72 - 110 ml/min/1,73 m?
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Diagnoéstico

Creatininas casuales entre 1,3y 1,5 mg/dL, pueden deberse a variacio-
nes fisiolégicas, medicamentos, ejercicios fisicos intensos, entre otros.
Creatininas frecuentes entre 1,6 y 2 mg/dL, se consideran indicadoras
precoces de insuficiencia renal. Creatininas por encima de 2 se aso-
cian con dafio renal (24).

Determinacién de Acido Urico

En el ser humano, el &cido Urico es el producto final del catabolismo
de las bases puricas que forman parte de los acidos nucleicos, princi-
palmente la adenina y la guanina. La fuente enddégena de acido Urico
esta dada por la degradacion de los tejidos propios del organismo. La
fuente exdgena, esta determinada por la dieta.

Una gran parte del acido urico se elimina por la orina (600-900 mg/dia),
una dieta rica en nucleoproteinas (por ejemplo, las carnes) la excre-
cion puede llegar a 1500-2000 mg/dia. Cuando la ingesta de nucleo-
proteinas sobrepasa los limites de filtracion renal para el acido urico,
éste precipita y cristaliza. Cuando cristaliza en el parénquima renal, se
producen litiasis renales importantes. También puede precipitar en las
articulaciones de los miembros inferiores, generando la enfermedad
llamada gota (25).

Asi pues, el acido urico no solo es importante para el perfil renal, sino
también cuando se toma en cuenta dentro del perfil reumatologico,
acompafado de las pruebas para determinar el factor reumatoide, los
titulos de antiestreptolisina-O y las proteina C reactiva.
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Objetivos

1. Propésito preventivo: A individuos con antecedentes familia-
res de dafno renal, y factores de riesgo renal como diabetes e
hipertension arterial (HTA), pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva, personas con ingesta elevada de sal y carnes rojas,
y sujetos mayores de 60 afos.

2. Propésito reactivo: Personas con oliguria o anuria, reporte de
cristales de acido urico en examenes de orina simples, hematu-
ria, proteinas positivas en un examen simple de orina parcial. A
nifos con trastornos en el crecimiento o con hipocalcemia se les
realiza las relaciones Calcio/creatinina, y fosforo/creatinina y aci-
do urico/creatinina en orina parcial. Artralgias con inflamacion
severa de articulaciones de miembros inferiores.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda o
cronica, niflos con tratamiento contra la hipocalcemia pacientes
con gota.

Método: Enzimatico de punto final
Fundamentos

La enzima uricasa actua sobre el acido urico formando perdxido de
hidrégeno y alantoina. En presencia de peroxidasa (POD) la mezcla de
diclorofenol sulfonato (DCFS) y 4-aminoantipirina (4-AA) se condensan
por accion del peroxido de hidroégeno, formando una quinonimina colo-
reada que puede ser medido espectrofotométricamente (26).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Ac. Urico + 2H,0 + O, Uricasa , Alantoina + CO, + 2H,0,

2H2C)2 + 4 AF + DCPS POD , Quinona + 4HZO

4 -AF = 4-Aminofenona

DCPS = 2.4-diclorofenol sulfonato
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Condiciones

e Suero o plasma obtenidos por métodos estandar, son sepa-
rados de los glébulos rojos tan pronto como sea posible, o al
menos antes de las 2 horas después de la extraccion de sangre.

e Orina parcial o de 24 horas, centrifugada, y se deben realizar
las reacciones con diluciones 1:10. Para obtener los resultados
se multiplica la lectura por el factor de dilucion. Se debe agregar
a la orina de 24 horas 10 ml de hidroxido de sodio al 5%, para
prevenir la precipitacion del acido urico.

e Anticoagulantes, unicamente usar EDTA o Heparina.

e Evitar, muestras hemolizadas.

e En suero, plasma u orina, es estable entre 2-3 dias a temperatu-
ra ambiente, de 3-7 dias en refrigeracion, y de 6 meses a 1 afio
en congelacion.

Valores de referencia
Suero/plasma:

Hombres: 3,4 - 7,0 mg/dL
Mujeres: 2,4 - 5,7 mg/dL

Orina de 24 h: 0,50 — 1,00 g/24h

Diagnoéstico

La elevacion del acido urico no puede considerarse por si solo, para
diagnosticar afecciones renales o reumatologicas, es necesario que
se analice en funcién de otros examenes relacionados y con la clinica
del paciente. Sin embargo, valores por encima de 7,0 mg/dL de &acido
urico en sangre, permite encontrar cristales en la orina, indicando un
posible litiasis 0 que ya ésta esta instalada. Igualmente, por encima de
8 mg/dL ya se ha encontrado depdsitos de acido urico en las articula-
ciones de los miembros inferiores.
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Este perfil esta constituido por pruebas que indican trastornos hepa-
ticos como hepatitis viral, hepatitis tOxica, cirrosis, hiperplasias, entre
otros. Esta constituido por las enzimas transaminasas (TGO, TGP, GGT),
la fosfatasa alcalina, la bilirrubina y sus fracciones directa e indirecta,
y las proteinas totales junto con sus fracciones, albumina y globulinas.
Todos estos parametros se alteran, aumentando o disminuyendo, en
variadas combinaciones, segun el tipo de patologia hepatica presen-
te, de alli que es imprescindible evaluarlas en su conjunto si se quiere
pensar en un diagnostico (27).

En este capitulo se describiran las pruebas mas fundamentales: la bili-
rrubina, las transaminasas y la fosfatasa alcalina.

La Bilirrubina

La bilirrubina es un compuesto de desecho que surge de la degrada-
cion de la hemoglobina luego de la muerte natural de los eritrocitos, al
cumplir su vida util. Para poder ser transportada por la sangre existen
diferentes mecanismos que permiten la union de la bilirrubina a la albu-
mina. En condiciones fisiologicas normales, la bilirrubina se excreta por
via intestinal mediante las heces; para ello requiere pasar por el higado
y posteriormente a la vesicula biliar. Al pasar por el higado, es capta-
da por los hepatocitos para su conjugacion y posterior excrecion por
la bilis. Asi pues, al efectuar mediciones de la bilirrubina, esta debera
determinarse en sus formas: Total, directa e indirecta.

Bilirrubina indirecta o bilirrubina no conjugada. Es la bilirrubina que
aun se encuentra unida a la albumina, y no se ha conjugado al acido
glucuronico, en el higado, para su eliminacion.

Bilirrubina directa o bilirrubina conjugada. Es la bilirrubina que, al
pasar por el higado, se conjuga con el acido glucurénico para, pos-
teriormente, acumularse en la vesicula biliar y ser excretada hacia el
intestino.
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Bilirrubinatotal constituye el conjunto que sumalabilirrubinaconjugada
y la no conjugada.

Las alteraciones del higado con inflamaciones agudas o cronicas (he-
patitis), y las obstrucciones biliares, pueden provocar elevaciones de
las concentraciones de las diferentes bilirrubinas en sangre (28).

Otras condiciones importantes para la presencia de una hiperbilirrubi-
nemia, son, por un lado la anemia hemolitica del recién nacido. Se tra-
ta de una patologia ocasionada por la incompatibilidad materno/fetal,
donde se produce una hemolisis masiva de los eritrocitos. Asimismo,
otros procesos hemoliticos como la anemia drepanocitica, devienen
en un severo aumento de la bilirrubina. Lo que se teme de la hiperbi-
lirrubinemia es la difusion de la bilirrubina dentro del sistema nervioso
central, produciendo toxicidad a las células cerebrales.

Un marcador biologico potencial ha sido la bilirrubina sérica, la cual se
ha encontrado en pacientes con apendicitis asociada a la liberacion de
toxinas de Escherichia coli y Bacteroides fragilis (29)

Determinacion de la Bilirrubinas
Objetivos
1. Propdsito preventivo: A individuos que con antecedentes fa-
miliares de anemia drepanociticas o con comprobada heteroci-
gocidad y homocigocidad para este tipo de anemia. Individuos
con riesgo de contraer hepatitis virales.
2. Propdésito reactivo: Personas que manifiesten coluria y/o icteri-
cia, dolores abdominales asociados a hepatomegalia.
3. Propésito de control: Pacientes diagndéstico de hepatitis, cirro-
sis, y obstrucciones biliares en tratamiento.

Fundamentos

El acido sulfanilico diazotado transforma la bilirrubina en azobilirrubina
coloreada que se determina fotométricamente. De las dos fracciones
de bilirrubina presentes en suero, glucuronato de bilirrubina y bilirrubi-
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na libre asociada a albumina, solo reacciona directamente la primera,
mientras que la bilirrubina libre precisa ser disociada de la proteina por
un acelerador para que reaccione. La bilirrubina indirecta se calcula
por diferencia entre la bilirrubina total (con acelerador) y la directa (sin
acelerador). Los conceptos «directa» e «indirecta» se refieren exclusi-
vamente a las caracteristicas de reaccion en presencia 0 ausencia de
aceleradores o solubilizantes y equivalen sélo de forma aproximada a
las dos fracciones de bilirrubina citadas (30).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Ac. Sulfanilico + NaNO, —>  C_H,NO,S (DSA)
Bilirrubina +DSA directa——> Azobilirrubina Directa
Bilirrubina +DSA + Acelerador —> Azobilirrubina Total

Por lo general, se determinan bioguimicamente, las bilirrubinas total
y directa, en tanto que la bilirrubina indirecta es la diferencia entre las
anteriores.

Método 1: Colorimétrico.

La bilirrubina reacciona de manera especifica con el acido sulfanilico
diazotado, generando un pigmento color rojo-violaceo (azobilirrubina)
que se cuantifica por colorimetria. La bilirrubina conjugada o directa,
puede reaccionar directamente con el diazorreactivo, pero, la bilirru-
bina no conjugada o indirecta necesita la intervencion de un desarro-
llador acuoso que coadyuve la reaccion. Asi pues, para obtener la re-
accion de la bilirrubina total presente en la muestra, debe agregarse
benzoato de cafeina al medio de reaccion.

Condiciones
e Suero o plasma obtenidos de la manera convencional. Una vez
separado del taco, proteger de la luz, para evitar la degradacion
de la bilirrubina. La luz es capaz de degradar hasta un 50% de
la bilirrubina presente, en tan sélo una hora.

84



BIOQUIMICA CLINICA PARA CIENCIAS DE LA SALUD

QOGO OGSO OO OO OO0

e Se puede determinar bilirrubina en liquido amniético.

e Se recomienda heparina como anticoagulante.

e No debe hacerse la prueba con muestras hemolizadas.

e Estabilidad y almacenamiento: Preferiblemente muestra fresca.

Opcional, conservar un maximo de 48 h de 2 a10 °C. Si es sangre
completa, no mas de 24 horas en refrigerador o 12 horas a temperatura
ambiente.
e Elliguido amnidtico es conveniente mantenerlo congelado hasta
el momento de efectuar el ensayo. Es por tal motivo que debe
protegerse cuidadosamente.

Valores de referencia
e Total: 0,3 a 1,0 mg/dL
e Directa o conjugada: 0O - 0,3 mg/dL en adultos.
e |ndirecta o no conjugada: 0,1 a 0,5 mg/dL adultos.

Diagnéstico

Hiperbilirrubinemia es el aumento de la concentracion de bilirrubina
en la sangre. Cuando ésta sobrepasa los 2 mg/dL, se puede observar
coloracion amarilla (ictericia) de la piel y las mucosas donde este
pigmento suele acumularse. La hiperbilirrubinemia se produce porque
hay una obstruccion en los conductos hepaticos, a consecuencia de
una severa inflamacion, o bien, a nivel biliar. Esto acarrea un retorno
en direccion a la circulacion sanguinea, de las diferentes formas de
bilirrubina. De este modo, la proporcion de las diferentes fracciones de
bilirrubina, junto con las otras pruebas del perfil hepatico, y la clinica
del paciente, permiten establecer un diagnaostico.

Hiperbilirrubinemia con aumento de la bilirrubina indirecta no conjuga-
da. La bilirrubina indirecta no ha llegado aun al higado para conjugar-
se, y luego pasar a la vesicula. El predominio de ésta indica que el au-
mento de la bilirrubina se esta produciendo por causas hematicas, sin
obstrucciones hepatobiliares. Las causas mas frecuentes, suelen ser
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las anemias hemoliticas, como la del recién nacido y la drepanocitosis.

Hiperbilirrubinemia con aumento de la bilirrubina directa, conjugada.
En condiciones normales, la bilirrubina conjugada deberia pasar di-
rectamente del higado a la vesicula para constituir la bilis y poder ser
excretada. Asi pues, una alta concentracion en sangre de este tipo de
bilirrubina, indica que existe una obstruccion hepatobiliar. Si el aumen-
to de la bilirrubina directa se presenta acompanado con valores eleva-
dos de las transaminasas (TGO y TGP), se presume que la obstruccion
es a nivel hepatico, sugiriendo hepatitis o cirrosis. Si los valores de las
transaminasas se encuentran dentro del rango de la normalidad, se
presume que la obstruccion es a nivel vesicular, sugiriendo que se esta
en presencia de una colestasia.

Para diagnosticar hepatitis viral, es necesario realizar las tipificaciones
de los virus de hepatitis mas comunes y de relevancia clinica: A, By C.
Por su parte, la hepatitis toxica, suele ir acompanada de elevaciones
de la Gammaglutamiltransferasa (GGT), muy sensible a las exposicio-
nes con quimicos.
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Transaminasas

Fotografia 14. La Docente Nancy Sorroza Rojas, explica la lectura
que arroja el equipo, luego de 1 minuto lee la absorbancia inicial de las
transaminasas y después de 3 minutos realiza otra lectura. Determina
la diferencia promedio de AA/ min de los valores y obtiene el resultado
del analito.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cortesia Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Médicas UEES

Las transaminasas son enzimas tipo transferasas, o sea que
transfieren grupos amino desde un compuesto organico a otro, por lo
general entre aminoacidos. Los nombres de cada transaminasa vienen
dados por el aminoacido desde el cual se transfiere el grupo amino.
Las transaminasas de interés bioquimico son la TGO, la TGP y la GGT.

TGP o transaminasa glutamico-piruavica, también llamada alanina ami-
notransferasa (ALT), se encuentra principalmente en el citoplasma
del hepatocito.

TGO o transaminasa glutamico oxalacética, también llamada aspartato

aminotransferasa (AST), se localiza tanto en el citoplasma como en
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la mitocondria. No s6lo se encuentra en higado, sino también en el mio-
cardio, el musculo esquelético, los rifones, el cerebro, el pancreas,
el pulmon, los leucocitos y los eritrocitos (31).

La elevacion de las transaminasas, con frecuencia, se asocia con rup-
turas de las membranas de los hepatocitos por muerte celular ya que,
esto, libera a estas enzimas a la circulacion.

No toda elevacion de las transaminasas se debe a dafios hepaticos, no
obstante, se considera que la TGP es mucho mas especifica del higa-
do que la TGO, quien llega a sufrir elevaciones importantes en casos
de infarto al miocardio o en atletas, luego de un ejercicio intenso.

La TGO tiene una vida media en sangre menor a la TGP. Lo cual explica
por qué, luego de un dafno muscular agudo, hay una elevacion inicial
de la TGO, y al cabo de unos dias predomina la TGP (32).

La Gammaglutamiltransferasa. Se localiza principalmente en rifién, ve-
siculas seminales, pancreas, higado, bazo y cerebro. Su actividad es
influenciada por cualquier factor que afecte a las membranas celulares
de los 6rganos que la contienen. En el caso de alteraciones hepaticas
es indice de agresion toxica. El analisis conjunto de GGT, fosfatasa
alcalina, transaminasas y bilirrubina, amplia significativamente el pano-
rama del diagnostico diferencial de las enfermedades hepaticas prima-
rias y secundarias, formando parte del hepatograma.

Objetivos

1. Propésito preventivo: Individuos a riesgo de contraer hepatitis
virales o toxicas.

2. Propdésito reactivo: Personas que manifiesten coluria y/o icteri-
cia, dolores abdominales asociados a hepatomegalia.

3. Propdsito de control: Pacientes con diagnéstico de hepatitis,
cirrosis, y obstrucciones biliares en tratamiento. Pacientes de
infarto al miocardio. Pacientes con tratamiento de quimioterapia
o radioterapia, para evaluar si hay dafio renal (33).
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Fundamentos

La aspartato aminotransferasa (AST/GOT) cataliza la transferencia
del grupo amino del L-Aspartato + 2-cetoglutarato con la formacion
de L-glutamato y oxalacetato. Este ultimo (oxalacetato) es reducido a
L-malato por la malato deshidrogenasa (MDH) en presencia de nicoti-
namido adenin dinucledétido reducido (NADH).

La reaccion se controla cinéticamente a 340 nm a través de la disminu-
cion de la absorbancia resultante de la oxidacion del NADH a NAD+,
proporcional a la actividad AST en la muestra (34).

La TGO cataliza la siguiente reaccion:
ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
L-Aspartato + 2-cetoglutarato  AST/GOT L-glutamato + oxalacetato.
—_—

Oxalacetato + NADH + H* MDH L- Malato + NAD*

En laboratorio se han desarrollado dos métodos para la cuantificacion
de la actividad de las transaminasas, con la misma calidad de exac-
titud y precision. Existe un método enzimatico/colorimétrico cuya du-
racion de reaccion es de poco mas de una hora. Y también hay una
prueba enzimatica/cinética cuya duracion oscila entre 3-4 min. Por la
diferencia de los tiempos de reaccion, se ha generalizado el uso de la
prueba cinética por encima de la colorimétrica.

La alanina aminotransferasa (ALT o GPT) cataliza la transferencia del
grupo amino de la L-alanina + 2-oxoglutarato, formando piruvato y glu-
tamato. El piruvato formado es reducido a lactato en presencia de lac-
tato deshidrogenasa (LDH) y NADH, generandose un compuesto colo-
reado que se mide por espectrofotometria a 340 nm.
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La ALT/TGP cataliza la siguiente reaccion:
ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

L-alanina + 2-oxoglutarato  ALT/GPT  Piruvato + Glutamato
—_—

Piruvato + NADH + H* LDH Lactato + NAD*

—
La actividad de la TGP se determina midiendo el valor total de la oxida-
cion de la NADH leyendo la absorbancia de la reaccion a los 60, 120 y
180 segundos (35).

Condiciones
e Solo suero, recolectado de la manera usual.
e No requiere anticoagulantes ni aditivos.
e FEvitar sueros hemolizados.
e [ as transaminasas son viables en suero por un maximo de 5
dias entre 2-4 °C.

Valores de referencia
e TGO: 0-35 Ul
e TGP: 1-30 Ul

Diagnéstico

e Elevaciones leves: hasta tres veces el valor maximo normal,
sugiere hepatitis cronica.

* Elevaciones moderadas: desde 3 a 10 veces el valor maximo
normal, sugiere hepatitis alcohdlica o hepatitis viral cronica. La
hepatitis alcohdlica frecuentemente se asocia a elevaciones pro-
porcionalmente mayores de SGOT que SGPT (relacion SGOT/
SGPT > 1).

e Elevaciones Graves: Por encima de 10 veces el valor maximo
normal, sugiere hepatitis viral aguda (hepatitis A o hepatitis B).

* Elevaciones muy graves, por encima de 2000 Ul/L, se ven casi
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exclusivamente en isquemia hepatica, intoxicacion por medica-
mentos, y hepatitis viral aguda.

Fosfatasa alcalina

También llamada ALP (por sus siglas en inglés), es una enzima hi-
drolasa responsable de eliminar grupos fosfatos de diversos tipos
de compuestos como los nucledtidos, las proteinas, entre otras. Las
fosfatasas alcalinas cumplen su funcion con mayor efectividad en un
medio alcalino. Esta enzima se encuentra en casi todos los tejidos del
cuerpo, presentando sus mayores concentraciones en el higado, los
huesos, el rifidn y el intestino (36).

En condiciones fisiolégicas normales es comun encontrar aumentos
en ninos, mujeres embarazadas y ancianos. En los nifios, por tener los
procesos osteoblasticos activos, por el contrario, en el embarazo y en
los ancianos se debe al aumento de los procesos osteoclasticos. En las
edades entre 12 y 40 afios (37).

Algunas enfermedades que producen aumento de la fosfatasa alcalina
son las obstrucciones hepaticas, las hepatitis, la hepatotoxicidad por
medicamentos, la enfermedad 6sea de Paget, las mononucleosis, la
osteomalacia; asi como el cretinismo y el déficit de acido ascorbico.

Objetivos

1. Propésito preventivo: Individuos a riesgo de contraer hepatitis
virales o toxicas, mujeres embarazadas, personas mayores de
45 anos, ninos con problemas del crecimiento.

2. Propdésito reactivo: Personas que manifiesten coluria y/o icteri-
cia, dolores abdominales asociados a hepatomegalia, personas
con descalcificacion 6sea, malabsorcion del calcio.

3. Propdsito de control: Pacientes con diagnéstico de hepatitis,
cirrosis, y obstrucciones biliares en tratamiento. Pacientes con
osteoporosis.
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Método 1: Enzimatico/cinético

Fundamentos

Las fosfatasas alcalinas (FAL) catalizan la hidrdlisis del 4-nitrofenil-
fosfato (4-NFF) formando 4-nitrofenol y fosfato inorganico, actuando el
tampon alcalino como aceptor del grupo fosfato. La reaccion se con-
trola cinéticamente a 405 nm a partir de la velocidad de formacion del
4-nitrofenol, proporcional a la actividad FAL presente en la muestra.

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
4-NFF + H,O FAL,Mg** 4-nitrofenol + P,
—_—

pH>9

Se miden dos absorbancias, una al instante de introducir la muestra
en el lector y otra a los 2 minutos. El promedio de la lectura ofrece la
actividad de la enzima (38).

Condiciones

e Pacientes con al menos ocho horas de ayuno.

e Muestra: Suero o plasma obtenidos por métodos estandar.

e Anticoagulantes: Heparina. Los anticoagulantes con fluoruros,
el oxalato y el EDTA son inhibidores de la enzima porque forman
complejos con el magnesio.

e FEvitar muestras con hemodlisis, ictericia y lipemia intensa.

e \Viabilidad de suero o plasma estable por 7 dias en refrigerador.

e Almacenamiento a temperatura ambiente produce resultados
falsamente elevados.

Valores de referencia

e Adultos: 27-100 U/L
e Nifios: 75-390 UL
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Diagnoéstico
Vista sola, la fosfatasa alcalina, puede ser un buen indicador precoz de
osteoporosis y otros problemas con la descalcificacion dsea.

Para el diagnostico de enfermedades hepaticas, la fosfatasa alcalina
debe ser evaluada en conjunto a las otras pruebas del perfil hepatico.
Se puede encontrar que las fosfatasas alcalinas se elevan en presen-
cia de obstrucciones biliares, para lo cual es recomendable medir tam-
bién la gamma-glutamil transferasa (GGT).

En la Colestasia extrahepatica, obstruccion de la via biliar en cualquier
nivel, muestra alta concentracion de las fosfatasas alcalinas. Algunos
de los factores causales de este tipo de obstruccion son los célculos
biliares, el carcinoma pancreatico, el colangiocarcinoma, la colangitis
esclerosante y otros tumores.

La Colestasia intrahepatica son aquellas condiciones que producen
dano de la via biliar intrahepatica. Las principales son la cirrosis biliar
primaria, y las obstrucciones segmentarias de la via biliar y algunos
farmacos.

Finalmente, las Enfermedades infiltrativas que pueden presentarse con
muy altas concentraciones o actividad muy marcada de la fosfatasa al-
calina: Entre éstas tenemos: los Linfomas, los procesos metastasicos,
la TBC, entre otras (39).

Proteinas sanguineas

Las proteinas son compuestos organicos macromoleculares, funda-
mentales para la vida y presentes en todo el organismo. Cumplen fun-
ciones estructurales (en membranas, estructuras de hormonas, enzi-
mas y anticuerpos), de transporte; y una gama inmensa de funciones.

La proteina mas abundante en plasma es la albumina cuya funcion
principal es la de transportar diferentes tipos de moléculas y compues-
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tos a lo largo del organismo. También contribuye con la manutencion
de la presion coloidosmatica en la sangre.

Se producen disminuciones de las proteinas en sangre, en condicio-
nes como pérdidas renales, desnutricion, infecciones, entre otras. Las
hiperproteinemias, se producen en casos como mieloma multiple, en-
docarditis bacteriana y hemoconcentraciones, entre otras; sin embargo
los aumentos anormales de albumina son ocasionales y se relacionan
casi siempre con deshidratacion.

La albumina es la proteina mas abundante de la sangre y se produce
unicamente en el higado, por esto es un excelente marcador de la fun-
cion hepatica, ademas de que la capacidad del higado de formar las
proteinas, se ve afectada por diversas patologias.

Las proteinas mas abundantes en sangre, después de la albumina,
son las globulinas, encargadas de constituir la estructura de las inmu-
noglobulinas, proteinas que forman parte de la respuesta humoral del
sistema inmune.

Cuando se mide las proteinas en sangre, se cuantifican por técnicas
bioguimicas las proteinas totales y la albumina; la diferencia entre estos
parametros ofrece la concentracion de globulinas. Es usual calcular la
razon Albumina: Globulina, que ofrece datos en relacion al predominio
de una u otra, cuya expresion puede ser orientadora para el diagnosti-
co o para el control del tratamiento (40).

Objetivos
1. Propésito preventivo: Individuos con riesgo de contraer hepa-
titis virales o toxicas, mujeres embarazadas, personas mayores
de 45 afios.
2. Propdésito reactivo: Personas que manifiesten coluria y/o icteri-
cia, dolores abdominales asociados a hepatomegalia, presencia
de proteinas en un examen de orina simple, sindrome nefrotico,
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insuficiencia renal, entre otros.

3. Propdsito de control: Pacientes con diagnéstico de hepatitis,
cirrosis, y obstrucciones biliares en tratamiento, pacientes rena-
les, con mieloma multiple, cancer, entre otros.

Método para Proteinas Totales:

Fundamentos

En la reaccion del biuret se forma un quelato entre el idn Cu?*. Los en-
laces peptidicos reaccionan con iones de cobre del reactivo de Biuret,
en medio alcalino, para generar un compuesto color violeta, cuya in-
tensidad es directamente proporcional a la concentracion de proteinas
totales presente.

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

Cu?* +proteina sérica pH>12_ Complejo Cobre-Proteina
25-37°

Método para Albumina:
El método esta basado en la unién especifica del verde de bromocre-
sol (VBC), un colorante anidnico, y la proteina a un pH acido con el
consiguiente desplazamiento del espectro de absorcion del complejo.
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
albumina en la muestra (41).

VBC + Albumina pH 4,5 Complejo VBC-Albumina
—_—

Condiciones
e Solo suero, recolectado de la manera estandar, sin anticoagu-
lante.
e |ahemolisis, la ictericia y la lipemia, leves, no afectan los ensa-
yOs.
e El suero se conserva por 3 dias a 2-10 °C) o una semana en
congelador.
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Valores de referencia
e Proteinas totales: 6,1 a 7,9 g/dL
e Albumina: 3,5a 4,8 g/dL
e Relacion A/G: 1,2a 2,2

Diagnéstico

La hipoalbuminemia puede indicar un dano hepatico cronico como ci-
rrosis hepatica de larga data, y también problemas renales como sin-
drome nefrético o insuficiencia renal cronica. Otras enfermedades cro-
nicas producen disminuciones de la albumina en sangre por ejemplo,
neoplasias, insuficiencia cardiaca, enfermedades intestinales (malab-
sorcion), entre otras.

La hiperalbuminemia, aunque no se han descrito enfermedades que
se asocien a altas concentraciones de albumina, se le ha encontrado
asociadas a condiciones extraordinarias de buena nutricion en jove-
nes. No obstante, elevaciones moderadas se han encontrado en hi-
perplasias del higado que luego disminuyen si se instala un proceso
cancerigeno franco.

Las globulinas aumentan con los procesos inflamatorios agudos. Re-
laciones A/G con cifras bajas son indicativas de hipoalbuminemia, y
un aumento dramatico de las globulinas a expensas de la albumina,
podria indicar procesos autoinmunes importantes como el lupus (42).
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Amilasa

Fotografia 15. La Docente Magdalena
Aray Andrade prepara el espectrofotome-
tro previo a la clase practica de Bioquimi-
ca correspondiente la cuantificacion de la
amilasa.

Tomada por Jean Pool Jinez Sorroza. Cor-
tesia Laboratorio de Bioguimica, Facultad
de Ciencias Médicas UEES.

Las amilasas son enzimas del tipo hidrolasa, producidas, en menor
cantidad en las glandulas salivales, y en mayor cantidad, en el pan-
creas; que tienen como funciéon catalizar las reacciones de hidrdli-
sis del almidon para formar azucares digeribles e incluso glucosa libre.

Cuando alguna las glandulas secretoras de amilasas se inflama,
como en la parotiditis 0 en la pancreatitis; como consecuencia, au-
menta la produccion de amilasas y aparece elevado su nivel en san-
gre (amilasemia). La insuficiencia renal también puede contribuir con el
aumento de la amilasa en sangre, ya que se reduce su excrecion por
este 6rgano.

La amilasa se considera un marcador importante de la funcién pan-
creatica, ya que se eleva o disminuye con la hipertrofia de este, o con
la disminucion de sus funciones. Asi, por ejemplo, la funcién exocrina
del pancreas suele disminuir con la fibrosis quistica y por el contrario,
aumenta debido a las pancreatitis cronicas causadas por el habito del
alcoholismo. El adenocarcinoma de pancreas, es la enfermedad malig-
na de esta glandula (43). Suele ser de mal prondstico. Con esta condi-
cion los niveles de amilasa se elevan dramaticamente.
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Objetivos
1. Propdésito preventivo: A individuos con antecedentes familiares
de adenocarcinoma de pancreas.
2. Propdsito reactivo: Pacientes diabéticos, pacientes con pre-
sunta parotiditis y trastornos recurrentes del sistema digestivo.
3. Propésito de control: Pacientes con parotiditis en tratamiento,
pacientes con adenocarcinoma bajo tratamiento.

Método 1: Enzimatico/colorimétrico
Fundamentos

La a-amilasa hidroliza el 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNPG3)
a

2-cloro-4-nitrofenol (CNP) y forma 2-cloro-4-nitrofenil-a-Dmaltoside
(CNPG2), maltotriosa (G3) y glucosa (G), segun la siguiente

reaccion:

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

CNP-G3 oa-Amilasa CNP + Maltotriosa
—
Condiciones

e Suero recolectado de la manera estandar.

e [Esrecomendable procesar la muestra a las pocas horas de ha-
ber sido tomada. Sin embargo, pueden conservarse hasta por
una semana bajo 2-10 °C.

e |Los anticoagulantes citratos y oxalatos inhiben la actividad de
la amilasa.

e QOrina, el sujeto descarta la primera miccion del dia, y toma la
siguiente 2 horas despues de la primera. Esta muestra, que co-
rresponde a 2 horas de diuresis, se diluye a 200 ml con agua. La
determinacion se efectla con 20 ul de esta dilucion, obteniéndo-
se el resultado directamente en Unidades Amiloliticas/hora (44).
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Valores de referencia
e Suero: < 120 UA/AL
e QOrina: < 260 UA/hora

Diagnéstico

La pancreatitis aguda ofrece valores entre 300-12000 unidades amilo-
liticas/dL en sangre, en tanto que en orina muestra mas de 900 Unida-
des amiloliticas/hora.

La pancreatitis cronica por su parte, arroja valores en sangre de hasta
200 UA/dL y en orina mas de 300 UA/HORA.

La parotiditis exhibe valores séricos de mas de 350 UA/dL y en orina
mas de 750 UA/hora (19).

La lipasa

La lipasa es una enzima, producida por el pancreas, cuya funcion es
separarlas grandes moléculas de grasaque seingieren en ladieta, detal
forma que se puedan absorber con facilidad. Esto lo hace, catalizando
la hidrdlisis de los triglicéridos para llevarlos a glicerol y acidos grasos
libres.

La cuantificacion de la actividad de la lipasa se usa para diagnosticar
enfermedades como pancreatitis aguda y la obstrucciéon del conducto
pancreatico. El diagndstico debe consolidarse con la clinica del pa-
ciente y otras pruebas de laboratorio. Otras afecciones en las cuales
se incrementa la actividad de lipasa incluyen intoxicacion aguda con
alcohol y traumatismos accidentales o quirdrgicos del abdomen (31).

Objetivos
1. Propésito preventivo: A individuos con antecedentes familiares
de adenocarcinoma de pancreas.
2. Propésito reactivo: Pacientes diabéticos, pacientes trastornos
recurrentes del sistema digestivo e intolerantes a la grasa (es-
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teatorrea).
3. Propésito de control: Pacientes con adenocarcinoma de pan-
creas bajo tratamiento.

Fundamentos

Método Cinético

La lipasa, presente en la muestra, hidroliza el sustrato 1,2-O-dilauril-ra-
cglicerol-3-glutarico-(6’-metilresorufina)-éster para generar acido glu-
tarico-metilresorufina éster, compuesto inestable que se descompone
espontaneamente, liberando un compuesto coloreado (metilresorufina)
que se mide a 570 nm. La velocidad de aparicion de color es directa-
mente proporcional a la actividad enzimatica (45).

Condiciones
e Suero o plasma heparinizado obtenido de la manera usual. Se-
parar del taco lo mas pronto posible después de la extraccion.
e |a lipasa en suero o plasma es estable 8 dias bajo 2-10°C vy
hasta 12 meses a -20°C.

Valores de referencia
Adultos: 13 - 60 U/l (37°C)

Diagnoéstico

Altos niveles de actividad de la lipasa pueden estar ocasionados, entre
otras causas, por una obstruccion intestinal, por la condicion celiaca,
por Ulceras duodenales, adenocarcinoma pancreatico y pancreatitis.

Fosfatasa acida total y prostatica

Las fosfatasas acidas estan presentes en gran parte de los tejidos del
organismo, siendo particularmente altas en la prostata, el estbmago, el
higado, los musculos, el bazo, los eritrocitos y las plaguetas. Su princi-
pal funcion consiste en escindir los grupos fosfatos ligados a diferen-
tes moléculas. Se encuentra almacenada en los lisosomas y se activa
cuando estos se unen a los endosomas, los cuales tienen un pH acido.
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Es por esto que su 6ptima actividad se desarrolle en medios acidos.

La fosfatasa acida prostatica constituye es un indicador precoz impor-
tante para diagnosticar el cancer de prostata. De alli el interés clinico
principal de esta prueba.

Altas concentraciones de Fosfatasa acida total se asocian a algunas
enfermedades hematoldgicas como leucemia mielocitica, trombocito-
penia idiopatica; y 6seas como enfermedad de Paget, carcinoma 6seo;
asi como en algunos tipos de cancer, enfermedades hepéticas (hepa-
titis, ictericia obstructiva), etc (46).

Objetivos
1. Propésito preventivo: A hombres mayores de 45 afos de edad,
con antecedentes familiares con cancer de prostata.
2. Propésito reactivo: Hombres con diagnéstico de prostatitis o
hiperplasia prostatica.
3. Propdésito de control: Pacientes bajo tratamiento prostatico.

Fundamentos

Método Cinético

La fosfatasa acida hidroliza el a-naftil fosfato en un medio acido, con
la liberacion del fosfato y el a-naftol. El naftol reacciona posteriormente
con un diazorreactivo incorporado en el sistema generando un Cromo-
geno azoico (pigmento amarillo) que es proporcional a la actividad de
fosfatasa acida total presente en la muestra. Cuando se mide la acti-
vidad en presencia de tartrato, se inhibe la actividad de la isoenzima
prostatica. La fraccion prostatica corresponde a la diferencia entre las
actividades de fosfatasa acida total y de la resistente al tartrato (Fosfa-
tasa Acida no Prostéatica/ACP-NP) (47).
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ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
o-naftil fosfato + H,0 FAC a-naftol + Pi
—_—
a-naftol + Fast Red TR —> Cromodgeno azoico

Condiciones

e Suero obtenido de la manera usual. No utilizar plasma. Separar
el suero del plasma lo mas pronto posible y refrigerar hasta el
momento de su procesamiento. Para prevenir la inactivacion de
la enzima, puede agregarse al suero, 50 pl de acético 0,7 mol/l
por cada mililitro de suero. En estas condiciones puede perma-
necer viable durante varios dias bajo 2-10 °C.

e Deben rechazarse sueros francamente ictéricos.

e No usar anticoagulantes.

Valores de referencia
e Fosfatasa Acida Total (ACP): < 9 U/L (a 37° C)
e F[osfatasa Acida Prostatica (PAP): < 3,5 U/L (a 37° C)

Diagnoéstico

No se puede usar la fosfatasa acida para fines de diagnoéstico por si
sola, es necesario cotejar con la clinica del paciente y otras evaluacio-
nes de laboratorio.
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Los electrdlitos son un conjunto de elementos ionizados que se en-
cuentran disueltos en la sangre y otros liquidos del organismo. Los
electrdlitos comunes incluyen: el calcio, el cloro, el magnesio, el fos-
foro, el potasio, vy el sodio. Estos pueden presentarse como acidos,
alcalis o sales.

Cumplen diversas funciones entre las que se encuentran mantener la
osmolaridad plasmatica normal y a su vez, los gradientes de concen-
tracion entre los medios intra y extra celular que permiten la osmosis y
la difusion de los solutos a estos compartimientos; asimismo mantienen
el equilibrio acido-base, para mantener el pH estable de la sangre, sir-
ven de transportadores a nivel de la membrana celular, en el intercam-
bio de solutos en la membrana celular participando estructuralmente
en las bombas o0 compuertas de ésta; en la contraccion muscular y en
la creacion de los potenciales de accion de las células nerviosas, entre
otras, multiples.

La disminucion en la concentracion normal de electrolitos en sangre
puede producirse por pérdidas masivas de liquidos corporales, como
en el vomito, las diarreas, las diuresis profusas, consumo excesivo de
agua (produce dilucion), entre otras. También puede ocasionarse una
disminucion de los electrolitos cuando estos no son ingeridos en la
dieta.

Por otra parte, puede darse la elevacion de electrolitos cuando se pier-
de agua de manera profusa, como en las diarreas osmoticas, el sudor
excesivo y una diuresis sin pérdida de electrolitos.

En condiciones fisiolégicas normales, el cuerpo exhibe mecanismos
muy eficientes para mantener el equilibrio electrolitico, pero esto no
ocurre cuando las causas son patolégicas (por la falla de alguna hor-
mona 0 mecanismo de control) o exdgenas no controladas (cuando el
sujeto se somete a condiciones adversas como calor extremo, 0 consu-
me sustancias quimicas que desajustan los mecanismos acido-base).
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Tanto el aumento, como la disminucion de los electrolitos, en condicio-
nes patoldgicas, producen danos al organismo que pueden ir desde
leves y transitorios (convulsiones) hasta graves e irreversibles (dafio
cerebral), en incluso la muerte; ocasionados, basicamente, por la pér-
dida del equilibrio acido base y el aumento o disminucion de la osmo-
laridad plasmatica.

En un laboratorio de bioguimica, los electrolitos se pueden medir por
separado o en conjunto. Tal es el caso del cloro, sodio y potasio. Las
casas comerciales, han desarrollado equipos que leen estos tres ele-
mentos en pocos segundos, en una misma corrida de muestra. Algu-
nos instrumentos incluso incorporan otras pruebas como la determi-
nacion del pH sanguineo y los gases venosos o arteriales, asi como
el magnesio, para crear el conjunto de pruebas denominado pruebas
metabdlicas basicas.

Los electrolitos también pueden ser medidos en orina con el fin de
evaluar la filtracion y reabsorcion renal mediante técnicas especificas
de estos solutos, o bien, para compararlo con los niveles en sangre, y
determinar la causa de su aumento o disminucion (48).

Sodio

El sodio es un elemento quimico de simbolo Na, que se le atribuye por-
gue su nombre de origen latino es natrium, por ello, al aumento de so-
dio en la sangre se le conoce como hipernatremia y su disminucion hi-
ponatremia.

En el cuerpo humano, el cation sodio (Na*) juega un rol importante en
el metabolismo celular, con las despolarizaciones de las células sensi-
tivas. Contribuye con la osmolaridad plasmatica y participa, ademas,
en la contraccion muscular, el equilibrio acido-base y la absorcion de
nutrientes por las membranas.
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LLa alteracion de los valores del sodio suele asociarse a pérdidas elec-
troliticas por deshidratacion en vomitos, diarreas, y sudoracion profu-
sa; en disfunciones renales, trastornos asociados a la aldosterona, y
otros problemas metabdlicos (49).

Objetivos

1. Propédsito preventivo: Recién nacidos, adultos mayores, diabe-
tes, enuresis, atletas de alto rendimiento.

2. Propésito reactivo: Vomitos, diarreas, personas con oliguria o
anuria, micciones con exceso de espuma, hematuria, proteinas
positivas en un examen simple de orina parcial, insuficiencia re-
nal, diabetes mellitus.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda
O cronica.

Fundamentos

Método 1: Enzimatico/cinético

El sodio activa la reaccion enzimatica entre la beta-D-galactosidasa
dependiente de sodio, y su sustrato el o-nitrofenil-D-galactopiranosa,
generando o-nitrofenil y galactosa. La velocidad de formacion de los
productos, medible por espectrofotometria, es directamente proporcio-
nal a la cantidad de sodio presente en la muestra. Las absorbancias se
leen alos 60y 180 s (50).

ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
ONPG Na* O-nitrofenil + Galactosa

y
B-D-Galactosidasa

Método 2: Colorimétrico.
El sodio es precipitado como una sal triple, el acetato de uranilo de
magnesio y sodico, con el exceso de uranio, luego de haber reaccio-
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nado con ferrocianuro, se produce un cromoforo cuya absorbancia es
inversamente proporcional a las concentraciones de sodio presentes
en la muestra.

Condiciones
e Muestra: Suero obtenido por métodos estandar, u orina de 24
horas, centrifugada, no requiere dilucion.
e Analito estable por 7 dias en refrigeracion, y 12 meses a -20°C.
e Evitar muestras fuertemente hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

Valores de referencia
e Sangre: 135-155 mEqg/L
e QOrina de 24 h: 40-220 mEqg/L/24h

Diagnéstico

Algunas causas de hipernatremia son trastorno de la hormona vaso-
presina o ADH bien sea por un problema hipofisario o por disfuncion
renal, a pérdidas excesivas de agua sin pérdida de sales y algunos
trastornos neurologicos. Evaluacion clinica: polidipsia, poliuria, espas-
MOoSs musculares, entre otros.

LLa hiponatremia se produce por pérdidas elevadas de sodio por el em-
pleo de diuréticos, por diuresis osmotica, por afecciones renales. Eva-
luacion clinica: nauseas, vomitos, calambres musculares, alteraciones
visuales, cefalea, letargia, convulsiones, coma, etcétera.

En orina, los niveles de sodio pueden estar causados por: medicamen-
tos (diuréticos), baja alteracion de las glandulas suprarrenales, nefro-
patias, ingesta elevada de sal en la dieta.

Los niveles por debajo del valor de referencia, en orina pueden de-
berse a: hiperaldosteronismo, por trastorno de la glandula suprarrenal,
deshidratacion, diarrea y pérdida de liquidos, insuficiencia cardiaca,
insuficiencia renal, cirrosis hepatica, entre otras causas.
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Potasio

El potasio es un elemento quimico cuyo simbolo es K, por su
nombre latino Kalium. Es el cation presente en mayor concentracion en
el medio intracelular del cuerpo humano. Entre sus principales funcio-
nes se encuentra que participa en el equilibrio osmotico y el equilibrio
acido-base. También esta involucrado en las contracciones muscula-
res en la transmision del impulso nervioso mediante los potenciales de
accion celular (51).

Objetivo

1. Propdsito preventivo: Recién nacidos, adultos mayores, diabe-
tes, enuresis, atletas de alto rendimiento.

2. Propésito reactivo: Vomitos, diarreas, personas con oliguria o
anuria, micciones con exceso de espuma, hematuria, proteinas
positivas en un examen simple de orina parcial, insuficiencia re-
nal, diabetes mellitus.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda
O cronica.

Método: Enzimatico

Fundamentos

El Potasio se determina enzimaticamente a través de la actividad de
ADP, usando como sustrato fosfoenolpiruvato. El piruvato formado re-
acciona con el NADH en presencia de LDH para formar Lactato y NAD.
El correspondiente descenso de absorbancia a 340 nm es proporcio-
nal a la concentracion de potasio (52).
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ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA

PEP + ADP K+ PYRUVATE + ATP
—
PK

PYRUVATE + NADH +H* 2 LACTATO + NAD*
Condiciones
e Muestra: Preferiblemente suero obtenido por métodos estandar,
u orina de 24 horas, centrifugada, no requiere dilucion. Puede
usarse plasma heparinizado.
e Analito estable por 14 dias en refrigeracion.
e Evitar muestras hemolizadas.

Valores de referencia
e Suero: 3,4a5,3mEqg/L
e QOrina 24 h: 25 a 125 mEq/L al dia.

Diagnéstico

Disminucion en las concentraciones de potasio sérico (hipokalemia)
puede producir dafos organicos importantes que pueden llegar a con-
ducir ala muerte. Las causas mas comunes de la hipokalemia son: dia-
rrea, diuresis elevada, vomitos y deshidratacion. Observar los rasgos
clinicos como: debilidad muscular, fatiga, astenia, calambres, ileo, es-
trefiimiento, arritmias cardiacas, paralisis respiratorias y alcalosis.

La hiperkalemia, es un trastorno electrolitico grave, y se debe, comun-
mente a: aumento del ingreso al cuerpo por via oral o parenteral, insu-
ficiencia renal. Los principales signos clinicos son: parestesias, debili-
dad, insuficiencia respiratoria, nauseas, vomitos, arritmias ventriculares
y paro cardiaco.
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En orina niveles elevados de potasio se generan, comunmente, a con-
secuencia de acidosis metabdlica, anorexia, bulimia, necrosis tubular
renal, hipomagnesemia y dafilos musculares.

Concentraciones muy bajas en orina se deben fundamentalmente
a: medicamentos como los betabloqueantes, el litio, el trimetroprim,
los diuréticos ahorradores de potasio y los AINES. También por pro-
blemas en las glandulas suprarrenales con escasa produccion de la
aldosterona.

Cloro

El cloro es un tipo de electrolito, que en el organismo se encuentra en
su forma molecular denominada cloruro. A igual que los otros electro-
litos, el cloro, con su carga eléctrica negativa, contribuye con el ba-
lance osmotico y el equilibrio acido-base del organismo. El cloro por
lo general se mide junto con el sodio y el potasio para el despistaje de
trastornos de salud como las enfermedades del higado o del rifidn,
la insuficiencia cardiaca y la hipertension arterial.

La determinacion de cloro en sangre es importante también en casos
de pérdidas de liquidos con posibles problemas con el equilibrio aci-
do-base. En casos de vomitos, diarrea, cansancio, debilidad, disnea,
etcétera (48).

Objetivos

1. Propésito preventivo: Recién nacidos, adultos mayores, diabe-
tes, enuresis, atletas de alto rendimiento.

2. Propésito reactivo: Vomitos, diarreas, personas con oliguria o
anuria, micciones con exceso de espuma, hematuria, proteinas
positivas en un examen simple de orina parcial, insuficiencia rre-
nal y diabetes mellitus.

3. Propésito de control: Pacientes con insuficiencia renal aguda
O cronica.
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Método: Colorimétrica

Fundamentos

Los iones de cloro presentes en la muestra, reaccionan con el tiocia-
nato de mercurio, generando cloruro de mercurio € iones de tiocianato.
Estos se combinan con iones férricos formando tiocianato férrico, de
color amarillo, que es directamente proporcional a la concentracion del
cloro presente en la muestra.

Condiciones

e Suero, plasma u orina de 24 horas centrifugada sin diluir.

e Se acepta el uso de los anticoagulantes EDTA, oxalato y hepa-
rina.

e Separar cuanto antes el suero o plasma del paquete celular.
Esto debe hacerse antes de que transcurra una hora de la ex-
traccion.

e El analito es estable por 7 dias bajo refrigeracion y por 6 meses
a-10°C.

Valores de referencia
e Suero o plasma: 97-106 mEqg/L
e QOrina: 170-254 mEqg/L

Diagnéstico
Algunas causas de hipocloremia son: deshidratacion, insuficiencia re-
nal, acidosis y alcalosis.

Las causas mas comunes para la hipercloremia son: Insuficiencia car-
diaca o respiratoria, y trastornos de las glandulas suprarrenales (53).

Calcio

El Calcio es uno de los electrolitos que cumple multiples funciones de
gran importancia para el organismo: forma parte esencial en la estruc-
tura de huesos y dientes, cumple funciones metabdlicas, regulacion
enzimatica, influye sobre la funcion de transporte de las membranas
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celulares, juega un papel crucial en la liberacion de neurotransmisores.
y en la regulacion de la frecuencia cardiaca.

El calcio sérico estéa constituido por de tres fracciones: el calcio idnico,
conocido como inorganico; el calcio aniconico, unido a los fosfatos; y
el calcio ligado a proteinas (albumina, globulina, y enzimas). El calcio
ionico es el que realiza la mayoria de funciones metabdlicas.

Las concentraciones de calcio en el organismo estan controladas fun-
damentalmente por la parathormona, la calcitonina y la vitamina D.

El consumo de calcio que una persona requiere depende de su edad
y de otras causas. Los ninos precisan mas calcio que los adultos jove-
nes. Las mujeres, durante, y después del embarazo, o después de 45
anos, necesitan del calcio para evitar la osteoporosis (54).

Objetivo

1. Propésito preventivo: Mujeres embarazadas o mayores de 45
anos.

2. Propésito reactivo: Estados de pérdidas de liquidos. Fragili-
dad oOsea. Pacientes operados de la tiroides. Embarazo. Nifios
que muestran trastornos del crecimiento y personas con orinas
recurrentes que presentan cristales de oxalato de calcio abun-
dantes.

3. Propdsito de control: Pacientes con osteoporisis y pacientes
con problemas de malabsorcion.

Método: Colorimétrico

Fundamentos

Se hace reaccionar el calcio con la o-cresolftaleina complexona, en
un medio alcalino, de esta reaccion resulta un complejo color purpura,
que se puede medir foto colorimétricamente.
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ESQUEMA DE LA REACCION QUIMICA
Ca** + O-Cresolftaleina OH* Complejo Coloreado
Relacion Calcio/Creatinina

Los pediatras suelen solicitar varias pruebas de calcio en orina, cuan-
do se encuentran con nifios con dificultades para crecer por causa de
una excrecion de calcio anormal por el rinon.

Estos examenes son:

Dia 1
Calcio en orina de 24 horas, con el fin de establecer la cantidad diaria
de calcio excretada por la orina.

Dia 2
Relacion calcio/creatinina con muestra en ayunas. Se recolecta la se-
gunda micciéon de la manana, en estado de ayuno de al menos 8 h.

Relacion calcio/creatinina, con muestra postprandial. Luego de tomar-
se la primera muestra, el nino debe desayunar, lo que consume normal-
mente pero se le adiciona un vaso de leche. La siguiente miccion que
produzca, se recolecta para hacer la segunda relacion.

Estas pruebas se analizan comparativamente para determinar si la
causa del trastorno del crecimiento del nino se debe a la excrecion
patolégica del calcio por los rifones.

Dia 3

Al menos una semana después del dia 2. Repeticion de todo el proce-
dimiento anterior.
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Con dos relaciones con valores de la relacion calcio/creatinina por en-
cima de 2, se puede establecer que el paciente sufre de una Hipercal-
ciuria. Otras pruebas, junto con la clinica, determinaran las causas y el
diagnostico definitivo (55).

Condiciones

e Preferiblemente usar suero. De usarse plasma debe ser con he-
parina. Se debe separar el suero o plasma del coagulo, antes de
transcurrir 2 horas de haberse tomado la muestra.

e Se puede efectuar la prueba con orina, parcial o de 24 horas.

e | as muestras para esta prueba deben ser recién tomadas. Pue-
den conservarse 7 dias de 2-10 °C o mas de 5 meses en el
congelador, sin agregado de conservantes.

Valores de referencia
e Suero: 8,5-10,5mg/dL
e QOrina: hasta 300 mg/24 h (para una dieta normal)
e Relacion calcio/creatinina: hasta 0,2

Diagnéstico

Cuando se produce una hipocalcemia a largo plazo, y ocurre desde
temprana edad del paciente, pueden presentarse la osteomalacia,
el raquitismo y la osteoporosis. También puede producirse calambres,
por causa de tetania muscular. También, la hipocalcemia, por multiples
y complejos mecanismos, puede contribuir con el agravamiento de la
hipertension arterial, la hipercolesterolemia, el cancer de colon y recto,
etcétera.

Cuando una hipercalcemia cursa con altas concentraciones de vitami-
na D, esto puede favorecer una calcificacion excesiva en los huesos
y tejidos blandos. Asimismo, esta condicion interfiere con la absorcion
de hierro y zinc.

115



BIOQUiMch CLiNICA PARA CIENCIAS DE LA SALUD

OO OO
Hipercalciuria es el nombre que recibe el aumento de los valores nor-
males de calcio en orina. Si esto sucede puede sugerir, que el sujeto
esta en riesgo de sufrir de una litiasis renal, hiperparatiroidismo, sarcoi-
dosis, entre otras causas.

Si por el contrario se determina hipocalciuria, esto puede estar asocia-
do a un hipoparatiroidismo, a una deficiencia de vitamina D, o algun
trastorno renal (56).
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