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Resumen

Resumen

El presente trabajo contiene las diferentes tareas realizadas en el laboratorio de analisis clinicos
del Hospital Materno Infantil, que tiene como objetivo evaluar los resultados analiticos para
poder dar una buena interpretacién clinica. En concreto durante mi estancia he rotado por las
siguientes areas: drea de hematologia, de hormonas, de cromatografia y bioquimica. En estas
areas se estudian muestras bioldgicas diversas, como sangre, orina, heces, suero, etc.

Me forme en la utilizacién de cada una de las técnicas de estas secciones y colaborée con el resto
de técnicos implicados en el proceso de analisis, asi como en su diagnéstico clinico para hacer un
seguimiento correcto de la enfermedad.



Resumo

Resumo

O presente traballo contén as diferentes tarefas realizadas no laboratorio de analises clinicas do
Hospital Materno Infantil, que ten como obxectivo avaliar os resultados analiticos para poder dar
unha boa interpretacion clinica. En concreto durante a mifia estanza rotei polas seguintes areas:
area de hematoloxia, de hormonas, de cromatografia e bioquimica. Nestas areas estidanse
mostras bioldxicas diversas, como sangue, ourifios, feces, soro, etc.

Formeime na utilizacién de cada unha das técnicas destas seccidns e colaborei co resto de
técnicos implicados no proceso de analise, asi como no diagndstico clinico para facer un
seguimento correcto da enfermidade.



Summary

Summary

This work summarizes the different tasks carried out in the laboratories of clinical analyses of the
Hospital Materno Infantil, that has the objective to evaluate analytical results to give a correct
clinical interpretation. During my stay | took part in the activities of different areas: haematology,
hormones, chromatography and biochemistry. In these areas | had the opportunity to study
different biological samples, such as blood, urine, faeces, serum, etc.

| gained knowledge in the different techniques used in these sections and collaborated with
technicians involved in the process of analysis, as well as in the clinical diagnosis for a correct
treatment of the disease.



Objetivos

Objetivos

El laboratorio clinico es una especialidad médica que brinda medios de diagndstico y, como todas
ellas, resulta indispensable en la actualidad, algunos de los objetivos del quimico como analista
clinico son:

e Conocer la metodologia analitica, tratamiento, seleccién diagndstica, control y fuentes de
error de un laboratorio de analisis clinicos

e Evaluar los resultados analiticos y su interpretacidn clinica.

e Elaborar informes y realizar interconsultas clinicas.

e Detectar complicaciones.

e Ofrecer resultados con un nivel de seguridad y conformidad y que se establezcan las
conclusiones acertadas.

e Administrar datos analiticos con exactitud y fiabilidad suficientes en un plazo y con un

coste aceptables.
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1. Hospital Universitario A
Coruna: Historia y Organizacion



Hospital Universitario A Corufia

1. Historia

El Hospital Universitario (CHUAC) es un conjunto de centros especializados de atencion a la
salud, la ensefianza y la investigacidn en Ciencias de la salud que pertenecen al servicio gallego
de Salud (Sergas) con sede en A Coruiia.

El CHUAC fue inaugurado en, tiene una superficie de mas de 50000 m?y es hoy por hoy el
hospital publico mas grande de toda Galicia. Hoy en dia el CHUAC estd conformado por los
hospitales: Abente y Lago, Teresa Herrera, maritimo de Oza y hospital Virxe de la Xunqueira.

El laboratorio central del CHUAC, ubicado en el materno infantil Teresa Herrera, atiende
diariamente una media de dos mil pruebas, buena parte de ellas llegadas de los distintos
centros de salud de atencidn primaria, donde se realiza la recogida de muestras. A esta cifra
hay que afadir otro medio millar de peticiones asumidas al dia por el laboratorio de atencién
continuada de la residencia sanitaria, donde se realizan las determinaciones solicitadas por
urgencias.

llustracion 1: Hospital Universitario A Coruiia

El Hospital Materno Infantil (anteriormente denominado Hospital Teresa Herrera) fue
inaugurado en 1951, en él se encuentran los laboratorios del Servicio de Analisis Clinicos,
ubicados en la planta 19. En la actualidad da cobertura tanto a la demanda generada en el
complejo hospitalario como a pacientes ambulatorios pertenecientes al drea sanitaria de a
Corufia y forma especialistas en Analisis Clinicos y en Bioquimica Clinica.*



Hospital Universitario A Corufia

llustracion 2: Hospital Teresa Herrera

Los andlisis clinicos que se llevan a cabo son un tipo de exploracion complementaria que

solicita el médico al laboratorio clinico para confirmar o descartar un diagndstico.

Forma parte del proceso de atencién al paciente y se apoya en el estudio de distintas muestras
bioldgicas mediante su andlisis en el laboratorio y brinda un resultado objetivo, que puede ser
cuantitativo (un nimero, como en el caso de la glucosa) o cualitativo (positivo o negativo,

como en el caso del PCA;).

El resultado de un analisis clinico se encuadra dentro de los valores de referencia establecidos
para cada grupo de poblacidn, y requiere de una interpretacion médica. No deben confundirse
ambos conceptos, por un lado estd el resultado de la prueba de laboratorio realizada, y por

otro, la interpretacion que el médico dé a esos resultados.

Al realizar un andlisis clinico siempre se tienen en cuenta ciertas caracteristicas propias de cada
prueba diagndstica: especificidad, sensibilidad, valor predictivo, exactitud, precision y validez
(analitica, clinica y util de dicha prueba), asi como la preparacién y recogida de la muestra o los

intervalos de referencia.
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Técnicas realizadas

2. Técnicas empleadas:
introduccion, procedimiento y
resultados.
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a)

Técnicas realizadas

2.1 Introduccion

El laboratorio clinico del CHUAC aglutina las siguientes especialidades: analisis clinicos,
hematologia y hemoterapia, bioquimica Clinica, microbiologia, inmunologia, genética y
hormonas. A partir de aqui presentamos el trabajo en funcién de las distintas especialidades o
servicios:

2.2 Servicio de Hematologia

La hematologia constituye una parte de la medicina que se basa en el estudio clinico-bioldgico
de las enfermedades de la sangre, de los érganos hematopoyéticos, y de todos los aspectos
relacionados con su tratamiento, asi como todos los aspectos relacionados con la medicina
transfusional (no solo hace mencién a la transfusion de componentes sanguineos sino que
incluye también otras actividades como el trasplante de precursores hematopoyéticos o la
terapia celular y tisular).

Los servicios de Hematologia y Hemoterapia en sus dreas de laboratorio son ademds, dentro
de la estructura hospitalaria, estructuras centrales o servicios basicos, que deben servir con
rapidez y calidad al resto de los servicios los estudios y tratamientos solicitados.?

2.2.1 Citrometria hematica

El término citometria hematica (en adelante CH) es el mas adecuado para denominar a la
medicion de las células de la sangre (citos= célula, metros= medida, haema, haematos=
sangre). La interpretacidon correcta de toda la informacion que ofrece una CH posibilita
establecer sospechas diagndsticas definidas sobre la enfermedad que causa las alteraciones de
la misma. Realiza el analisis detallado de cada uno de los datos que informa, los cuales se
pueden dividir en tres grandes grupos: datos de la serie roja, de la serie blanca y de la serie
trombocitica. La medicién de todos estos parametros e indices eritrociticos debe hacerse
utilizando contadores de particulas por citometria de flujo.?

i. Componentes dpticos.
Conjunto 6ptico laser: Se compone de los mddulos de iluminador, cubeta y detector. La fuente
de luz se basa en un diodo laser que se encuentra alojado en el médulo iluminador.
Se enfoca la imagen de una ranura iluminada por la luz del diodo Iaser a la cubeta. La corriente
de muestra/envolvente de la cubeta contiene hematies (HEM)

Los hematies y reticulocitos que pasan a través de la cubeta de lectura dispersan la luz en
angulos bajo y alto. Los reticulocitos tefidos absorben un porcentaje de la luz. Los dos
fotodiodos de difraccidon detectan a la luz dispersada, que genera las dos sefales siguientes:

e Una sefial de difraccion de angulo alto correspondiente a la luz dispersada en
angulos entre 5°y 15°.

e Una sefia de difraccion de angulo bajo correspondiente a la luz dispersada en
angulos entre 2°y 3°.

11



Técnicas realizadas

llustracion 3: Componentes del conjunto dptico laser.

2.2.2 Ejemplos de citogramas y células

Resultados

En las siguientes ilustraciones presentan ejemplos de diferentes células en sangre periférica
tanto de la serie roja como de la blanca.

Aqui vemos algunos ejemplos de los frotis sanguineos analizados (que son un analisis de
sangre que mide el nimero y forma de las células sanguineas)

llustracion 4: Frotis de sangre periférica

12



Técnicas realizadas

e Ejemplo de linfocito y plaqueta en forma alargada (ilustracién 5) y un ejemplo de

agregado plaquetario (ilustracion 6).

a) Linfocitos: es una célula linfatica (se fabrican por células linfoides presentes en la
médula ésea y que posteriormente migran a drganos linfoides como el timo,
ganglios linfaticos y bazo, constituyen el 99 % de las células linfaticas), que es un
tipo de leucocito (glébulo blanco) comprendido dentro de los agranulocitos. Son
los leucocitos de menor tamafio.

b) Plaquetas: son células producidas por los megacariocitos en la médula dsea
mediante el proceso de fragmentacién citoplasmatica, circulan por la sangre y
tiene un papel muy esencial en la coagulacidon. Agregado plaquetario: masa de
plaquetas juntas y unidas unas con otras.

2
_—

&
™
%

Y - ,
oy N

llustracion 5: Linfocito y plaqueta alargada llustracion 6: Agregado plaquetario

e Ejemplo de dos basoéfilos uno con una rotura (ilustracién 7) y otro que se ha vaciado

(ilustracidn 8).

a) Basdfilos: conforman el tipo de leucocito menos abundante en la sangre. Tiene
nucleo irregular, dificil de ver por la granulacion baséfila que lo cubre casi siempre.
Tamafio semejante al de los segmentados. Se denomina basdéfilo a cualquier célula
que se tifie facilmente con colorantes basicos.

s

llustracion 7: basofilo roto llustracion 8: basdéfilo vacio

13
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Técnicas realizadas

e Ejemplo de neutrdfilo raramente azurdéfilo (granulacidn que puede ser coloreada por la
eosina y caracteristicas de las células tipo granulocitario) (ilustracion 9) y eritoblastos
basofilos (ilustracién 10) con un citoplasma azulado por tincién.

b) Neutréfilos: son el tipo mas comuin de glébulos blancos. Comprenden
aproximadamente entre el 45y 70% de todos los gldbulos blancos de la sangre.

c) Eritoblastos: son células eritropoyéticas. En humanos, el proceso de produccion de
eritrocitos o gldbulos rojos pasa por varios estados eritroblasticos.

llustracion 9: Neutréfilo raramente azuréfilo Illustracion 10: Eritoblastos basofilos.

e Ejemplo de células plasmaticas (ilustraciéon 11) también llamadas plasmocitos y un

ejemplo de hematies nucleados y en forma alargada (ilustracién 12)

a) Las células plasmaticas: son una variedad de leucocitos, es decir, de glébulos
blancos de la sangre, tienen la funcién de producir anticuerpos, proteinas que
permiten neutralizar los virus, bacterias, parasitos.

b) Hematies: también Ilamados glébulos rojos, son las células sanguineas que
contienen en su interior la hemoglobina y son los principales portadores de
oxigeno a las células y tejidos del cuerpo.

{ ‘. -~
2 ( (e |
% H N
> R ' &
0" On ® EnaSo i
) \ . < { i
L oy
ofetlasts o ¢
BT AR
llustracion 11: Célula plasmatica llustracion 12: Hematies nucleados
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Técnicas realizadas

e Ejemplo del sindrome mieloproliferativo crénico (SLPC) (ilustracién 13) que puede
derivar en una leucemia mieloide crénica (LMC). En su citograma se observa gran
cantidad de poblacidn en las dreas LUC (células grandes no tefiidas.7
a) Los citogramas se construyen a partir de la citometria de flujo que se basa en la

interaccion de las células con un haz luminoso, esto genera una serie de sefiales

gue se recogen en unos detectores y son transformadas en impulsos eléctricos que
se amplifican y se convierten en sefiales digitales.

|

3\
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llustracion 13: SLPC

Q
1

b
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b)

Volumen Hi

CH HEM f}

llustracion 14: Citograma de SLPC

Datos de gldbulos blancos derivados del canal de Peroxidasa (Perox).
Datos de leucocitos derivados del canal de lobularidad de baséfilos (Baso).
Datos del volumen y hemoglobina eritrocitaria.

e Ejemplo de Leucemia linfoide crénica (LLC) (ilustracién 15) mostrando linfocitos
morados y de su citograma, en el que se observa una gran cantidad de poblacién en las
areas LUC del citograma de peroxidasa y en las demas areas del citograma de

basolobularidad, en el que se distinguen una amplia poblacidn de células

mononucleadas que invaden la zona de basdfilos.

llustracion 15: LLC

Zona de
basdfilos

e

T :
[ 3
B i &
VICHHEM ™ [Volumen H Vol plaqueta

llustracién 16: Citograma LLC
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Técnicas realizadas

En ambos citogramas (ilustracion 14 y 16) se detectan células precursoras o blastos, que se
localizan en las areas mencionadas, con gran densidad de poblacién celular.

Discusion

Los resultados hematoldgicos aportan mucha informacion sobre posibles patologias, sobre
alguno de sus pardmetros analiticos y también puede indicarnos la existencia de alguna
enfermedad concreta. En el caso de las leucemias se ha descrito que tanto las leucemias
agudas como las crénicas presentan anemia y trombocipenia. Las leucemias se caracterizan
por la presencia de abundantes células precursoras o blastos en sangre periférica.

2.3 Servicio de Cromatografia
Se basa en el diagnéstico de enfermedades renales congénitas y adquiridas y también en el
tratamiento precoz de la hipertension arterial y de la diabetes.

2.3.1 Técnica de Inmunodifusion Radial

La Inmunodifusion Radial se basa en la reaccidn de precipitacidon descrita por Ouchterlony,
siendo una de las primeras reacciones antigeno-anticuerpo documentadas.? La técnica se lleva
a cabo, en medio sélido, como el agar, que permite la difusién de las moléculas proteicas. En
este gel, el suero problema se disuelve, homogéneamente y el antigeno se coloca en un pocillo
en el centro del gel. El antigeno se desplaza por el gel, siendo fijados por los anticuerpos; al
principio, estos complejos antigeno-anticuerpo son solubles y siguen difundiendo hasta que se
unen a una cantidad de anticuerpo necesaria para precipitar, formando un anillo alrededor del
pocillo.’> Sin embargo, es un método lento y laborioso ya que se analiza un ndmero
determinado de muestras y es de baja sensibilidad.®

Material y método

Se cuantifica la alfa-1-antitripsina (llamada a partir de ahora a ;-AT) en deposiciones, usando
placas de Inmunodifusion Radial (LC-Partigen), con el objetivo de establecer valores de
referencia en muestras aisladas de heces.

a) Alfa-1-antitripsina.

La a;-AT es una glucoproteina de 52 KDa, constituida por una cadena de 394 aminodcidos y 3
cadenas laterales de hidratos de carbono. El gen que codifica la a;-AT se encuentra en los
hepatocitos.’

La a ;-AT es sintetizada por el higado con un PM de 54000. Similar a la albumina (PM 67000
Da). En comparacién con esta, ni es degradable por las proteasas intestinales ni es
reabsorbida, por lo que su andlisis en heces establece un fiel marcador. Ademas de su
capacidad inhibitoria de la tripsina®, es capaz de inhibir la mayoria de las serin proteasas
(hidrolasas que degradan enlaces peptidicos y proteinas) de los neutrdfilos, aunque su diana
especifica es la elastina del neutroéfilo. Esto lleva a la ruptura de la pared alveolar neta y
enfisema panacinar (destruccion uniforme de todo el saco de aire o alvéolos).
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llustracion 17: a1-AT (amarillo) ligada al sitio activo de la tripsina (rosa).

Posee 9 unidades de Metionina, lo que le confiere una importante capacidad antioxidante (ya
gue Cys y Met son aminoacidos con grupos —SH y —SR, por tanto facilmente oxidables y que
actuan, sobre todo formando parte del Glutatién, como “tampdn redox”) también es capaz de
inhibir o enlentecer la replicaciéon e infectividad del virus del SIDA y la de otros virus y
bacterias. Todo esto indica que la a;-AT es una molécula antiinflamatoria natural de amplio
espectro, cuya funcidn seria modular las reacciones inflamatorias que se producen
continuamente en el organismo.’

Los alimentos no presentan a ;-AT a excepcién de la leche materna, por esto no se considera la
determinacion de a ;-AT un método apropiado en los lactantes amamantados, ya que la a ;-AT
se excreta en la leche humana sin seguridad de escape intestinal de proteinas.*

El gen de la a;-AT se trasmite por herencia mendeliana simple de manera autosémica
codominante mediante 2 alelos, uno de cada progenitor, que se expresa independientemente
en los hijos al 50%.

Enfermedades relacionadas con el déficit de la a,-AT

El déficit de a;-AT confiere una predisposicidn para desarrollar enfermedades a lo largo de la
vida, principalmente enfisema pulmonar y diversos tipos de hepatopatias (incluidas colestasis
neonatal, hepatitis juvenil, cirrosis hepatica en nifios y adultos y hepatocarcinoma), por lo que
se debe considerar como una enfermedad sistémica’* (son enfermedades que afectan a
cualquier parte del cuerpo y a varios sistemas a la vez, incluidos multiples 6rganos).

Procedimiento

Se marcan 8 tubos de ensayo y 8 vasos. Con un depresor de madera se coge 1/3 de la muestra
y se rellena con H,0 destilada, proporcion 1:2 (Vieces: Vi20) homogeneizar con Vortex.

Se cogen 2 ml del homogeneizado, se centrifugan los tubos y se dejan liofilizando hasta la
manana siguiente.

Al dia siguiente se afiade el volumen necesario de solucidn salina y se agitan en un Vortex
posteriormente se llevan a un agitador rotatorio. Se preparan calibradores y controles. Una vez
retirados los tubos del agitador rotatorio se centrifugan.
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)i ) solucidn salina
Copa 2 25ul eppendorf 25ul
Copa 3 25ul Copa 2 25ul
Copa 4 10ul 390ul

Tabla 1: Tabla de Calibradores de la a;-AT

En la placa de inmunodifusién radia (LC-Partigen) se cargan 20ul de cada uno de los
calibradores, controles y de las muestras. Se deja la placa en posicidn horizontal en una
camara humeda durante dos dias. Pasadas las 48h se leen los didametros con una lupa

(ilustracion 18).

llustracion 18: Ejemplo de placa de Inmunodifusion Radial.

Resultados

Los niveles de a,-AT por debajo de lo normal pueden estar asociados a cirrosis, enfisema,
tumores hepaticos, hipertension portal y con el sindrome de distrés respiratorio neonatal. Los
valores mas altos de lo normal de a;-AT significara la existencia de inflamaciones agudas y
crénicas, en infecciones y en ciertos canceres.

Valores normales < 2.20 mg/dL

Pocillo Dilucion d (mm) d2(mm2) C (mg/dL)

0 0 4.1 13,20 0,00
1 1 8,3 54,11 6,00
2 2 6,5 33,18 3,00
3 4 5,6 24,63 1,60
4 Control 7,5 44,18 4,55
5 Tubo 1 7.9 49,02 5,27
6 Tubo 2 6,7 35,26 3,23
7 Tubo 3 6,2 30,19 2,48
8 Tubo 4 9,8 75,43 9,19
9 Tubo 5 57 25,52 1,78
10 Tubo 6 6,6 34,21 3,07
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Tabla 2: Tabla del ensayo de la a;-AT para un conjunto de pacientes reales.

Alfa-1-antritipsina
60
y = 9,664x - 27,386
50 R? = 0,9909
E 40
E
2 30
g
a
2 20
(7]
10
0
3,5 5,5 7,5 9,5
Conc a,-AT (mg/dl)

llustracion 19: Grafica de la a;-AT para un conjunto de pacientes reales

Los pacientes correspondientes a los tubos 4 y 5 son los que mas preocupan ya que el 4
presenta una concentracion elevada y el 5 presenta una concentracién mas baja de lo normal
frente al resto, esto puede significar la existencia de inflamaciones agudas y crénicas en
infecciones.

2.3.2 Disacaridasas
Las disacaridasas son enzimas que rompen los disacaridos en las unidades de monosacaridos
que la originan, como parte de la etapa de digestion.

En las personas con un déficit de disacaridasa no se observara alteracién en la absorcién de los
monosacaridos, pero si se produce alteracidon en la mucosa, si que afecta a su absorcion. La
prueba mas utilizada para determinar el déficit de disacaridasa es la medicion del contenido
catalitico de la enzima que se corresponde a un espécimen que procede de una biopsia
yeyunal.”?

En la deficiencia de las disacaridasas, los azlicares no absorbidos llegan al intestino distal, lugar
donde las bacterias lo descomponen en acido lactico y otros acidos. Esto puede provocar
diarrea. En ocasiones la exclusion de leche en los individuos puede hacer desaparecer la
diarrea.

Otros enzimas disacaridasas son la maltasa, lactasa y sacarasa. La glucosa corresponde al 80%
de los productos de degradacion de los hidratos de carbono y se absorben de acuerdo a un
mecanismo de transporte activo que serd en funcion del sodio. La galactosa comparte los
mismos transportadores de glucosa. La fructosa se absorbe en un proceso de transporte
facilitado pasivo. La deficiencia congénita de alguna de estas disacaridasas provoca una mala
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absorcién de los azucares, y esto a su vez provoca diarrea. Los azucares se absorben en el
duodeno y mitad proximal del yeyuno.*®

Disacaridasas

HOCH, HOCH,
H Q H H Q H
H
oH H OH H
OH OH
H OH H OH
Maltosa

CHOH

H OH  cHoH OH CH0H o CH;0H
H
OH H o o W H Ho

HO o H H OH
N CHOH o 4
Sacarosa Glucosa Fructosa

o P CH,OH CH,0H

OH, 0. OH
H o H H
OH H H

H H H o’ H
W OH CHOH H,O H  OH HooH

Lactosa Glucosa Galactosa

llustracion 20: Las diferentes disacaridasas.

Material y método
Caracterizacion cinética de la Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina (en adelante FA) es un enzima (presente en la membrana celular) que
cataliza la hidrélisis del enlace éster fosfdrico entre un grupo fosfato y un radical organico a pH
basico, lo que libera fosfato en el medio y en presencia de iones Zn*’y Mg*. Se inhiben con
Be™, Fe™", Cu™ y varios polianiones.

Si las medidas de fosfatasa alcalina son anormales indica posible existencia de enfermedades
dseas degenerativas o bien dafios hepaticos.™

La cinética enzimatica se basa en el estudio de la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas y las causas de que sea su variacion.

Su lectura se lleva a cabo en un espectrofotdmetro de marca CINTRA 10 (680 nm).
Fundamento del espectrofotometro

Este es un espectrofotdmetro de UV-VIS se basa en la absorcién de radiacion electromagnética
por dependencia lineal entre la cantidad de radiacién absorbida y la concentracién. Se
selecciona la longitud de onda de luz (680 nm) que atraviesa la disolucion y se mide la cantidad
de luz absorbida por la misma.
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llustracion 21: Espectrofotémetro UV-VIS de marca CINTRA 10 para la determinacion de FA.

Procedimiento

Los puntos de la curva de calibracién se han de preparar a partir de la solucion SM2 (estandar
2). Mediante dilucién con H,0 acidulada (por cada 100 ml de H,O destilada una gota de HCI 6
M).

Curva de calibracion.

F-0 (Cal 0): 500 uL de H,0 acid.

F-1: 475 uL de H,0 acid + 25 uL de SM2.

F-2: 450 uL de H,0 acid + 50 uL de SM2.

F-3: 400 uL de H,0 acid +100 pL de SM2.

F-4: 250 uL de H,0 acid+ 250 pL de SM2.

F-5: 500 ml de SM2.

Controles externos: PP/PN, Q1/Q2 (enteros, sin diluir)

Estandares (FO-F5) por duplicado: 1200 plL de Reactivo 1 + 40 ulL de cada calibrador

Diluciones biopsia (por duplicado) + controles externos: 40 pL diluciones H 1:5 biopsias PN/PP,
Q1/Q2 (enteros) + 100 pL reactivo 1 (mezclar) + 100 pL reactivo 2 (mezclar) y se lleva a cabo su
lectura.

Resultados

Los valores normales de fosfatasa alcalina pueden variar en funcidn de la edad, sexo, etc. Los
niveles altos de FA normalmente se observan en nifios que presentan un aumento repentino
en su crecimiento y en las mujeres embarazadas. Los niveles de FA superiores a los normales
pueden deberse a: obstruccion biliar, afecciones dseas, hepatitis, leucemia, linfoma, etc. En
cambio los niveles de FA inferiores a los normales pueden deberse a: desnutricién,
enfermedad de Wilson, hipofosfatasia, etc.
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Valores normales:

e Adultos: de 25-100 U/L (unidades por litro)
e Nifios: menos de 350 U/L

Qtest ABS-1 ABS-2 ABS MED ABSM-FO

F-0 0 0.1574 0.1967 0.1771 0
F-1 0.0020 0.1965 0.2090 0.2028 0.0257
F-2 0.0040 0.2010 0.2320 0.2165 0.0395
F-3 0.0080 0.2284 0.3005 0.2645 0.0874
F-4 0.0200 0.3629 0.4443 0.4036 0.2266
F-5 0.0400 0.5435 0.6308 0.5872 0.4101
PN 0.0019 0.0200 0.0263 0.0232

PP 0.0058 0.0685 0.0601 0.0643

Q-1 0.0005 0.0098 0.0078 0.0088

Q-2 0.0016 0.0189 0.0228 0.0208

Pac1l 0.0020 0.0250 0.0241 0.0246

Tabla 3: Tabla del ensayo de la FA para un paciente real

Se realiza cinética quimica con un espectrofotdémetro que se encarga del estudio de la rapidez
de reaccion, como cambia la rapidez de reaccién bajo condiciones variables. ABS-1 es la
absorbancia al principio de la reaccién y la ABS-2 es pasados 3 min.

Fosfatasa alcalina

0,45
0,4 y =10,339x + 0,004
0,35 R?=0,9972

0,15

0,05

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Conc (U/L)

llustracion 22: Grafico del ensayo de la FA para un paciente real

2.3.3 Mucopolisacaridos (GAGs)
Los mucopolisacaridos son cadenas largas de moléculas de azucar, se encuentran en todo el
cuerpo, con frecuencia en el moco y en el liquido alrededor de las articulaciones, comUnmente
denominados glucosaminoglucanos y son polisacaridos heterogéneos lineales que estan
formados por la condensacién de un gran nimero de unidades disacaridas, constituidas a su
vez por una molécula de hexosamina (N-acetil-glucosamina) que puede estar sulfatada y un
acido urdnico en la mayoria de los casos acido glucordnico.”
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Constituyen un grupo de enfermedades de causa monogénica (producidas por alteraciones en
la secuencia de DN de un solo gen) que se caracteriza por la acumulacién excesiva de sulfato
de glucosaminoglicon en diversos tejidos y érganos.

Cuando hay deficiencia de enzimas necesarias para la descomposicién de mucopolisacaridos,
estos se acumulan de forma inmadura de manera que no pueden ser eliminadas ni utilizadas
de forma correcta por el organismo, esto se denomina mucopolisacaridosis (llamada MPS en
adelante) *® que son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas que se enmarcan
dentro de las enfermedades originadas por el cimulo excesivo de sustancias. La MPS tiene un
patrén de herencia reversible (hereda dos genes defectuosos, uno de cada padre). Una
excepcion es la enfermedad de Hunter, ya que su patrén de herencia es diferente (ligado al
cromosoma X), por tanto se trasmite a través de via materna a sus hijos varones.

Material y método

Para el analisis de los mucopolisacaridos se requiere una muestra de orina del paciente,
carbazone al 0.125% en etanol absoluto y tetraborato de sodio en sulfurico concentrado al
0.025 M. La lectura de la determinacidn de la concentracidon de mucopolisacaridos se lleva a
cabo en el espectrofotémetro de marca CINTRA 10 (ilustracién 21) (explicacion del
espectrofotometro pg 23)

Procedimiento
Esta técnica requiere 3 dias de trabajo:

12 dia:

Se afiade 100 mg de CPC (cetilpiridinio) y 10 mL de agua (si solo mandan un tubo de orina
hacer en andlisis cuantitativo, si mandan 35 ml hacer también el cualitativo).

Se centrifugan los tubos y se aflade 0.2 mL de CPC, se mete en la nevera en hielo picado
(durante 1 dia).

29 dia:

Se ha de meter el tubo en un bafio a 37°C para disolver los uratos, se centrifuga y se aspira el
sobrenadante, se afiade 5 mL de etanol absoluto con acetato potdsico (KOAC 10%). Se deja en
hielo picado hasta el dia siguiente.

39 dia:

Se centrifugan los tubos, se desecha el sobrenadante y se aflade 1 mL de dietil éter, y se vuelve
a desechar el contenido de los tubos.

Curva de calibracion.
BP (Blanco) 1mL agua
ST1 (Estandar 1) 0.2 mL SM2 y 0.8 mL agua

ST2 0.4 mLSM2y 0.6 mL agua
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ST3 0.6 mLSM2y 0.4 mL agua
ST4 0.8 mLSM2y 0.2 mL agua
ST5 1 mL SM2

0.2 mL de STC (entandar), CC (controles) y muestra, 0.2 mL de carbazole y 2 mL de tetraborato
de sodio a cada uno de los tubos.

Se agitan observandose un color azulado.

llustracion 23: Curva de calibracion antes de introducirlo en el bafio de agua

Se meten los tubos en un bafio de agua a 100°C durante 10 min o mds observando que los
tubos adquieren color rosado.

llustracién 24: Curva de calibracién después de introducirlo en un bafo de agua a 100°C.

Se lee su absorbancia a 530 nm en el espectrofotémetro de marca CINTRA 10 esta lectura se
realiza rapidamente para evitar su degradacion (ilustracion 21).
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Es importante tener presente que la excrecién de mucopolisacaridos en orina varia en funcion

inversa con la edad del nifio, siendo mayor durante los primeros afios de vida y disminuyendo

hasta estabilizarse practicamente a los 9 afos:

Valores (mg/mmol crea) Edad

Cribado de 0.8-22.79 0-6 meses
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.56-15.09 6 meses- 1 afio
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.65-12.44 1-2 afios
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.27-9.35 2-6 afios
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.26-7.07 6-10 afios
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.13-4.5 10-15 afios
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.36-2.69 15-20 afios
glucosaminoglucanos

Cribado de 0.23-174 220 afios
glucosaminoglucanos

Tabla 4: Valores de referencia de mucopolisacaridos.

En nuestro ensayo, el paciente tiene una edad de 15 afios. Como se observa en la tabla los

valores de referencia normales para nifios entre 15-20 afios son entre 0.36 y 2.69 mg/mmol

creatinina.
Conc Abs Resultados Calculos Calculos
(mg/g crea) | (mg/mmol crea)
Bp 0 0
ST1 10 0.0654
ST2 20 0.1263
ST3 30 0.2429
ST4 40 0.2973
ST5 50 0.4196
C 0.1818 20.725
M 0.4059 48.7375 7.08909 0.80557
Crep 0.9052 111.025

Tabla 5: Tabla del ensayo de mucopolisacaridos para un paciente real.
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llustracion 25: Curva de calibracién de mucopolisacaridos.

Valor de creatinina: 133 mg/dL (verifica el estado de la funcidn renal)

Se observa que este paciente presenta un valor normal de mucopolisacaridos pues su valor es
aproximadamente 0.8 mg/mmol crea, por tanto, se encuentra dentro de los limites.

2.3.4 Porfirina

La porfirinas existen en la naturaleza como parte de tres grupos de compuestos: clorofila,
vitamina B12 (cobalamina) y heme, cada uno esta formado por un tetrapirrol, la estructura es
muy similar solo se diferencia porque cada una de ellas esta unida a un metal diferente, la
clorofila contiene magnesio, la cobalamina cobalto y el heme hierro.”’

HOOC

COOH

llustracion 26: Estructura de la porfirina

La clorofila se forma con la reduccién de una de las unidades de pirrol en el anillo de porfirina,
la vitamina B12 es necesaria para la maduracidn de los eritrocitos y el heme es utilizado por los
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precursores de los eritrocitos como un grupo prostético de la hemoglobina y en los
hepatocitos.

Las porfirias son enfermedades metabdlicas causadas por un déficit en las enzimas que
intervienen en la biosintesis del grupo hemo.*®En condiciones normales no aparece porfirina
en la orina, o solo en concentraciones muy bajas. Cuando ocurre un trastorno en la biosintesis
del hemo, en la orina se encuentran concentraciones elevadas de alguno de los compuestos
intermedios. Este cuadro clinico recibe el nombre de porfiria. Existen 7 tipos de porfirina

distintas en funcién del punto en el que se modifique la cadena enzimatica (tabla 6).

Enfermedad Trastorno enzimatico Desarrollo
Porfiria ALA-D Porfobilindgeno-sintasa Agudo
Porfiria aguda intermitente Uroporfirindgeno-sintasa Agudo
Porfiria eritropoyénica Uroporfirinégeno-cosintasa
congénica (enfermedad de
Gunther)
Porfiria cutdnea tarda Uroporfirindgeno-descarboxilasa Crénico
Coproporfiria hereditaria Coproporfirinégeno-oxidasa Agudo
Porfiria variegata Protoporfirindgeno-oxidasa Agudo
Protoporfiria Ferroquelatasa

Tabla 6: Porfirinas hereditarias primarias.

La porfirinas Uro y Copro son intermediarios normales en la biosintesis del heme. Las
alteraciones en el heme pueden afectar a la médula dsea o al higado.

También se pueden producir porfirias debido a factores externos, por ejemplo, el alcohol,
téxicos ambientales, etc. En este caso se habla de porfirias secundarias. La frecuencia de estas
enfermedades es muy baja oscila entre 1:25000 (porfiria cutanea tarda) y en muy pocos casos
(enfermedad de Giinther). Su presencia también es en funcién de la region. *°

Algunos de los sintomas de estas enfermedades son lesiones cutaneas, célicos, trastornos
cardiovasculares y sintomas neuroldgicos, en funcion del tejido implicado se diferencian en
porfirias hepdticas y eritropoyénicas. Las hepaticas afectan al higado y pueden ser agudas o
cronicas y las eritropoyénicas, a los globulos rojos y a la médula y es la enfermedad de
Glinther.

Las porfirias agudas se presentan en forma de ataques y las crénicas no se presentan en forma
de ataque y se presentan en sintomas cutdneos. Las porfirinas se pueden eliminar en la orina,
sangre y deposiciones aunque su eliminaciéon es en funcién de cada una de ellas.

Material y método

Para el analisis de la porfirina se requiere de un sistema de gradiente binario, de alta o de baja
precisidon, con 2 bombas de HPLC, inyector y detector fluorescente. Se usa un horno de
columnas termostatizado para evitar fluctuaciones en la temperatura.
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Fundamento del HPLC con un detector fluorescente

El instrumento con el que se lleva a cabo la HPLC consiste en un depésito de solvente, un
degasificador (bomba), un inyector, un detector, un integrador y una columna. La columna es
un horno de control de temperatura

Los detectores de fluorescencia para HPLC son los detectores mas sensibles y son semejantes
en disefio a los fluorimetros y espectrofluorimetros. En la mayoria de ellos la fluorescencia se
detecta por medio de un fotodetector colocado perpendicularmente respecto al haz de
excitacion y solo se pueden detectar aquellos compuestos que tengan fluorescencia nativa o
inducida por derivatizacidn.

Las condiciones del experimento cromatografico son: flujo 1.2mL/min, temperatura 20°C, el
tiempo unos 20 min y la fase mévil metanol-agua.

0 occe op
0000 men
oo,

llustracion 27: HPLC para las porfirinas

Procedimiento

En un tubo de microcentrifuga de color topacio (dmbar) de 1.5mL se ha de afadir: 500yl orina,
50uL de estabilizador y 50uL de solucion de cebado se mezclan y se dejan en reposo, después
se ha de afiadir 50uL de estandar interno, se mezclan y se centrifuga durante 10 min. Se coge
50 uL del sobrenadante y se pasa a un microvial. La preparacion de los controles se hace del
siguiente modo:

e Control alto (HC): reconstruir un vial de calibrador con 1mL de agua.
e Control bajo (LC): calibrador diluido a la mitad. 250+ 250 L (cal+ agua o suero salino).

Su andlisis se hace por HPLC.
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Resultados

La uroporfirina y la coproporfirina son los productos de oxidacién de sus respectivos
porfirindgenos, que son los verdaderos sustratos en la via biosintética.

Valores normales:

Uro-PF: < 21 pg/L
Copro-ll: < 16 pg/L

Copro lll: < 50ug/L

Numero de pico Tiempo de Nombre de pico Altura Conc (pug/l)
retencion (min)
1 6.75 Uro PF 6812 166.5*
3 8.69 IS1 10814 -
6 11.87 Copro Il 423 4.9
7 12.43 Copro lll 765 9.9

Tabla 7: Tabla del ensayo de Porfirinas para un paciente real.

0.020

.69

—-IS1

0.010
6.75

3

2.43

.87
1

Altura del pico (LU) | FH

11

% copro 1 -
f—-Copro III -

0
2
5
7
10
12
15
20.0-

17.
Time (min.)

Tiempo de retencidn (min)
llustracion 28: urarica ael ensayo ae 1as pormirinas para un paciente real.

En este paciente se observan valores anormales de uroporfirina pudiendo ser signo de:
protoporfiria.
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Los precursores de las porfirinas son el acido 5-aminolevulinico (ALA) y el porfobilinégeno
(PBG).

a) Acido 5-Aminolevulinico (ALA)/Porfobilinégeno (PBG)

ALA y PGB son neurotéxicos y se excretan desde el higado tras induccion de la sintesis del
grupo hemo. El diagndstico se confirma por una elevada concentracién en orina de ALA y PBG
y de las porfirinas totales, en la mayor parte de los casos el defecto enzimdtico se encuentra
tanto en los eritrocitos como en otras células, como los hepatocitos, pero en algunos casos la
PBG-D puede ser normal en los eritrocitos y deficitaria en otras células.?

ALA es un enzima caracteristico en la secuencia bioquimica y es un precursor natural del grupo
hemo que se metaboliza mediante una serie de reacciones enzimaticas a porfirinas
fluorescentes y es caracteristica la elevacion de este enzima «inducible»®* en sindromes
porfirinicos primarios y en la porfirinuria secundaria a hepatopatias. PBG es un precursor
monopirrdlico de las porfirinas, es importante sefialar que el porfobilinégeno posee dos
radicales acidos, uno de acido acético y otro de acido propidnico

Material y método

La muestra se pasa a través de dos columnas de manera consecutiva que contienen resinas de
intercambio iénico; la primera retiene el PBG mientras que la segunda retiene el ALA. Una vez
gue se eliminan las interferencias por lavado, se eluye tanto ALA como PBG y se determinan
espectrofotométricamente, en funcion de la absorbancia a 555nm del producto de la reaccion
de Elrlich.?

Procedimiento

Separacion cromatografica

Se toma una microcolumna de PBG y una microcolumna de ALA por muestra, se destapan y se
deje pasar todo el sobrenadante desechando los eluidos. Se ha de colocar la columna de PBG
sobre la de ALA.

llustracién 29: Microcolumnas de ALA y PBG.
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Se pipetea sobre la columna superior (PBG): agua destilada (10mL), muestra (1ImL) y agua
destilada (20mL) y se desecha el eluido y se separa la columna superior (PBG) y se guarda en la
oscuridad para cuantificarla posteriormente.

Determinacidon del ALA

Sobre la columna de ALA se pipetean 10mL del reactivo, se recoge el eluido y se pipetea en
una serie de tubos:

Blanco Patron Muestra
- - Eluido
Patron de ALA (S) - 0.1mL -
Reactivo (1) 10 mL 9.9 mL -
Reactivo (A) 0.2mL 0.2mL 0.2mL

Tabla 8: Volumenes pipeteados.

Se agita y se incuba durante 10 min en un bafio de agua hirviendo (100 °C), se pipetea 1 mL de
los tubos incubados y 1 mL del reactivo de Ehrlich (ilustracién 30)

llustracion 30: Blanco, controles y muestra de ALA tras anadir 1 ml del reactivo de Ehrlich

Se lee la absorbancia (en un espectrofotometro UV-VIS CINTRA 10) de la muestra y del patrén
frente al blanco a 555nm (ilustracion 21)

Determinacién de PBG

Se coloca la columna de PBG sobre un tubo y se pipetean 4 mL del reactivo y se recoge el
eluido, se agita bien y se pipetean en una serie de tubos:

Blanco Muestra
Eluido - 1mL
Agua destilada 1mL -
Reactivo de 1mL 1mL
Ehrlich

Tabla 9: Voliumenes pipeteados.
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Se lee la absorbancia (A) de la muestra frente al blanco a 555nm (ilustracion 21)
Resultados

Valores normales:

e ALA(mg/24h): 1.5-7.5
e PBG(mg/24h):0-3.4

ALA PBG
Blanco 0 0
ST 0.4011 -
Cc1 0.1191 0.0021
Cc2 0.3395 0.0078
Muestra 0.0368 0.0010

Tabla 10: Resultados obtenidos del ALA y PBG para un paciente real.

Una vez realizados los célculos obtenemos que la concentracidn de ALA del paciente es 5.85
mg/24h y de PBG 0.104 mg/24h, estando ambos valores dentro del rango normal, por lo que,
debemos descartar una porfiria primaria.

2.3.5 Vitamina A/E por HPLC
Las vitaminas A y E son liposolubles y se almacenan en mayor lugar en el higado y en el tejido
graso del cuerpo humano. En contra posicién a otras vitaminas solubles en el agua, la dosis alta
de vitaminas liposolubles puede llegar a ser tdxica.

La vitamina A se considera Trans-retinol, alcohol compuesto por cinco residuos isoprénicos, las
dos terminales se condensan en un anillo de B-ionona, la forma mas importante de vitamina A
desde el punto de vista bioldgico son el aldehido y el dcido de retinol, también se denomina
retinal o 4cido retinoico.?

El ser humano es capaz de metabolizar el retinal de los carotenoides (provitamina A), el cual,
se reduce a retinol, sin embargo, no puede sintetizar un anillo de B-ionona.

Alguna de las funciones que se atribuyen a la vitamina A son: regulacién de la reproduccion y
del crecimiento, regulacidn de la biosintesis de glicoproteinas, sintesis de hormonas
esteroideas, etc.

llustracion 31: Estructura de la vitamina A

En caso de deficiencia de vitamina A, pueden aparecer algunos sintomas clinicos: mayor
tolerancia a la sensibilidad luminosa, poca adaptacion a la oscuridad, degeneracion total en la
retina, problemas en la reproduccién y en el crecimiento dseo.
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La vitamina E se basa en todos los derivados del tocol y del tocotrienol que presentan una
actividad bioldgica correspondiente a a-tocoferol y su estructura molecular formada por un
grupo 6-cromodlico metilado y una cadena lateral de isopreno. La vitamina E es inestable
cuando se combina con el oxigeno (reacciona con el estado fundamental triplete 0,) Y estable
en presencia de acidos y con calor si no hay oxigeno, también es un antioxidante para la
proteccién de la vitamina A, de los carotenoides y de los acidos grasos insaturados de la
membrana celular contra el oxigeno y los radicales hidroxilicos.

CHa
HO

HaC CHa

CHa

llustracion 32: Estructura de la vitamina E

Material y método

Ambas vitaminas son termolabiles, lo que desaconseja la cromatografia gaseosa. Por ello se
utiliza el método de HPLC, que permite llevar a cabo una determinacién rapida, simultanea y
precisa de ellas.

Condiciones del experimento cromatografico: flujo 0.6 mL/min, temperatura 8°C, tiempo 8
min, fase movil metanol-agua. Detector UV

Fundamento del HPLC con un detector UV

Se hace pasar una radiacién electromagnética a través de compuestos que presentan
determinados grupos funcionales, éstos experimentan una excitacidn electrénica a causa de la
absorcién de energia, a una longitud de onda determinada. Esta energia, provoca el paso de un
electréon desde el estado fundamental hasta un nivel de energia superior.

llustracién 33: HPLC para la Vitamina A/E.
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Para el analisis de vitamina A/E se han de preparar varios calibradores, controles y un estandar

interno:

e Calibrador: se afiadel mL de agua destilada al CAL y se agita.

e Control: se afiade 1mL al control 1y 2.

e Estandar interno: 20 a 60 mg de estandar interno, por cada mg de estandar interno se

anaden 100uL de REAG 1y se agita suavemente.

Solucion de trabajo: 10 pL de esta solucién y 10 mL de REAG 1 y se mezclan.

e Muestras: para cada control, CAL y SAMP 200 uL de la muestra de suero y 400ul de la
solucion de trabajo del estandar interno, se mezcla y se centrifuga el precipitado,

después se afiade 20 pL del sobrenadante en un vial.

Finalmente se hace analisis por HPLC.

Resultados

Los valores normales: fluctian entre 50-200 pg/dl.

Numero | Tiempo de Nombre Altura Conc Limite Limite
de pico retencion de pico (ng/dlL) inferior superior
(min) (ng/dL) (ng/dL)
1 1.50 Vit A 196340 87.9 50.7 84.5
2 2.35 IS1 166775
3 5.21 Vit E 116169 2248.6* 1080 1800

Tabla 11: Tabla del ensayo de la Vitamina A/E para un paciente real
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llustracion 34: Grafica del ensayo de la vitamina A y E para un paciente real

Se observan que este paciente presenta valores normales de vitamina A y valores muy altos de
vitamina E. Los niveles altos de vitamina E puede aumentar el riesgo de defectos congénicos
(defectos que ocurren cuando el bebé se esta desarrollando en el cuerpo de la madre).

2.3.6 Analisis de la Clozapina en suero y plasma humano
La Clozapina es un medicamento utilizado para tratar algunas enfermedades mentales,
también es conocida por el nombre de Clozaril, Clopine o Closyn.

La Clozapina suele ser recetada por los médicos a personas que presentan una enfermedad
psicotica, por lo que se le conoce como medicamento antipsicotico.
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llustracion 35: Estructura de la clozapina

Todas las drogas antipsicéticas efectivas tipicas (las tipicas son antiguas y se usan ampliamente
como tratamiento de primera linea para las personas con esquizofrenia) y atipicas (las atipicas
son nuevas y es un término ampliamente usado para describir algunos antipsicéticos que
tienen una baja propension a producir trastornos motores, sedacion y elevacién de la
prolactina en suero) son bloqueadoras de los receptores D2 de la dopamina en el sistema
nervioso central. Estudios realizados con Tomografia de Emisién Positrénica (TEP; PET) (es una
técnica no invasiva de diagndstico e investigacion “in vivo” por imagen capaz de medir la
actividad metabdlica del cuerpo humano) muestran una excelente correlacién de la
concentracién de los medicamentos antipsicoticos en plasma con el bloqueo de receptores D2,
mejor generalmente que por dosificacién. Algunos estudios demuestran que el bloqueo de
mas del 80% de los receptores provoca efectos secundarios en el sistema musculoesquelético,
mientras que el bloqueo en un 60-80% de los receptores**conduce a una respuesta optima.
Por lo que resulta esencial el control terapéutico (TDM) de farmacos antipsicoticos.

Hoy en dia se prefieren los antipsicéticos atipicos por sus menores efectos secundarios, ya que
estas drogas estan mas débilmente ligadas a los receptores D2.

Material y método

Los métodos analiticos para la determinacién cuantitativa de estos antidepresivos deben ser
muy sensibles y selectivos debido a que las concentraciones de plasma son muy bajas. La
exactitud y la precision de las concentraciones terapéuticas deben estar alrededor del 85%. Se
utiliza una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (ilustracién 33)

Condiciones del experimento cromatografico: T2 45°C, t 27min, bomba 1: 0.8mL/min, bomba
2: 1.3 mL/min, detector UV.

Procedimiento

Se afiaden 600 pL de cada una de las muestras de plasma o suero y de los calibradores y
controles a los viales y se centrifugan, se transfieren 500 uL del sobrenadante a un vial y se
mezcla con 20 uL de estandar interno 1. Se ha de Inyectar 100 plL de la mezcla resultante y se
lleva a cabo la lectura.

La fase movil 2 (bomba 2) enriquece al analito sélo al principio del cartucho de extraccion y
elimina el resto de componentes de la matriz, asi como componentes hidréfilos, del cartucho
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de extraccién. Al cabo de 6 min, el cartucho de extraccidon se conmuta en direccidn de flujo
inverso hacia el flujo de la fase mévil (bomba 1) y los analitos son eluidos desde el cartucho de
extraccidn de fase inversa y seguidamente se separan en la columna analitica de fase inversa.
La medicidn se lleva a cabo con un detector de UV.

Resultados

Es importante conocer los rangos terapéuticos, estos rangos son orientativos e identificativos
de la poblacién. Los valores pueden variar si se toman otros medicamentos, ya que la clozapina
presenta una elevada variabilidad intra o interindividual.

Rango terapéutico (ng/ml)
Norclozapina 50-180
Olanzapina 20-80
Quetiapina 100-500
Clozapina 350-600
Estandar interno 20-60

Tabla 12: Rangos terapéuticos

Nudmero de pico Tiempo de Nombre de pico Altura Conc (ng/mL)
retencion (min)
1 10.81 Norclozapima 186118 316.88*
2 12.97 Olanzapina 9380 16.8*
3 15.02 Quetiapina 11971 25.6*
4 18.88 Clozapina 149245 444 3
5 23.23 Estdndar interno 78861

Tabla 13: Tabla del ensayo de la Clozapina para un paciente real.
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llustracion 36: Grafica del ensayo de la Clozapina para un paciente real.

Como se observa este paciente presenta cantidades muy altas de norclozapina en suero,
pudiendo esto inducir en el paciente a comportamientos autodestructivos y ejercer un efecto

totalmente indeseado, mientras que las concentraciones de clozapina en suero se encuentran
dentro del rango terapéutico.

2.4 Seccion de Hormonas

La seccién de hormonas se dedican fundamentalmente a determinar sustancias endocrinas,
marcadores tumorales, factores de crecimiento y mediadores celulares, utilizando técnicas
como ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas), RIA (radio inmune assay, radioinmunoensayo), o enzimoinmmunoanalisis (EIA).

2.4.1 Técnica de radioinmunoensayo (RIA)

RIA es una técnica muy sensible en el ensayo in vitro utilizado para medir las concentraciones
de antigenos mediante el uso de anticuerpos.

Se basa en la competencia que se establece, para unirse a anticuerpos especificos, entre la
sustancia a cuantificar y cantidades conocidas de la misma sustancia, marcada con un isétopo
radiactivo. Al producirse esta competicion resulta que a mayor cantidad de sustancia a
cuantificar, menor serd la cantidad radiactiva que se une al anticuerpo y viceversa.
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Este tipo de reaccidén aparece representado en la ilustracidn 37. Los resultados se observan al
medir la radiactividad de la hormona marcada unida al anticuerpo y la de la hormona libre
mediante un contador de centello. Al centrifugar, la hormona queda libre en solucién, se une
al anticuerpo y forma agregados facilmente precipitables.
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Suero hormona anticuerpo
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llustracion 37: Esquema del principio general de radioinmunoensayo para medir hormonas.

Una vez que se mide la radiactividad se construye una curva con los resultados obtenidos con
cantidades conocidas de hormonas marcadas y sin marcar. A esta curva se llevan los datos
obtenidos de los sueros problemas y se obtiene la concentracion de la hormona no marcada a
investigar.

Se marca el anticuerpo con radioyodo sin mermar su inmunorreactividad. El marcaje de
proteinas o péptidos con yodo radioactivo **°I o **?
métodos. La incorporacién del yodo a la molécula, se realiza en los aminodcidos aromaticos

| puede llevarse a cabo por diferentes

que forman parte de la estructura de la cadena peptidica: tiroxina, fenilalanina, triptéfano o
histidina

Aungque la técnica de RIA es extremadamente sensible y muy especifica, requiere un equipo
especializado, que sigue siendo el método menos costoso para llevar a cabo tales pruebas pero
posee varios inconvenientes que derivan de la necesidad de utilizar isétopos radiactivos.
Ademas de su peligrosidad y de la obligatoriedad de disponer de instalaciones adecuadas para
su utilizacion, existen isdtopos con un tiempo breve, que hay que reponer con frecuencia, a
pesar de su elevado precio.”®

Gestion de Residuos Radiactivos

La empresa Nacional de Residuos Radiactivos (ENRESA) es la empresa encargada en Espafia de
la gestidn de residuos nucleares (provengan de centrales nucleares o de otras instalaciones
radiactivas como hospitales y centros de investigacion relacionados con la energia nuclear). La
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gestién de dichos residuos esta definida en el Plan General de Residuos aprobado por el
Parlamento.

Los protocolos para el tratamiento de residuos dependen de su nivel de actividad radiactiva:

Los residuos de media y baja radiactividad como es este caso, se introducen en bidones de
acero que son trasladados al Centro de Almacenamiento de El Cabril (Cérdoba), que ENRESA se
encarga de gestionar. Todos estos almacenamientos de residuos estan vigilados
rigurosamente.

llustracion 38: Bidones para residuos de isétopos radiactivos.

Los residuos generados en hospitales son de baja o media radiactividad y se trabaja con ellos
en pequenas cantidades por lo que, solamente es necesario la utilizacién de guantes.

Se utiliza la técnica de RIA para la determinacién cuantitativa de la Testosterona libre en el
Suero Humano, para la determinacién de 17-OH progesterona y para la determinacién de TSI.

a) Testosterona libre-RIA-CT

Para su determinacién in vitro en hirsutismo y hipogonadismo.

La testosterona es el andrégeno circulante mas potente. Es producido por los testiculos en el
hombre y por los ovarios en la mujer, asi como por las glandulas suprarrenales. La testosterona
total se compone de: la testosterona libre (3%), testosterona unida a la globulina
transportadora de andrégenos y estréogenos (SHBG-GLAE 30%) y testosterona unida a
albumina.

OH

llustracion 39: Testosterona
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La testosterona libre (FT) se difunde a través de las membranas celulares y se liga a proteinas
receptoras especificas (receptores andrégenos); los complejos receptores de testosterona
trabajan como moduladores transcripcionales en regiones cis-reguladores de muchos genes.

Un exceso de andrdgenos en mujeres provoca hirsutismo y sefales de virilizacion. El
porcentaje de testosterona en suero se determina antes y después del estimulo y de la
supresion ovarica y suprarrenal para determinar el origen de la produccion hormonal
excesiva.”®

El hipogonadismo primario y secundario en hombres resulta en hipoandrogenacion clinica,
correlativa con el grado de fallo renal en la produccién de testosterona. La determinacién de
testosterona en suero con la determinacion de LH (hormona leutinizante) permite la
evaluacidn correcta en estas condiciones.

Los ensayos para determinar la concentracion de testosterona se basan en la determinacidn
de testosterona total y libre.

La principal ventaja del ensayo de testosterona es que las concentraciones de testosterona
libre estan en equilibrio con la testosterona ligada a los receptores en los érganos.

Método de FT-RIA-CT

Este método obedece a la ley de la accién de masa segun la siguiente ecuacion.

FT X Ab-FT
- + A <—> Lligada
I-FT Ab-'?|-FT

Libre

21_FT y de los anticuerpos recubiertos son constantes, la

Dado que las concentraciones de la
evolucidn de la ecuacion es en funcién de las concentraciones de FT. La cantidad de '*I-FT

ligada al cuerpo es inversamente proporcional a la concentracién de FT en la muestra.”
Procedimiento

Se afiaden50 pL de cada calibrador y de cada muestra o suero de control en los tubos. Se
afiade 400 pL de trazador analogo de '*’|-Testosterona, se mezcla y se incuba durante 2 horas,
después se desecha la testosterona no ligada, y se afiade 2 mL de la solucién de lavado y se se
vuelve a desechar. Por ultimo se cuenta la radiactividad fijada en cada tubo durante al menos
60 s empleando un contador de centelleo
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AR

llustracién 40: Contador gamma para inmunoensayos (RIA)

Se emplea un sistema multidetector, consistente en doce contadores de centelleo
automatizado que incorpora racks lavables de plastico para introducir las muestras en los
pocillos

La concentracién de Testosterona libre en las muestras se ha de leer directamente de la curva
de calibracién.

Resultados

Valores normales: 12.4-40 pg/mL

Con ovulacién: 0-3.9 pg/mL
Con contraceptivos: 0-1.7 pg/mL
Post-menopausica: 0-1.8 pg/mL

El aumento de los niveles de testosterona puede deberse a: tumor en los ovarios, cancer
testicular, hiperplasia suprarrenal congénita. Pero la disminucion de testosterona puede ser
por: enfermedad crénica, lesidn o enfermedad en el hipotalamo, retraso en la pubertad.

cpm Concentracion (pg/mL) B/B, (%)
Cal0 7853.2 0 80.33
Call 5857.8 1 59.92
Cal 2 4150.8 3 42.46
Cal 3 2379.4 11 24.34
Cal4 1476.4 37 15.10
Cal5 1195.6 63 12.23
Control 1 5135.3 2 52.53
Control 2 4367.3 3 44.67
Muestra 1 3887.5 4 39.77
Muestra 2 4938.6 2 50.52
Muestra 3 1961.1 18 20.06
Muestra 4 5629.8 1 57.59
Muestra 5 2405.4 11 24.61

Tabla 14: Tabla del ensayo de testosterona para un conjunto de pacientes reales.
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B/Bo: Cuentas (calibrador o muestra)/ (cuentas calibrador cero) x100

Cpm: cuentas totales.
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llustracion 41: Grafico del 