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Advertencia






La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar la dosis recomendada, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicado para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.
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Prefacio

La Bioquímica Clínica es una especialidad del laboratorio hospitalario y, como tal, su actividad está orientada hacia la asistencia al paciente como apoyo al médico clínico. Hoy día, gran parte de las decisiones clínicas se basan en los datos proporcionados por el laboratorio, lo que implica que el bioquímico clínico ha de participar de forma activa en el abordaje de la enfermedad del paciente. Los datos proporcionados por el laboratorio necesitan una interpretación adecuada y deben ser dirigidos a un paciente concreto, teniendo en cuenta los diferentes factores preanalíticos y analíticos que pueden influir en ellos.

Durante los últimos años, la especialidad de Bioquímica Clínica ha sufrido una importante transformación puesto que ha ido incorporando los nuevos avances científicos. De esta forma, muchas técnicas analíticas se han quedado obsoletas y otras, que en un principio parecían extrañas o inalcanzables, se han añadido paulatinamente a la rutina diaria. Así, por ejemplo, muchas técnicas de Biología Molecular o de Proteómica se encuentran disponibles actualmente en los laboratorios asistenciales. También la automatización y la informatización se han instalado en todos los ámbitos del laboratorio para facilitar el trabajo, el acceso a la información y minimizar las fuentes de errores. Todo ello influye en la formación del especialista en Bioquímica Clínica, que demanda una constante actualización de sus conocimientos.

Al escribir este libro, nos dirigimos al estudiante de grado que se inicia en esta materia. También pretendemos que el residente y el profesional de Bioquímica Clínica encuentren una revisión sencilla, actualizada y de rápida lectura, de los temas presentados. Por ello, tratamos de explicar los fundamentos de la Bioquímica Clínica de forma fácilmente comprensible y acompañamos la información del texto con numerosos ejemplos y tablas, y la ilustramos con fotografías y esquemas. Al final de cada capítulo se indica un pequeño número de referencias recomendadas, en las cuales el lector puede profundizar en el tema presentado. Como complemento al texto, se ha desarrollado un sitio web donde el lector podía encontrar preguntas de elección múltiple, con la respuesta correcta razonada; casos clínicos prácticos comentados, que se presentan como ejemplos de la información proporcionada en el libro y desde una perspectiva analítica. Y además, se puede encontrar una tabla de valores de referencia de magnitudes bioquímicas más amplia que la presentada en el texto. Estos valores de referencia son orientativos y están basados en los empleados por nuestro propio laboratorio.

Desde un punto de vista formal, los capítulos del libro se han englobado en cuatro grupos temáticos. Sin embargo, el orden de estudio de éstos en cada grupo puede variar en función de las necesidades organizativas y docentes. El estudio analítico de las enfermedades se presenta con la explicación de aquellas magnitudes bioquímicas que son más relevantes y contrastadas, incluyendo las de Biología Molecular. Se han intentado evitar aquellas de utilidad muy dudosa o que han quedado obsoletas. Asimismo, se han añadido, en la medida de lo posible, las recomendaciones proporcionadas por las diversas Sociedades Científicas reconocidas. Se ha intentado buscar un compromiso en la nomenclatura y en las unidades de medida, entre las recomendadas internacionalmente y las que son utilizadas más habitualmente entre los profesionales del laboratorio clínico.

Este libro se basa en la experiencia de los autores en el trabajo investigador, asistencial y docente. Ha sido fundamental nuestra experiencia con los estudiantes de grado y posgrado, de quienes siempre estamos aprendiendo y que constituyen un estímulo y una fuente de inspiración constante.

Muchos de los ejemplos proceden del trabajo habitual del laboratorio de nuestro hospital universitario. Para ello hemos contado con la colaboración inestimable de nuestro equipo de enfermeras, técnicos de laboratorio y auxiliares. Queremos agradecer especialmente a nuestras residentes de especialidad, Natalia Suárez, Ainhoa Arroyo, María Moreno y Carmen Pérez de Ciriza, su colaboración y observaciones para intentar hacer de este libro una herramienta asequible, amena y útil. También queremos agradecer a las Dras. Salgado, Honorato y Zárate, del laboratorio de Genética Clínica, por habernos proporcionado los electroforetogramas. Finalmente, dedicamos un recuerdo especial a nuestro compañero Francisco Javier Fernández Díaz.

Álvaro González (Dr.), Estibaliz Alegre (Dra.), Carmen Mugueta (Dra.), J.I. Monreal (Dr.), Nerea Varo (Dra.) and Patricia Restituto (Dra.)
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Objetivos de aprendizaje




• Identificar las fuentes de variabilidad que tienen su origen en la fase previa al análisis.


• Conocer los mecanismos fisiológicos y físicos que pueden modificar la composición de las muestras biológicas.


• Establecer medidas que corrijan las fuentes de variabilidad y error preanalítico.


• Orientar la fase preanalítica con medidas para la calidad.









Variabilidad preanalítica

La secuencia temporal por la cual atraviesan todas las pruebas del laboratorio incluye tres fases: una inicial o preanalítica, a continuación la analítica y finalmente la postanalítica. Probablemente, la fase preanalítica es la más compleja del proceso por la cantidad de etapas que incluye y la variabilidad del personal que interviene, con diversa formación y, en muchas ocasiones, ajeno al laboratorio.

La fase preanalítica abarca todos los procesos (fig. 1-1) desde el momento en que se solicitan las pruebas hasta que la muestra, ya preparada, entra en la fase analítica, en que se determinan las magnitudes bioquímicas. Los factores que inciden en ella, como la variabilidad biológica, la debida a algunos factores en el momento de la extracción o la debida a algunos factores relacionados con el espécimen, afectan de forma importante los resultados. El efecto incluso puede invalidar la interpretación de un resultado analítico. Las causas de la variabilidad biológica pueden ser endógenas, como los ritmos circadianos hormonales, o exógenas, como el estrés o la actividad física antes de la extracción. Algunas no cambian en una persona, como la edad, la raza o el sexo. En cambio, otras van cambiando a lo largo del tiempo, como la situación de embarazo, y pueden modificarse, como el tipo de dieta o el ayuno (tabla 1-1). Debe tenerse en cuenta la variabilidad biológica ya que puede tener un efecto importante en la concentración de la magnitud biológica. No obstante, en ocasiones estas fuentes de variación escapan al control del laboratorio y son causa de error.
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Figura 1-1 
La fase preanalítica es crucial en el desarrollo de todo el proceso del laboratorio.










Tabla 1-1 Variables preanalíticas






	Variabilidad biológica no modificable
	Edad


Sexo


Raza


Embarazo



	Variabilidad biológica modificable
	Variaciones cíclicas


Dieta


Actividad: ejercicio o estrés


Entorno


Ingesta de fármacos



	Variabilidad debida al momento de extracción
	Postura


Tiempo de aplicación del torniquete



	Variabilidad debida al espécimen
	Características físicas


Estabilidad de los constituyentes


Recipiente para la muestra







Variabilidad biológica no modificable

A lo largo del libro se describirán numerosas magnitudes bioquímicas cuyos intervalos de referencia están acotados por las variables de edad, raza, sexo o embarazo:



1. 

Edad. Numerosas magnitudes biológicas tienen diferentes intervalos de referencia en función de la edad. Así, los valores de la fosfatasa alcalina son unas tres veces más altos durante la edad infantil que durante la edad adulta porque la isoenzima más abundante en sangre está relacionada con el crecimiento óseo (fig. 1-2). No obstante, en algunos individuos la edad cronológica no coincide con la edad biológica.
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Figura 1-2 
Intervalo de referencia de la fosfatasa alcalina en función de la dad.










2. 

Raza. Hay algunos parámetros que varían según la raza, como la concentración de creatina-cinasa o de antígeno prostático específico, que presentan valores más elevados en personas de raza negra.


3. 

Sexo. La influencia del sexo es evidente en la concentración de algunas magnitudes biológicas, como el estradiol o la testosterona, que es muy diferente en hombres y en mujeres. Por lo general, la creatina-cinasa y la creatinina también son más elevadas en hombres porque suelen tener mayor masa muscular que las mujeres. Estas diferencias de concentración se suelen poner de manifiesto tras la pubertad.


4. Durante el período del 

embarazo se producen importantes cambios en la concentración de hormonas, electrolitos, hierro, proteínas, lípidos, enzimas y factores de coagulación.








Variables biológicas modificables


Variaciones cíclicas

Las variaciones cíclicas afectan, sobre todo, a la concentración de hormonas. Por ello, es necesario documentar el momento de la extracción ya que una muestra tomada en el tiempo inapropiado puede generar errores al interpretar los resultados.

Hay variaciones fisiológicas debidas a ciclos cortos, como el ritmo circadiano (fig. 1-3), de tal manera que algunas hormonas, sobre todo las que produce la hipófisis o la glándula suprarrenal, como la corticotropina o el cortisol, varían su concentración a lo largo del día. Los viajes a través de varias franjas horarias también afectan el ritmo circadiano y se tarda aproximadamente 1 semana en volver a un ritmo normal. Ello no sólo altera la concentración de hormonas, sino también otros analitos, como la glucosa o el sodio.
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Figura 1-3 
Variaciones de las concentraciones de las magnitudes bioquímicas a lo largo del día.








Otras hormonas tienen una secreción pulsátil, coincidiendo con diversas actividades, como la somatotropina o la prolactina, que presentan picos de secreción nocturna en la fase de sueño profundo.

Otras variaciones fisiológicas presentan ciclos más largos, como los ritmos mensuales o estacionales. El ciclo menstrual afecta a las concentraciones séricas de algunas hormonas, como las gonadotropinas o los estrógenos. 





Dieta

El efecto de la ingesta depende de la composición de la comida y del tiempo que transcurra entre la ingesta y la obtención del espécimen. La ingesta reciente afecta de manera importante a muchos componentes bioquímicos séricos por tres motivos:


1. El componente que va a determinarse forma parte de la dieta. Tras una comida rica en grasa, los triglicéridos pueden alcanzar un nivel hasta diez veces superior a su valor basal. La glucosa aumenta rápidamente tras la ingesta de alimentos y vuelve a los valores iniciales, en condiciones normales, al cabo de 2 o 3

h.


2. La ingesta causa cambios metabólicos que afectan a los parámetros que van a determinarse. Así, una comida rica en proteínas y ácidos nucleicos eleva el amoníaco, la urea y el ácido úrico. Las personas vegetarianas tienen una concentración de colesterol, especialmente lipoproteína de baja densidad-colesterol (LDL-C, del inglés 

low-density lipoprotein colesterol), y triglicéridos inferior a las personas que siguen una dieta mixta.


3. La grasa incorporada con la ingesta produce un espécimen lipémico que interfiere en la técnica que se va a emplear en la determinación analítica.





La existencia de lípidos en los especímenes de plasma o suero causa turbidez. Puede ser consecuencia de una comida rica en grasa o de dislipemia y produce la dispersión de la luz, lo cual afecta de forma importante a todas las técnicas espectrofotométricas, prácticamente a cualquier longitud de onda. Además, la lipemia desplaza el agua plasmática de tal forma que los constituyentes solubles en agua, como electrolitos y metabolitos, aparentemente están bajos por unidad de volumen, pero tienen una concentración normal en el volumen de agua correspondiente. También la turbidez puede producir interferencia por un mecanismo fisicoquímico ya que las lipoproteínas de la muestra pueden incorporar constituyentes lipofílicos que hacen disminuir la accesibilidad a los anticuerpos empleados en los inmunoanálisis y también pueden estar afectados los procedimientos electroforéticos y cromatográficos. Ante la sospecha de que una determinación en sangre esté interferida por la lipemia de la muestra, en el caso de espectrofotometría pueden utilizarse técnicas bicromáticas o, en cualquier caso, se puede depurar la muestra por ultracentrifugación o precipitación y repetir el análisis sobre la muestra depurada.

La cafeína inhibe la fosfodiesterasa y aumenta la degradación del AMPc (adenosina monofosfato cíclico), por lo que activa la glucogenólisis y provoca un aumento de la glucemia. Se elevan cortisol, renina y catecolaminas en sangre, por lo que la adrenalina también colabora de forma indirecta en el aumento de la glucemia. En relación con el metabolismo lipídico, la cafeína puede elevar la concentración de triglicéridos y disminuir la de colesterol, así como aumentar la actividad lipasa con elevación de los ácidos grasos libres, lo que dificulta la cuantificación de hormonas y fármacos unidos a albúmina.

El etanol produce, 2–4

h después de la ingesta, una elevación de la concentración de glucosa; en cambio, pasadas unas horas tiene efecto hipoglucémico que provoca el aumento de lactato por inhibición de la gluconeogénesis en el tejido hepático. La toma de alcohol durante largo tiempo y en cierta cantidad afecta a la determinación de diversas magnitudes bioquímicas, por lo que algunas de ellas se aprovechan para el diagnóstico y la monitorización terapéutica, como la γ-glutamiltransferasa.

Por estos motivos, al paciente que tiene solicitados análisis en sangre generalmente se le recomienda acudir en ayunas. Sin embargo, algunas magnitudes bioquímicas casi no cambian tras la ingestión de una comida estándar o la modificación no tiene relevancia clínica, por lo que en estas situaciones no sería necesario el ayuno.




Actividad física

Algunas magnitudes biológicas se modifican con un ejercicio previo. Las variaciones dependen del tipo de ejercicio que se realice, de la intensidad y de la duración, del entrenamiento previo, de la masa muscular del paciente y de los factores ambientales. El ejercicio moderado aumenta la concentración de glucosa, que repercute en un aumento de insulina y de cortisol y altera el número de leucocitos. Algunas enzimas también están afectadas, sobre todo la creatina-cinasa, y en menor grado la aspartato-aminotransferasa, lactato-deshidrogenasa y fosfatasa alcalina. También se han descrito variaciones en los valores de angiotensina, renina o aldosterona. Muchos de los cambios agudos durante el ejercicio se deben al intercambio de volumen entre el espacio intravascular y el compartimento intersticial, el volumen perdido por sudor y los cambios en la concentración hormonal.

El estrés que conlleva para algunos pacientes la extracción de sangre puede provocar una elevación en la concentración de diversas hormonas, como renina, angiotensina, aldosterona, catecolaminas, prolactina, somatotropina, cortisol, tirotropina y vasopresina. También pueden aumentar otros componentes, como albúmina, fibrinógeno, glucosa, insulina, lactato y colesterol. 





Entorno

Conforme aumenta la altitud, se reduce la presión parcial de oxígeno (PO

2) atmosférica y el organismo se adapta incrementando el nivel del hematocrito y la concentración de hemoglobina. También se produce un descenso de la proteína C reactiva y de la transferrina.

La temperatura ambiente puede afectar al equilibrio y al volumen de los compartimentos líquidos corporales. La sudoración intensa provoca una pérdida de líquidos y origina una hemoconcentración, así como un descenso de la concentración de potasio por su captación por las células.

La localización geográfica tiene efecto, sobre todo, en la concentración de los elementos traza, ya que por la riqueza del suelo o por la contaminación pueden variar notablemente de unas zonas a otras.

Las variaciones estacionales y climáticas modifican la concentración de algunas magnitudes biológicas, pero generalmente, no tienen tanta importancia como las otras variables preanalíticas. La formación de la vitamina D depende de la exposición al sol, por lo que su concentración es mayor en verano que en invierno.




Ingesta de medicamentos o drogas

La medicación que toma el paciente puede afectar de forma importante los resultados analíticos. La interferencia puede ser metodológica o puede afectar a la concentración de los analitos. Un ejemplo de interferencia metodológica es el caso de la hidroxiurea que provoca la elevación de las concentraciones de urea, ácido úrico y ácido láctico, o el O-desmetilnaproxeno, metabolito del naproxeno, que provoca una falsa elevación en los niveles de bilirrubina total cuando se emplea el método de Jendrassik. Algunos fármacos aumentan la concentración de sus proteínas transportadoras y causan un incremento de la concentración de los analitos que transportan, pero no de la fracción libre. Por ejemplo, los anticonceptivos orales aumentan la concentración plasmática de globulina fijadora de hormonas tiroideas, con lo cual incrementa la concentración de la tiroxina total, pero no de la libre. Otras veces, en cambio, compiten con el analito por la proteína de unión, lo desplazan e incrementan la fracción libre de éste.

Cuando ha transcurrido 1

h después de haber fumado de forma esporádica, se observa que aumentan triglicéridos, adrenalina, glicerol libre, aldosterona y cortisol. Sin embargo, el consumo crónico altera el número de leucocitos, colesterol, lipoproteínas, actividad de algunas enzimas, hormonas, vitaminas, marcadores tumorales y metales pesados. En estos cambios pueden influir los compuestos de piridina, cianuro y tiocianato que hay en el tabaco. La disminución del enzima convertidor de angiotensina en fumadores es debida a la destrucción del endotelio del pulmón con disminución de la liberación del enzima a la circulación. Los cambios también dependen de la cantidad, tipo de tabaco, forma de fumar, edad y sexo.

El consumo de morfina provoca espasmos del esfínter de Oddi, por lo que aumentan algunas enzimas, como la amilasa y la lipasa. También se detectan elevaciones de aspartato-aminotransferasa y alanina-aminotransferasa, bilirrubina, fosfatasa alcalina, gastrina, tirotropina y prolactina. En cambio, se observan niveles disminuidos de insulina o de noradrenalina. El consumo de anfetamina provoca una elevación en la concentración de ácidos grasos libres. La heroína produce un aumento de la presión de CO

2, tiroxina (T

4), colesterol y potasio, así como una disminución de la PO

2 y de la albúmina. El consumo de 

Cannabis produce un aumento de la concentración de sodio, potasio, urea, insulina y cloruro mientras que disminuye los niveles de creatinina, glucosa y ácido úrico.






Variabilidad debida al momento de extracción


Postura

Cuando nos incorporamos, la presión de filtración efectiva aumenta en las extremidades inferiores y el agua se moviliza desde el compartimento intravascular hacia el intersticial, por lo que se reduce el volumen plasmático alrededor del 12%. Las partículas sanguíneas con un diámetro superior a 4

nm o moléculas pequeñas que están unidas a proteínas no pueden atravesar la membrana y no siguen al agua plasmática, por lo que se produce una hemoconcentración entre el 5 y el 15%. Ello también afecta a la concentración de algunos componentes sanguíneos, como el calcio o el colesterol, que están unidos a la albúmina y a las lipoproteínas, respectivamente. Estos efectos pueden ser más pronunciados en pacientes con insuficiencia cardiovascular o cirrosis hepática ya que tienen tendencia al edema. Por ello, es recomendable que, si el paciente ha estado de pie, permanezca sentado unos 15

min antes de realizar la extracción del espécimen sanguíneo.

Un cambio de postura incorporada a supina permite una disminución en la presión de filtración y un aumento de volumen en dirección inversa. Si disminuye el volumen plasmático, disminuye la presión sanguínea y, por tanto, aumenta la secreción de renina-aldosterona, vasopresina y catecolaminas. De esta forma, las determinaciones basales de la actividad renina y de la concentración de aldosterona se realizan sobre una muestra de sangre tomada con el paciente tumbado y en reposo de, por lo menos, 1

h.




Tiempo de aplicación del torniquete

Si se utiliza una presión por debajo de la sistólica, se mantiene una presión de filtración efectiva dentro de los capilares, por lo que el líquido y las moléculas de pequeño tamaño se desplazan desde el espacio intravascular hacia el intersticial. Las macromoléculas, los compuestos unidos a proteínas y las células sanguíneas no atraviesan la pared de los capilares, por lo que su concentración aparentemente aumenta. También se produce hipoxia y, por tanto, acidosis. Si se mantiene durante 1

min, no tiene consecuencias importantes en los resultados analíticos; los efectos comienzan a apreciarse a partir de los 5

min.






Variabilidad debida al espécimen


Hemólisis

La hemólisis consiste en la liberación de los constituyentes celulares, como la hemoglobina, desde los hematíes hasta el plasma o el suero (fig. 1-4). Puede ser consecuencia de una enfermedad, 

in vivo, o de una extracción o procesamiento preanalítico de la muestra incorrecto, 

in vitro. Se reconoce, gene-ralmente, por el color rojizo que adquiere el plasma o el suero tras centrifugar el tubo, aunque puede haber una ligera hemólisis que no se aprecie visualmente cuando la muestra se almacena a baja temperatura sin llegar a la de congelación. La concentración de varios constituyentes es diferente en el suero y en los hematíes, y la rotura de éstos libera, por ejemplo, potasio o lactato-deshidrogenasa (LDH) y diluye otros, como el sodio, por lo que puede alterarse el resultado de estas determinaciones analíticas. Además, el color de la hemoglobina puede interferir directamente en muchas determinaciones colorimétricas, según la longitud de onda a la cual se realice la lectura, el tipo de blanco y el reactivo utilizado, como en el caso de la determinación de la bilirrubina directa por el método diazo. Los agentes que interfieren también pueden proceder de la lisis de las plaquetas y granulocitos. Puede suceder que alguno de los constituyentes intracelulares que se liberan interfiera directamente en el método de reacción empleado, como la adenilato-cinasa, que interfiere en la mayoría de los métodos para determinar la actividad creatina-cinasa o el efecto peroxidativo del grupo hemo, que interfiere en el método diazo para determinar bilirrubina. Por todos estos efectos, la hemólisis es una de las causas más frecuentes de rechazo de un espécimen en el laboratorio.
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Figura 1-4 
Aspecto de una muestra sin hemolizar y otra con una importante hemólisis. Ésta causa la liberación de constituyentes intraeritrocitarios (p. ej., lactato-deshidrogenasa) y el incremento de su concentración plasmática.











Fibrina

La fibrina es un interferente que aparece fundamentalmente en muestras de suero cuando no se ha esperado el tiempo suficiente para que coagule completamente la muestra o bien en muestras de pacientes en tratamiento con anticoagulantes. La fibrina es un agente físico que interfiere que puede obstruir las pipetas de los autoanalizadores y provocar errores en los resultados de las determinaciones analíticas. Para afrontar este problema, actualmente muchos autoanalizadores disponen de sistemas de detección de fibrina.




Estabilidad de los constituyentes

Es conveniente separar el suero o el plasma de las células lo antes posible y realizar las determinaciones analíticas durante las 5

h siguientes a la obtención del espécimen. Esto no siempre es posible y es necesario conocer la estabilidad de los diferentes constituyentes. Con el uso de suero con gel separador, la mayoría de los analitos tienen una buena estabilidad sin cambios clínicamente significativos dentro de las 8–24

h siguientes a la extracción. Algunos analitos no son estables, como la glucosa, el bicarbonato o la LDH. Otros analitos son estables durante largo tiempo, como el sodio, cuya concentración plasmática no se modifica durante 1 semana después de separarlo de los hematíes. La refrigeración a 4

°C prolonga la estabilidad de numerosos analitos y, por ejemplo, la fosfatasa alcalina se mantiene estable 1 semana. Sin embargo, otros no son tan estables y, por ejemplo, la fosfatasa ácida pierde rápidamente su actividad si no se acidifica la muestra.

La estabilidad de los analitos también puede depender del tipo de tubo de recogida. Algunos geles separadores de suero o, incluso, la composición de los tapones pueden provocar una disminución de la concentración de algunos fármacos.








Preparación del paciente

El laboratorio debe proporcionar al paciente las instrucciones adecuadas sobre su preparación previa a la obtención de muestra para que los resultados analíticos satisfagan las necesidades clínicas. Como recomendación general, debe acudir a la extracción en ayunas previas de 12

h, a primera hora de la mañana y en estado basal, evitando esfuerzos importantes desde el día anterior a la extracción. Si es posible, se debe interrumpir la medicación y realizar la extracción antes que al paciente le realicen otras pruebas diagnósticas o tratamientos terapéuticos. En la monitorización de medicamentos, se considera pico o concentración máxima la obtenida tras la administración del fármaco y la fase de nivel estable, la obtenida antes de la siguiente dosis. Los requerimientos particulares de preparación pueden afectar a la dieta (dieta rica en lípidos para cuantificar las grasas en heces o dieta carente de aditivos de vainillina en la determinación de catecolaminas en orina), la postura del momento de extracción, como en el caso de la actividad renina, fármacos que pueden interferir (evitar el tratamiento reciente con antibióticos en la detección de 

Helicobacter pylori con prueba de aliento con carbono 13 [

13C]) o situaciones clínicas que deben evitarse (hemorragias nasales o bucales en la determinación de sangre en heces).

Los pacientes a los cuales se les va a realizar una prueba dinámica, que requiere la obtención de varias muestras de sangre, también tienen que conocer cómo deben permanecer durante la prueba. Es el caso de la sobrecarga oral de glucosa, en la cual el paciente debe permanecer en reposo y no ingerir ningún tipo de alimento, o durante una prueba de aliento con H

2 o 

13C, durante la cual el paciente no debe comer ni fumar.




Obtención del espécimen


Espécimen de sangre

Las muestras de sangre son las más frecuentes en el laboratorio clínico. La identificación del paciente y de los recipientes en que se van a recoger las muestras tiene que realizarse de forma inequívoca. Además, se realiza un cuestionario para saber si la preparación del paciente ha sido la adecuada, si está en ayunas o si ha seguido la dieta recomendada para alguna prueba específica. La obtención de sangre puede ser de sangre venosa, arterial o capilar. Una vez que se ha finalizado, es importante depositar la aguja y otro material desechable en un contenedor de residuos seguro.


Sangre venosa

Normalmente, el paciente está sentado o semitumbado y, para facilitar la exposición de la vena, se aplica un torniquete.

Por lo general, la sangre venosa se obtiene por punción de las venas cubital, mediana o basílica en la fosa antecubital (fig. 1-5A). Una vez que se ha localizado la zona en que se va a realizar la punción, se realiza su desinfección con alcohol. Se emplean agujas de un calibre suficientemente pequeño para evitar la hemólisis. Muchas veces se emplean sistemas que pinchan la vena y tubos con tapón al vacío, que facilita notablemente la obtención del espécimen y disminuye el riesgo de infección del personal de enfermería. Tras la extracción del espécimen, se mezcla en los tubos que contienen aditivos o activadores de la coagulación. Para evitar una posible hemorragia, se aplica una gasa en la zona mientras se retira la jeringa y se mantiene un tiempo.
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Figura 1-5A 
Elección de la zona de punción venosa y obtención del espécimen con tubo de vacío. Obsérvese que el bisel de la aguja está colocado hacia arriba.








Si el paciente está siendo perfundido o recibe una transfusión en el momento en que se va a realizar la extracción, la sangre se recoge del otro brazo horas después de finalizar la perfusión (8

h si se ha perfundido una emulsión grasa y 1

h en caso de hidratos de carbono, aminoácidos y electrolitos). Cuando el paciente tiene colocado un catéter y se requiere sangre de forma repetitiva, se puede aprovechar para obtener la muestra a partir de él, tras haber lavado con antelación la cánula con solución salina y haber descartado los primeros 5

mL de sangre. Se extrae un volumen de sangre suficiente para la realización de todas las determinaciones analíticas y para que quede un remanente para posibles comprobaciones o adición de pruebas complementarias. No obstante, se evita la extracción de un exceso de muestra. Esto es especialmente importante en pacientes pediátricos, para los cuales se emplean tubos de recogida más pequeños, de 1,5

mL de volumen, aproximadamente (fig. 1-5B).
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Figura 1-5B 
Distintos tamaños de tubos de recogida de especímenes para suero.








Las muestras de sangre más frecuentes en el laboratorio clínico son el suero y el plasma, que se recogen en tubos específicos (fig. 1-6). El suero se obtiene cuando la sangre se recoge en un tubo sin anticoagulante; estos tubos están siliconados para disminuir la adhesión del coágulo y suelen contener gelosa, que permite separar físicamente el suero tras la centrifugación. 
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Figura 1-6 
Distintos tubos con vacío para recogida directa de especímenes de sangre.








El plasma se obtiene cuando la sangre se recoge sobre un anticoagulante (tabla 1-2). En el suero están ausentes los factores que intervienen en la coagulación, especialmente el fibrinógeno. Algunos analitos se liberan desde las células durante el proceso de coagulación, como el potasio o la LDH, por lo que la concentración es superior en el suero que en el plasma.



Tabla 1-2 Tipos de tubos de muestra que se emplean habitualmente en el laboratorio




	EDTA: ácido etilendiaminotetraacético.



	
	Anticoagulante
	Color del tapón
	Ejemplos de determinaciones



	Suero
	
	Marrón
	Enzimas, glucosa, lípidos y otros


Iones: Ca

2+, Mg

2+, Fe

3+ y Li

+
Serología: de hepatitis, del VIH, etc.


Hormonas, marcadores tumorales y otros



	Plasma
	EDTA-K

3

	Lila
	Hormonas


Pruebas de urgencias



	Heparina de litio
	Verde
	Hormonas


Electrolitos: Na

+, K

+, Cl

− y 
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	Fluoruro/oxalato
	Gris
	Lactato



	Citrato de sodio
	Azul
	Pruebas de coagulación


Velocidad de sedimentación



	Sangre
	EDTA-K

3

	Lila
	Hemoglobina glucosilada


Hemograma






La utilización de plasma tiene varias ventajas: no hay que esperar a la formación del coágulo para centrifugar el tubo, se obtiene mayor volumen de muestra, no se producen interferencias por procesos de coagulación, los resultados son más representativos de la situación 

in vivo e implican menor riesgo de interferencia por la hemólisis o la trombocitosis. También tiene desventajas, como el hecho de que el fibrinógeno puede interferir en el método de algunos inmunoanálisis. Además, en la electroforesis de proteínas aparece el pico de fibrinógeno en la región γ. Los anticoagulantes que actúan como agentes que generan complejos con calcio, como el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) o el citrato, inhiben la actividad de algunas enzimas. El heparinato de litio o amonio producen interferencias con la determinación de litio o amonio, respectivamente.

Cuando se van a obtener varios tubos de sangre, se sigue un orden para evitar posibles interferencias entre los distintos aditivos:


1. Sangre para hemocultivos.


2. Sueros sin aditivos.


3. Plasma con citrato.


4. Plasma con heparina.


5. Plasma con EDTA.








Sangre arterial

En el caso de determinación de gases en sangre o pH, se obtiene la muestra mediante una punción arterial, generalmente en la arteria femoral, braquial o radial. En niños puede realizarse en arterias del cuero cabelludo y en recién nacidos, en la arteria del cordón umbilical. La obtención de sangre arterial es más dolorosa y sólo se realiza para estas determinaciones de gasometría.




Sangre capilar

La obtención de sangre capilar (fig. 1-7) es habitual en la realización de técnicas analíticas a la cabecera del paciente y la más frecuente es la determinación de glucosa en el seguimiento del paciente diabético, y la sangre se obtiene habitualmente en la yema del dedo anular. También en los neonatos es muy frecuente la obtención de sangre capilar para los estudios analíticos dado que las venas son frágiles y difíciles de encontrar. Una zona adecuada en los neonatos es la parte exterior de la planta del pie.
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Figura 1-7 
Obtención de sangre capilar mediante el empleo de una lanceta.








Tras limpiar la zona, se realiza una incisión con una lanceta y se recoge una gota de sangre en un recipiente apropiado o se emplea directamente en la determinación analítica. Esta sangre capilar es una mezcla de sangre venosa, arterial y líquido intersticial. Por ello, la concentración de los analitos es diferente de la que se encuentra en sangre venosa. Un error muy frecuente es apretar tras realizar la incisión para intentar obtener la sangre. De esta forma sale más líquido hístico, que no contiene proteínas y, por tanto, tampoco los analitos asociados.






Especímenes de orina

La recogida de orina se ha de realizar en un envase limpio y desechable, y estéril si es para análisis bacteriológicos (fig. 1-8). Para pacientes recién nacidos y niños pequeños, es recomendable utilizar una bolsita adhesiva que se fija a la zona perineal. Algunos metabolitos no son estables en orina y requieren la adición previa de conservantes al recipiente de recogida, como timol, azida sódica, ClH o carbonato sódico. A veces, el aditivo interfiere en la determinación de otras magnitudes bioquímicas diferentes (tabla 1-3).
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Figura 1-8 
Recipientes para recoger muestras de orina y heces. En el bote de orina de 24

h se ha colocado un tubo que se emplea para recoger una parte alícuota de orina y evitar la manipulación de todo el volumen.










Tabla 1-3 Ejemplos de aditivos para la conservación de la orina






	
	ClH
	Ácido acético
	CO

3Na

2

	Protección de la luz
	Refrigeración



	5-Aminolevulinato
	
	×
	
	×
	



	Catecolaminas
	×
	
	
	
	



	Porfirinas
	
	
	×
	×
	



	5-Hidroxiindolacetato
	×
	
	
	
	



	Porfirinas
	
	
	
	
	×






La producción de orina varía notablemente a lo largo del día en función de las necesidades de retención o excreción de agua y, en consecuencia, hay una importante variación diurna en la concentración de muchas sustancias en orina. Ello es especialmente notable en el caso de las proteínas, sodio, potasio, calcio y fosfato, que son los constituyentes que se analizan más habitualmente en este fluido.

No obstante, para análisis cualitativos y bacteriológicos puede ser suficiente una micción aislada. La orina de primera hora de la mañana es la más adecuada ya que es la muestra más concentrada y las desviaciones por dieta, actividad física y postura son menores. Para análisis bacteriológicos se recomienda la orina de la mitad de la micción. Idealmente, las muestras de orina de una micción deberían procesarse durante la hora siguiente a la obtención, sobre todo por la importancia en la evaluación morfológica del sedimento urinario (los hematíes y leucocitos se degradan con rapidez a un pH superior a 7,5 y densidad baja). Otros analitos tienden a formar cristales (calcio, oxalato y ácido úrico) o se descomponen si la muestra no está estabilizada adecuadamente (glucosa, urea o citrato). 


En el caso de obtención de orina para determinar la existencia de drogas de abuso, es recomendable que en el aseo no haya posibilidad de adulteración de la muestra, por lo que puede ser necesario, incluso, acompañar al paciente en el momento de la recogida y la entrega. De cualquier manera, no se deben admitir orinas aportadas fuera del control del personal de la unidad de obtención de muestras.

Para análisis cuantitativos, es preferible recoger la orina formada durante un tiempo, generalmente 24

h. La recogida de este tipo de muestras requiere colaboración por parte del paciente, por lo que es fundamental proporcionarle unas instrucciones exactas para que la recogida se realice de forma correcta. Para algunos metabolitos, como las porfirinas, es necesario evitar la exposición del espécimen a la luz. Durante la recogida es conveniente mantener la muestra refrigerada para evitar el crecimiento bacteriano aunque ello puede causar que precipiten algunas sales, como las de fosfato o ácido úrico, y que habrá que disolver de nuevo para su determinación.

La recogida de orina durante 24

h puede ser complicada en muchos pacientes, sobre todo los pediátricos. Para evitar esto y obtener resultados cuantitativos, se realiza la determinación de la magnitud biológica que interesa en un espécimen de micción aislada y se refiere su concentración respecto a la de creatinina en el mismo espécimen. Esto es factible porque la creatinina es un compuesto que se excreta de forma uniforme en cada individuo y con poca variación diurna.




Otros tipos de especímenes

El líquido cefalorraquídeo se obtiene mediante punción lumbar mientras el paciente permanece en posición fetal. Se pueden recoger entre 3 y 4

mL en un recipiente estéril, sobre todo si se han solicitado determinaciones microbiológicas. Si se va a determinar la glucosa, hay que tener en cuenta que las células de la muestra pueden consumirla, por lo que el procesamiento se hará cuanto antes.

Ocasionalmente se realizan análisis en líquido pericárdico, torácico o abdominal, que son ultrafiltrados estériles del plasma que se encuentran lubricando entre la pared visceral y la parietal. En ocasiones se pueden acumular grandes volúmenes de líquido en procesos inflamatorios o infecciosos. La obtención de estos líquidos se realiza mediante aspirado a través de la piel (paracentesis) y se recogen en un recipiente estéril. Estos líquidos han de ser analizados tan pronto como sea posible y muchas veces se obtiene simultáneamente una muestra de sangre para comparar las concentraciones.

Finalmente, en el laboratorio también se reciben especímenes sólidos. Los más frecuentes son los de heces, pero no son infrecuentes otros, como las biopsias de tejidos. Estas muestras han de ser aportadas en envases adecuados y en cantidad suficiente para realizar las determinaciones. Asimismo, el personal de laboratorio ha de comprobar que se han obtenido de forma adecuada. Por ejemplo, las muestras de tejidos para realizar determinaciones enzimáticas se han de congelar inmediatamente en nitrógeno líquido tras su obtención. Una mala manipulación, como la adición de formol, invalida esta muestra para los análisis enzimáticos.






Identificación del espécimen

Los especímenes deben ir acompañados de suficiente información (fig. 1-9):
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Figura 1-9 
Ejemplo de seguimiento de una muestra en el laboratorio mediante el empleo de un sistema informático. A partir del código de barras del espécimen se puede obtener la información complementaria.









1. Nombre y apellidos del paciente, fecha de nacimiento, número de historia clínica del paciente y número de muestra.


2. Nombre del médico que ha solicitado el análisis.



3. Nombre de la enfermera que ha realizado la extracción o recepción del espécimen, así como el día y hora de ésta. 


También es conveniente que se incluyan las observaciones pertinentes a la hora de obtención de los especímenes. Ello es especialmente interesante en la realización de extracciones seriadas durante una prueba dinámica.






La información que va adherida al espécimen ha de permitir obtener el resto de la información. En muchos laboratorios ya se utilizan sistemas electrónicos que transfieren los datos e imprimen códigos de barras para la identificación de muestras, sin necesidad de transcribir los datos. Es preferible la identificación directa del tubo primario que la identificación indirecta con la preparación de alícuotas ya que de esta manera se evitan errores.




Transporte de los especímenes

En general, cuando el laboratorio está próximo al lugar de extracción de muestras, no se plantean problemas por el transporte y ya se están procesando en el plazo de 1

h. Si la distancia hasta el laboratorio es mayor, tal y como sucede cuando el área atendida por el laboratorio incluye centros periféricos de extracción, las muestras de sangre se transportan en unos recipientes adecuados, lo que evita que éstos se agiten para minimizar el riesgo de hemólisis y con los tubos en posición vertical ya que esta posición acelera el proceso de coagulación.

Los recipientes son cerrados para evitar la evaporación, incluso en nevera, porque puede causar resultados aparentemente aumentados de compuestos no volátiles o disminuidos de otros volátiles. Estos recipientes, además, protegen de la luz, que altera la concentración de algunos analitos, como la bilirrubina o las porfirinas.

El transporte se realiza preferentemente a temperatura ambiente y en el tiempo más breve posible. Para algunas magnitudes bioquímicas es necesario mantener unas condiciones especiales de transporte del espécimen. Algunos especímenes han de ser transportados congelados y para ello la nieve carbónica es una buena elección ya que mantiene la temperatura a −70

°C aunque muchas compañías aéreas no aceptan este producto. Esto es muy frecuente con las hormonas peptídicas, pues muchas de ellas son inestables y se han de transportar congeladas. Tras descongelar una muestra, debe invertirse varias veces para homogeneizar la distribución de los analitos, y debe tenerse cuidado para que no se forme espuma.

La sangre completa se ha de transportar a temperatura ambiente. No obstante, en la medida de lo posible, sobre todo si la distancia es grande, debe evitarse el envío de muestras de sangre completa. En una muestra de sangre completa, además del riesgo de hemólisis, el metabolismo celular puede alterar la concentración de glucosa, lactato o el pH.

Las principales causas de alteración de la calidad de la muestra son el metabolismo de las células sanguíneas, la evaporación de la fase acuosa, el desarrollo de reacciones químicas y la descomposición microbiológica, la existencia de procesos osmóticos, el efecto de la luz y la difusión gaseosa. Para evitarlas, se recomienda el transporte rápido y un corto período de almacenamiento.


Manipulación y almacenamiento de los especímenes

Un aspecto muy importante que debe tenerse en cuenta es el hecho de que hay que manejar las muestras biológicas con precaución por ser potencialmente infecciosas. Una vez que llegan al laboratorio, las muestras anticoaguladas pueden centrifugarse de inmediato, en tanto que las destinadas a la obtención de suero deben esperar hasta que hayan transcurrido 20–30

min desde la extracción para formar el coágulo; si el paciente toma terapia anticoagulante es necesario prolongar un poco más el tiempo de espera para evitar la formación posterior de fibrina (fig. 1-10). Si no se lleva a cabo, se corre el riesgo de que se produzca poscoagulación, con formación de fibrina, lo que conlleva errores en el volumen de dispensación y obstrucción de los sistemas de análisis.
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Figura 1-10 
Separación del suero por centrifugación.








La centrifugación, tanto de suero como de plasma, se realiza en el tubo sin quitar el tapón de forma que se evita, sobre todo, que se formen aerosoles. La centrifugación se realiza a 1.000–1.200

g (3.000–4.000

rpm) durante unos 10

min, a temperatura ambiente; cuando los analitos que deben determinarse son termolábiles, se centrifugan a 4

°C. La velocidad de centrifugación de muestras recogidas sobre anticoagulante debe ser elevada para que no queden plaquetas en el plasma, que podrían liberar potasio, LDH y fosfato a la muestra. Tras utilizar suero o plasma de un tubo de sangre, no se puede volver a centrifugar porque puede alterarse la proporción de agua y células y afectaría a la concentración de los analitos, produciendo errores en los resultados.

El suero o plasma se separa de las células durante la siguiente hora de la centrifugación, excepto si se emplean tubos con gel separador, que se puede mantener en el propio tubo al menos durante 24

h. Tras la realización de los análisis, es conveniente almacenar las muestras durante un tiempo por si es necesario confirmar resultados o realizar pruebas adicionales. Muchas magnitudes bioquímicas se pueden almacenar varios días a 4

°C, pero para compuestos termolábiles (LDH, CK o muchas hormonas) o conservación más prolongada se necesita congelar la muestra a −70

°C. La repetida congelación y descongelación de las muestras puede alterar los analitos y, por ello, se ha de evitar. Tras la descongelación, es necesario realizar un homogeneizado intenso en un vórtex antes de realizar las determinaciones.






Obtención de especímenes para monitorización de fármacos

La determinación de los niveles de fármacos es útil para la prevención de efectos tóxicos a causa de una sobredosificación o una disminución de su metabolismo o eliminación, así como para evitar niveles infraterapéuticos que impidan obtener el efecto deseado. La principal muestra en que se determinan los niveles de fármacos es sangre, suero o plasma, porque para estos fármacos objeto de monitorización existe una buena correlación entre la concentración del fármaco y el efecto terapéutico observado. En algunos casos, se emplean muestras de orina o saliva ya que pueden representar mejor la concentración de fármaco libre.

El momento adecuado para la obtención del espécimen depende del fármaco y de la pauta de dosificación utilizada. La monitorización de algunos fármacos, como los antibióticos aminoglucósidos, requiere la obtención de varios especímenes de sangre cuando se espera la concentración máxima (C

máx) tras la administración del fármaco y cuando se espera la concentración mínima (C

min), antes de la siguiente dosis. Hay que recordar que son necesarias aproximadamente cinco semividas biológicas para conseguir el equilibrio entre ingesta y eliminación; así, para ajustes de dosis es necesario esperar, al menos, ese intervalo de tiempo para obtener una nueva muestra. Si la vía de administración del fármaco que debe monitorizarse es intravenosa, para obtener el espécimen de sangre, hay que esperar que la distribución haya sido completa, lo que ocurre aproximadamente 1 o 2

h después de haber finalizado la perfusión, excepto en el caso de la digoxina y la digitonina, en que es necesario esperar de 6 a 8

h. La sangre se extraerá del brazo en que no se haya perfundido el fármaco.

Generalmente, se puede utilizar sangre sin anticoagulante o bien emplear heparina o EDTA. La heparina puede producir cambios en las proteínas que se unen a los fármacos. El EDTA es el anticoagulante óptimo para medir antidepresivos tricíclicos puesto que, por ser quelante, puede contribuir a la estabilidad de estos fármacos, pues los protege de la oxidación. Algunos inmunoanálisis de fármacos pueden alterarse por reacción cruzada inespecífica con factores endógenos que interfieren; por ejemplo, esteroides y lípidos pueden interferir con digoxina y proporcionar resultados falsamente elevados.

Los especímenes de orina deberían recogerse cuando hayan transcurrido al menos 7–10 semividas biológicas y así se obtendrían más del 99% de la fase de excreción. En saliva, el tiempo es similar a la muestra de sangre.

Los especímenes deben ser enviados rápidamente al laboratorio para evitar la hemólisis o la descomposición y las condiciones del transporte dependerán del fármaco que se va a determinar puesto que algunos, como el nitrazepam, el clorazepam y la cocaína, se descomponen cuando se almacenan a 4

°C.




Calidad de la fase preanalítica

La calidad de un resultado analítico se asegura generalmente cuando se definen la imprecisión y la exactitud en comparación con estándares de calidad. Sin embargo, no existen estándares internacionales que definan la calidad de la fase preanalítica, así que se puede afirmar que las incidencias, las reclamaciones, las sugerencias y las proposiciones de las personas involucradas en ella definen la calidad preanalítica. A partir del registro de incidencias y reclamaciones pueden obtenerse indicadores de calidad que se empleen como controles preanalíticos internos de tal manera que los desvíos frente a los objetivos propuestos se utilicen en la mejora del proceso.

La calidad preanalítica desde la perspectiva del laboratorio clínico requiere la elaboración de procedimientos de trabajo e instrucciones adecuadas, la formación de todo el personal involucrado y la consecución de la trazabilidad de todo el proceso. El proceso preanalítico puede ser trazado con los datos del personal involucrado y el momento en que se realiza la solicitud de las pruebas, la obtención de la muestra y su recepción en el laboratorio.
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Objetivos de aprendizaje




• Explicar los principios de los análisis que emplean energía lumínica.


• Describir las técnicas de espectrofotometría, espectrofotometría de absorción atómica, fotometría de emisión en llama, luminiscencia y turbidimetría y nefelometría.


• Describir las técnicas electroquímicas: potenciometría, amperometría, culombimetría y conductimetría.


• Explicar los fundamentos de separación cromatográfica.


• Describir brevemente la técnica de cromatografía gaseosa y líquida.


• Explicar los fundamentos de la separación electroforética.


• Explicar brevemente la técnica de espectrometría de masas.









Técnicas espectrales

El laboratorio de bioquímica clínica emplea gran diversidad de técnicas analíticas y es uno de los lugares en que primero se aplican las evoluciones tecnológicas. Se ha conseguido automatizar la mayoría de estas técnicas para ofrecer servicio a la elevada demanda asistencial. Muchas de las técnicas utilizadas habitualmente en el laboratorio utilizan la luz como fundamento de medida. La luz, como energía, está formada por paquetes de energía denominados fotones. La energía (E) asociada con cada fotón está directamente relacionada con la frecuencia (ν) e inversamente relacionada con su longitud de onda (l) mediante lsa constante de Planck (λ):
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Esta ecuación muestra que, cuanto más larga sea la longitud de onda, menor será la energía. La longitud de onda de luz que se suele utilizar en el laboratorio clínico oscila entre 180 y 800

nm, es decir, desde la luz ultravioleta hasta la infrarroja. Cuando un haz de luz incide en una molécula pueden ocurrir tres situaciones de interés para el análisis:


1. Parte de la luz se absorbe y otra parte se transmite sin pérdida de energía. Son las técnicas de espectrofotometría.


2. La luz se dispersa por la partícula, cambia de dirección, pero con la misma energía. Son las técnicas de turbidimetría y nefelometría.


3. La luz absorbida se pierde por interacciones intra y extramoleculares y por calor. En algunas moléculas parte de esa luz se pierde por emisión de un fotón de menor energía. Éstas son las técnicas de fluorescencia y de fosforescencia.





Este tipo de técnicas pueden proporcionar tanto información cualitativa como cuantitativa al medir la intensidad de laluz absorbida, emitida, transmitida, dispersada o reflejada tras la interacción de un haz de luz de determinadas características con la sustancia de interés.


Relación entre la absorción de la luz y la concentración

Cuando un haz de luz con una intensidad determinada (I

0) incide sobre una solución, la intensidad del haz que sale (I) será menor que la inicial ya que una parte de su energía es absorbida por la solución. La transmitancia (T) de una solución para determinada longitud de onda se define como la proporción de la intensidad de luz incidente que es transmitida (fig. 2-1), que en porcentaje sería:
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Figura 2-1 
Relación entre el porcentaje de transmitancia y la absorbancia con la concentración. I

0: radiación incidente; I:radiación emitida; ɛ: coeficiente de absorción molar.
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Por su parte, la absorbancia (A) es el logaritmo del inverso de la transmitancia:

[image: B9788480860765500023/si3.gif is missing]




A determinadas longitudes de onda, las moléculas tienen mayor capacidad de absorber la luz. Si se representa la absorbancia de un compuesto en función de las longitudes de onda, se obtiene una gráfica conocida como espectro de absorbancia (fig. 2-2).
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Figura 2-2 
Selección de la longitud de onda de medida. El máximo de absorbancia del compuesto de interés λ1 es similar a la de un compuesto interferente. La mejor longitud de onda para realizar la cuantificación es λ2, para lo cual hay que sustraer la absorbancia del disolvente y del agente que interfiere, realizando un blanco.








Conforme aumenta la concentración de un compuesto en una solución, ésta absorbe más luz. Según la ley de Beer, existe una relación directa entre la absorbancia de una solución y la concentración del compuesto en dicha solución 

(c) y la longitud del cuerpo que la luz atraviesa 

(b), según la siguiente fórmula:
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En ella, 

a es un coeficiente característico de cada sustancia, llamado absortividad. Si 

b es de 1

cm y 

c se expresa en mol/L, entonces en lugar de 

a se emplea ɛ, que es el coeficiente de absorción molar de esa sustancia. Su valor también depende de la longitud de onda, del solvente, del pH y de la temperatura.

La proporcionalidad entre la absorbancia y la concentración sólo se cumple si la concentración no es muy elevada y la solución es homogénea. La ley de Beer pierde la linealidad en soluciones muy concentradas, en las que la concentración calculada es inferior a la real. Una forma fácil de saber si se cumple la ley de Beer consiste en realizar diluciones de la muestra y observar si se mantiene la relación.




Espectrofotometría

Estas técnicas se basan en la capacidad de los compuestos para absorber energía. El análisis espectrofotométrico puede ser cualitativo o cuantitativo. En el cualitativo se compara el espectro de absorción de la muestra con espectros de patrones de composición conocida para identificar las bandas de absorción coincidentes. Se realiza frecuentemente en el infrarrojo, como por ejemplo en el análisis de cálculos urinarios. Mucho más frecuente es el análisis cuantitativo, basado en la ley de Beer, para calcular la concentración de una sustancia en una muestra.

Si se conoce ɛ, que es característico de cada sustancia, se puede calcular la concentración de la sustancia en una solución:
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Otra forma de calcular la concentración de determinada sustancia en una solución consiste en medir la absorbancia de dicha solución (A

P) y compararla con la de otra solución de calibración (A

C) de concentración conocida (C

C). Así:
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Por tanto, la concentración de la solución problema se puede calcular como: 
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Cuanto mayor sea ɛ, mayor será la absorción del compuesto (cromógeno) y más sensible será la determinación. Por ello, interesa emplear cromógenos con un elevado valor de ɛ. Siempre que sea posible, se ha de medir la absorbancia a la longitud de onda de máxima absorción del compuesto o en su cercanía ya que se consigue la máxima sensibilidad y menores errores.

Existen una serie de factores que afectan a la relación entre la absorbancia y la concentración, como son:


1. Parte de la energía también será absorbida por el solvente y la pared de la celda que contiene la solución.


2. La luz incidente quizá no sea totalmente monocromática.


3. La energía puede ser también dispersada.





Para tener en cuenta la interferencia de estos factores, se utilizan blancos que contienen todos los elementos de la solución, excepto el compuesto de interés. La absorbancia debida al compuesto será la diferencia entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia del blanco. Además, hay que tener en cuenta que pueden estar presentes otros compuestos que interfieren, que absorben a la misma longitud de onda que el compuesto de interés (fig. 2-2) y que, por tanto, pueden producir cálculos erróneos de la concentración.


Reacciones acopladas

Se emplean en muchas de las reacciones enzimáticas que generan productos difíciles de determinar directamente. Estas reacciones se acoplan a otras reacciones indicadoras que forman compuestos que pueden ser fácilmente cuantificados mediante técnicas espectrales.

Los productos de la reacción inicial se utilizan como sustratos en las segundas reacciones indicadoras. Los productos de la reacción indicadora que se pueden detectar por un sistema de medida adecuado (p. ej., espectrofotométricamente) son proporcionales a la cantidad de sustrato inicial en la primera reacción. Entre la reacción principal y la reacción indicadora es posible acoplar una o más reacciones intermedias. Las reacciones indicadoras más empleadas son las reacciones en que el H

2O

2 oxida un compuesto indicador, como la reacción de Trinder, y la del seguimiento de la producción o el consumo del nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH). La reacción de Trinder se acopla a reacciones que provocan la formación de H

2O

2 como producto. El H

2O

2 producido es empleado entonces por una enzima peroxidasa ante un fenol y 4-aminofenazona (4AF) para generar una quinona coloreada que se detecta espectrofotométricamente:
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La reacción de Trinder se acopla a métodos para cuantificar numerosas magnitudes bioquímicas, como glucosa, colesterol, ácido úrico y triglicéridos, entre otros, que emplean sus respectivas oxidasas. En los métodos que emplean la reacción de Trinder puede haber interferencias por la existencia de compuestos antioxidantes, como la bilirrubina, la hemoglobina o el ácido ascórbico, que pueden interferir en la reacción de oxidación. Debido a ello se ha de evitar la utilización de muestras muy ictéricas o hemolizadas.

Otra forma de acoplar las reacciones es mediante el empleo de NADH o de NADPH, que absorben a longitudes de onda de 340

nm, por lo que su producción o consumo pueden ser monitorizados por espectrofotometría. Por tanto, son muy empleados como sustrato o producto en reacciones indicadoras de tipo redox (oxidación-reducción). Un ejemplo sería la determinación de una enzima-transaminasa que forme piruvato de modo que la formación de este compuesto se acople a una oxidación de NADH (o NADPH) a NAD

+ (o NADP

+). En este caso, el descenso progresivo de la absorbancia a 340

nm será proporcional a la concentración de la enzima-transaminasa (fig. 2-3):


	[image: B9788480860765500023/gr3.jpg is missing]


	
Figura 2-3 
Espectro de absorbancia del NAD

+ y del NADH. La conversión de uno en otro se puede seguir fácilmente por el cambio de absorbancia a 340

nm. NADH: nicotinamida adenina dinucleótido reducido.
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En otros casos, en lugar de ser consumido, el NADH (o NADPH) es un producto de la reacción indicadora y, por consiguiente, se observará un aumento progresivo de la absorbancia a 340

nm:
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Instrumentación

Los espectrofotómetros constan de las siguientes partes (fig. 2-4):
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Figura 2-4 
Esquema de un espectrofotómetro.









1. Una lámpara como fuente estable de energía radiante, que suele ser una lámpara de filamento (halógena o de tungsteno) para emitir longitudes de onda a partir de 350

nm y de hidrógeno o de deuterio para emitir en luz ultravioleta, entre 160 y 380

nm. 



2. Un selector de longitud de onda, que puede ser de filtros en los fotómetros, o un monocromador de prisma o de redes de difracción en los espectrofotómetros, más sofisticados. Puesto que la longitud de onda no es totalmente monocromática, a éstos se les acoplan antes y después unas rendijas de forma que se puede aislar un intervalo estrecho de longitudes de onda.


3. Una cubeta de 1

cm de paso de banda (anchura) en la que se coloca la solución cuya concentración se va a determinar. La cubeta ha de permitir el paso de la radiación sin absorberla o dispersarla. Por ello, para medir la absorbancia a longitudes de onda inferior a 320

nm, se han de emplear cubetas de cuarzo. Para longitudes de onda más elevadas se pueden usar cubetas de plástico.


4. Un detector de energía radiante, que convierte la luz recibida en energía eléctrica. Los más usados son los tubos fotomultiplicadores y los fotodiodos. Los primeros, además de su velocidad, tienen la ventaja de amplificar la señal, lo que los convierte en muy sensibles. Por su parte, los fotodiodos permiten detectar fotones de un intervalo de longitudes de onda muy amplio.


5. Un sistema que recoge la señal eléctrica que genera el detector y se la presenta de modo interpretable al operador.










Espectrofotometría de absorción atómica

Esta técnica es muy sensible, precisa y específica, y es ampliamente utilizada en el laboratorio para determinar elementos químicos, como Li, Al, Cu, Fe, Zn y otros metales pesados.

La espectrofotometría de absorción atómica se basa en la capacidad de los electrones de un elemento en el estado fundamental para saltar a orbitales más excitados gracias a la energía absorbida en forma de luz. Dado que los saltos energéticos son característicos de cada sustancia, también lo son las longitudes de onda de la luz que absorben para pasar a esos estados excitados. Estas determinadas longitudes de onda a las cuales absorbe el elemento tienen un ancho de banda muy estrecho (0,01

nm) y por ello se denominan líneas espectrales. De esta forma, para cada elemento se crea un espectro formado por las líneas espectrales.

Para realizar la absorción atómica, la muestra se vaporiza inicialmente y los elementos se disocian y se reducen a su estado atómico fundamental:
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Para ello se utilizan sistemas de atomización que proporcionarán la temperatura suficiente para que los átomos alcancen el estado fundamental. Existen distintos tipos de atomizadores: unos emplean una llama que emplea una mezcla de distintos gases como combustible, y que alcanza unas temperaturas de unos 2.300 °C, otros son sistemas sin llama, como el horno de grafito, que permite alcanzar temperaturas mayores que las de la llama. Los atomizadores con llama se pueden usar para elementos como Zn o Fe mientras que los atomizadores sin llama son necesarios para analizar Al y los metales pesados, como Pb. De esta forma, los átomos están en disposición de absorber energía correspondiente a su banda espectral.

La excitación de los átomos se produce con una luz cuya longitud de onda corresponde a la energía necesaria por parte de los electrones para saltar a un orbital más excitado. Para ello se emplea una lámpara de cátodo hueco, fabricada con el mismo metal que va a ser analizado y rellena con un gas inerte a baja presión, habitualmente argón o neón (fig. 2-5). Estas lámparas emiten una energía (hν) a las longitudes de onda características del elemento del que está hecho el cátodo y, por consiguiente, se necesita una lámpara de cátodo hueco distinta para cada metal que se vaya a determinar. Por ejemplo, una lámpara de cátodo hueco de hierro sólo se puede emplear para determinar hierro. La energía que emite la lámpara la absorben los átomos de la muestra:
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Figura 2-5 
Esquema de un equipo de espectrometría de absorción atómica.
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El número de átomos en estado basal es más del 99,9% del total de átomos, por lo que la mayoría de los átomos son capaces de absorber la energía radiante emitida por la lámpara de cátodo hueco

Estos equipos también disponen de un sistema selector de longitudes de onda (monocromador), un detector y un sistema de análisis de la señal recibida. Según la ley de Beer, la absorbancia será proporcional a la concentración del elemento en la muestra.




Fotometría de emisión en llama

La fotometría de emisión en llama consiste en la excitación térmica de los átomos mediante el empleo de una llama, de forma que éstos, al volver a su nivel basal de energía, liberan esa energía en forma de luz de una longitud de onda característica de cada elemento: 
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La intensidad de esa energía emitida por los átomos en la llama es directamente proporcional al número de átomos excitados y, por tanto, también a la concentración en la muestra. La fotometría de llama se ha utilizado en el laboratorio clínico para la cuantificación de la concentración de elementos abundantes, como sodio, potasio y litio en líquidos biológicos, que son fácilmente excitables en la llama, pero esta técnica ya se usa muy poco.




Fluorimetría

Estas técnicas se basan en la propiedad que poseen algunas moléculas de emitir luz. Cuando los electrones de las moléculas se excitan, pasan de su estado fundamental a otro de mayor energía. Esos electrones excitados pierden rápidamente parte o toda esa energía por interacciones y en forma de calor. En algunas moléculas, parte de la energía adquirida se libera en forma de luz al volver al estado fundamental. Existen diversos tipos de luminiscencia según el método empleado para conseguir la excitación inicial de los electrones:


1. Fluorimetría si se emplea luz.


2. Quimioluminiscencia si se usa una reacción química.


3. Bioluminiscencia si es bioquímica.


4. Electroquimioluminiscencia si es electroquímica.





En todos estos tipos de luminiscencia, la intensidad de la luz emitida es proporcional a la concentración de la molécula luminiscente.

En la fluorimetría, la molécula absorbe un fotón y pasa a un estado de energía más excitado. Al volver a su estado fundamental, emite la energía en forma de luz (fig. 2-6), pero ya que parte se ha perdido previamente, la energía que se emite es algo menor que la absorbida. Como consecuencia, la longitud de onda de la luz emitida es mayor que la que se emplea para excitar el compuesto. Existen dos tipos de fotoluminiscencia: fluorescencia y fosforescencia, que difieren en el hecho de que, mientras la fluorescencia cesa en el momento en que desaparece la energía de excitación, la fosforescencia se prolonga en el tiempo.
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Figura 2-6 
Esquema de la absorción de energía a una longitud de onda (λ

1) y la emisión posterior como fluorescencia a una longitud de onda mayor (λ

2).








La intensidad de la luz emitida por la solución es proporcional a la concentración del fluoróforo o molécula fluorescente y a la intensidad de la fuente emisora inicial. También depende de otras variables relacionadas con el equipo, por lo que, a diferencia de la espectrofotometría, no se puede realizar una calibración absoluta y, en consecuencia, se mide en unidades relativas.

Los componentes de los fluorímetros son similares a los de un espectrofotómetro, a excepción de los filtros (o monocromadores), que se colocan antes y después de la celda para aislar la fluorescencia emitida. En la mayoría de las ocasiones, el detector está formando un ángulo de 90° con la luz incidente.  Esto proporciona mayor sensibilidad ya que evita que la luz incidente alcance el detector.

La técnica de fluorescencia es entre 100 y 1.000 veces más sensible que la espectrofotometría, por lo que se utiliza para detectar analitos que están en muy baja concentración. Las determinaciones han de realizarse en muestras diluidas, con una absorbancia menor de 0,1, ya que a concentraciones elevadas el propio fluoróforo también absorbe a la longitud de onda de excitación. Así, a medida que el haz de excitación penetra en la solución, pierde intensidad y la relación entre la fluorescencia y la concentración deja de ser lineal.




Nefelometría y turbidimetría

Cuando la luz incide en una solución, parte de la luz se dispersa por las partículas en suspensión, otra parte se absorbe y otra se transmite (fig. 2-7A). La luz dispersada dependerá de distintos factores, como el tamaño y el peso molecular de la partícula, la longitud de onda de la energía incidente, la distancia entre el detector y la cubeta, y la concentración de la muestra. Los equipos emplean longitudes de onda que evitan aquellas a las cuales se absorben los compuestos presentes en la muestra. Las más frecuentes están entre 500 y 650

nm y la energía de la luz transmitida o dispersada tiene la misma longitud de onda. La nefelometría mide la luz dispersada mientras que la turbidimetría mide el descenso de la luz transmitida:


	[image: B9788480860765500023/gr7.jpg is missing]


	
Figura 2-7A 
Dispersión de la luz incidente por las partículas en suspensión y detección por un descenso de la luz transmitida (turbidimetría) o por la luz dispersada (nefelometría). I

0: radiación incidente.









1. La turbidimetría mide la disminución de la luz que atraviesa la solución debido a la turbidez, por lo que el detector se sitúa en línea con la luz incidente. Es una técnica muysencilla que se puede llevar a cabo con un equipo de espectrofotometría de absorción. Sin embargo, no es muy sensible, por lo que se emplea para cuantificar concentraciones relativamente elevadas.



2. La nefelometría, en cambio, mide la luz dispersada por una solución de partículas, por lo que el detector se sitúa formando un ángulo con la luz incidente (fig. 2-7B). En casi todas las aplicaciones del laboratorio la mayor dispersión de la luz es hacia delante, por lo que el detector en estos equipos se coloca formando un ángulo entre 10 y 90°. El equipo es similar a un fluorímetro, pero con la importante diferencia de que la longitud de onda incidente y la dispersada con la misma. La concentración del compuesto (C) es proporcional a la relación entre la luz incidente (I

0) y la luz dispersada (I

D):
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Figura 2-7B 
Esquema de un nefelómetro. I

0: radiación incidente; I

D: radiación dispersada
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Estas técnicas basadas en la dispersión de la luz se utilizan habitualmente en la medición de reacciones entre antígeno y anticuerpo, en las cuales estos complejos forman agregados que causan un incremento de la turbidez. Hay que tener en cuenta que en la muestra pueden estar presentes macromoléculas o partículas, como lipoproteínas, que pueden provocar una elevada dispersión inicial de la luz e interferir en la cuantificación del analito. Este fenómeno se puede minimizar, midiendo cinéticamente la dispersión de la luz.






Técnicas electroquímicas

Las técnicas electroquímicas se basan en la medida de una señal eléctrica producida durante una reacción química en una célula electroquímica, que consta de dos electrodos conectados por una solución electrolítica. Un electrodo (es decir, media célula) consiste en un conductor metálico que está en contacto con una solución electrolítica. Existen diversos métodos analíticos que se basan en fenómenos electroquímicos:


1. La potenciometría, que mide el voltaje, o la diferencia de potencial entre dos electrodos de una célula electroquímica, que es proporcional a la concentración del analito en la solución.


2. La amperometría, que mide la intensidad de corriente causada por la aplicación de un voltaje constante en una célula electroquímica, lo que produce una reacción química en la solución.


3. La culombimetría, que mide la cantidad de carga eléctrica necesaria para que reaccione un compuesto en la solución. 



4. La conductimetría, que mide la corriente que puede transportar una solución aplicando una diferencia de potencial.





Estas técnicas tienen la ventaja de que pueden usar volúmenes de muestra muy pequeños, su sensibilidad es muy alta y el intervalo de concentraciones de detección es muy amplio. Pueden emplearse para mediciones tanto en plasma como en orina y otros líquidos biológicos, en los cuales son muy diferentes las concentraciones de cada ion. Son muy rápidas y no necesitan preparación previa de la muestra, por lo que tienen una gran aplicación en los laboratorios de urgencias o a la cabecera del paciente. Se emplean habitualmente en la determinación de electrolitos, como Na

+, K

+, Cl

− y HCO

3−.


Potenciometría

En la potenciometría se determina la diferencia de potencial entre dos electrodos que se encuentran en una solución. Así, el potencial de una célula electroquímica (E) está determinado por:
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siendo E

cátodo el potencial del cátodo y E

ánodo, el potencial del ánodo.

Según la ecuación de Nerst, el potencial de cada semicélula es proporcional al logaritmo de la actividad del ion en la solución, que a 25 °C es:
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donde E

0 es el potencial estándar en voltios de la célula medido a 25 °C cuando las actividades valen 1; n es el número de electrones que participan en la reacción, y a

I es la actividad del ion que se mide. Así pues, existe una relación lineal entre la actividad iónica y el potencial de la célula electroquímica.

Uno de los electrodos es el indicador (cuya solución electrolítica es la solución que debe analizarse) y el otro es un electrodo de referencia con un potencial constante y conocido. El electrodo de referencia se conecta con el espécimen que debe analizarse con una membrana porosa y de este modo se cierra el circuito. Estos electrodos están conectados a un voltímetro, que mide la diferencia de potencial entre ambos electrodos. Durante la medida potenciométrica no existe un paso de corriente por la célula electroquímica.

En soluciones diluidas, como las fisiológicas, las actividades son equivalentes a las concentraciones molares. La determinación de la actividad tiene unas diferencias respecto a otras técnicas, como las de absorción atómica, en que se miden concentraciones:


1. La potenciometría directa no está afectada por la variación en la concentración de lípidos o proteínas, que pueden afectar a otras técnicas que miden la concentración. En éstos, la fase acuosa se diluye y producen resultados más bajos.


2. La determinación que se realiza sólo corresponde a los iones libres, no a aquellos que están formando complejos o están «ocultos» electroquímicamente.






Electrodos de referencia y de trabajo

El electrodo de referencia es una semicélula electroquímica que se usa como una referencia fija para medir el voltaje. Los más empleados son el electrodo saturado de calomelanos y el de plata-cloruro de plata:



1. El electrodo saturado de calomelanos está formado por mercurio cubierto de una pasta de calomelanos en una solución saturada de KCl. En este electrodo se produce la reacción:
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2. El electrodo de Ag/ClAg consiste en un hilo de plata cubierto de AgCl y en una solución saturada de KCl, en que se produce la reacción:
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El potencial de estos electrodos depende de la reacción redox y, según la ecuación de Nernst, de la actividad del Cl

– en la solución ya que la actividad de un sólido es 1.

Los electrodos de trabajo suelen ser electrodos selectivos de iones. Éstos contienen una membrana que reacciona de forma selectiva con un solo ion, y cuya parte externa está en contacto con la disolución que contiene el ion que debe medirse mientras que la parte interna contiene una solución del mismo ion a una actividad fija. Las muestras biológicas son mezclas complejas y es muy importante que la membrana sea restrictiva solamente con el ion que se quiera medir. Existen varios tipos de electrodos selectivos de iones:


1. 

Electrodos de membrana de vidrio, que consisten en una mezcla de óxido de silicio o aluminio, con óxidos de cationes de metales alcalinos o alcalinotérreos. Es el electrodo típicamente empleado para la determinación de sodio y de pH.


2. 

Electrodos de membrana de polímeros. Consisten en una membrana de polivinilcloruro (PVC) impregnada con una solución que contiene un intercambiador o transportador de iones. Estos electrodos se emplean para medir la concentración de H

+, Na

+, K

+, Cl

–, Li

+, Ca

2+, Mg

2+ y HCO

3–. Un ejemplo es el electrodo empleado en la cuantificación de potasio. En este caso, la membrana contiene valinomicina, un antibiótico con gran capacidad para transportar potasio. Otro tipo es el electrodo empleado para la medición de cloruro, que emplea sales cuaternarias de amonio como componentes de la membrana selectiva y se basa en el carácter lipofílico del cloruro. Por tanto, no debe emplearse en situaciones en que estén presentes otros aniones lipofílicos, como los salicilatos o los tiocianatos, ya que producirán una interferencia positiva. El empleo de heparina como anticoagulante de las muestras produce, en este tipo de electrodos, una pérdida progresiva de la selectividad por el cloruro.










Electrodo de pH y de CO

2


El electrodo de pH consiste en una varilla de AgCl sumergida en una solución 0,1 N de HCl. Su extremo es una membrana de vidrio selectivo y sensible a los H

+ (fig. 2-8). Este electrodo se encuentra en combinación con otro electrodo de referencia que proporciona una diferencia de potencial fija. Así, el potencial de la célula es:
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Figura 2-8 
Electrodo de pH.
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Puesto que el pH = −log[H

+], entonces el valor del pH en el espécimen es proporcional a la diferencia de potencial:
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Cuando el electrodo de pH se pone en contacto con el espécimen, se genera un incremento de voltaje proporcional a la concentración de H

+.

El electrodo de CO

2 es similar al de pH. En este caso, la membrana en contacto con el espécimen sólo es permeable al CO

2, pero no a los protones. Éste difunde al interior, donde hay una solución de HCO

3–. Al entrar el CO

2, cambia el pH de la solución que se detecta con un electrodo de pH. Así pues, el cambio de potencial debido al cambio de pH será proporcional a la concentración de CO

2 en el espécimen:
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Un problema de estos electrodos es la contaminación progresiva de la membrana con proteínas, por lo que es necesario lavarla cada cierto número de determinaciones.




Amperometría

Ésta es una técnica especial electroquímica en que se emplea la propiedad de algunas sustancias, llamadas especies electroactivas, de oxidarse o de reducirse ante un electrodo inerte cuando se aplica una diferencia de potencial. Se emplean un par de electrodos:


1. Un electrodo de trabajo, normalmente de platino o de oro. Si en él se produce una oxidación de la especie electroactiva, es el ánodo y, si se produce la reducción, el cátodo.


2. Un electrodo de referencia, normalmente de Ag/AgCl.





La intensidad de la corriente que se establece entre los electrodos es proporcional a la concentración de la especie electroactiva que produce la reacción electroquímica.

Un ejemplo es el electrodo de O

2 o electrodo de Clark (fig. 2-9). Consta de un cátodo de platino conectado a un ánodo de Ag/AgCl. Los electrodos están en contacto con un tampón de una sal del cloruro, que está separada de la muestra en que se quiere medir la concentración de O

2 por una membrana permeable sólo a las moléculas de este gas. El oxígeno del espécimen difunde a través de la membrana hacia el cátodo de platino, al cual se le aplica un potencial constante que corresponde al par O

2/H

2O y en que se produce la reducción:
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Figura 2-9 
Electrodo de O

2. La corriente generada es proporcional a la concentración de O

2 en la solución.
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En el ánodo se producen los electrones:
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Así, se origina un flujo de electrones entre el ánodo y el cátodo que se puede medir y cuya intensidad es directamente proporcional a la concentración de O

2 (o a la PO

2).




Culombimetría

Según la ley de Faraday, el número de moles producido por un compuesto en una reacción electroquímica en un electrodo es proporcional a la cantidad de carga eléctrica que pasa por el circuito (Q, culombios):
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donde z es el número de electrones que se transfieren en la reacción de oxidación/reducción, F es la constante Faraday y N es el número de moles del ion liberados.

La cantidad de carga eléctrica es igual a la intensidad de corriente (I) por el tiempo durante el cual fluye la corriente (t), por lo que se puede establecer que: 
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La principal aplicación de esta técnica es la titulación de la concentración de cloruro en líquidos biológicos. En este caso, se establece una corriente entre dos electrodos, uno de platino (cátodo) y otro de plata (ánodo), en el cual se oxida a Ag

+. Los iones Ag

+ en presencia del Cl

– de la muestra precipitan en forma de AgCl, con lo cual la corriente es baja. Cuando se agota el Cl

–, se produce un aumento de los iones Ag

+, que son detectados por un incremento de la corriente:
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El tiempo durante el cual se detiene y neutraliza los iones Ag

+ es proporcional a la concentración de Cl

–.




Conductimetría

La conductimetría mide la capacidad de los iones de una solución de transportar la corriente eléctrica cuando se les somete a una diferencia de potencial. Cuanto menor sea la resistencia de la solución, mayor será la conductividad. La conductividad en un medio acuoso depende de varios factores:


1. 

Cantidad de iones: cuando mayor sea la concentración, mayor será la conductividad.


2. 

Tipo de iones: los iones más pequeños y móviles, como Cl

–, K

+ o Na

+, conducen mejor la corriente.


3. 

Temperatura: la movilidad de los iones aumenta con la temperatura, aproximadamente el 1–3% por grado Celsius.





Esta técnica se aplica a la determinación de la concentración de cloruro en sudor ya que, cuanto mayor sea la concentra-ción de este ion, mayor será la corriente que puede pasar. No obstante, la conductividad también depende de otras especies iónicas presentes en el espécimen.






Técnicas cromatográficas

La cromatografía es una técnica física de separación de los componentes de una mezcla por su diferente distribución entre una fase fija y otra fase móvil que son inmiscibles. La fase móvil arrastra a los componentes de la muestra sobre una fase estacionaria, con la cual interaccionan. Los distintos componentes de la muestra se van separando tras interaccionar con la fase estacionaria y van saliendo en el eluido. Un plato teórico es la longitud de columna en la cual el soluto alcanza el equilibrio entre las fases móvil y estacionaria. La eficacia de separación de una columna se describe por el número de platos teóricos, que está determinado por la fórmula:
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Cuanto mayor sea el número de platos teóricos, mejor será la eficacia. Por ejemplo, una columna con partículas de 5

mm de unos 15

cm de largo, típica de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC, del inglés 

high performance liquid chromatography) tiene unos 10

4 platos teóricos. La cromatografía será tanto mejor cuanto más se puedan separar los componentes de lamezcla. Esto es importante porque, en una mezcla tan compleja como un fluido biológico, puede haber sustancias que coeluyan con el compuesto de interés e interfieran en la medida.

La salida de los compuestos de la columna se controla con un detector, que está seleccionado y ajustado para identificar sólo los compuestos que interesen. Al registro de las señales o picos que aparecen en función del tiempo se denomina cromatograma (fig. 2-10). Desde que se inyecta la muestra hasta que comienzan a salir los compuestos no retenidos de la columna transcurre un corto período de tiempo, que es el tiempo muerto. El tiempo de retención de un compuesto es el tiempo que necesita para aparecer el máximo del pico desde que se inyecta la muestra. Estos picos aparecen sobre una línea base, que es la señal producida cuando por la columna sólo aparece fase móvil. El cromatograma proporciona la información sobre la forma de los picos, los tiempos de retención, el área y la altura de los picos que forma cada compuesto al eluir. A partir de ellos se obtiene la información:
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Figura 2-10 
Esquema de un cromatograma.









1. La identificación de un compuesto se realiza por el tiempo de retención, que se refiere al momento en que aparece la señal y que se compara con un patrón de composición conocido.


2. La cuantificación de un compuesto se realiza sobre la base del área o la altura del pico que forma en el cromatograma. Previamente se realiza una calibración con patrones de concentración conocida.





La resolución o la separación entre los picos del cromatograma está determinada por la diferencia entre los tiempos de elución de los picos y la anchura de éstos. Cuanto más separados y más estrechos son los picos, mejor separación obtendrán. En cambio, unos picos anchos y solapados muestran una mala separación.


Tipos de separación

Atendiendo a la fase móvil, la cromatografía se divide en cromatografía líquida y de gas (tabla 2-1). Asimismo, según el tipo de interacción que permite separar los solutos, la cromatografía puede ser (fig. 2-11): 




Tabla 2-1 Tipos de cromatografía






	Fase móvil
	Fase estacionaria
	Tipo de separación



	Gaseosa
	Sólida


Líquida
	Adsorción


Partición



	Líquida
	Sólida





Líquida
	Adsorción


Intercambio iónico


Afinidad


Gel de exclusión


Partición
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Figura 2-11 
Tipos de separación cromatográfica. Adsorción: separación por la adsorción/desorción. Partición: separación por diferente solubilidad. Intercambio iónico: separación por la carga iónica. Filtración en geles: separación por el tamaño. Afinidad: separación por la unión a un ligando.









1. 

De adsorción, basada en las diferencias de adsorción y desorción de los compuestos que viajan en la fase móvil con la superficie de las partículas que forman la fase estacionaria. Ésta puede estar compuesta por una sustancia apolar o polar, normalmente sílice o alúmina y en estos últimos, la retención de los solutos se incrementa con su polaridad. Se emplea poco debido a la dificultad de preparar soportes homogéneos.


2. 

De partición, basada en la separación de los solutos por su diferente distribución entre dos fases inmiscibles, una polar y otra apolar. Los compuestos eluyen en función de su solubilidad en cada fase. La fase estacionaria es una fina capa de líquido adsorbida o químicamente unida a la columna. Si la fase móvil es un gas, la cromatografía será gas-líquido y si es un líquido, la cromatografía será líquido-líquido. Es un tipo de cromatografía muy usada en el laboratorio clínico.


3. 

De intercambio iónico, basada en la separación de los compuestos según su carga. Las columnas de intercambio catiónico contienen una resina con grupos funcionales cargados negativamente que se usan para separar cationes y las columnas de intercambio aniónico contienen una resina con grupos funcionales cargados positivamente para separar aniones. Los iones de la resina están unidos a contraiones, que se intercambiarán con los compuestos ionizados de la muestra. Las moléculas unidas a la resina se eluyen posteriormente haciendo pasar una fase móvil que las desplacen de la resina. La separación de los distintos componentes con la fase móvil se puede realizar mediante variaciones en el pH, que permite controlar el grado de ionización de los compuestos, o mediante cambios en la carga iónica, que establece competencia con los grupos cargados. Los compuestos menos cargados, que forman uniones más débiles, eluirán antes mientras que los más cargados, que establezcan uniones fuertes con la fase estacionaria, eluirán más tarde.


4. 

De filtración por geles, o de exclusión molecular, basada en el tamaño de las moléculas. La fase estacionaria es una estructura porosa, como agarosa, vidrio, etc., con un tamaño de poro por el cual las partículas pequeñas puedan penetrar. Si el tamaño molecular del compuesto que viaja en la fase móvil es superior al tamaño del poro de la fase estacionaria, no penetrará a través de éste y, por tanto, eluirá rápidamente. Sin embargo, si el tamaño del compuesto es inferior al tamaño del poro, el compuesto penetrará en ellos. Cuanto más pequeña es la molécula, más profundamente entra por los poros, aumentando su trayectoria y eluyendo más lentamente. Existen distintos tipos de resinas con diferente tamaño de poro para separar moléculas. Por ejemplo, la Sephadex G25 sirve para separar entre 1.000 y 2.000 D mientras que la Sephadex G200 separa entre 5.000 y 250.000 D


5. 

De afinidad, basada en interacciones del tipo antígeno-anticuerpo, hormona-receptor o enzima-sustrato. En función de la afinidad entre el ligando y su receptor, la técnica será más o menos específica. Esta técnica se utiliza para la separación de la hemoglobina glucosilada con columnas de fenil-borato o las inmunoglobulinas con columnas con proteína A.








Tipos de cromatografía


Cromatografía en capa fina

Se emplean placas de vidrio sobre las cuales se deposita una matriz que suele ser una fina capa de sílice, alúmina o almidón. La placa se coloca verticalmente sobre un eluyente que suele ser un disolvente orgánico y que ascenderá por la placa por capilaridad. Las muestras se colocan por encima del nivel del eluyente y ascienden arrastradas por él y se separan según su solubilidad, la polaridad del eluyente y de la sustancia, y la velocidad de difusión.




Cromatografía de gas-líquido

La cromatografía gaseosa permite una rápida separación de compuestos volátiles. Muy frecuentemente es necesario derivatizar los componentes de la muestra para hacerlos más volátiles, lo que además reduce la descomposición del compuesto.

La muestra se volatiliza en la parte inicial de la columna por la cual es arrastrada por un gas inerte, como helio o nitrógeno, que fluye a velocidad constante. Este gas de arrastre no interacciona con los compuestos. La columna suele ser de un metal inerte rellena de un líquido no volátil, como el aceite de silicona. Los compuestos se separan en función de su solubilidad y su difusión en la fase líquida. La entrada por solubilidad y salida por difusión se repite más de 6.000 veces a lo largo de la columna. Este parámetro es característico de la columna y se denomina platos teóricos. Los compuestos salen de la columna, ya separados y se detectan mediante diversos sistemas, como es la ionización de llama o la espectrometría de masas.

Son métodos rápidos, versátiles y sensibles, por lo que se emplean en el laboratorio para el análisis de ácidos orgánicos, drogas, esteroides, etc.




Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)

Es una de las técnicas cromatográficas más empleadas en el laboratorio clínico. Existen aplicaciones para los distintos tipos de cromatografía, pero la más habitual es la partición. La fase móvil se hace pasar a través de una columna gracias a una bomba impulsora que proporciona un flujo rápido y uniforme. Es necesario también un inyector de muestra, que puede ser manual o automático, y un detector para identificar los compuestos según van eluyendo (fig. 2-12).
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Figura 2-12 
Esquema de un equipo de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC).








Se llama cromatografía de fase normal cuando la fase móvil es menos polar que la estacionaria y de fase reversa si la fase móvil es polar y la fase estacionaria es apolar. Las columnas de fase reversa son las empleadas más habitualmente y están compuestas por partículas de sílice de un tamaño de 5–10

μm a las cuales se unen unas cadenas alifáticas. Las más empleadas son las columnas C18, con cadenas alifáticas de octadecilsilano, o C8 con cadenas de octilo. De este modo se pueden emplear fases móviles que son polares, como soluciones acuosas o alcohólicas. Dado que los componentes de los fluidos biológicos son polares, pueden disolverse en la fase móvil. Esto permite muchas más aplicaciones que la cromatografía de gases y es posible determinar un gran número de compuestos, como porfirinas, aminoácidos, péptidos, etc. Los solutos se separan en función de sus características no polares, de modo que los compuestos más polares eluyen más rápido.








Técnicas electroforéticas

Esta técnica se utiliza principalmente para separar proteínas en líquidos biológicos, especialmente suero, orina y líquido cefalorraquídeo. Se basa en la aplicación de un campo eléctrico sobre una solución en la que hay distintas moléculas cargadas, que migrarán hacia el electrodo de carga opuesta a la suya (fig. 2-13). La velocidad de migración depende de las siguientes propiedades:
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Figura 2-13 
Esquema de una cubeta de electroforesis.









1. Carga, tamaño y forma de las partículas.


2. Corriente, voltaje y potencia del campo eléctrico aplicado.


3. Propiedades fisicoquímicas del medio de soporte.


4. pH, fuerza iónica y tipo de iones del tampón de electroforesis.


5. Temperatura y tiempo de electroforesis.





El tampón sirve de conductor de la corriente eléctrica que se aplica al sistema y, además, fija el pH al cual estará la muestra que se va a separar. En concreto, las proteínas tienen una constante de disociación en ácido (pK

a) determinada, de forma que el pH del tampón fija el tipo de carga que presentará el soluto, su grado de ionización y el electrodo hacia el cualmigrará. La fuerza iónica del tampón determina el grosor de la nube iónica que existirá alrededor de cada molécula cargada y su migración. Cuanto mayor sea la concentración de iones, mayor será la nube iónica y, por tanto, el soluto tendrá mayor dificultad para el movimiento.

Existe gran variedad de soportes sobre los cuales se van a separar las moléculas y los más usados son los siguientes:



1. 

Agarosa. Este polisacárido se utiliza ampliamente para la separación de moléculas de elevado peso molecular, como proteínas, ADN o lipoproteínas, ya que los poros de los geles son grandes. Se emplean concentraciones de agarosa entre el 0,3 y el 2% y la electroforesis se realiza horizontalmente por el grosor del gel. Algunas agarosas captan grupos hidroxilo del tampón mientras se cargan negativamente y se rodean de una nube de cationes hidratados. Cuando se aplica la corriente, se produce el fenómeno de electroendósmosis, que consiste en un movimiento de la nube de cationes hacia el cátodo. Las moléculas débilmente cargadas son así arrastradas por este flujo hacia el cátodo (fig. 2-14). Esta propiedad es muy útil para separar proteínas, pero también hay agarosas que están preparadas para no tener electroendósmosis, tal y como son las agarosas purificadas, que se emplean para la electroforesis del ADN.
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Figura 2-14 
Fenómeno de electroendósmosis: los cationes del tampón se desplazan bajo el campo eléctrico y arrastran el agua de hidratación. El resultado neto es un flujo de solvente hacia el cátodo. Abajo: movimiento catódico de inmunoglobulinas en un proteinograma por el fenómeno de electroendósmosis.










2. 

Poliacrilamida. Estos geles se preparan creando polímeros de acrilamida gracias a catalizadores. Estos geles presentan numerosas ventajas (son transparentes, termoestables, químicamente inertes, resistentes, etc.). Estos geles son más estrechos y la electroforesis se realiza verticalmente. Sin embargo, son más difíciles de preparar que los anteriores y no son tan utilizados en el laboratorio habitualmente. Además, en función de la concentración de acrilamida que se emplee en la preparación de los geles, se puede variar el tamaño del poro del gel, según las necesidades. Este tipo de geles también puede utilizarse en la separación de fragmentos pequeños de ácidos nucleicos puesto que permite discernir fragmentos con una diferencia de 1 a 50 pares de bases (bp).





Actualmente, en los laboratorios clínicos se utilizan sistemas automatizados para la realización de electroforesis de agarosa, que permiten una elevada carga de trabajo, así como resultados reproducibles y comparables.

Una vez que los componentes de la muestra se han separado en función de su carga y tamaño, se recoge el gel y se fija para que cada elemento se mantenga en la posición correspondiente. Posteriormente, se tiñe el gel con un colorante específico para el tipo de compuesto que se quiera determinar:


1. El colorante más usado para proteínas por su sensibilidad y facilidad de uso es el azul brillante de Coomassie que absorbe a 550

nm y con él se pueden detectar hasta 0,2

mg de proteínas. Este colorante se puede usar tanto en geles de agarosa como de poliacrilamida. Con la tinción de plata se consigue incrementar unas 50 veces esta sensibilidad mediante el empleo de geles de poliacrilamida.


2. Las lipoproteínas se tiñen con solución de sudán negro o con rojo oleoso O.


3. Los ácidos nucleicos se pueden identificar debido a la fluorescencia que producen con bromuro de etidio y se pueden detectar hasta 10

ng.





Tras la fijación y tinción de las proteínas, las distintas bandas, que pueden corresponder a una sola proteína o a un conjunto de ellas, se cuantifican mediante densitometría. El densitómetro es un sistema óptico mediante el cual se mide la transmitancia de cada fracción teñida respecto a la del total de la muestra. De esta forma, si se conoce la concentración total de proteínas, se puede calcular la correspondiente a cada banda. A lo largo de este libro se presentarán numerosos ejemplos de electroforesis.


Electroforesis capilar

En la electroforesis capilar, las muestras se separan en un tubo capilar largo, de aproximadamente unos 50

μm de diámetro y de unos 50

cm de longitud, de sílice fundido relleno con un tampón y en el cual se aplica un voltaje muy elevado (10–30 kV). La muestra se coloca en un extremo del capilar y se sitúa un detector, normalmente un espectrofotómetro, en el otro extremo. La separación de los componentes de la muestra se basa en la carga, tamaño, hidrofobicidad y estereoespecificidad. El flujo electroosmótico es importante debido al intenso campo eléctrico, de modo que el movimiento del tampón hacia el cátodo arrastra todas las moléculas.

La electroforesis capilar, en cierto modo, es similar a las técnicas de HPLC y con ellas comparte muchas aplicaciones. Tiene una elevada resolución y el número de platos teóricos (10

5–10

6) es de un orden de magnitud superior a la de la HPLC. Tiene otras importantes ventajas, algunas de las cuales son el hecho de que se emplean muy pequeños volúmenes de tampón y de muestra (del orden de nL), las condiciones analíticas se pueden modificar fácilmente y es rápida (de unos pocos minutos de duración). Esta técnica se ha empleado para separar y cuantificar proteínas, ADN, iones y metabolitos, etc. 







Espectrometría de masas

La espectrometría de masas es una técnica compleja y especializada para la determinación tanto cualitativa como cuantitativa de analitos. El fundamento de ésta consiste en la ionización de la molécula de interés y posterior separación de los distintos iones formados para medir la masa de dichos fragmentos. Con ello se consigue identificar cada elemento a partir de una mezcla de iones mediante la determinación de las relaciones de masa/carga (m/z) (fig. 2-15A). Teniendo en cuenta que cualquier compuesto tiene masa, la espectrometría de masas es un detector universal.
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Figura 2-15A 
Esquema de un espectro de masas. El ion molecular (M+) es la molécula ionizada. El pico base es el fragmento más abundante, al cual se le asigna el 100%. La abundancia de los otros iones se muestra referida al pico base.








Un espectro de masas está formado por la abundancia relativa de cada ion, en función de su relación de m/z. La mayoría de los iones tiene una única carga positiva, por lo que la separación de éstos se realiza de acuerdo con su masa. El ion sin fragmentar de la molécula original se denomina ion molecular (M

+). Según su estabilidad, tendrá mayor o menor fragmentación (F) posterior:
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El ion más abundante en el espectro de masas se denomina pico base y se le asigna un valor relativo del 100%. Al utilizar la abundancia relativa de cada fragmento iónico, se consigue minimizar la variabilidad propia del aparato y permite comparar los espectros de masas obtenidos por distintos equipos. Para un determinado sistema de ionización, la separación, detección, y el tipo de fragmentación de la molécula en los iones es siempre igual. La fragmentación de cada ion en esaces concretos depende de su estructura química, por lo que es posible determinar la estructura de cada analito en función de su espectro de masas. Además, actualmente existen librerías de espectros que ayudan en la identificación sin error de los analitos.

La espectrometría de masas es una técnica rápida y los procedimientos basados en estas técnicas son muy específicos ya que puede identificar sin error las moléculas y proporcionar un espectro característico de cada molécula de forma que ofrece información estructural. Así, puede informar de la existencia de isótopos o modificaciones postraduccionales de la proteína. Además, es una técnica cuantitativa muy sensible ya que permite detectar concentraciones extremadamente pequeñas.


Instrumentación

La instrumentación de un espectrómetro de masas consiste básicamente en los siguientes componentes (fig. 2-15B):
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Figura 2-15B 
Esquema de un espectrómetro de masas. Un haz de electrones causa la ionización y fragmentación de las moléculas. Los iones formados pasan a través de un campo magnético, en que los iones más pesados tienen una trayectoria más recta y los más ligeros se desvían mucho. Si se modifica el campo magnético, se detectan las abundancias de los fragmentos con diferente relación de masa/carga (m/z).









1. 

Sistema de introducción de muestra, que puede ser directo o acoplado a un sistema de separación previo de cromatografía de gases, HPLC o electroforesis capilar. Independientemente de los métodos de separación previos, la muestra ha de entrar en el sistema en estado gaseoso.


2. 

Sistema de vacío. Es necesario que los iones no colisionen con ninguna otra molécula durante su interacción con los campos eléctricos o magnéticos. Para ello, se utilizan vacíos de 10

–3 a 10

–9 torr, dependiendo del tipo de analizador de masas, que se consiguen mediante un vacío mecánico y una bomba de vacío de alta eficiencia.


3. 

Sistema de ionización de la muestra. Para ello existen distintas técnicas que se emplean según las sustancias que deben analizarse. Cuando las moléculas tienen un pesomolecular inferior a 1.000 D y una polaridad media o baja, se emplea normalmente el impacto electrónico, en el cual un haz de electrones impacta sobre la muestra gaseosa y produce la ionización y fragmentación del compuesto. Otra técnica es la ionización química, que emplea energías menores. Para moléculas más grandes, como proteínas, se emplean otros métodos de ionización, como el bombardeo por átomos rápidos (FAB, del inglés, 

fast atom bombardment) o la desorción láser asistida por matriz (MALDI, del inglés 

matrix-assisted laser desorption/ionization). El sistema FAB sirve para moléculas de 100–5.000 kDa y el sistema MALDI ioniza de forma no destructiva moléculas de mayor peso molecular, hasta 300.000 D.



4. 

Analizador de masas, que separa los iones producidos en función de su relación de m/z. Para ello existen varios tipos de sistemas:


a) 

Sector magnético que emplea un campo magnético para separar los iones.


b) 

Cuadrupolo eléctrico, que emplea cuatro polos paralelos de cuyo campo va cambiando por radiofrecuencia de forma que selecciona determinados iones con una relación adecuada de m/z.


c) 

Tiempo de vuelo (TOF, del inglés time of flight

), que se emplea abundantemente en el caso de moléculas grandes, asociado con sistemas de ionización MALDI. En este sistema, el ion viaja de forma acelerada a través del instrumento y finalmente colisiona con un detector fijo, donde se destruye y es detectado por el aparato.







5. 

Detector. La mayoría de los espectrómetros de masas utilizan multiplicadores de electrones para la detección de iones. Existen distintos tipos de multiplicadores, que se basan en un proceso de avalancha o cascada que se repite por una cadena de dínodos y que permite una ganancia de 10

4–10

8 electrones.


6. 

Analizador de datos. En los actuales espectrómetros de masas, la señal inicial producida por el aparato se digitaliza y el ordenador procesa esta señal. Sin embargo, la cantidad de información que aporta este tipo de análisis es tan amplia que es necesario manejarla mediante los programas de 

software proporcionados por el fabricante.
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Capítulo 3. Metodología analítica II. Técnicas inmunoquímicas y de biología molecular
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Objetivos de aprendizaje




• Explicar la diferencia entre inmunoanálisis competitivo y no competitivo e inmunoanálisis homogéneo y heterogéneo.


• Poner un ejemplo de inmunoanálisis competitivo.


• Poner un ejemplo de un análisis de tipo sándwich.


• Describir de forma resumida el uso de las enzimas de restricción en el laboratorio clínico.


• Describir de forma resumida los principios de las técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).


• Describir de forma resumida las técnicas de hibridación: transferencia de tipo Southern, de tipo Northern y de tipo Western.


• Describir de forma resumida la secuenciación del ADN.


• Describir en qué consiste un microchip.









Técnicas de inmunoanálisis

Las técnicas inmunoquímicas se basan en la detección de un analito o antígeno (Ag) en un espécimen biológico mediante la utilización de un anticuerpo (Ac) frente a aquél. El antígeno puede ser cualquier tipo de sustancia, como esteroides o proteínas, que sea reconocida por un anticuerpo específico. Se emplean anticuerpos policlonales o monoclonales y su unión con el antígeno se debe a distintas fuerzas de interacción (electrostáticas, de van der Waals-London, dipolo-dipolo e interacciones hidrofóbicas). La suma de las intensidades de estas fuerzas determina la fuerza de atracción o afinidad del anticuerpo por el antígeno. De esta forma se establece un equilibrio del siguiente tipo:
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Esta afinidad se determina por la constante de afinidad, K

a, que según la ley de acción de masas, en el equilibrio corresponde a la siguiente ecuación:
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K

a se expresa en l/mol y, cuanto mayor sea el valor de K

a, mayor será la afinidad del anticuerpo por el antígeno. Algunos analitos circulan unidos a proteínas con una afinidad en torno a 10

6 L/mol, pero la K

a de los anticuerpos empleados en los inmunoanálisis es superior en varios órdenes de magnitud, en torno a 10

10 L/mol, lo que permite una adecuada unión.

Las técnicas inmunoquímicas presentan una especificidad que depende, principalmente, de la propia especificidad y de la afinidad que presenta cada anticuerpo por su antígeno. Este tipo de técnicas se pueden utilizar tanto para inmunoanálisis cualitativos como cuantitativos. 



Tipo de inmunoanálisis

Los inmunoanálisis son métodos que se emplean para la detección de antígenos o anticuerpos en las muestras biológicas y en los cuales uno de ellos está marcado con una partícula que permite detectarlo. Son una de las técnicas más utilizadas en el laboratorio clínico ya que se puede cuantificar una gran variedad de moléculas, como:


1. 

Proteínas: inmunoglobulinas, hormonas peptídicas, etc.


2. 

Antígenos víricos: virus de la hepatitis B, del VIH, etc.


3. 

Hormonas esteroideas: cortisol, testosterona, etc.


4. 

Prostaglandinas.



5. 

Medicamentos: antiepilépticos, antibióticos, etc.


6. 

Drogas de abuso y otras.





En los inmunoanálisis se emplea una molécula marcadora, que se une al antígeno (Ag*) o al anticuerpo (Ac*) y se detecta y cuantifica. Dependiendo del diseño, los inmunoanálisis pueden clasificarse:


1. Según se produzca una competición entre la molécula marcada y no marcada por los lugares de unión en el ligando se clasifican en análisis competitivos y no competitivos. En los análisis competitivos, cuanto menor es la concentración del analito en la muestra, mayor es la señal, mientras que en los no competitivos la relación es directamente proporcional, esto es, a mayor concentración del analito en la muestra, mayor es la señal producida.


2. Según sea necesaria una separación del complejo Ag-Ac del ligando libre tras la incubación se clasifican en análisis homogéneos o heterogéneos. En los primeros no se separan mientras que en los segundos se necesita un paso de separación del complejo, que suele realizarse mediante lavados con tampón.





Los inmunoanálisis competitivos y no competitivos pueden ser, a su vez, homogéneos o heterogéneos, los cuales suelen tener menos interferencias y son más sensibles que los homogéneos. Estos últimos utilizan las características de algunas moléculas marcadoras de que su comportamiento es distinto cuando el antígeno está unido al anticuerpo que cuando está libre. Los análisis homogéneos son más rápidos que los heterogéneos al evitarse el paso intermedio de separación antes de la detección.




Reactividad cruzada y estabilidad del antígeno

Existen dos aspectos generales que hay que tener en cuenta a la hora de realizar un inmunoanálisis. Uno es la especificidad de los anticuerpos y otro, la estabilidad del antígeno en el espécimen:


1. Los 

anticuerpos se desarrollan buscando la mayor especificidad frente a los determinantes antigénicos de las moléculas que se quieren detectar. Sin embargo, puede ocurrir que estas estructuras antigénicas sean compartidas o sean muy similares en otras moléculas. Si éstas se encuentran presentes en las muestras, pueden reaccionar con el anticuerpo de forma análoga y producir reacciones cruzadas y, consecuentemente, resultados falsamente elevados. Esto ocurre con cierta frecuencia con los inmunoanálisis de hormonas esteroideas, o de fármacos que producen metabolitos con estructuras parecidas a la molécula inicial; también puede existir analogía con fármacos que se estén administrando. Por ello, en los equipos de inmunoanálisis suelen incluir información de las posibles reacciones cruzadas del anticuerpo. Es importante tenerla en cuenta para evitar falsas interpretaciones.


2. Los 

antígenos se determinan habitualmente en líquidos biológicos, que son unos medios complejos. En particular, la degradación del antígeno en el espécimen puede causar una falta de reconocimiento de éste por el anticuerpo. La modificación del antígeno depende de la naturaleza de éste y del tipo de espécimen. Algunos son muy estables y no precisan condiciones especiales de conservación mientras que otros, sobre todo las hormonas peptídicas que están en concentración muy baja, necesitan mantenerse en frío y añadir inhibidores de proteasas para evitar la acción de las enzimas del medio. Muchos analitos en la orina, como las proteínas, sufren una degradación por la acción bacteriana y por el pH ácido, que afecta su reconocimiento por anticuerpos. Para evitar la degradación del antígeno, es necesario mantenerlo a una temperatura de conservación adecuada y para períodos largos generalmente es preferible la congelación. Hay que tener en cuenta que también se puede producir una alteración del antígeno por la repetida congelación y descongela-ción del espécimen, por lo que ésta debe evitarse.








Moléculas de detección

Los inmunoanálisis requieren el empleo de moléculas marcadoras para detectar la unión entre antígeno y anticuerpo. El marcador empleado se ha de conjugar con facilidad con el antígeno o anticuerpo y no ha de interferir con la reacción. Existe gran variedad de marcadores que se acoplan a la molécula que se emplea para detectar el analito. El tipo de marcaje condiciona el método de detección. Existen métodos radioisotópicos, los basados en la detección de luz (espectrofotométrico, fluorescente o luminiscente), de electroquimioluminiscencia o los que usan micropartículas.


Marcaje radioisotópico

Durante muchos años se han empleado en los análisis heterogéneos isótopos radiactivos como marcadores, sobre todo el 

125I, ya que las moléculas se pueden marcar fácilmente sin alterar sus características de unión al ligando. Al desintegrarse este isótopo, emite una radiación g que puede ser detectada con un equipo detector de estas emisiones. Las técnicas radioisotópicas que lo utilizan son el radioinmunoanálisis (RIA, del inglés 

radio-immunoassay), en el cual el antígeno está marcado isotópicamente, y el análisis radioinmunométrico (IRMA, del inglés 

immunoradiometric assay), en el cual el anticuerpo está marcado. Aunque los métodos radioisotópicos son muy sensibles, su uso cada vez es menor. Esto es debido, fundamentalmente, a los problemas de seguridad y de necesidad de instalaciones especiales para el empleo de isótopos radioactivos y a la corta estabilidad de estos reactivos, limitada por la semivida del 

125I, que es de sólo 60 días. 





Marcaje con fluorescencia

Como alternativa al marcaje radioisotópico está el marcaje con moléculas fluorescentes, que se unen directamente al anticuerpo. Una de las más usadas es el isotiocianato de fluoresceína, que se puede conjugar fácilmente con los grupos amino de las proteínas, absorbe a una longitud de onda de 400 nm y emite a 490 nm. Algunos métodos emplean quelatos de tierras raras, como europio (Eu) o rubidio (Ru). Estos compuestos tienen la particularidad de que la emisión fluorescente dura unas 80 veces la de la fluoresceína, lo que permite separar los tiempos de excitación y de emisión.




Marcaje con enzimas

Las técnicas de análisis de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, del inglés 

enzyme-linked immunoadsorbent assay) emplean enzimas que tienen una elevada actividad específica, esto es, una elevada tasa de conversión de sustrato en producto. Por ejemplo, la actividad de una de las enzimas más empleadas, la peroxidasa de rábano picante, es de 220.000 moles de producto/min/mol de enzima a 37 °C. Poniendo un sustrato cuyo producto sea medible, entonces se puede detectar la reacción entre antígeno y anticuerpo y amplificar la señal. Además de la peroxidasa, las principales enzimas empleadas son la fosfatasa alcalina, la β-galactosidasa y la glucosa-6-P-deshidrogenasa. Estas enzimas son fáciles de obtener y son estables durante largo tiempo y en las condiciones de análisis. Con estas enzimas se emplean distintos tipos de sustratos que producen reacciones con diferentes sensibilidades:


1. 

Reacciones cromogénicas. Una reacción muy usada es la de fosfatasa alcalina, que convierte las moléculas de p-nitrofenil-P, incolora, en p-nitrofenol, que absorbe fuertemente a 405 nm: 

[image: B9788480860765500035/si3.gif is missing]



2. 

Reacciones de fluorescencia. Si se emplean sustratos fluorescentes en la reacción, se puede conseguir una elevada sensibilidad y, además, se pueden disminuir los tiempos de incubación, lo que es importante en los sistemas automáticos. Un sustrato que se emplea ampliamente es el compuesto 4-metilumbeliferona-P, cuya hidrólisis por la fosfatasa alcalina produce la 4-metilumbeliferona, que es fluorescente: 
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3. 

Reacciones de luminiscencia. Una reacción de quimioluminiscencia se produce cuando en la reacción química de un compuesto orgánico se produce luz. Se emplean compuestos como ésteres de acridinio o luminol y la reacción química es de oxidación. Cuando la peroxidasa oxida el luminol, se emite un fotón a 400–450 nm, que se puede medir: 
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Con el empleo de moléculas amplificadoras (como la luciferina) se generan miles de veces más de fotones y durante un largo tiempo, y así aumenta la sensibilidad de la técnica. De hecho, este método de detección es muy sensible, superior al método radioisotópico, y se emplea en métodos de inmunoanálisis altamente sensibles con la peroxidasa unida a anticuerpos.

El instrumento de medida se llama luminómetro. Consta de una célula de reacción aislada de la luz, un sistema de inyección y mezcla de muestra y reactivos, un detector de luz y un procesador de señal.

La bioluminiscencia es una forma de quimioluminiscencia biológica en que la reacción de oxidación está catalizada por la enzima luciferasa:
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Como cada adenosina trifosfato (ATP) produce un fotón, la cantidad de éstos es proporcional al ATP consumido.




Electroquimioluminiscencia

En la electroquimioluminiscencia, la molécula marcada producirá luz tras oxidarse en la superficie de un electrodo gracias a una corriente eléctrica. Estas técnicas se han introducido ampliamente dentro del laboratorio en los equipos de inmunoanálisis o de biología molecular y los quelatos de rutenio son uno de los sustratos más utilizados. Tienen la gran ventaja de que su límite de detección es extremadamente bajo, inferior a 10

–15 moles, y un intervalo de medida lineal de varios órdenes de magnitud. En este caso, la cubeta de reacción de los luminómetros cuenta también con un electrodo para desencadenar la reacción electroquímica.




Micropartículas

Las micropartículas se pueden unir covalentemente a varios ligandos de forma que la reacción entre Ag y Ac forma agregados que se pueden detectar por técnicas turbidimétricas o nefelométricas. La agregación máxima se produce en la zona de equivalencia, donde hay una proporción adecuada entre las concentraciones de antígeno y las de anticuerpo (fig. 3-1).
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Figura 3-1 
Curva de precipitación entre antígeno y anticuerpo, y descenso de la turbidez por exceso de antígeno.








Cuando existen concentraciones elevadas de antígeno, se produce el fenómeno de prozona o efecto «gancho». Una concentración excesiva de antígeno favorece la formación de complejos solubles y un descenso de la turbidez, lo que produce valores falsamente bajos de concentración. Por ello, los equipos automáticos siguen cinéticamente el proceso para identificar las tres fases y realizar la dilución de la muestra más adecuada.






Cuantificación y sensibilidad analíticas

Para cuantificar el analito, se emplea una curva de calibrado con diversas concentraciones de patrones. Existen patrones internacionales de muchas moléculas proporcionados por la OMS o de sociedades científicas, como la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). Esto facilita la estandarización de los métodos. De otros analitos no existen patrones internacionales, con lo que es más difícil comparar resultados obtenidos con diferentes métodos. 


La cuantificación del analito se refiere a la especie inmunorreactiva. Ello significa que la detección inmunológica no tiene que estar necesariamente asociada con una actividad biológica. Así, se pueden producir alteraciones en la proteína (a causa de mutaciones, degradación, etc.) que provocan que la molécula no tenga actividad y, sin embargo, sea detectable inmunológicamente al no estar modificados los determinantes antigénicos.

Las técnicas de inmunoanálisis son métodos muy sensibles, en que es posible detectar sustancias del orden de pg/L o, incluso, inferiores. La sensibilidad depende de diversos factores, como es la afinidad del anticuerpo por el antígeno, el tipo de sistema de detección o las uniones inespecíficas (tabla 3-1).



Tabla 3-1 Características de algunos inmunoanálisis




	ELISA: Análisis de inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, 

enzyme-linked immunoadsorbent assay); IRMA: análisis radioinmunométrico (del inglés, immunoradiometric assay); RIA: radioinmunoanálisis (del inglés, radio-immunoassay).



	Tipos
	Límite de detección (mol/L)
	Amplificación de la señal



	Inmunonefelometría
	10

−10

	No



	RIA
	10

−12

	No



	IRMA
	10

−14

	No



	ELISA
	10

−14

	Sí



	Electroquimioluminiscencia
	10

−15

	Sí









Inmunoanálisis competitivo

Es una técnica en que el antígeno que se quiere determinar (Ag) compite con una cantidad fija de antígeno marcado (Ag*) adicionado por la unión a una cantidad limitada de anticuerpo (Ac). La afinidad de unión de ambos antígenos (marcado y no marcado) por el anticuerpo ha de ser la misma:
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La adición de ambos antígenos puede ser simultánea o secuencial (fig. 3-2A):
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Figura 3-2A 
Inmunoanálisis competitivo en que está marcado el antígeno (arriba) o el anticuerpo (abajo).









1. Si el antígeno marcado y el antígeno no marcado (el de la muestra) se añaden simultáneamente, competirán entre sí por la unión al anticuerpo durante la incubación. Por tanto, la cantidad de antígeno marcado unido al anticuerpo será inversamente proporcional a la cantidad de antígeno existente en la muestra del paciente.


2. En caso de que los reactivos se añadan de manera secuencial, la muestra, que contiene el antígeno sin marcar, se mezcla inicialmente con un exceso de anticuerpo y necesita un tiempo de incubación para que la unión entre antígeno y anticuerpo alcance el equilibrio. Tras lavar, se añade el antígeno marcado y se deja incubar hasta que nuevamente se alcance el equilibrio.





Posteriormente, se procede a la separación y determinación del antígeno marcado, lo que será proporcional a la concentración inicial del antígeno sin marcar. En los análisis en que la adición del antígeno es secuencial, se consigue que una mayor cantidad de antígeno no marcado se una al anticuerpo, lo que una mejora el límite de detección de la técnica y la convierte en la técnica de elección cuando se desea determinar concentraciones de sustancia muy poco abundantes en las muestras biológicas.

A veces, no es posible marcar algunos analitos y, en este caso, se puede preparar el inmunoanálisis, marcando el anticuerpo. Inicialmente, el antígeno que va a competir con el de la muestra se encuentra inmovilizado en un soporte sólido. A éste se añade el anticuerpo marcado junto con la muestra que contiene el analito que se desea determinar. De esta forma, existe una competencia entre el antígeno inmovilizado y el de la muestra por el anticuerpo marcado que está en una cantidad limitante. Tras unos lavados para eliminar el anticuerpo no unido al antígeno inmovilizado, se cuantifica el anticuerpo que queda unido.

Con una serie de calibradores se construye una curva, en que la cantidad de señal generada será inversamente proporcional a la cantidad de antígeno en la muestra del paciente. La señal máxima (B

máx) corresponde al estándar cero. Los datos se pueden representar de varias maneras, como (tabla 3-2 y fig. 3-2B):



Tabla 3-2 Ejemplo de un análisis competitivo




	Ac: anticuerpo; Ag: antígeno; B

máx: señal máxima.



	Reactivos iniciales
	Producto final
	Cálculo



	Ag
	Ag

* inicial
	Ac
	AcAg

*

	Ag

* final
	Unido/libre AcAg

*/ Ag

* final
	%Unido 100 × AcAg

*/ Ag

* inicial
	Logit %Unido/B

máx




	0
	40
	20
	20,0
	20,0
	1,00
	50,00
	



	10
	40
	20
	16,0
	24,0
	0,67
	40,00
	2,6



	20
	40
	20
	13,3
	26,7
	0,50
	33,33
	2,3



	40
	40
	20
	10,0
	30,0
	0,33
	25,00
	2,0



	80
	40
	20
	6,7
	33,3
	0,20
	16,67
	1,7



	100
	40
	20
	5,7
	34,3
	0,17
	14,29
	1,6
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Figura 3-2B 
Inmunoanálisis competitivo. Se muestran gráficamente los resultados de la tabla 3-1. Obsérvese la linealización de los datos.









1. Unido/libre frente a la concentración de antígeno.


2. Porcentaje de unido frente al logaritmo de la concentración de antígeno.


3. Logit % unido/B

máx frente a la concentración de antígeno o su logaritmo, en que en muchas ocasiones la curva de calibración se convierte en lineal:
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Inmunoanálisis no competitivo de tipo sándwich

Se utiliza un anticuerpo de captura unido a un soporte sólido (pocillos de placas, tubos de ensayo, etc.; fig. 3-3A). A continuación, se añade la muestra del paciente que contiene el antígeno de interés, que se unirá al anticuerpo. La unión inespecífica de los anticuerpos al pocillo se detecta mediante el empleo de un blanco, que contiene todos los reactivos, pero no la muestra que debe analizarse. Tras una serie de lavados para eliminar las moléculas no unidas o las unidas inespecíficamente, se añade el anticuerpo de detección que está conjugado con un marcador, como una enzima, por ejemplo. Al añadir el sustrato correspondiente, la cantidad de éste transformado por la enzima será proporcional a la cantidad de antígeno presente en la muestra (fig. 3-3B). Para que se cumpla esta proporcionalidad, tanto el anticuerpo de captura como el de detección deben estar en exceso respecto al antígeno que se desea determinar. La incubación de la muestra con los anticuerpos de captura y de detección puede realizarse a la vez en el caso de que éstos sean monoclonales y que reconozcan epítopos distintos del antígeno.
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Figura 3-3A 
Inmunoanálisis no competitivo de tipo sándwich.
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Figura 3-3B 
Relación entre la concentración de antígeno y la señal en un inmunoanálisis de tipo sándwich.








Si se realizan adiciones a las incubaciones simultáneas, puede producirse el fenómeno de prozona o «efecto gancho», cuando el antígeno satura tanto el anticuerpo de captura como el conjugado e impide que se forme el sándwich. Esto produce que se determine una concentración aparente menor que la real.

Los anticuerpos que se emplean en los inmunoanálisis están desarrollados en otras especies, como ratón o cabra. En algunos especímenes de pacientes existen anticuerpos heterófilos, como anticuerpos humanos antirratón (HAMA, del inglés 

human anti-mouse antibodies), que reaccionan con estos anticuerpos usados en el análisis y producen resultados falsos y discordantes con la situación clínica del paciente. A veces, estos anticuerpos frente a otras especies se producen por una exposición evidente, como el tratamiento con anticuerpos monoclonales de ratón, pero en la mayoría de las ocasiones la exposición no existe. La existencia de anticuerpos heretófilos puede producir dos tipos de interferencias (fig. 3-3C):
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Figura 3-3C 
Interferencia en un análisis de tipo sándwich por la existencia de anticuerpos heterófilos. HAMA, anticuerpos humanos antirratón (del inglés, 

human anti-mouse antibodies).









1. Que se una al anticuerpo de captura y al de detección y de este modo se asimila a la existencia del analito en la muestra. Se producen resultados falsamente elevados.


2. Que sólo se una a uno de los anticuerpos y bloquee la unión del analito. Se producen resultados falsamente bajos.










Técnicas de biología molecular

En los últimos años, el diagnóstico mediante técnicas de biología molecular y proteómica ha traspasado las barreras de la investigación. Éstas se han ido implantando progresivamente entre las técnicas habituales de laboratorio clínico. A ello ha contribuido de forma decisiva la simplificación y automatización de los procesos y el abaratamiento de los costes.

Muchas de las técnicas de análisis de ácidos nucleicos se basan en dos tipos de procesos:


1. La capacidad del ADN de unirse a cadenas complementarias (de hibridarse), incluso, en soluciones complejas.


2. La acción de determinadas enzimas, especialmente las polimerasas y las enzimas de restricción.





Uno de los especímenes más asequibles para obtener una elevada cantidad de ADN son las células sanguíneas. Para ello, el espécimen de sangre se obtiene con anticoagulante, como el ácido cítrico-citrato-dextrosa (ACD) o ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), mejor que la heparina. Los leucocitos se pueden separar a continuación mediante un gradiente de Ficoll o bien se puede tratar directamente la sangre con un detergente de lisis. Otro tipo de espécimen habitual es la biopsia de tejido. En este caso, para evitar la acción de nucleasas, se congela en nitrógeno líquido la biopsia una vez que se ha obtenido. Las células se separan y se rompen mediante métodos mecánicos, como un homogeneizador, y trabajando siempre sobre hielo.


Aislamiento de los ácidos nucleicos

La mayoría de los métodos de separación de ADN en la suspensión celular (acuosa) se basan en la extracción de éstos con disolventes orgánicos, como es el fenol-cloroformo. Para eliminar las proteínas asociadas, se realiza una digestión con enzimas proteolíticas, como la proteinasa K, que además inactiva las nucleasas. El ADN se queda en la fase acuosa superior y posteriormente se purifica mediante precipitación con etanol.

El ARN es especialmente sensible a la acción de enzimas ARN-asas, que son muy abundantes. Por ello, el material y las soluciones que se emplean en su aislamiento se tratan con inactivadores de estas enzimas, como el dietilpirocarbonato. La purificación del ARN es similar a la del ADN y consiste en extraerlo de la suspensión de la muestra con fenol-clorodormo-acetato de sodio a pH 5 ante tiocianato de guanidinio, como sal caotrópica. Al igual que en el caso anterior, el ARN se purifica por precipitación etanólica. Asimismo, para eliminar cualquier resto de ADN, la muestra se trata con una ADN-asa.

Otro método más rápido de purificación de los ácidos nucleicos se basa en la utilización de microesferas paramagnéticas, a las cuales se adsorben los ácidos nucleicos. Estas microesferas se retienen con un imán y se elimina el resto de la suspensión. Existen procedimientos comerciales que permiten obtener ADN o ARN de forma rápida y eficaz mediante el uso de variados protocolos.

La concentración de ácidos nucleicos purificados se determina midiendo la absorbancia a 260 nm de modo que una absorbancia de 1 corresponde a 50 mg/L de ADN o 40 mg/L de ARN. La relación de absorbancias a 260/280 nm sirve para conocer la pureza de los ácidos nucleicos.

Los ácidos nucleicos obtenidos se han de conservar en condiciones especiales para evitar su degradación, lo que es especialmente importante para el ARN. De esta forma, el ADN se puede conservar de forma adecuada en trisaminometano-EDTA (Tris-EDTA) a 4 °C, pero el ARN se ha de mantener a –70 °C. Otra alternativa de conservación tanto para el ADN como para el ARN es en forma de precipitado etanólico a –20 °C.




Análisis de longitud de fragmentos de restricción del ADN

Las enzimas de restricción son unas endonucleasas que reconocen secuencias específicas generalmente cortas de 4-6 nucleótidos en cada hebra del ADN, llamadas lugares de restricción, e hidrolizan los grupos fosfatos, cortando en esas posiciones, o en lugares adyacentes, en presencia de Mg

2+. Las enzimas de restricción reconocen secuencias de nucleótidos palindrómicas, esto es, la misma secuencia en la dirección 5’→3’ de ambas hebras de ADN. Por ejemplo, la enzima de restricción EcoRI reconoce la secuencia GAATTC y corta entre la G y la A en ambas cadenas, creando fragmentos más pequeños (fig. 3-4A). Esta escisión de EcoRI sería un ejemplo de corte escalonado o cohesivo en que los extremos cortados se pueden volver a pegar. En cambio, otras enzimas de restricción, como la EcoRV, producen cortes romos, que no se pueden cohesionar.
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Figura 3-4A 
Ejemplos de corte del ADN mediante enzimas de restricción.








Las enzimas de restricción permiten obtener patrones de fragmentos de digestión enzimática de ADN de tamaños característicos, que se pueden separar mediante electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida. La forma más sencilla de visualizar el ADN tras la electroforesis es mediante tinción con bromuro de etidio o SYBR Green. Estos compuestos producen fluorescencia cuando se excitan al intercalarse con la doble cadena de ADN mientras que, si están libres en solución, pierden la energía por interacciones con el medio y no son fluorescentes. Otra forma de visualizar fragmentos específicos es mediante técnicas de hibridación, como la transferencia de tipo Southern. El número de sitios reconocidos por una endonucleasa de restricción y el tamaño de los fragmentos generados son característicos.

Existen varios cientos de enzimas bacterianas que reconocen secuencias específicas de ADN y que se emplean como una herramienta fundamental de diagnóstico molecular. Una mutación es un cambio en la secuencia ADN por inserciones, deleciones o sustituciones de bases. Este método es muy útil para detectar mutaciones que causan alteraciones en la secuencia diana de las enzimas de restricción. En caso de que exista una mutación, puede ocurrir que se produzcan nuevos puntos de corte o que la enzima no escinda el ADN al perderse el lugar de reconocimiento. El resultado final es que se formen fragmentos de diferente tamaño generando en el gel un patrón de bandas diferentes (fig. 3-4B). También es útil para analizar duplicaciones si se crean nuevos puntos de corte. Del mismo modo, en las deleciones desaparecen los lugares de reconocimiento de las enzimas de restricción de forma que en los individuos homocigóticos desaparecerán los fragmentos de corte de la enzima.
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Figura 3-4B 
Análisis de mutaciones mediante empleo de enzimas de restricción. La aparición de una mutación causa un nuevo punto de corte por la enzima de restricción. Los fragmentos se pueden detectar mediante electroforesis en gel de agarosa apareciendo un perfil de bandas diferente por la mutación.











Técnicas de hibridación

Se emplean para detectar secuencias de ADN (transferencia de tipo Southern, llamada así por el Dr. Southern, que la describió) o de ARN (transferencia de tipo Northern) de forma mucho más sencilla y eficaz que si se realiza en un gel. Ambos tipos de transferencias son muy similares en los procedimientos esenciales. En el caso de la transferencia de tipo Southern, los pasos son los siguientes: 




1. En primer lugar, se separa el ADN mediante una electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida si los fragmentos de ADN son pequeños (fig. 3-5). La distancia de migración depende del tamaño de los fragmentos de modo que los más pequeños migran más rápidamente. El tamaño de cada fragmento se determina utilizando un marcador de ADN con fragmentos de tamaño de pares de bases conocidos.
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Figura 3-5 
Técnica de transferencia de tipo Southern.










2. Posteriormente, el ADN se desnaturaliza con una solución alcalina de forma que se separan las dobles cadenas de ADN.


3. Luego se transfiere a un soporte sólido (membrana de nitrocelulosa o de nailon) mediante capilaridad, vacío o presión. El ADN se inmoviliza posteriormente por tratamiento con calor o con luz UV, de modo que cada fragmento de ácido nucleico transferido mantiene en la membrana su posición correspondiente en el gel.


4. La membrana con las cadenas de ácidos nucleicos se incuba con una sonda de ADN marcada que es complementaria a la secuencia que se desea detectar y se deja un tiempo suficiente para que se produzca la formación de la doble cadena o hibridación. El marcaje de la sonda se realiza radiactivamente con 

32P o, más frecuentemente, con un fluorocromo o con biotina. En este caso se emplea un segundo paso en que se incuba con avidina unida a una enzima, que produce la señal de quimioluminiscencia al actuar sobre un sustrato.


5. Tras la incubación y los lavados para eliminar el exceso de sonda o uniones inespecíficas, la sonda hibridada se visualiza mediante la exposición a una película sensible.





Estas técnicas se emplean normalmente cuando la reacción en cadena de la polimerasa no es adecuada, como el análisis de un fragmento muy grande de ADN en un translocación cromosómica o porque tiene un elevado contenido de bases C y G.




Reacción en cadena de la polimerasa

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés, 

polymerase chain reaction) es una técnica que permite amplificar un segmento de ADN que debe estar flanqueado por dos regiones de secuencia conocida ya que éstas se usan como moldes de iniciación para realizar las copias. Permite obtener copias de forma rápida y en grandes cantidades, más de un millón de veces, de una secuencia específica de ADN. La ADN-polimerasa que se emplea para amplificar el ADN ha de ser termoestable y la más usada es la polimerasa Taq (de la bacteria 

Thermus aquaticus), que tiene una actividad óptima a 72 °C y resiste temperaturas de 95 °C sin desnaturalizarse.

Se utilizan dos oligonucleótidos cebadores 

(primers), generalmente sintéticos, de unos 20–30 nucleótidos, que son complementarios a las dos regiones que flanquean el segmento que se desea amplificar, el cual suele ser de unas 100–600 pares de bases. Uno de los cebadores es complementario a un extremo 5’ del segmento y el otro es complementario al extremo 5’ de la cadena opuesta. De este modo, la secuencia de los oligonucleótidos usados como cebadores y la distancia entre ellos en el ADN que se va a amplificar, dan la especificidad del producto y el tamaño de la secuencia que se amplifica.

Inicialmente se añade al ADN que se desea amplificar, los cebadores, una ADN-polimerasa, un tampón con iones Mg

2+ y los cuatro tipos de desoxinucleótidos trifosfato (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) en exceso. La amplificación se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador en que se repiten unos ciclos de amplificación del ADN. Los productos formados en cada ciclo sirven de molde para el siguiente ciclo, de forma que la cantidad de ADN sintetizado crece de forma exponencial. El proceso consta de los siguientes pasos (fig. 3-6A):
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Figura 3-6A 
Reacción de la cadena de la polimerasa en que el ADN se somete a ciclos de desnaturalización, hibridación y elongación con la enzima ADN-polimerasa. Se indican los cambios de temperatura durante el proceso de los ciclos.









1. Una etapa inicial de unos 5 min a unos 94 °C antes de comenzar los ciclos para inactivar proteasas y nucleasas de la muestra y para desnaturalizar completamente el ADN que se va a amplificar.



2. Después, 25–40 ciclos, cada uno de los cuales consta de los siguientes pasos:


a) 

Fase de hibridación (annealing), para lo cual se disminuye la temperatura a 50–65 °C durante 1–2 min para permitir que los cebadores se hibriden con sus respectivas secuencias complementarias en el ADN que se desea amplificar.


b) 

Fase de elongación, en la cual se eleva la temperatura a unos 72 °C, dependiendo de la polimerasa. Esta temperatura es adecuada para que esta enzima sintetice una secuencia complementaria usando el ADN como molde a partir del cebador y de los desoxinucleótidos trifosfato en dirección 3’. Esta fase se mantiene durante un tiempo suficiente para que se realice la copia completa (1–3 min).


c) Fase de desnaturalización mediante calentamiento a unos 94 °C durante 1 min, en la cual se separan las dos hebras del ADN para producir hebras sencillas.







3. Al terminar los ciclos, hay una etapa final, en la cual se prolonga la última elongación unos 10 min para asegurar que todos los fragmentos se han amplificado.





El número de amplificaciones del ADN de partida será de 2

n.° de ciclos con una eficacia óptima; por ejemplo, tras 20 ciclos se forman 2

20 copias, esto es, el ADN se amplifica más de un millón de veces. El producto de las amplificaciones (P) que se obtiene también depende de la cantidad de copias de ADN inicial (C):
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La detección de los productos de PCR se puede realizar mediante técnicas como la electroforesis en gel de agarosa, ya que la cantidad que se produce suele ser suficiente para visualizarse con tinción con bromuro de etidio o SYBR Green.

Esta técnica de biología molecular es la más utilizada en los laboratorios clínicos ya que permite detectar de forma rápida pequeñas cantidades de ADN y es muy específica de la secuencia. Además, es sencilla y automatizable y existen tanto equipos como sistemas comerciales para realizarla. Se utiliza en la detección de diversos agentes infecciosos que son difícilmente cultivables (VIH, etc.). También tiene aplicaciones en la detección de mutaciones puntuales, deleciones o inserciones (analizando la longitud del producto de la PCR), o incluso translocaciones. Debido a su elevada sensibilidad, es necesaria una gran meticulosidad en el procedimiento y en la limpieza para evitar contaminaciones que alteren el resultado.

Un ejemplo de la aplicación de la PCR en la farmacogenómica se puede observar en la figura 3-6B. El medicamento antineoplásico 5-fluorouracilo actúa inhibiendo la enzima timidilato-sintasa e impide el crecimiento tumoral. La presencia de tres repeticiones en tándem de 28 pares de bases en la región promotora del gen de esta enzima causa un aumento de su expresión. Así pues, los individuos homocigóticos para el polimorfismo de tres repeticiones tienen una respuesta menor al fármaco ya que presentan mayor expresión de esta enzima que los que tienen dos repeticiones. La detección de las repeticiones en tándem se realiza mediante el siguiente procedimiento: Se extrae sangre con EDTA y se separan las células mononucleares con un gradiente de Ficoll. Posteriormente se extrae del ADN, que se amplifica mediante PCR y los productos amplificados se separan en un gel de agarosa. Se identifica a los individuos quimiorresistentes por la migración más lenta del fragmento amplificado de 3 repeticiones respecto al fragmento de 2 repeticiones. 
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Figura 3-6B 
Ejemplo de aplicación de reacción en cadena de la polimerasa (PCR): análisis de las repeticiones en tándem en el promotor del gen que codifica la enzima timidilato-sintasa (TYMS). La cuarta calle corresponde al marcador de tamaño de pares de bases (pb). A: homocigoto para 3 repeticiones (3R/3R). C: homocigoto para 2 repeticiones (2R/2R). B: heterocigoto (2R/3R).











Algunas modificaciones del método de PCR


Análisis del polimorfismo conformacional de cadena sencilla de ADN

El análisis de polimorfismo conformacional de cadena sencilla de ADN (SSCP, del inglés 

single-strand conformation polymorphism) es una técnica que permite analizar la existencia de mutaciones, y se basa en las diferentes estructuras secundarias que se forman al desnaturalizar el ADN. Tras la realización de la PCR del fragmento de interés, se procede a una desnaturalización con calor. A continuación se deja renaturalizar el ADN de forma que se establezcan uniones intracatenarias. La estructura tridimensional de esta cadena depende de la secuencia de nucleótidos, por lo que, si varía algún nucleótido, las cadenas formarán estructuras diferentes. Al realizar una electroforesis en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante, la distancia de migración de las cadenas depende también de su forma. Si existen mutaciones, aunque sólo sea de un nucleótido, las cadenas formarán estructuras diferentes y, al realizar la electroforesis, aparecerán nuevas bandas de migración.




PCR con transcriptasa inversa

La PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR, del inglés, 

reverse transcriptase) es un método que se emplea para la detección de ARN y tiene utilidad para analizar la expresión génica, pues sirve para analizar el ARNm de las células. Para ello se sintetiza previamente un ADN complementario (ADNc) del ARN, empleando la enzima transcriptasa inversa. Este ADN complementario se amplifica posteriormente mediante la técnica de PCR, empleando los cebadores relativos a la secuencia del ARN que se pretende analizar.




PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa o PCR en tiempo real emplea el mismo procedimiento que la PCR tradicional, pero se va monitorizando el incremento de la amplificación mediante técnicas de fluorescencia diversas como:


1. Incluir un fluorocromo, como SYBR Green (que se excita a 488 nm y emite a 522 nm), que se une de forma inespecífica al ADN generado.



2. Sondas de oligonucleótidos con dobles marcajes basado en el principio de transferencia de energía fluorescente mediante resonancia (FRET, del inglés, 

fluorescence resonance energy transfer). En ella, un fluorocromo dador se excita por una fuente de luz y transfiere su energía a otro fluorocromo aceptor que se encuentra situado muy próximo al primero. El fluorocromo aceptor emite luz que se detecta (fig. 3-7A).
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Figura 3-7A 
Detección de la amplificación del ADN en la PCR mediante FRET y gráfico de incremento de fluorescencia. F1: fluorocromo dador; F2: fluorocromo aceptor. FRET, energía fluorescente mediante resonancia (del inglés, 

fluorescence resonance energy transfer).










3. Las sondas de hidrólisis (TaqMan) están marcadas con dos fluorocromos en cada extremo, uno de ellos es el 

reporter y emite fluorescencia, que es absorbida por el otro 

(quencher), que lo apantalla mientras la sonda está intacta. Durante la amplificación, el fluorocromo 

quencher se hidroliza por la actividad 5’-exonucleasa de la Taq-polimerasa y se separa de forma que ya se detecta la fluorescencia emitida por el 

reporter.






De esta forma se puede seguir cinéticamente la amplificación del ADN en un termociclador que dispone de un sistema de excitación y detectores para medir la fluorescencia. En la amplificación del ADN se produce inicialmente una parte exponencial de incremento de la señal a partir de un umbral y luego otras dos zonas, lineal y de meseta, al ir agotándose los compuestos y producirse degradaciones (fig. 3-7A). El ciclo de amplificación al cual se produce el incremento exponencial de la fluorescencia depende de la cantidad de ADN inicial. Se determina por el número de ciclos que producen fluorescencia por encima del ruido de fondo, que se conoce como ciclo umbral (Ct, del inglés, 

cycle threshold). Habitualmente, el valor de Ct lo proporciona el equipo mediante modelos matemáticos. Un Ct superior a 40 indica que no ha habido amplificación. A partir del Ct se puede deteminar la cantidad de ADN de forma absoluta o relativa:


1. Para obtener una cuantificación absoluta, el Ct obtenido se compara con una curva de calibración creada con diluciones de un estándar.


2. Se puede realizar una cuantificación relativa, comparándola con la amplificación de un gen constitutivo 

(housekeeping), como la de la β-actina o la glucosa-6-P-deshidrogenasa.





Cada vez es más importante la aplicación de la técnica de PCR en tiempo real en el laboratorio clínico para la cuantificación del ADN existente en el espécimen o de la expresión de ARN tras realizar una retrotranscripción. Es una técnica simple, rápida, muy precisa y automatizable, por lo que en el mercado existen diversos equipos comercializados por distintos proveedores (Applied Biosystems, BioRad, Roche Diagnostics o Eppendorf). 





Análisis de polimorfismos mediante curvas de fusión

Es una aplicación de la PCR que tiene interés para el estudio de polimorfismos o mutaciones y que se basa en el análisis de la disociación de los fragmentos amplificados en la PCR al ir incrementando la temperatura. La temperatura de fusión (Tm, del inglés, 

melting temperature) corresponde a la temperatura a la cual la mitad de las cadenas de ADN se encuentran unidas y depende del grado de homología de las cadenas complementarias, entre otros factores. Cuando las dobles cadenas de ADN se separan por el incremento de la temperatura se produce una disminución de la fluorescencia del producto de la PCR. La curva de fluorescencia en función de la temperatura es transformada en sus derivadas negativas (–dF/dT) forma gráficamente unos picos cuyo máximo es la Tm.

En esta técnica se emplea una sonda totalmente complementaria para un tipo de secuencia de ADN (p. ej., la correspondiente al alelo silvestre o 

wild type). En el caso de que el individuo presente el alelo silvestre, la unión con la sonda será completa. Si el paciente presenta una variación en la secuencia, entonces la hibridación no será completa y por tanto menos estable. Posteriormente se eleva la temperatura para la elongación de manera que la sonda comenzará a soltarse del ADN que se estudia. Al analizar las curvas de fusión se observará que los homocigotos silvestres tendrán un pico a una Tm más alta y los homocigotos con el alelo diferente tendrán un pico a una Tm más baja. Los individuos heterocigóticos para el genotipo presentarán los dos picos a las correspondientes (fig. 3-7B). 
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Figura 3-7B 
Análisis de polimorfismos mediante curvas de fusión en que cada pico corresponde a un genotipo particular. Los fragmentos que no hibridan completamente tienen menor temperatura de fusión.













Secuenciación

Aunque inicialmente la secuenciación sólo se aplicaba en investigación, conforme se ha ido secuenciando el genoma humano y se ha ido descubriendo la función de cada gen, la utilización en la práctica clínica ha aumentado considerablemente. Por ejemplo, hoy día se utiliza en la tipificación del antígeno leucocitario humano (HLA, del inglés, 

human leukocyte antigen), el diagnóstico de enfermedades causadas por mutaciones puntuales, en la hipoxantina-fosforribosil-transferasa, mutaciones en el supresor tumoral p53, etc. En este libro se mostrarán diversos ejemplos de secuenciación del ADN aplicado a la detección de mutaciones.

Muchas veces, el material de partida es un ADN que se ha amplificado previamente mediante PCR y que posteriormente ha de purificarse y deben eliminarse las sondas empleadas en la amplificación.

El proceso de secuenciación del ADN más utilizado se basa en el método enzimático de Sanger, que está automatizado y emplea los siguientes componentes (fig. 3-8):


	[image: B9788480860765500035/gr14.jpg is missing]


	
Figura 3-8 
Secuenciación de ADN. La cadena de ADN se va formando hasta que se inserta un didesoxinucleótido, que está marcado con fluores. Se van formando cadenas de diferente longitud, que se pueden analizar por electroforesis.









1. Una alícuota con el ADN desnaturalizado de hebra sencilla.


2. Un cebador corto, que es complementario de unas 50 bases previas al comienzo de la secuenciación.


3. Una ADN-polimerasa termoestable, como la Taq.


4. Los cuatro desoxinucleótidos trifosfato para que se produzca la elongación: dATP, dGTP, dCTP y dTTP.


5. Los didesoxinucleótidos trifosfato (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP), que carecen del grupo 3’-hidroxilo e impiden que continúe la reacción de elongación ya que no se pueden unir a un nuevo nucleótido. Cada uno de éstos está marcado con fluorescencia distinta de modo que se puede identificar el nucleótido final.





Inicialmente se realiza lo que se denomina secuenciación cíclica, que realiza ciclos sucesivos de desnaturalización, hibridación y extensión en un termociclador, que ofrece como resultado una amplificación lineal de los productos de extensión. Al ir produciéndose las cadenas, se irán incorporando los didesoxinucleótidos trifosfato de modo aleatorio y se producirán fragmentos de distinta longitud. Estos fragmentos, que se diferencian sólo en una base, se pueden separar por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante o elec-troforesis capilar, migrando más rápidamente cuanto más pequeños sean. Los fluorocromos terminales de los fragmentos se excitan al ir pasando por un láser y emiten su fluorescencia característica, que es captada por un detector y se traslada a un sistema informático. Como cada fluorocromo se asocia con cada una de las bases, se va identificando la secuencia del ADN.






Análisis de proteínas mediante transferencia de tipo Western

Este método es análogo al de tipo Southern, pero se utiliza para proteínas y se le denomina de tipo Western. Esta técnica tiene una elevada sensibilidad de detección de proteínas, superior en más de 100 veces a los métodos de detección mediante electroforesis y similar a la técnica de ELISA. Se emplea en el laboratorio clínico para detectar la existencia de anticuerpos, como los del VIH, o proteínas específicas.

En este método se realizan tres pasos sucesivos (fig. 3-9):
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Figura 3-9 
Método de hibridación mediante transferencia de tipo Western. Abajo se muestra un ejemplo de la detección de la proteína HLA-G en 5 lisados celulares mediante transferencia de tipo Western e incubación con un anticuerpo específico. El peso molecular de la proteína se determina, poniendo en una calle un patrón con diferentes pesos moleculares.









1. Las muestras se suspenden previamente en un tampón de electroforesis con dodecilsulfato sódico para que la migración se produzca en función del peso molecular.


2. A continuación, se lleva a cabo la separación de las proteínas de la solución mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. En una de las calles se sitúa un marcador de pesos moleculares.


3. Las proteínas separadas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa mediante un campo eléctrico perpendicular al gel. Las proteínas transferidas se fijan irreversiblemente a la membrana. Posteriormente se bloquean los lugares de unión de proteínas de la membrana no ocupados para evitar la unión no específica de anticuerpos. Las soluciones de leche desnatada al 5% o de albúmina bovina al 3% son unos bloqueadores muy utilizados.


4. Tras bloquear la membrana, se incuba con anticuerpos específicos de la proteína que se desea detectar. El exceso de anticuerpo se lava y la unión se detecta mediante anticuerpos secundarios marcados con isótopos radioactivos o con enzimas. Tras la exposición de la membrana a una película sensible, se detecta la presencia de la proteína por la aparición de una banda en un peso molecular determinado.








Microchips

Los microchips consisten en una superficie sólida (como plástico o cristal) sobre la cual se unen covalentemente y de forma ordenada ligandos como oligonucleótidos, ADN complementario o anticuerpos, que se utilizan para detectar gran número de moléculas, especialmente ADN y proteínas (tabla 3-3). Tras la hibridación entre el ligando y las moléculas diana, esta unión se detecta por fluorescencia y se mide mediante análisis de imagen (fig. 3-10).



Tabla 3-3 Clasificación de los microchips según el material inmovilizado






	Ligando
	Nombre
	Análisis



	Oligonucleótido
	Gene Chip
	Mutaciones


	Expresión de genes

	Número de copias de genes

	Epigenética


	ADN complementario
	Chip de ADN complementario
	Expresión de genes


	Número de copias de genes


	Fragmentos de cromosomas
	Chip genómico
	Número de copias de genes


	Epigenética


	Proteínas
	Protein Chip
	Interacciones de proteínas, con ADN, con pequeñas moléculas



	Tejidos
	Tissue Chip
	Inmunohistoquímica


	Expresión de genes

	Apoptosis
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Figura 3-10 
Análisis de expresión de ARN mediante microchips. El ARN se extrae y se obtiene un ADN complementario (ADNc) que se marca con fluorescencia. Posteriormente se hibrida en un microchip y se detectan los ADNc unidos mediante láser. La imagen obtenida se somete a un análisis informático para identificar la expresión de ARN en la muestra.








La mayoría de los microchips que se utilizan analizan mutaciones o polimorfismo de genes y también el ARN tras obtener el correspondiente ADN complementario. Los ácidos nucleicos de la muestra purificados se marcan con fluorescencia y se hibridan con las sondas que están inmovilizadas en el soporte en posiciones concretas. El perfil de hibridación se detecta mediante un escáner láser. Del análisis de los datos se pueden identificar las moléculas que están presentes o ausentes. La tecnología de microchips analiza en una muestra numerosos genes. Así, existen microchips de sondas de ADN que pueden detectar y cuantificar hasta 40.000 genes diferentes (Affimetrix).

La gran ventaja de esta tecnología es la gran cantidad de información que se puede obtener de una muestra biológica. Sin embargo, cuanto mayor es el número de datos que proporciona el microchip, más complejo y difícil es interpretar la información, por lo cual es preciso disponer de potentes métodos de análisis bioinformáticos. No obstante, existen ciertas aplicaciones de la tecnología de microchips, como son los siguientes:


1. 

Estudio de genes que se expresan diferencialmente entre varias condiciones, como en personas sanas y enfermas, o pacientes sometidos o no a un tipo de tratamiento. El microchip de ácidos nucleicos BioDoor HCV está diseñado para el diagnóstico de la hepatitis C.


2. 

Clasificación molecular en enfermedades complejas, que identifican genes o proteínas características de la enferme-dad. El Lymphochip es un microchip de ácidos nucleicos diseñado para clasificar molecularmente los linfomas. El Lymphochip detecta 224 mutaciones en el gen que codifica el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL, del inglés, 

low-desnsity lipoprotein) y ayuda al diagnóstico de la hipercolesterolemia familiar.


3. 

Farmacogenómica. Se utiliza para la detección de mutaciones y polimorfismos asociados con el metabolismo de fármacos, con lo que ayuda a la predicción de la respuesta a un tratamiento. El Amplichip 450 detecta polimorfismos de los genes de los citocromos CYP2D6 y CYP2C19, implicados en el metabolismo de numerosos fármacos.
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Capítulo 4. Metodología analítica III. Análisis a la cabecera del paciente
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Objetivos de aprendizaje




• Diferenciar los análisis a la cabecera del paciente (POCT) de aquellos que se realizan en el laboratorio central.


• Señalar las ventajas e inconvenientes de la realización de los POCT.


• Explicar el papel del laboratorio central en la realización de los POCT.


• Explicar la metodología de espectrofotometría de reflectancia y la inmunocromatografía.


• Enumerar las principales aplicaciones de los POCT.


• Explicar las ventajas de los POCT en la monitorización de la glucemia capilar, en los gases arteriales y en los marcadores cardíacos.









Concepto de análisis a la cabecera del paciente

Se utiliza el término de análisis a la cabecera del paciente (POCT, del inglés, 

point-of-care testing) para designar las pruebas analíticas realizadas en la proximidad del paciente, en el lugar donde se desarrolla el proceso asistencial. Los avances en la tecnología disponible han permitido este acercamiento de los análisis del laboratorio central al paciente, lo cual implica una reducción máxima del tiempo de análisis y de los tiempos prenalítico y postanalítico. Los análisis a la cabecera del paciente se pueden dividir en tres grupos según su utilidad clínica:


1. Los que se realizan para minimizar el tiempo de respuesta, es decir, aquellos que se realizan a pacientes en estado crítico y en los cuales es necesario un resultado para ejercer una acción clínica inmediata ante un riesgo de morbilidad o mortalidad. Un ejemplo es la determinación de gases en sangre durante una cirugía cardíaca o los marcadores cardíacos en el diagnóstico del infarto de miocardio. Los sistemas de análisis a la cabecera del paciente son cada vez más habituales en plantas hospitalarias, unidades de cuidados intensivos, quirófanos y servicios de urgencias debido a la importancia de las determinaciones analíticas en las decisiones clínicas con pacientes críticos.


2. Los que realizan para mejorar la calidad asistencial. Estos análisis no son urgentes, pero, dado que la mayoría de las decisiones clínicas se basan en los resultados analíticos, el hecho de disponer de esta información de forma rápida ayuda a la atención clínica. Un ejemplo son la determinación del perfil lipídico o de la HbA1c (hemoglobina glucosilada en la sangre), en que la posibilidad de disponer de los resultados analíticos en el momento de la consulta ayuda al control del paciente y a una mejor orientación terapéutica.


3. Los que se realiza el paciente en su propio domicilio para un autocontrol responsable de la enfermedad. Un ejemplo es el autocontrol de la glucosa en sangre capilar en los pacientes diabéticos.





Todo el proceso preanalítico, analítico y postanalítico se realiza en la cercanía del paciente, de forma rápida y para dar respuesta a una cuestión clínica (fig. 4-1). Por ello, no se consideran de esta manera cuando se extrae el espécimen en un centro periférico o lo hace el propio paciente en su domicilio y se envía al laboratorio central, donde se procesa. Tampoco se pueden incluir los realizados en oficinas de farmacia cuando están fuera del entorno clínico asistencial y únicamente están asociados con la atención farmacéutica.
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Figura 4-1 
Simplificación del proceso analítico en los análisis a la cabecera del paciente.








Estas determinaciones son económicamente más caras que las que se realizan en el laboratorio central, aunque su utilización adecuada ayuda a reducir el coste asistencial total. Además, tienen una serie de ventajas para el médico, el laboratorio y el paciente, como son:


1. Disminuyen el tiempo de respuesta ya que se reduce tanto la fase preanalítica, el tiempo de análisis y el especialista clínico obtiene el resultado de modo inmediato.


2. Evita los errores asociados con el manejo, transporte y almacenamiento de especímenes. Además, no requiere personal especialmente cualificado ya que los equipos son fáciles de usar y los requisitos de mantenimiento son mí-nimos.


3. Se evitan las visitas del paciente al laboratorio, quien, además, recibe información inmediata de su estado.





Con todo, también presentan algunas limitaciones, unas veces asociadas con la propia metodología y otras, con la menor preparación del personal que debe responsabilizarse de las determinaciones, lo que en algunos casos causa una disminución de la precisión analítica y un aumento innecesario de las pruebas. Esto último tiene especial importancia porque, además de aumentar la complejidad de la interpretación de los resultados, estas determinaciones tienen un coste muy superior a las tradicionales del laboratorio. Otro problema es la dificultad para la integración de los resultados en la historia clínica del paciente, para lo cual es necesario establecer procedimientos adecuados. Para ello es de gran ayuda la conectividad de los equipos que realizan los análisis a la cabecera del paciente con el sistema informático de los laboratorios centrales.

Uno de los problemas más comunes de los equipos de análisis que se realizan en casa es el hecho de que no proporcionan adecuada información de las especificaciones de sensibilidad, especificidad e interferencias del test. Aparte de ello, el procedimiento de realización no siempre es comprensible por el individuo que va a realizar el análisis, lo que lleva a errores.




Integración en el laboratorio

Con la automatización y miniaturización de los métodos analíticos, muchos de éstos pueden desarrollarse fuera del laboratorio, transformándose en un nuevo campo de trabajo del analista, que ha de velar por la selección de éstos y por la calidad de su realización (fig. 4-2). Sin embargo, es necesario racionalizar la utilidad de los análisis fuera del laboratorio central de forma que las ventajas clínicas superen a los inconvenientes analíticos y organizativos. En este aspecto, es importante realizar una comparación entre el tiempo de respuesta que se ahorraría si se lo compara con el del laboratorio central. La realización de determinaciones analíticas tienen interés si éste no es capaz de proporcionar unos resultados con un tiempo de respuesta adecuado (inferior a 30

min en las determinaciones críticas).
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Figura 4-2 
Control remoto desde el laboratorio central de los análisis a la cabecera del paciente.








Las magnitudes bioquímicas que se determinan a la cabecera del paciente suelen estar duplicadas en el laboratorio central, por lo que es importante asegurar que los resultados analíticos sean similares, no sólo con los producidos por el laboratorio central, sino también con los producidos por otros equipos periféricos. De esta forma, además de evitar confusiones en la interpretación de los resultados, se asegura que, al integrar los resultados en la historia clínica, éstos sean homogéneos y comparables entre sí.

El laboratorio central ejerce diversas acciones sobre los análisis realizados fuera de sus instalaciones:


1. Desde el laboratorio central se realiza la elección de equipos y su mantenimiento, ejerciendo las pequeñas acciones correctoras. También se evalúa la implantación de nuevas pruebas y se comparan con los resultados proporcionados por el laboratorio central.


2. El personal técnico que realiza el análisis es ajeno al laboratorio y precisa una formación básica en el manejo de muestras y analizadores, que es responsabilidad de los servicios de laboratorio.



3. El laboratorio central es el responsable de validar los resultados y registrar las calibraciones, el control de calidad y los resultados de pacientes. Para facilitar esta labor, los equipos que van apareciendo actualmente en el mercado incorporan tecnología que permite el control remoto desde el laboratorio central. De esta manera, es posible la visualización de resultados y el control de calidad a tiempo real por los facultativos de los laboratorios, la validación de resultados e, incluso, la intervención remota sobre los equipos.

De lo anterior se deduce que la buena ejecución del análisis a la cabecera del paciente depende de la colaboración multidisciplinaria en que, además del laboratorio, participan personal de enfermería, especialistas clínicos e, incluso, la administración del hospital.









Especímenes

Tal y como ocurre con el laboratorio central, los especímenes más utilizados son los de sangre. También se usan, aunque menos, muchos otros tipos de especímenes, como la orina, la saliva (p. ej., para determinar la ingesta de drogas de abuso), el aliento (p. ej., para determinar la ingesta de etanol) o las heces (p. ej., para determinar la existencia de sangre oculta).

Cuando el espécimen es sangre, habitualmente se trabaja con cantidades de muestra de unos pocos microlitros, lo que es importante porque este tipo de análisis se suelen repetir en intervalos cortos de tiempo. De esa forma, se evita extraer excesivos volúmenes de sangre con el consiguiente riesgo para el paciente. Aparte de ello, la recolección del espécimen ha de ser lo más rápida posible y, por ello, la mayoría de los sistemas que usa sangre están basados en plasma o sangre total para conseguir el menor tiempo de respuesta posible. Por ejemplo, la posibilidad de emplear sangre completa anticoagulada disminuye el tiempo de respuesta respecto al uso de suero en unos 30

min ya que se evita el tiempo de espera para que se realice la coagulación y el centrifugado.

Otro tipo de espécimen rápido de obtener es la de orina de una micción, con el cual se obtienen resultados cualitativos o semicuantitativos. Es preferible que la micción sea reciente y hay que evitar la existencia de turbidez o de sedimento que puede afectar a la absorción en las tiras, reactivar y producir falsos negativos. En estos casos hay que realizar una centrifugación previa. El volumen de orina que se utiliza varía notablemente entre los diferentes tests, desde unos pocos microlitros a varios mililitros.

Además, se están desarrollando y validando tecnologías no invasivas que permitan detectar un tipo específico de analito del organismo. En concreto, se han realizado grandes avances con el desarrollo y la comercialización de pulsioxímetros que determinan la saturación de la hemoglobina y se encuentran en la mayoría de hospitales. También se han desarrollado dispositivos para determinar la concentración de bilirrubina en neonatos y eliminar la punción. Finalmente, un importante campo de desarrollo ha sido cuantificar la glucosa de forma no invasiva en diabéticos, tal y como se comentará en el apartado correspondiente.




Tecnología

El mercado de aparatos de análisis para el diagnóstico rápido ha crecido espectacularmente en los últimos años. Hasta la década de 1980, las principales aplicaciones eran la glucemia capilar, el urianálisis sencillo y los tests de embarazo. Sin embargo, actualmente se ha ampliado el panel a muchísi-mas más determinaciones y está en continua expansión (tabla 4-1).



Tabla 4-1 Aplicaciones de los análisis a la cabecera del paciente




	CK-MB: creatina-cinasa MB; MDMA: 3,4-metilendioximetanfetamina; PSA: antígeno prostático específico (del inglés, 

prostate specific antigen); VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.



	Uso
	Análisis



	Ácido-base
	PO

2, PCO

2, pH, HCO

3− y lactato



	Diabetes
	Glucosa y HbA

1C



	Drogas de abuso
	Barbitúricos, MDMA, cocaína, benzodiacepinas, etc



	Enfermedades infecciosas
	Hepatitis, 

Helicobacter pylori, Chlamidia, gripe, tuberculosis, VIH, etc.



	Fertilidad
	Gonadotropina coriónica humana y lutropina



	Función renal
	Urianálisis, albúmina y creatinina(krithiga)Electrolitos: Na

+, K

+, Ca

2+ y Mg

2+




	Hematología
	Hemoglobina y hematocrito



	Hemostasia
	Tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial y recuento plaquetario



	Lípidos
	Colesterol y triglicéridos



	Marcadores cardíacos
	Mioglobina, CK-MB, cTnT o cTnI y péptido natriurético cerebral



	Marcadores tumorales
	PSA y sangre oculta en heces



	Pruebas no invasivas
	Bilirrubina transcutánea y O

2 y CO

2 transcutáneos






Algunos tests son cualitativos o semicuantitativos y no requieren ningún equipo especial y la lectura de los resultados se realiza visualmente. Estos tests suelen ser más económicos y no precisan un personal entrenado. Algunos ejemplos de estos tests son la determinación de gonadotropina coriónica humana o la detección de drogas de abuso. Suelen ser tests de un solo uso desechable. El principal inconveniente de estas pruebas consiste en que la interpretación es subjetiva, sin ningún control de calidad adecuado y los resultados muchas veces no se incorporan a la historia clínica. Sin embargo, la mayoría de las determinaciones son cuantitativas y se emplean equipos, lo que permite realizar una valoración objetiva del resultado.

La determinación de la mayoría de las magnitudes bioquímicas se basa en los siguientes métodos:


1. 

Reacciones químicas, como las de las tiras de urianálisis.


2. 

Reacciones enzimáticas, que proporcionan la especificidad propia de la enzima.


3. 

Reacciones electroquímicas, que se emplean de forma abundante en la determinación de gases en sangre e iones (Na

+ y K

+).


4. 

Reacciones inmunológicas, que se emplean en la mayoría de los procedimientos de análisis de proteínas y drogas de abuso. Existen tres tipos de métodos: aglutinación, inmunofiltración y, sobre todo, inmunocromatografía. 






Los instrumentos de medida pueden ser de mano o transportables, de mesa e, incluso, de tecnología no invasiva. Las características que debe cumplir cualquiera de estos dispositivos son: ser sencillos de usar y de mantener, presentar estabilidad de los reactivos y ofrecer unos resultados con suficiente exactitud y precisión. Además, éstos deben ser concordantes con los que se realizan en el laboratorio central. Precisamente, para lograr la sencillez y robustez de manejo, estos equipos contienen tecnología muy sofisticada y compleja. Los dispositivos para análisis a la cabecera del paciente están incorporando cada vez más avances tecnológicos en microfabricación, métodos de detección ultrasensible e, incluso, de técnicas de determinación de biología molecular. La miniaturización también se aplica a la electrónica, detectores, sistemas ópticos y fluidos de los dispositivos. Asimismo, el número de tests que proporciona cada aparato está aumentando considerablemente y cada vez los sistemas son más rápidos, trabajan con menores volúmenes de muestra y son más estables. Existe gran variedad de procedimientos metodológicos, tanto en el manejo de la muestra como en el procedimiento de detección, de lectura o de manejo de resultados. Un inconveniente es el hecho de que los reactivos y el material de detección, como los sensores o las tiras reactivas, no son intercambiables entre los equipos.


Espectrofotometría de reflectancia

La espectrofotometría de reflectancia es una metodología muy similar a la de absorbancia, pero la reacción química y la absorción de la luz se producen sobre una superficie en lugar de utilizar una solución. Esta técnica se emplea mucho en los análisis a la cabecera del paciente, como en la mayoría de los equipos que emplean tiras reactivas, como los de urianálisis. En ella, un rayo de luz incide sobre la tira reactiva de forma directa o difusa, en que el cromógeno absorbe una parte y el resto sale de forma difusa. El equipo es similar al de un espectrofotómetro y dispone de una fuente de luz, un selector de longitudes de ondas, un detector/amplificador de señal y un sistema de lectura.

Una parte de la luz se dispersa y este efecto se corrige con una calibración mediante una tira reactiva negra, que corresponde a la máxima absorbancia. La reflexión depende de los tipos de superficie de las tiras reactivas y el tipo de equipo, como es el ángulo incidente. Por ello hay que tener especial precaución en su manejo para no alterar las tiras reactivas. Un inconveniente es que no existe una relación lineal entre la concentración y la señal producida, por lo que es necesario aplicar cálculos matemáticos complejos.




Inmunocromatografía

Ésta es una técnica muy común en los sistemas de análisis a la cabecera del paciente porque combina la especificidad y la sensibilidad de la técnica de sándwich con elevada rapidez en mostrar el resultado. Estas técnicas se emplean para el diagnóstico rápido en muestras de sangre, orina, saliva, etc., para detectar numerosos analitos, como hormonas (gonadotropina coriónica y lutropina), drogas de abuso, marcadores cardíacos (cTnT y cTnI, CK-MB [creatina-cinasa MB] y mioglobina), marcadores tumorales (antígeno prostático específico [PSA, del inglés, 

prostate specific antigen]), o antígenos virales (VIH).

Consiste en un soporte de plástico sobre el cual se dispone una membrana de nitrocelulosa en que existen tres zonas sucesivas (fig. 4-3): una primera con un anticuerpo conjugado con una molécula de detección, como una partícula de oro, que reconoce el antígeno que se desee detectar, a continuación, una segunda con un anticuerpo de captura frente a otro epítopo del antígeno y una tercera zona con un anticuerpo frente al anticuerpo conjugado. Al añadir la muestra, ésta migra por la membrana de nitrocelulosa e inicialmente entra en contacto con un anticuerpo conjugado. Si existe el antígeno, éste se unirá al conjugado. Posteriormente continúa migrando y arrastra el conjugado hasta una zona en que hay un anticuerpo de captura. En caso de que se encuentre el antígeno unido al anticuerpo conjugado, éstos quedarán retenidos en esa zona. La muestra y el resto del anticuerpo conjugado continuarán migrando por la membrana hasta llegar a una tercera zona, donde queda retenido el anticuerpo conjugado por un anticuerpo frente a éste. Algunos sistemas emplean varios anticuerpos para detectar varios analitos, tal y como ocurre con los equipos para detectar drogas de abuso en orina (figs. 4-4A y B).
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Figura 4-3 
Método de inmunocromatografía en una tira reactiva.
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Figura 4-4A 
Detección de procalcitonina en suero mediante inmunocromatografía. Se emplea un equipo de un solo uso sobre el cual se pone unas gotas de suero (1). La muestra migra por una membrana (2). Obsérvese la positividad de detección por la existencia de una banda en la zona de detección (3). La adecuada realización se comprueba por la aparición de una banda en la zona de control.
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Figura 4-4B 
Detección simultánea de varias drogas de abuso en orina. Se emplea un equipo de un solo uso sobre el cual se ponen unas gotas de orina de una micción. La orina migra a la zona de test, arrastrando al anticuerpo conjugado. Si no hay droga, el anticuerpo se une a la droga antígeno inmovilizada en la línea de test. Si hay droga en la orina, ésta compite con la inmovilizada por el anticuerpo que está en cantidades limitadas. Por encima de determinada concentración de droga, el anticuerpo no se une al antígeno inmovilizado y no aparece la línea en la zona de detección. La línea de control sirve como control de calidad interno.













Ejemplo de aplicaciones de los análisis a la cabecera del paciente

Los análisis a la cabecera están ampliamente extendidos tanto en medio hospitalario como en las consultas de atención primaria. En casi todos los campos de análisis se están desarrollando dispositivos que permitan las determinaciones a la cabecera del paciente, por lo que en este capítulo se desarrollarán los que por su importancia están más extendidos. En la tabla 4-1 se muestra un resumen de algunos campos de aplicación de los análisis a la cabecera del paciente.


Glucometría en sangre capilar


Necesidades para el análisis a la cabecera del paciente

La necesidad de una determinación rápida de la glucemia se puede presentar en las siguientes condiciones:


1. Monitorización de la administración de glucosa o insulina, como en los pacientes diabéticos que reciben insulina.


2. Seguimiento de pacientes críticos metabólicamente inestables en los cuales la concentración de glucosa puede cambiar bruscamente.


3. Sospecha de una situación de hipoglucemia o hiperglucemia agudas ya que el grado de lesión depende del tiempo en que se mantenga la alteración de la homeostasia de la glucosa.





Además, la determinación de la glucemia capilar tiene interés para el análisis pre y posprandial para ajustar la dosis de insulina en diabéticos. Aunque la frecuencia está dictada por las necesidades particulares de cada paciente, la monitorización de la glucosa debe realizarse tres veces al día o más en los pacientes que se inyectan insulina varias veces o en aquellos que lleven una bomba de insulina. Esto permite determinar si se están alcanzando los niveles adecuados de glucosa, prevenir hipoglucemias y ajustar las medicaciones, la alimentación y la actividad física.

La frecuencia óptima para pacientes con diabetes de tipo 2 o tratamiento no insulínico es menos clara. Ésta depende de si están en una fase de ajuste o ya están controlados. Si está estabilizado, quizá no sea necesaria una monitorización muy frecuente. Para aquellos que están descontrolados o están iniciando la medicación, la monitorización es importante para ajustar el modo de manejo. Los diabéticos de tipo 2 que usan insulina deben realizar una monitorización de glucosa, al menos, 4 veces por semana.

Hay que recordar que la precisión del instrumento de medida depende del usuario, por lo que es importante evaluar la técnica de monitorización del paciente tanto al inicio como a intervalos regulares posteriormente.




Metodología

El autocontrol de la glucemia es fundamental para el control a largo plazo del diabético. Esta técnica se emplea como prueba a la cabecera del paciente y por los pacientes diabéticos para monitorizar sus niveles de glucosa puesto que les permite determinar la glucosa en una gota de sangre. La American Diabetes Association (ADA) recomienda llevar a cabo tres controles diarios a aquellos diabéticos que se pinchan insulina varias veces al día o para los que utilizan bomba de insulina. La sangre capilar se obtiene por punción en la yema del dedo y se mide con equipos portátiles en el punto de asistencia (fig. 4-5). La mayoría de dispositivos actuales emplean muy poco volumen de muestra para el análisis, en torno a 0,5–1

μL, y el resultado se obtiene en unos pocos segundos.
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Figura 4-5 
Proceso para la determinación de la glucemia en sangre capilar: 1) comprobar que el número de código del chip del glucómetro coincida con el de las tiras, 2) masajear y limpiar la zona, 3) pinchar y obtener la gota de sangre y 4) aproximar el extremo de la tira a la gota de sangre para que ascienda por capilaridad








Existen numerosos fabricantes y tipos de glucómetros disponibles que varían en el tamaño, peso, tiempo del test y capacidad de memoria de los resultados. Estos aparatos utilizan tiras de química seca de un único uso que emplean enzimas que degradan la glucosa, predominantemente mediante glucosa-oxidasa (OneTouch, Ascensia y Assure) o hexocinasa aunque también algunos glucómetros utilizan la glucosa-deshidrogenasa (Accu-Chek y FreeStyle). Estas reacciones están acopladas a otras que desarrollan color, que se evalúan visualmente o, preferiblemente, puede cuantificarse en equipos de medida. La detección suele ser fotométrica (espectrofotometría de reflectancia) o electroquímica.

Estos dispositivos muestran una buena correlación con la glucosa plasmática. La concentración de glucosa en sangre capilar difiere ligeramente de la de sangre venosa y también es diferente en la sangre total que en el plasma (fig. 4-6). Los resultados pueden estar influidos por el nivel del hematocrito y ser inadecuados con un nivel del hematocrito inferior al 25% ya que pueden producir resultados más elevados de lo real; del mismo modo, la policitemia produce resultados menores de lo real. Hay que tener en cuenta que, en situaciones de disminución del flujo de sangre periférica (deshidratación, hipotensión, shock hipovolémico o enfermedad vascular periférica), la determinación de la sangre obtenida por la punción en el dedo quizá no refleje el estado fisiológico verdadero. Otros factores que influyen en los resultados son concentraciones muy elevadas de triglicéridos. Además, estos sistemas son muy inexactos con concentraciones de glucosa muy bajas, inferiores a 2,7

mmol/L (50

mg/dL), o muy elevadas, superiores a 27

mmol/L (500

mg/dL). También, algunos agentes administrados exógenamente pueden interferir en ello, como el acetaminofén, la galactosa, la maltosa o la xilosa del test de absorción de xilosa.
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Figura 4-6 
Diferencia entre la concentración de un analito en sangre total y en plasma. Las diferencias serán mayores cuanto más alta sea la proporción de hematíes (esto es, mayor nivel del hematocrito).








Los glucómetros permiten una determinación intermitente de glucosa, pero actualmente se están desarrollando sistemas de monitorización continua de la glucosa mínimamente invasivos en piel, córnea, retina o membrana timpánica. Éstos tienen especial utilidad acoplados a bombas de perfusión de insulina de forma que se puede ajustar la dosis para evitar, por ejemplo, las hiperglucemias posprandiales y las hipoglucemias nocturnas.

La ADA recomienda para los glucómetros un error analítico inferior al 5%. La Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) establece que los glucómetros deben estar alrededor del 10% del valor diana o ± 0,3 mmol/L. Las recomendaciones del National Committee on Clinical Laboratory Standards (NCCLS) varían según las concentraciones de glucosa. Por ejemplo, para niveles de glucosa superiores a 4,17

mmol/L (75

mg/dL), el error debe ser menor al 20% de la glucosa medida en el laboratorio y no debe diferir más de 0,83

mmol/L (15

mg/dL) para niveles de glucosa inferiores a 4,17

mmol/L.






Gases arteriales


Necesidades para el análisis a la cabecera del paciente

La necesidad de disponer de unos resultados rápidos de gases arteriales es muy importante en determinadas estancias hospitalarias, como en las unidades de cuidados intensivos, en quirófanos, en servicios de urgencias o en neonatología. Si se dispone de un sistema rápido de transporte del espécimen, el tiempo de respuesta que se obtiene realizando los análisis a la cabecera del paciente (unos 5 min) quizá no sea de mucha mayor ventaja clínica que en el laboratorio de urgencias (unos 25 min). En ocasiones, esta diferencia de tiempo es importante, por ejemplo, para detectar complicaciones durante una cirugía cardíaca de modo que se puede actuar de inmediato. No obstante, muchas veces la determinación rápida no implica ningún cambio en el tratamiento elegido o sólo se emplean para confirmar la eficacia del tratamiento, como comprobar que un paciente estabilizado presenta buena ventilación.




Metodología

El manejo de las alteraciones respiratorias y metabólicas depende de la determinación rápida de oxígeno y CO

2 en sangre. Los analizadores de gases llevan más de 50 años en el mercado y los equipos modernos son sencillos de manejar y han disminuido notablemente el requerimiento de mantenimiento. Además de pH y gases, actualmente pueden medir muchos más analitos que se suelen denominar críticos (iones, hematocrito, ácido láctico, glucosa, etc.). La mayoría de estos instrumentos contiene sensores electroquímicos o electrodos que determinan potenciométrica o amperométricamente la concentración del analito.










OEBPS/B9788480860765500254/gr1.jpg





OEBPS/B9788480860765500254/gr3.jpg
bl

oo oo
L 1 Desyodasa ly I
B,

Tiodna &y 4 ooy

a
Desyodasa Desyodasa m

-1(5) “(5)
A,

~6-COOH a-cocn
_Desyodasalyll
R

H

3,35 Triyodotironina

1 el 3,3"Diyodotironina





OEBPS/B978848086076550031X/gr6.jpg
Glucogeno

AMP Pi
‘Adenosina l \J Glucosa-6-
1 monofosfato- fosfatasa

desaminasa Glucosa-6-P ———— Glucosa

e Hipoglucemia
X Lactato
2 Piruvato ———
Acido trico Alanina
Hiperuricemia l Acidosis lactica

o - Hiperalaninemia

"<, Colesterol  Hiperlipidemia
Triglicéridos





OEBPS/B9788480860765500254/gr2.jpg
P
Trogabutna AN o fRas
e Tyr—"éDﬂ P -
i i Coloide
YYVYW I [0} ®‘,'
I Tiroperovidasa /
s  \Pendrina I
y
R
Tiroglobulina

\

M7
\ oI

%
e

1Nat T T

Fagolisosoma






OEBPS/B978848086076550031X/gr5.jpg
Glucagon
| Glucosa

‘ e

Ciiicans Glucosa

fosforilasa
Glucosa-1-P — Glucosa-6P

l Glucsgeno- I

Minutos

Glucosa - Lactato





OEBPS/B9788480860765500254/gr5.jpg
TRal
TRa2

TR
TRR2

Ta

Dominio de
unién al ADN

Tominio de unon a T

c






OEBPS/B9788480860765500254/gr4.jpg
Tirotropina






OEBPS/B978848086076550031X/gr2.jpg
g

Sorbitol Gl
VS jucosa
sarbitol Sorbitol 1
i L deshidrogenasa |
Fructosa Fructosa-6-P
7
-J Fosfofructocinasa
Fructosa-16-
Fructosa-1-P bisfosfato

Gliceraldehido 11952-922.iiceraldehido-3-P

i
g





OEBPS/B9788480860765500102/gr4b.jpg
>aturacion de hierro (%)

T

75

50-

25

Normal  Anemia Infeccion Insuficiencia Hemato-
e i Tanal  enidiakiel





OEBPS/B978848086076550031X/gr1.jpg
(Galactosa

ATP
Galactocinasa
ADP
Galactosa-1-P
UDP-glucosa
UDP-galactosa Galactosa-1-p-

a-epimerasa / uridilransferass

UDP-galactosa +-

P





OEBPS/B978848086076550014X/gr2.jpg





OEBPS/B978848086076550014X/gr1.jpg
Apolar

Polar

Colesterol libre

ApolaFCH,-0-COR;
i

R1-CO-O-CH Polar
I

ido (fosfatidiletanolamina)

Fosfoll

Apolar

Ester de colesterol
Apolar
Hy0-coR,
RyCO-0-CH
|

CH-0-CORy

Triglicérido





OEBPS/B978848086076550031X/gr8.jpg
mmmmm
(Viowrl) ooy

T HTh&rT

(Vioww) olepe]

Ll

R





OEBPS/B9788480860765500382/gr10.jpg
Guanina 8-hidroxiguanina

Tirmina e P e





OEBPS/B978848086076550031X/gr7.jpg
Glucagon

. i

Glucégeno ‘f? Glucosa
Glucogeno-
fosforiasa

Glucosa-1-P —> Glucosa-6-P,

0 30 60 90 120
Minutos

Glucosa == Lactato

Hepatocito

Lactato





OEBPS/B978848086076550031X/gr9.jpg
Citosol

Espacio

intermembrana a , Camitina

Mitocondria

~
Saing ol ACDHN» FADH,
"-'CO-SCOA R-CQVSCQA

NADHH?*\ HCDH E‘CH//\

nan T RGHORIERR co-sCoA

AdfCoA  Adi-Camitna <M






OEBPS/B9788480860765500382/gr14.jpg
Radicales libres

Pérdida de fluidez

Sealizaci6 celular
Lesion mitocondrial

de pnzimas Alteraclon en los

Radicales libres





OEBPS/B9788480860765500382/gr13.jpg
Defensas:
enzmasy
antioxdantes -

Especies re:
de oxigenoy
e

esion en el ADN, lipidos,
azlicares y proteinas

Arteriosclerosis
Diabetes
Cancer

Newodeosnara






OEBPS/B978848086076550014X/gr9.jpg
Deficienca de LCAT
Deficiencia de CETP.

Colesterol __car
esterfiado ™ cep

Tt
" HoLs
oA

Enfsvmedad
de Tangier

—deamon XD o /
"2,

HDLn





OEBPS/B9788480860765500382/gr12.jpg
0,

b

g\ﬁfo
o P=Son

Ascorbato 7 G556

Deshidroascorbato
-reductasa

& 2651

o.
I

il gk

\Va 2 NADP

Glutatién-
reductasa

/N 2 NaopH 1





OEBPS/B978848086076550014X/gr8.jpg
Esterolo-acil transferasa

Q

HMG-CoA-reductasa Lisosoma






OEBPS/B9788480860765500382/gr11.jpg
T i e





OEBPS/B978848086076550014X/gr6.jpg
Dominio de unién
2300 Eico

Dominio homslogo al
precursor del factor de
crecimiento epidérmica

Dominio o-
glucosiado

1T Dominio
I de membrana

Dominio
citoplasmatico

Cromosoma 19






OEBPS/B978848086076550014X/gr5.jpg
£REGPLI
A cromosoma2

“EEEEEEEEEE AN

5 AUG--- CAA----UAA ARNm

dicion de ARN por una N\

desaminasa: CAA—UAA Intestino  Higado

el \
AUG - UAA -~~~ UAA
/

Apot, ApoB,,
1V Unién a lipidos < - Unién a pidos URRTIANECEBIGNDN

No'se une al recaptor de LOL






OEBPS/B9788480860765500382/gr16.jpg
o o

H,0





OEBPS/B978848086076550014X/gr4.jpg
Repeticiones de tipo knngle






OEBPS/B9788480860765500382/gr15.jpg
ATP Xantina-
I deidrogerasa
+

Degradacién

1. Isquemia

Iro,

Hipoxantina





OEBPS/B9788480860765500175/gr1.jpg
B ;
CHy CH;

OH 3
Vitamina K reducida Vitamina K-epoxido
<o,
3 Carboxilasa H;0
i
e =0/
e [

—NH—CH-C =t — —HH—CH- N

Sty wCaboxiglutamato





OEBPS/B9788480860765500175/gr3.jpg
molecular

Cininégeno de alto peso
Calicreina
X

Factor tisular
Vila

 Vamuinsecs o

Via extrinseca

Protrombina ——————— Trombina
Fosfolipido.
VaCa®

- Fibrindgeno ————— Fibrin:






OEBPS/B9788480860765500175/gr9.jpg
JANNRD S8 e

| Tromboplastina

Cica

Voisea T | T

25355

1145

— Tvomlbma

Protrombina

Via comin Fibrinégeno  ————= Fibrina






OEBPS/B9788480860765500175/gr8.jpg
WERGeaAIEVIIN.

Velocidad (mA/min)

i L]

N
I\ s e
| B S
|
S

P

I\
'l i

o
Thrwcio i






OEBPS/B9788480860765500217/gr10.jpg
nsuticiencia renal
Lesion renal intrinseca
Excrecion fraccionada.
de sodio superior al 2%

Insuficiencia prerrenal
isminucion de a perfusion

renal

Excrecion fraccionada

de sodio inferior al 1%

Volumen de orina inferior

2400 mL

Insuficiencia posrenal
Obstruccion del aparato urinario
o gl sty gy






OEBPS/B9788480860765500217/gr11.jpg
parension

Anemia
1 Hperpotasemia 1
HEritropoyetina etendion de

sodio

a-creatinina
pla-urea

Retencién de cidos

Calcriol 1pla-HCO,
i Hiperfosfatemia ~ B o

Hipocalcemia Acidosis
| metablica

tpla-paratirina

Proteinuria

Osteodistrofia renal ¢yt





OEBPS/B9788480860765500175/gr5.jpg
Fosfolipidos

©  [Fostolpasa iy
Acido araquidénico

o,

O Piaqueta
© © |cickorgenasa  activada

O Endopersxidos ciclicos ropmr Tromboxano Ay

sintetasa

Plaquetaria

ostaciclina-sintetasa T

Prostaciclina

Inhibe la agregacion
cemmiuls





OEBPS/B9788480860765500175/gr7.jpg
Plasma pobre
en plaquetas

Citrato trisodico






OEBPS/B9788480860765500175/gr6.jpg
Flasminogeno
PAM —O— tPA

ay-Antiplasmina
Plasmina —O— qa-Macroglobulina

v
Wil —— . Productos de

Fibrina degradacion
i i Da)
__Plsmina__ " e
Fibrina Fragmento D Fragmento E

(100 kDa) (45 kDa)





OEBPS/B9788480860765500102/si1.gif
Fe' « Fe'' 4 e





OEBPS/B978848086076550014X/si8.gif
DL — colesterol (mg/dl.) = cole

[erol toral-CH DL-cole

sterol 4+ trighice rndos/sy)





OEBPS/B9788480860765500266/gr2.jpg





OEBPS/B9788480860765500333/gr2.jpg
Lromosoma 16 Lromosoma 11

Embrionarias Neonato Adulto
b Gower 1 2e2  HbF(a212)80%  Hb A (a22) 97%
b Gower 222 Hb A(a262)20%  Hb A2 (a22) <3%
Hb Portland £2y2





OEBPS/B978848086076550014X/si9.gif
O tambie nenmmol/L. : LDL-colesterol (mmol/l.) = Colesterol total-(HDL.-colesterol + 1nglice ridos






OEBPS/B9788480860765500266/gr1.jpg
SISKICHES Sprarrecy)

Rinon \

Zona reticulada Meédul
Corteza (andrégenos)
suprartenal | 70na fasciculadar

{cortisol)

Zona glomerular —
fakdactisanay





OEBPS/B9788480860765500333/gr3.jpg
GSH NADP* Glucosa-6-P —— Glucdlisis

Glutation (Glucosa-6-p-
reductasa deshidrogenasa

6556 NADPH Gluconato-6-P -~ Pentosas
wH





OEBPS/B9788480860765500333/gr1.jpg





OEBPS/B9788480860765500266/gr10.jpg
Colesterol

Pregnencons
.
beidospandoscons N —
\\CYPI 18
Androstenodiona<— 17-Hidroxiprogesterona \\
omzie] N |conso

11-Desoxicortisol  11-Desoxicorticosterona
| 1
1 1

v v
P JrOTs—





OEBPS/B9788480860765500266/gr9.jpg
Clase Il Clase |

OP DQ DR C2Cm 4 Ca BCA
CYRIA CYRB
Q OO
OH S
cvmiB
o o

17-Hidroxiprogesterona '11-Descricortisol





OEBPS/B9788480860765500266/gr8.jpg
AcTH

Cortsol

Normal

Jacm

e

Hiperfundign
Suprarenal

L

oo

Hiperfuncion
hipofisara

T

Fro

e Jacm
foom Lo
s

Adminsteacien d
ectopica de i

icocortico
P e





OEBPS/B9788480860765500266/gr6.jpg
: B & 8

oW (oS0

200.

100

2

20

16

12

R





OEBPS/B9788480860765500266/gr4.jpg
SEOESIREN0 N

o8

Procorticotropina
—CO o —

Corticotropina _pLipotropina
) e —

Hipsfisis anterior

13

Corticotropina
or
5

208

f-Lipotropina

Lipotropina,
o

|

pEndorfina
—

\
\
\
\
\
\

7





OEBPS/B9788480860765500266/gr3.jpg
Colesterol 28
Mitocondria
vy pHED
17-Hidroxigregnenolona Progesterona
Icvw 7 (=7

Deshidroepiandrosterona s 17-Hidroriprogesterona
JE) /ym |cve21s

Androstenodiona’ 11-Desoxicortisol 11-Desoxicorticosterona

Reticulo endoplasmico





OEBPS/B978848086076550014X/gr13.jpg
114

icendos

6,84

Mot

23,94

Capa cremosa

/





OEBPS/B978848086076550014X/gr12.jpg
Receptor LDL'

Flegamientoy transoorte Unidoa la
ala superficie - Desplazamientor\[poprotein:
Aparato, basoateral

de Golgi

PCSK9
Sintesis de receptores. Recice del
s /Reciclje del

! receptor

LDLRAPT

Tnteriorizacién
del receptor






OEBPS/B978848086076550014X/gr11.jpg





OEBPS/B978848086076550014X/gr10.jpg
Defectos en la apo B AP0 By defectuosa familiar
Hierquilgmicongia mpercales«em\emm familiar

mn(.ema cetpatepsic @
Disbetalipoproteinemia \ P

ne«mas enlaapo8
Hiperlipidemia familiar combinada

\ Hipertriglceridemia «ammm/






OEBPS/B978848086076550014X/si1.gif
pasa
Triglicé ridos + HyO

'slicerol + 4 cidos grasos libr






OEBPS/B978848086076550014X/si2.gif
UlieeTognes,

Glicerol + ATP' 'alicerol-3-P + ADP





OEBPS/B978848086076550014X/si3.gif
H204 + cromé geno - —="'compuesto coloreado + 2H,0





OEBPS/B978848086076550014X/si4.gif
F: ster de colesterol + H,0 ¢ TS 0

1 libre + 4 cido sraso





OEBPS/B978848086076550014X/si5.gif
Colesterol libre + O, O lest-en-3-ona + H,O»





OEBPS/B978848086076550014X/si6.gif
fe Feroxidasa
H,05 + fenol + 4-aminofenazona - ——s""colorante quinona + 2H,0





OEBPS/B978848086076550014X/si7.gif
VDL — colesterol (mg/dl.)

nghee rdos (mg/dl.)/S; por ello





OEBPS/B9788480860765500254/gr9.jpg





OEBPS/B9788480860765500254/gr8.jpg
(ISR ImUD

10 20 30 4 sn\m\ 70

T, libre (pmol)





OEBPS/B9788480860765500187/si5.gif
Adenosing —desaminasa,

Adenosina + H,O’ el o 'Inosina + N





OEBPS/B9788480860765500345/gr2.jpg
Qe > em—)

Gendela
" distrofina
e -

Unién Repeticiones de  Uniéna - Unidn a sintrofinas

aactina__tipo a-espectrina_distroglucano y distrobrevina
Distrofina N N VAN C 427 kDa
Dp260 N I C 260 kDa
Dp140 N I C 140 kDa
Dp116 (apo-distrofina 2) N I C 116 kDa

Dp71 (apo-distrofina) NP C 71 kDa





OEBPS/B9788480860765500102/si10.gif
Rs lranslernna/log lerntna
100 x Rs Transferrina /ferritina





OEBPS/B9788480860765500345/gr1.jpg
S5erosing

n

Sarcoplasma
Distrofina





OEBPS/B9788480860765500345/gr5.jpg
Cromosoma 19

Region codificante (€U <37
Normal  (CTGhu<37 5 ————eee AAAA 3
(CUG: s0-150
——AAAA 3

ARNm
Suave  (CTOhsoto DMK

(CUGH 150-1.000
Clisica (CTG: 1501000 O ————AAAA 3

(CUGH> 200

Conekiiia TG 365





OEBPS/B9788480860765500345/gr4.jpg
Jbtencion de sangre
|
Extraccién del ADN
|
PCR maltiple
|
Electroforesis en gel

|

Anilicie

Paciente con ds
de los exone:

Ex6n 45
Ex6n 19
Exon 8

Exén 13
Exén 47

leciones
ya7





OEBPS/B9788480860765500345/gr3.jpg
N B — C  Funcional

R N

I

Distrofia muscular de Becker
mutaciones que no alteran el marco de
lectura y producen proteinas m3s cortas
y parcialmente funcionales

Distrofia muscular de Duchenne:
mutaciones que alteran el marco de
lectura'y producen proteinas no funcionales





OEBPS/B9788480860765500187/si1.gif





OEBPS/B9788480860765500187/si2.gif
Hipoxaniina + PRPP — IMP + PP1
Guanina + PRPP — GMP + PPi





OEBPS/B9788480860765500187/si3.gif





OEBPS/B9788480860765500187/si4.gif
Urato + O» < alantoina + CO» + H,O5





OEBPS/B9788480860765500102/si9.gif
TIBC(pemol /1)

D, 1 o [srm — translerrinadg /1.)|





OEBPS/B9788480860765500102/si8.gif
Indice hepitico de hierro = — b0





OEBPS/B9788480860765500102/si7.gif
Saturacion de hierro(%) = 100 x BH el





OEBPS/B9788480860765500333/gr8.jpg
Punto de aplicacion

0w

lmep

Normal *
Neonato

Anemia falciforme
Rasgo falciforme
Hemoglobinopatia SC

~al>

PHES

Normal T
Neonato €
Anemia falciforme

Rasgo falciforme. .
Hemoglobinopatia SC

pHE2






OEBPS/B9788480860765500102/si6.gif
UIBC Taitadido — Fe®"en exceso

TIBC = UTB:

[srm — Fe]





OEBPS/B9788480860765500102/si5.gif





OEBPS/B9788480860765500333/gr6.jpg
SV 8 ChOTURR s RTINS
dea-y p- globina

p-Talasemia: menor sintesis de f-globina
> -
5 - >

aTalasemia: menor sintesis de a-globina

HbA
a2p2

HoA
a2p2

HbA
a2p?

HbA2
202

HbA2
202

HbA2
a202

HF
azp

HoF

a2 ad
Hb Bart. HbH
vl B4





OEBPS/B9788480860765500102/si4.gif
lamponacido/reductor

Transferrina — Fe** — apotransferrina + Fe?*

Fe2t + reactivo cromogénico — complejo color






OEBPS/B9788480860765500333/gr7.jpg
et

(acoa)

()
Heterocigotico

(@-fa-)
Homocigetico

(o =)
Heterocigdtico

R

v
100% HbA

a
'
75% HbA

S0

50% Hb A

25% Hb A

0% Hb A

Normal

Portador silente
(asintomatico)

Rasgo talasémico
(anemia suave)

Enfermedad de |
hemoglobina H
(anemia grave)

Hidropesia fetal
ey





OEBPS/B9788480860765500102/si3.gif
CHCM(g/dL)

VOMf) « recuento de eritrocitos x (1072/1)
~ Hib(g/dL) x 100

CHCM(g/dL) =






OEBPS/B9788480860765500333/gr4.jpg
Mayor incidencia de Hb S





OEBPS/B9788480860765500102/si2.gif
<t L 1,0, — Fe'” +0H +-0H





OEBPS/B9788480860765500333/gr5.jpg
Hemoglobina A

o Desoxi
Hemoglobina'$
N






OEBPS/B9788480860765500072/gr8.jpg
FUOOUNG OF N DN N
Descenso de la (Na*]en tdbulo distal —__

Cétuas yurtaglomerdlares

Arteriolaeferente

Angiotensinégeno

Tyrlle-Hys-Pro-Phe

Tabulo distal

oteina X X-Asp-Arg-
‘Arteriola aferente

Angiotensina Corteza suprarrena

XX Asp-Arg-Val-Tyr-lle-Hys-Pro-Phe

Peptidilpeptidasa A

Aldosterona
jotensina I

AspArg ATyl s P e Resbarin





OEBPS/B9788480860765500084/si3.gif
_Jx[H7]
[HCOs )x[E






OEBPS/B9788480860765500072/gr9.jpg
iarrea y vomitos

|

Pérdida de sodio y agua PIa™Na" > 145 mEa/L

pla-Osm > 290 mmolikg

Descenso de liquido extracelular

/\

Actiacion Activacion del e
hipotalsmica renina-angiotensina
aldosterona
4
Pasopresina 1 Aldosterona

Retencion de agua Retencién de sodio

uriNa® < 10 mEqiL
urOsm > 600 mmolka





OEBPS/B9788480860765500084/si4.gif
AL I

pH = pK, + log






OEBPS/B9788480860765500072/gr6.jpg
W e T Compartimento
Filtado glomeryja intersticial
isoosmético

Acuaporina 3|

Orina
PGk 0N





OEBPS/B9788480860765500084/si5.gif





OEBPS/B9788480860765500072/gr7.jpg
Presion oncotica = presion hidrostatica

Normal

H0 H20
Presion oncotica__Presién hidrostatica

Presion oncdtica < presion hidrostatica |
~ Hipoproteinemia

& 6 B | p—

H0 Hz0
Presion oncstica  Presion hidrostética

Edema






OEBPS/B9788480860765500084/si6.gif
pH = 6.103 + 10g 35—

44 _mmol/
005 el i =

=74





OEBPS/B9788480860765500072/gr4.jpg
Osmolalidad {(mmolkg)

320

280,

Osmolalidad = 2 x [Na*]

130

Sodio (mmolL)

150





OEBPS/B9788480860765500072/gr5.jpg
‘Osmolalidad

> 285 mmolikg Desciende la
osmolalidad
Hipotélamo
CysTyr-Phe-Gln
i i
Cys——Asp
i
Pro-Arg-Gly

Menor eliminacién
Vasopresina—» | de agua en la orina
(orina hiperténica)
Hipdfiss posterior





OEBPS/B9788480860765500072/gr2.jpg
‘mmolL

200

160

120

EY

40

PO, ANANN;
4ados orginicor,
Cat e ‘

K

Cationes  Aniones

S

Cationes ~ Aniones

Bl





OEBPS/B9788480860765500084/si1.gif
HCOy 41 < H,CO5 < COs 4+ H-,0





OEBPS/B9788480860765500072/gr3.jpg
Osmolalidad - Osmolalidad
O intracelur tocer 0
baja
o) HO 20
O
Hio H:0

i i s





OEBPS/B9788480860765500084/si2.gif





OEBPS/B9788480860765500138/si8.gif
Cromé geno + Ha0s - ™ eromé geno oxidado+H,0





OEBPS/B9788480860765500072/gr1.jpg
Proteinas 3
HO  Nar @mmol)
HCO,

Compartimento plasmitico

(140 o) 59% del liquido total

Compartimento interstical:
359% del liquido total

2Nar 3K Compartimento intracelular
(10 mmolL) (150 mmoli) 0% del liquido total

Proteinas . Fosfatos





OEBPS/B9788480860765500138/si7.gif
(Glucosa-oxidasa 6
B-Dglucosa = écido glucurd nico

+2H,0 + 05 +H>0-





OEBPS/B9788480860765500138/si6.gif
(lucosa-b-p-deshidrogenasa
Glucosa-6-p e 6-fosfogluconato

LNADP* SNADPH +H "





OEBPS/B9788480860765500138/si5.gif
Hiexocinasa,

Glucosa + ATP' 'slucosa-6-p + ADP





OEBPS/B9788480860765500138/si4.gif
Soroitol-deshidrogenasa,
Sorbitol - NAD T AesaTORenast  tosa + NADH + H-






OEBPS/B9788480860765500138/si3.gif
- Aldnsireductasa

Glucosa + NADOH + H Teduelas rbitol - NADP





OEBPS/B9788480860765500138/si2.gif
pla-osmolalidad (mmol/kg) =2 x [pla-Na™ (mmol/L.)]+pla-glucosa (mmol/L) > pla-glucosa (mmol/L I





OEBPS/B9788480860765500138/si1.gif
Crlucemia media estimada (mmol/L) = |, 383 x HbA L





OEBPS/B9788480860765500357/gr3.jpg
Protefna 1
Translocacion






OEBPS/B9788480860765500357/gr2.jpg
Citocromo b





OEBPS/B9788480860765500357/gr5.jpg
btz i MELAS
poraminogi Mipata
Vemeid e oien g

Enfrmedad de Ligh, MELAS —ox Miopats, VELAS, LHON
Cardomiopatis —p. -y enfermedad dePakinion
creo, LHoN, MELAS,
mogsts, cardomopat,
sabetes  sorders
Cardomiopatay LHON
i
w0

LHON, MELAS, dibetes
ydstonia

fEntemedsd
e taghy
weLxs

oot €0
mopatiy
ey

T
et
D, e

viogibinus,
efermedad

el
deroitca \
ot ~ N

Niogata, encetalomioatia
Ve e =

/mem oo

Disbetes y sordera

™ uiony miopatia

S~ von

e —————
VELAS y CPEO.

+
nase s govermedsa o Legh
i pmmragprch





OEBPS/B9788480860765500357/gr4.jpg
oK
&5 -

oo L
co>

Segregacion asimétrica

oD

/ Segregacion asimétrica .-

OB en
sezo) o
o S

Ul

Heteroplasmia Lesion: poca capac
de producit Al






OEBPS/B9788480860765500114/gr11.jpg
HooC 'coon
(@2)8ilirrubina

Luz

(EE)-Bilirrubina





OEBPS/B9788480860765500357/gr7.jpg
P E LT heD T

Glucosa ~
piravato = Lactato

Lactato | 20
520
Pirwato 1
Citosol

Piruvato

+

Cadena respiratdria

Acetil-CoA
tocondria  ——__
Acetoacetato
QTS _pHidroxibutirato_$, 4
NAD* Acetoacetd

p-Hidroxibutirato





OEBPS/B9788480860765500114/gr10.jpg
Macréfagos

Bilirrubins
Hemo — Bilirubina tavect
G Bilirrubina, ~iorhns
directa
indirecta o> Heces

Higado gijiyping
Hepatits

UoP
glucuronil
transferasa)

Urobjinas Intestino’

Urbiinbgenos

|, Glucurénidos.
de bilirubina

Glucurénidos
de bilirubina





OEBPS/B9788480860765500187/gr14.jpg
Uracilo

Dihidropirimidina-deshidrogenasal

Dihidrouracilo

Dinidropirimidinasa

p-Ureidopropionasa

p-Ureidopropionasa

B-Alaning





OEBPS/B9788480860765500357/gr6.jpg
Glucosa

|

Piruvato






OEBPS/B9788480860765500369/gr10.jpg
Ganglissido  Globosido b
~.

/ Aviulfatasa A
~ Leucodistrofia
metacromatica
Glu-Ceramida Gal-Ceramida
(glucocerebrosido) (galactocerebrcsido)

B-Glucocerebrosidasa Galactocerebrosidas:
Enfermedad de Gaucher ‘Enfermedad de Krabbe

Fosforilcolina-ceramida s 43
(esfingomielina) [——

Enfermedad Ceramidasa
de Niemann-Pick Enfermedad de Farber

Esfinoosing + $cido araso





OEBPS/B9788480860765500187/gr13.jpg
rotato-fosforrbosi-
transferasa






OEBPS/B9788480860765500114/gr12.jpg
glucuronil
transferasa

Glucurénido

Glucurénido de bilitrubina

de bilirubina





OEBPS/B9788480860765500138/si9.gif
B-D-glucosa + NAD* ST oluconolactona

LINADH + 1





OEBPS/B9788480860765500187/gr12.jpg
‘Amoniaco (mmoVL)

150

100

50

~e— Control ~@~ Deficiencia

At





OEBPS/B9788480860765500084/si7.gif
HPO, + H' <« H,PO.

pl

6, 8





OEBPS/B9788480860765500084/si8.gif
Hiato anionis

= [Na"|+[K"] 1l THCO; |





OEBPS/B9788480860765500084/si9.gif
2210)
SO, = O s < 100





OEBPS/B9788480860765500357/gr1.jpg
Matriz mitocondrial

Espacio intermenibeane





OEBPS/B9788480860765500187/gr9.jpg





OEBPS/B9788480860765500187/gr8.jpg
060

050

040

030

020

010

<115

115

Creatinina (umol)






OEBPS/B9788480860765500187/gr7.jpg
‘srm-Urato (mmol/L)

05
044
03

02

o1

uimioterapla
D —

Limite de referencia

30 60 %0
Dise





OEBPS/B9788480860765500151/gr10.jpg
M1 orina

M2 orina

BPG A M K L

Incremento monoclonal de inmunoglobulinas.
19G de tipo A 1gG: 22,80 g/l





OEBPS/B9788480860765500151/gr11.jpg
EP G A M K L B8P G A M
Rishe —





OEBPS/B9788480860765500151/gr12.jpg
BP G A M K

L





OEBPS/B9788480860765500151/gr13.jpg
AT Sguos: R
250 250
2200 2200
€150 2150
0100 100
2 50 250
ot

0123456789101
desde of inicio del proceso

0123456789101
Dt dasdi-al ik Aut paesss





OEBPS/B9788480860765500187/gr2.jpg
1
Nudessido '\5—?'\’;\(
1
T

OH OH

Desoriadenosina

3 #y
T

i

AP 209 ATP

GP GDP TP

Ho o1

VP TOPTIP

%1

Gortp dsop ot
e
UMP aUDP dUTP

Nudestido

Desoxinuciestido





OEBPS/B9788480860765500151/gr14.jpg
Lectina

Antigeno-anticuerpo ‘ Superficie bacteriana

N

_Comventasac3
— = C3a+ C3b
CSa+ csn

Complejo de ataque
ala membrana

Atacién |
de tagocitos Lisis





OEBPS/B9788480860765500187/gr1.jpg
o b
. .
L, L,

purinas
Adenina Guanina Hipoxantina
o N o
”st\fl\w > fLNH
pomianes LA DS ik

Ehaen Blsates Uracilo





OEBPS/B9788480860765500151/gr15.jpg
= ¥
£
£ 84
So2
T8
S
£
3% 0
brcntaledeactiidad
s
Complemento

Eritrocitos. Lisis
et eniTIoy





OEBPS/B9788480860765500187/gr6.jpg
e

020 030 040

010





OEBPS/B9788480860765500187/gr5.jpg
ki
N)I
HOAN

-






OEBPS/B9788480860765500187/gr4.jpg
0%
Endogeno

4.5 mmol Uralncucu\ame\

Eliminacior
intestinal
Filtracion
3mmel - gomerular
Reabsorcion

y secrecién tubular

!

9.3 mmol o





OEBPS/B9788480860765500187/gr3.jpg
Ribosa-5F
PROPsitetasa |
PRPP
PRPP-amidotransferasa l

sitesis 5-Fosforrbosiamina
.
AV === mmm P —— == GMP
sn) Jsn |sn
Adenosina 222 inosina Guanosina
| e | o
Degradacién Hipoxantina Guanina
o
Guanasa
Xantina
xo

Rt e





OEBPS/B9788480860765500163/gr9.jpg
LR

a5
4,00
350
3.00
250
2.00
1,50
1.00(

2 3 4

Dias tras el trasplante





OEBPS/B9788480860765500333/si2.gif
HbFe*" + Fe' " (CN-)" — Hb)
HbFe* + CN~ — HI

T+ FeT(CN)g"
3eN






OEBPS/B9788480860765500333/si1.gif
Glucosa-6-P + NADP "= 6-P-gluconato + NADPH + H





OEBPS/B9788480860765500163/gr1.jpg
et
m - E——
XX

Necrosis Induccién Obstruccion

(el L

Al e i Sh






OEBPS/B9788480860765500163/gr2.jpg
Fosfatasa alcalina






OEBPS/B9788480860765500230/gr1.jpg
b

. . Troribo
Siiitomas  Perodo suclinico |PAENEBTOMANES

loura 23-1.  Desarrolio de Ia arteriosclerosis.






OEBPS/B9788480860765500163/gr3.jpg
CK-MM  CK-MB CK-MM





OEBPS/B9788480860765500163/gr4.jpg
CK-B8

CK-MB

Macro-CK
CK-MM





OEBPS/B9788480860765500163/gr5.jpg
1pse.1s <937

X D C oC_D

Cromosoma 1 Cromosoma 2
| |
I ! 1 [ T 1
Rivon  Higado  Hueso  Intestino  Células Placents
germw
Predominan en suero Pueden ser producidas

Do tumares





OEBPS/B9788480860765500163/gr6.jpg





OEBPS/B9788480860765500163/gr7.jpg
1-GT aminodcido

| Aminoscido

Glutation dsteiniglcin

wolutamilaminodcido:

Citoplasma





OEBPS/B9788480860765500163/gr8.jpg
-
<O
———rt
ra

sa





OEBPS/B9788480860765500096/gr8.jpg
b
Paratiina  TNF-a
Calatriol Osteoprotegerina

ucst \Q\ ST

Osteoblasto ¥ RANK-L

Osteoclaste

cims RANK
4





OEBPS/B9788480860765500096/gr1.jpg
0 mmolt

‘ Proteinas - Caz*

a— cat

I Ca?* en complejos.
&

5 mmol
10 mmol

25 mmol —§ 8. 15 mmol





OEBPS/B9788480860765500096/gr3.jpg
31 61 7 84

/1 84
S—C Proparatiina

a
Fragmento  carboxiterminal

o) (inactvo)
e —

Glandula paratioides

Paratitina

Fragmento
carboxiterminal

Metabolismo
hepaticoy renal |~ Fragmentos carboxiterminales

I Y





OEBPS/B9788480860765500096/gr2.jpg
< fmCattotl
Ham.Caie ool

Lism-Caretotal]
= formCar ool





OEBPS/B9788480860765500096/gr5.jpg
|cae w_“i%nm paratiroides.

Ipatatiina

<]

Rindn
@ _sintesis de 1,25- @
R onoookcieol Hueso
| Reabsorcien de Caz+ Resorcion 6sea
Absorcén de Cats | Reabsordén de PO
Absorcién de PO

Calcio incrementd en suero y en orina
AT ey el el Bakdeiplog AT





OEBPS/B9788480860765500096/gr4.jpg





OEBPS/B9788480860765500096/gr7.jpg
rormacion
Osteoblastos

Fosfatasa

alcalina Mineralizacir

Depésito de Cazry’
70,3 en e osteoide





OEBPS/B9788480860765500096/gr6.jpg
FIH (pmoliL)

100

10

Deficiencia Hipeyparatiroidismo

de vitamin:
Insuficienci
renal

o8

i

Hipoparati
primario

a D

ia

rcidis

o
1,06 1.26

014
09

il 1.2 13 14
Caldo Brios immolL}





OEBPS/B9788480860765500370/si2.gif
Catalasa,

L0+ 12 0,






OEBPS/B9788480860765500370/si1.gif
RH> + Or —9R(oxidado) + Ha0»





OEBPS/B9788480860765500370/si4.gif
Alamna-ghoxilato-

aminotransferasa
Glioxilato + alanina — slicina + piruvato





OEBPS/B9788480860765500370/si3.gif
Fipecolato-oxidasa

Lisina — — — — —» Pipecolato ~» Piperidina-6-carboxilato






OEBPS/B978848086076550031X/gr4b.jpg
Glucosa + Pi

Glucosa

Citoplasma

Glucosa i s e





OEBPS/B978848086076550031X/gr4a.jpg
s ol RO .

Glucosa-6-
fosfatasa

Glucosa6-P






OEBPS/B9788480860765500138/gr14.jpg
Deficlencia de insulina:

Degradacion de Lipdiisis

" aminoicidos
Hiperglucemia ~—— Gluconeogénesis  —— Glicerol /l

Acidos grasos libres

A

Hiperosmolaridad Cetogénesis
plasmética Diuresis osmética / l

pla-Osmolalidad Glucosuria

pla-Glucosa uiGlucosa (+) Cetonuria  Cetonemia

l uri-Cuerpos ceténicos (+) |
Perdidade | paic Acidosis metabdiica

lectroltos por orina | pla-Na+ sanpH
¢ lsan—(&
<an-CO'H-





OEBPS/B9788480860765500138/gr15.jpg
AfdesgRes

Sl (o ok _.®

Nape NADH +H'_ ch.cox cn, oo __§%
- ctoacetsto
Thidroxbutiato.
deshidrogenasa cHrCoch;
CHy-CH,OH-CH,-COO etona

B-hidroxibutirato





OEBPS/B9788480860765500138/gr12.jpg
bt il
|

Condensacion

NH
L
o
Transpasicén o
de Amadori o
—— o
o
CHoH
Cetoamina
r——





OEBPS/B9788480860765500138/gr13.jpg
Peptido C (mgl)

P—

Pkl Bt





OEBPS/B9788480860765500138/gr10.jpg
Glucosa (mmoliL)

30

)
[ ———t

Limite de referencia

EY 120





OEBPS/B9788480860765500138/gr11.jpg
Glucosa (mmoliL)
o s o w3

0

obrecarga oral con 50 g
de glucosa

Limite de referencia

60
Tiempo (min)

Glucosa (mmolL)

Sobrecarga oral con 100 g
de glucosa

6 120
Tiempo (min)

Limites de referencia

180





OEBPS/B9788480860765500138/si11.gif
F-mdroxibutirato

~deshidrogenasa
-Hidroxibutirato + NAD —=  acetato + NADH +H*






OEBPS/B9788480860765500230/gr8.jpg
Monocitos:
cosfolpido Placa vulnerable quimiotéctico
apoptosis

Proinflamatorio

oxidado






OEBPS/B9788480860765500370/gr5.jpg
CH0H Df CHyO-CO-R  Alquil-DHAP-  CHy-O-R
! aciltansferasa | sintasa |
=0 =0 =0

i i !
Chpop RCOCOA  CoASH gy op RiOH  RCO; (uop

DHAP

Peroxisoma

CHy-O-CH=CH-R;
i
Ry-CO-0-CH
|
CHy-0-P-0-Chy-CHy N(CHs);'
Plasmalégeno





OEBPS/B9788480860765500138/si10.gif
pH alcalina
Acetoacetato + nitroprusiato’ —  complejo coloreado





OEBPS/B9788480860765500370/gr6.jpg
Condrodisplasia
rizomélica
punctata de tipo 1

‘ Protefna PST1

Sindrome
de Zelweger

Compicjo G
tansiocacion SOMPIE
e deand g implcadoen

Espectio entrada de proteinas de
de Zellweger membrana del peroxisom:





OEBPS/B9788480860765500229/gr1.jpg
lamento fino

Tnc_ Tl Tt Agina Tropoosn

Filamento grueso
aias





OEBPS/B9788480860765500230/gr6.jpg
3P0 B1og

LDL

——— Compite con las LDL
por los receptores

. Compite con el plasminégeno
por la unién a la fibrina
stimula
a sintesis
dePALL

Red de fibrina

Endoteli

Depdsito en las paredes arteriales





OEBPS/B9788480860765500370/gr7.jpg
AGCML (C > 22)

|

Incremento
en suero

AdiCoA

Adl
sin

ALOP

o
~ ABCDI

Xa28





OEBPS/B9788480860765500230/gr7.jpg
(Célula muscular lisa

' S ‘ Tejdo
| adiposo
- i

Macréfago L6

|

Higado

|

Proteina C reactiva

|

Activacion del complemento

Desestabilizacién de la placa y aumento
P S .





OEBPS/B9788480860765500370/gr8.jpg
Pirvato
jA\amna—gl\oxn\a(e—amnmmnsﬁevasz

Alanina
coo
|
HCO
Glioxilato

Glicolato-
oxidasa

coo
|

coo

Oxalato





OEBPS/B9788480860765500230/gr4.jpg
Capsula fibrosa

E Core
lipidico

Placa vulnerable: Placa estable:
Cépsula estrecha con Capsula gruesa y resistente
tendencia a la rotura alarotura

Core grande con Core pequefio con colestero

colesterol v oblulas inflamatorias





OEBPS/B9788480860765500230/gr5.jpg
No fumador
No diabético
Hombre

Colesterol total
3,88:5,15 mmolL.

Fumador
No diabético
Hombre
Colesterol total
3,88-5,15 mmollL

No fumador
No diabético
Hombre

Colesterol total
6,46-7,74 mmollL

No fumador
No diabético
Mujer

Colesterol total
6,46-7,74 mmolL.

No fumador
Diabético.
Hombre
Colesterol total:
6,46-7,74 mmollL

No fumador
Diabético
Mujer

Colesterol total
6,46-7,74 mmollL.





OEBPS/B9788480860765500230/gr2.jpg
Monacito

) _t i

VoA 2 3y, 2 Adhesion
ICAM-1
Selectina
ol e e QUG
Endotelo actiado © 3. Diapédesis
4 Intima
i =3
v musdtores.

Macrofago

Media





OEBPS/B9788480860765500230/gr3.jpg
8
oL

Lumen
IOL()——@ DLoxdadss facoresde _Intima

R crecimiento Proliferacion y
jtocinas,  migracion celular
Erzimas ~ Formacion de

matriz extracelular






OEBPS/B9788480860765500229/gr7.jpg
Tyt

ANP

/Ho,o

Auricula

Ventriculo,





OEBPS/B9788480860765500229/gr6.jpg
Incremento relativo

3

it

\CK-MB

Mioglobina
T cia percentil 99)

2 a8 72 9% 120
e i it





OEBPS/B9788480860765500229/gr9.jpg
Edad (afios)  Existencia de Insuficiencia Cardiaca Congestiva Aguda

<50
5075
575

Valores de NT-proBNP 300

4.000°

3.000

2,000

Elecsys proBINP: NT-proBNP.
concentracion media (pg/mL)

1.000-

1CC aguda

Clasificacion NYHA






OEBPS/B9788480860765500229/gr8.jpg
Cardiomiocito ~ Pre-proBP 134 a3

ZS 108
: c
N ProBP 108 aa
Creaion 2 o
NT-pro-BNP.
4 7%, 22
e N 32
762a___Inactivo Acivo €
“typ 120 min 417 20 min
orina Receptor de

endopeptidasas





OEBPS/B9788480860765500229/gr3.jpg
MM O IRNTR
Isquemia aguda

Sindrome coronario agudo
Dolor torécico

Negativos Positivos Elevacion del Sin elevacion de

Angina  Infarto agudo
.- T Syt i v





OEBPS/B9788480860765500229/gr2.jpg
— Descenso de la PO, —»

Descenso de
R 12 perfusion Oclusién ——+ N«;osns

Angina Angina inestable — Infarto

2,

Sindrome coronario agudo

Alteracion del ECG
Uiberacion de






OEBPS/B9788480860765500229/gr5.jpg
Mortalidad (%)

30
2
2
15
10;

<0,004

0,004-001  001-0,02
T (ng/l)

50,02





OEBPS/B9788480860765500229/gr4.jpg
e s Membrana
as troponinas celular

-SsERTEDeNR, -
=

oIt

Circulacion

4] Lberscionde s Lberacion de lafraccion miofibritar

fraccion citosolica

<inl (umgl)

Limite de referencia

12 2 % w8 e T2 84 %
O





OEBPS/B9788480860765500199/gr3.jpg
@ nrrios

hepéatica

Zona periportal:
[0, elevada
INH elevada






OEBPS/B9788480860765500357/si1.gif
Piruvato 4 NADH 4+ H* 2 lactato = NAD





OEBPS/B9788480860765500199/gr2.jpg
ey
Sinusaide. / de Kupftyr

B
el [T o —SIESpacio deDisse

. nn

Canaliculo biliar Hepatodto





OEBPS/B9788480860765500321/gr5b.jpg
HCO5 + glutamina
NHg* + HCO5™

ek g Carbamoil-P-
sintetasa |
Carbamoil-P Carbamoil-P
‘
Orotato -

|

Eliminacién renal

Uridin-5*facfato.





OEBPS/B9788480860765500199/gr5.jpg
Macréfagos

Hemo —— Bilirrubina

i (o

i
Higado Bilirrubina

UDP-
glucuronil-transferasa

Intestino

Bglucuronidasa

Urobilinégenos
Glucurénido

de bilirubina
oy Putas





OEBPS/B9788480860765500321/gr5a.jpg
7
<

Sano  Enfermo

Hijo varon: i lleva el
cromosoma alterado
e la deficiencia

Sana no
portadora

b

Inactivacién del cromosoma X al azar






OEBPS/B9788480860765500199/gr4.jpg
P ——






OEBPS/B9788480860765500163/si16.gif
Glucosa — 6 — P 4+ NADP 26 — fosfogluconato + NADPH + H*+





OEBPS/B9788480860765500199/gr7.jpg
Higado

4 Extraccién
hepatia
Vena porta Conducto billa
e 1. Excrecion bilar
portal

(Ve





OEBPS/B9788480860765500163/si17.gif
Adentato-cinasa

2 ADP’ 'ATP + AMP





OEBPS/B9788480860765500199/gr6.jpg
Bilis OH
Lo Loon
o o Ho on
Acido célico Acido quenodesoxicslico
| Fedesiaorion l
intestino OH'
HO HO

Acido desoxichlica

Acido litoclico.





OEBPS/B9788480860765500163/si18.gif
Foslatasa a cida prosta nica = oslatasa a cida total — Poslatasa a cida tartralo — resistente





OEBPS/B9788480860765500199/gr9.jpg
Células de Kupfer
activadas

Citocinas

Radicales libres
Células de to—————————— = Miofibroblastos

|

Colsgeno
Fibronectina
Metaloproteasas






OEBPS/B9788480860765500163/si19.gif
CP/Mg™ /pH 5.4

e oo Al s
4 — Nitrofenilfosfato "4 — nitrofenol = fosfato





OEBPS/B9788480860765500199/gr8.jpg
Hepatitis virica (olestasis intrahepatica

30- 14
25
&80 2%
8315 §s
2® g®
5810 58
§ s §
5 o - 2
01234567 01234567
Semanas Semanas
—AT | | ——AST —ALT ‘
—AT - E—






OEBPS/B9788480860765500370/gr1.jpg
roteina PST2
Reticulo Proteina PST1 e
endoplésmico AJ" sl
PExs
l @ e
Peroxinas de

membrana

Fision
mediada
porPex!l  importacién de
fosfolipidos y proteinas
de la membrana

v de la matriz

Peroxisoma






OEBPS/B9788480860765500370/gr2.jpg
Proteina
bifuncional

R-CH,-CH,-CO-SCoA ==
Hzoz AN

AdkCoh-" _Zap ) C
0

oxidass,
FADH,

R-CH=CH.CO-SCoA
H0
Ciclos de p-oxidacién

Enoil-C
hidratasa

R-CHOH-CH,-CO-SCoA
Hidroxaci-CoA- |~ NAD*
deshidrogenasa [~ NADH HS-CoA

R-CO-CHy-CO-SCoA R-CO:SCoA /
Tiolas
CHy-CO-SCoA

Peroxisoma
a— Acil-CoA (C <8)

Adicarntinas 4= M






OEBPS/B9788480860765500370/gr3.jpg
t

N Acido fitanico

N Acido pristénico
THC

NAGCML
Addo fiténico

AGCML Acdo pristénico

Addo fténico THC

Addo prsténico

THC





OEBPS/B9788480860765500357/si2.gif
p-Hidroxibutirato-

deshidrogenasa
Acetoacetato +~ NADH + 1 = £ — hidroxibutirato + NAD*





OEBPS/B9788480860765500370/gr4.jpg
Ao tinico

tanciCon

croxttanoiCo

rstansl

Acido pristénicd

b Bl

/! |
_cu,AH_coo
oo Mo "o
Ak Co s d sdos s
oo

I =
PP

cHy s G Gy
g H,og( i Prag g OO

Fianod.Co hidanlsza

I

o [ o 1~
20 20 2O e e, o
P Mg M o Mg e O
on
Hidosianoi Con sa
[ »«, s "
A o ar o e
[P —
[ i [ ~,
Oy 2O 2Oy O

"

—— pidacer





OEBPS/B9788480860765500096/gr10.jpg
bt A
coLim

e g
col coLinz oL 1A
.- - .

oL
Sintesis de cadens l
i

coLiat
s anémalas

Menor sintess
de cadenas a,

B Do
B P
g

Colageno normal
enbaja cantida
e = it





OEBPS/B9788480860765500163/si12.gif
LArboxipepticasa Larboxipepticasa

CK-MMa + Lys PP o MMy + Lys

CK-MM





OEBPS/B9788480860765500163/si13.gif
(arboxipeptidasa
CK-MB~ " ERepHaess

MB; + Lys





OEBPS/B9788480860765500163/si14.gif
L ATP





OEBPS/B9788480860765500308/gr1.jpg
oeno
Edad
Enfermedades
Factores psicol6gicos
Estado vital
Alimentacion
Factores ambientales

Equillbrio nutricional





OEBPS/B9788480860765500163/si15.gif
ATP + slucosa—s ADP + glucosa — 6 — P





OEBPS/B9788480860765500308/gr3.jpg
F

acores NN S Factores
mbieniaes Acumulacit Tm sceal genetis

Alteracion secrecion adipocinas.

Tnsulinorresistencia
Hipertension ] Disipidemia

Diabetes





OEBPS/B9788480860765500308/gr2.jpg
Tejido

Aminoacidos
Lactato Acdos grasos

/

Higado —» Hipercetonemiz

Mantenimiento
de la glucemia





OEBPS/B9788480860765500163/si10.gif
Piruvato 4+ NADH <+ H





OEBPS/B9788480860765500199/gr1.jpg
Conducto bilar
Avteriols hepanca\
N

§

RO 68 S8O0F eI
@y oot s snusoides

2

Vena hepitica

O i s i cenino

entre los hepatocitos





OEBPS/B9788480860765500308/gr5.jpg
Gluconeogénesis
hepatica

o
Captacion de

glucosa

Trimero Hexamero)

Pared vasaular X
esion y migracion
& demacrofagos

Alto peso -
molecular ‘musculares lisas
olecular vasculares





OEBPS/B9788480860765500163/si11.gif
C HY
Creatina + ATP ™ Creatina-P 4 ADP
CK/ Mg /pH 6,7






OEBPS/B9788480860765500308/gr4.jpg
FYUNO - Ingesta

e /o

Regulacion del Termogénesis
peso corporal Lipdlisis
Prmaim—





OEBPS/B9788480860765500412/fx1.jpg





OEBPS/B9788480860765500308/gr7.jpg
Macréfagos

8_

Vetaloproteasas de matriz
116, TNF-a

Amiloide, Proteina C reactiva
Fibrinogeno, PAI-1

Adipocito
Molécuasde E€tado i
e (¢ proinflamatorio  TNf

i Ls

Células endoteliales

Células musculares
PrasppnRoter g





OEBPS/B9788480860765500308/gr6.jpg
PUMAR

Comws wo u®w

Sobrepeso
IMC: 25-29,9

Obesidad
de grado I
IMC: 30-34.,9

Obesidad
de grado Il
IMC: 35-39 9





OEBPS/B9788480860765500308/gr9.jpg
Acido sidlico N-oligosacirida

YU yy Yy






OEBPS/B9788480860765500308/gr8.jpg
CH-CH,0H \
0,+NADPH3 H*

N Najcohol.
NADHote +Jteshidrogenasa  Yoveaet
NADP'42H,0
|dehido-
Jdeshidrogenasa
CHyCO;
Erceso de NADH
comsumode  ——— —_—

etanol AD





OEBPS/B9788480860765500163/si27.gif
Glicerol — ™ ihidroxiacetona — P + HoO»





OEBPS/B9788480860765500163/si28.gif
Glutamato-deshidrogenasa,
2-oxoglutarato + NADH + H* ISR o lutamato + NAD*






OEBPS/B9788480860765500138/gr16.jpg
Producta de
gucosiacin sureado ‘ \
| Diaciglicerol N
Radicals lbres
mcionde eniaces
il 8 Sorbitol Uridia difosfato N-acetiglucosaming
Proteina Proteina-cinasa C

Retinopatia diabética
Nefropatia dabética

ooy meccatai st dibblin:





OEBPS/B9788480860765500163/si29.gif
' —Nucleotidasa,

—_ AMP®

'adenosina <+ fosfato





OEBPS/B9788480860765500138/gr17.jpg





OEBPS/B9788480860765500187/gr11.jpg
Hipaxantina NH,

t ATP
fhcking 4 ioadenila
A Y/ desaminasa gp

~Adenosina « — AMP

Asp + GTP
.. Fumarato o\ Adenilosuccinato- fdenilosuccinato
- liasa sintetasa

o Adeniosucdnato GO+ Pi





OEBPS/B9788480860765500187/gr10.jpg
NN
¢$ Aaenma desaminasa

oM
on
Desoxiadenosina Desaxinosina
( GAMP - -» dATP

o e

RibonucleStido-  AMP-desaminasa  S-adenosilhomocisteina-
reductasa 5"Nudleotidasa hidrolasa

g

oelulae'y humoral





OEBPS/B9788480860765500059/si1.gif
Scnsidilicad X preva encla % 100
VPP (%) = rmiidr el T e ot e Tl






OEBPS/B9788480860765500059/si2.gif
Eapectlicidad x {1 - prevaiencia) 100
VPN (%) = e ] X






OEBPS/B9788480860765500059/si3.gif
" vE
Sensibilidad (%) = ————— x 100

VP +IN

Bspecificidad (%) = - x 100

sspecificdad (%) = G ¢
VN + VP

iencia (%) = ——— 100

VP + FP + VN = FN





OEBPS/B9788480860765500096/gr11.jpg
i3 54 ELISA de 2.2 generacidr

" 4)
C——
ELISA de 3.* generacion
—





OEBPS/B9788480860765500394/gr11.jpg
— .- Fratraxing
n
Exon 1
s
S

Normal: 6-26 repeticiones ~ Patolégico >40 repeticiones.

Fe
il






OEBPS/B9788480860765500059/si4.gif
Sensibulidad (° (85/103) =82, 3%





OEBPS/B9788480860765500394/gr10.jpg





OEBPS/B9788480860765500059/si5.gif
Bspeciheidad (%) = 100 > (101 /110






OEBPS/B9788480860765500059/si6.gif
Ncencia (%) = 100 < (85 4+ 101)/213] = &/,






OEBPS/B9788480860765500059/si7.gif





OEBPS/B9788480860765500059/si8.gif
Indice de individualidac

CVy/CVg





OEBPS/B9788480860765500059/si9.gif
CVip = (CVa2 + CV2) ' °






OEBPS/B9788480860765500278/gr7.jpg





OEBPS/B9788480860765500229/gr11.jpg





OEBPS/B9788480860765500278/gr6.jpg
Protelna enlazante de cortisol

I

Receptor Progesterona

[l
PN

Receptor+— Testosterona Estradiol Receptos

N A

Globulina enlazante
de hormonas sexuales





OEBPS/B9788480860765500229/gr10.jpg
Necrosis

/\

—

B e .\mwrdmrnc
! l cTnT./‘dan(

Fragmentc
de cTnl Circulacién

Fragmento
de Tl






OEBPS/B9788480860765500278/gr9.jpg
Uretra

Conducto

deferente Vesiculas seminales.

retra Préstata
pene.

Epididimo

Testiculo M Dependiente de testosterona

W Dependiente de
A





OEBPS/B9788480860765500278/gr8.jpg





OEBPS/B9788480860765500163/si23.gif
NADH +H" + NBT (precipitado) — NAD " +NBT reducido





OEBPS/B9788480860765500278/gr3.jpg





OEBPS/B9788480860765500163/si24.gif
APasa,
1.2 — Diglicé rido + H,0 2

monogliceridol + 4 cido graso





OEBPS/B9788480860765500278/gr2.jpg
“IOMER S TOPE

Fimbrias
Foliculo*”

Teg2 Vagina

Oocito

g





OEBPS/B9788480860765500163/si25.gif
Vienoaciiglicerido-lipasa
— Monoglicé rido + H,O ElenoIPS, licerol + 4 cido graso






OEBPS/B9788480860765500278/gr5.jpg
My "

Receptor LH Receptor FsH
Teca Granulosa
Colesterol
f # Androstenodiona
/ cvero
/ (aromatsa)
v /
Androstenodiona / Estradiol

=





OEBPS/B9788480860765500163/si26.gif
Glicerol + ATP T2 licerol —

—P+ADP





OEBPS/B9788480860765500278/gr4.jpg
b
| o
Hoognansiona

cvpiz 3pHED

B-HWJO-Desmalasa
Estrona ~——— Androstenodiona
cvig

| [ oo

Estradiol +————— Testosterona ————————= Dihidrotestosterona





OEBPS/B9788480860765500163/si20.gif
J; ettt
4 — Nitrofenol 254 — nitrofenolato





OEBPS/B9788480860765500163/si21.gif
-
carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina—s-

y-Glutamil-3.

carboxi-4-nitroanilina + y-glutamil-glicilclici






OEBPS/B9788480860765500278/gr1.jpg
e e ol AT

spermatocito
primario (2n)
Espermatocito
secundario (n)
Espermatide (n)

Espermatozoide (n)

Primera dvision

meiética
Segunda division meiética
Célula de Sertoli

Células de Membrana basal del
L eydig o aipmuntvir-imly






OEBPS/B9788480860765500163/si22.gif





OEBPS/B9788480860765500382/gr9.jpg
Semialdehido glutémico

RI—CO  HN—R2
N i

o
|
H,

Nitracion
NO

OH

B R i





OEBPS/B9788480860765500382/gr8.jpg
Radicales |Mhpasa A

Esteres de isoprostancs ‘Addo araquiddnico
lc iclooxigenasa

Fosfolipasa PaG2
A L

8-i50-PGF,, PGF,.





OEBPS/B9788480860765500047/gr1.jpg
o
el pa

Solcitud de test

Obtencion del
espé

Cuantificacén

Decisién clinica

EREPE
laboratoreo cental

Solctud del test Fase preanaliica

dentificacon del paciente

Obtencin del

denticacion
espécimen d

Tansporte al
el espécimen aboratorio

a— Recepciony

dasificacén
oldactn del
Cuanifcacén 2 Faseanatitea
Fase postanalitica

Entrega delresultado

Decisén cinica





OEBPS/B9788480860765500047/gr3.jpg
Anticuerpo
control .

Anticuerpos

de S

deteccion

Anticuerpo
marcado >

Pocillo para
adicionar la
ety

" Analito
9|






OEBPS/B9788480860765500047/gr2.jpg
Consultas.

Plantas
Quirsfanos

upervision
Validacion de resultados
Registro en la historia






OEBPS/B9788480860765500047/gr5.jpg





OEBPS/B9788480860765500047/gr7.jpg
‘Absorbancia

10-

01

001

Absorbanaa /Absorbancia
n60P —Cavoshemogiobna <0 ¢l e
1 —Oxhemoglobina
— Desoxihemoglobina
— Metahemogiobina

800

Longitud de onda (am)





OEBPS/B9788480860765500047/gr6.jpg
_
Plasma: 93% de agua / H
Sangre total

Hematies: 73% de agua 83% de agua

Los compuestos hidrosolubles, cormo la gucosa o los
electrolitos, estarén el 10% més concentrados en el
hans s irls s bt





OEBPS/B9788480860765500321/gr14.jpg





OEBPS/B9788480860765500321/gr12.jpg
Extraccion
del ADN

—— PCR = Hinf | ——

By e cona

Electroforesis en
gel de agarosa






OEBPS/B9788480860765500321/gr11.jpg
[srm-Met]
[srm-Heys]

\ ur stl/v Metionina

N, N'“-meu\tn- Metionina- :

sintasa

srm-Heys]

[ur-Hoys] Meti- Bv\

[Eri-THE] Homocisteina

N meul THE
Cistationinap-

sm-Met] sintasap{srm-Met)
fsrm-Hoys) [sm-Hoys
ur-Hoys] {uriHeys]

[uri-metiimalnico]
Cistationina





OEBPS/B9788480860765500321/gr10.jpg
Metionina
7=
THE Aceptor
[ Metitransferasa
THF sintasa S-Adenosilhomocisteina

Mmskl }Me«n-s.\ (B

R Homocisteina

Transulfuracién

Serina ~ | Cistationina
sintasa

Cistationina

Remetilacion
I Cistationinasa

Cistelia + NH," + a-cetobutirato





OEBPS/B9788480860765500047/gr4a.jpg





OEBPS/B9788480860765500047/gr4b.jpg
Test negativo para

metadona Test posiio para

tetrahidrocannabino

Banda de control
Zona

de test | panda de deteccion

Pocillo parala orina






OEBPS/B9788480860765500382/gr5.jpg
0,

0





OEBPS/B9788480860765500382/gr4.jpg
No

]

N,03
(Triéxido de
nitrbgeno)

0

ONOO™
(Peroxinitrito)

e

HONO,
(Acido peroxinitroso)

NOy" (Nitato)
NO* + OH-
(lon de nitronio)

*NO,* #OH
(Ditxido de nitrégeno)





OEBPS/B9788480860765500382/gr7.jpg
0% "0
Malondialdehido

4-Hidroxinonenal

OH
Peréuido lipidico





OEBPS/B9788480860765500382/gr6.jpg
Arginina






OEBPS/B9788480860765500382/gr1.jpg
e b
(Hidroperoxilo )

e
0,
(Anion superxido)
hv l e
o, e
(Oxigeno singulete) 1,0,
(Per6ido de hidrgeno)

H‘N
€ H,0

“OH
(Radical hidroxilo)

0yt





OEBPS/B9788480860765500382/gr3.jpg
THGUMAS.

Acetilcolina
Cizallamiento

Célula
endotelial

MPc

TP ———
Guaniato-
ciclasa

' inhibicén dela
@PITEN NS agregacion y de la
\ adhesin plaquetsri

it i Tars:

Relajacion





OEBPS/B9788480860765500382/gr2.jpg
0,
 Galmogulina

Avginina N\ - NADP
Hemo BH4 L

Citrulina A EINY > naDP!
N





OEBPS/B9788480860765500035/gr12.jpg
Sonda T
ADN

g

S

‘Clbador

Log fuorescencia

=3
nda 2

Umbral

pcr

AON

P

Detector

Btagtn
ansferenca_~, 7
Elongaaon mision
Meseta
I/
& “





OEBPS/B9788480860765500072/si4.gif
Hiato amo nico (mmol/L) = [Na™| 4|






OEBPS/B9788480860765500035/gr13.jpg
FIOMOGGo pors Rt 2o d

SR
i i

PCR y andliss de las cunvs de fusién

(<cfran
(dan
(-

L AN

e Tt s






OEBPS/B9788480860765500035/gr10.jpg
SR
5 oompicase

¥ e §
¥ . E
pom—

.

Cebadgres

ADN

Desnaturalizacén.

Hibridacien

L

Elongacion

ADN ampificado





OEBPS/B9788480860765500072/si2.gif
Osmolalidad (mmol/ke H,O) = 1, 86 x [Na" ] + [elucosa] + Jurea] + 9





OEBPS/B9788480860765500035/gr11.jpg
indam e 255 SLCoMs

Eraccion
_delAON_ —-3‘ z u-mmamn

& {RIRITRH s}
Ciulzs Gende TYMS 3

de pacierte b





OEBPS/B9788480860765500072/si3.gif
Osmolalidad (mmol/ke H,O)






OEBPS/B9788480860765500035/gr16.jpg
oy
]

560000

9]

i decon
] el

i

T~
5
=





OEBPS/B9788480860765500035/gr14.jpg
ST g S AN —
40N peknerza DBapts,,
Cotua
2 Dessrazacin g
e

2 anies

sccaTcoans
maccatcaar

MeccATcs#
maceatcs





OEBPS/B9788480860765500035/gr15.jpg
e e

Eectotoress -==
Somarszants Tostsencs | = = = | exposcen
ol " |2 8=

el depotaciamda Merbrana petcs






OEBPS/B9788480860765500072/si1.gif
Osmolalidad = mmol de soluto/Kg

e agua






OEBPS/B9788480860765500151/gr8.jpg
Prealbimina —

Bandat — 5

LR Suero





OEBPS/B9788480860765500199/gr10.jpg
AIEQENS O
superficie
(HBsAQ) | Cublerta

Antigeno core:
HacAg)
ADN-
polimerasa

TN |Meceocspsie





OEBPS/B9788480860765500151/gr9.jpg
Produccion monocional

e -,

Produccién policlonal -
@O<D—=<
@< B
O @< <TI0





OEBPS/B9788480860765500151/gr6.jpg
hiciosso, iosmicacd
Haptoglobina

Complejo haptoglobina-hemogiobina






OEBPS/B9788480860765500199/gr12.jpg
AFPlngll)

o
. Disgnsstico de
hepatocarcinoma
150 l
100
50
. ks, OO Limite de referencia

u 9% 98 0 4 F A b E M M
06 06 06 07 07 07

Tiempo (Fecha)





OEBPS/B9788480860765500151/gr7.jpg





OEBPS/B9788480860765500199/gr11.jpg
\ Incremento
\, de AT

o] —
oo | p—
YN, | p—

woers |

esag

0246 81012

ki ik e i

Fase cronica
Incremento de ALT

Ants
Antic total | —
oM Anti+iec |

Heeg

HBsAg

B v b





OEBPS/B9788480860765500084/si11.gif
HHb + O; <« Hbt

+H





OEBPS/B9788480860765500084/si10.gif
FO,Hb = 1200
FO; Hb 10, Hb |+ HHB]





OEBPS/B9788480860765500151/gr1.jpg
VA

] mieloma '

m/ulnn\s Ej.: deshidratacién
Sintesis de proteinas Eliminacion
\ Volumen plasmético

| . enfermedad
G priemedd g embaazo  renal

\ +





OEBPS/B9788480860765500084/gr4.jpg
Puimones






OEBPS/B9788480860765500151/gr4.jpg
Prealbimina W
AlbGmina

TOR Tises





OEBPS/B9788480860765500084/gr3.jpg
.m0 s/

Componente Componente
espiratorio metaboiico
Eliminacion de CO; Eliminacion de HCO3

rapida lenta





OEBPS/B9788480860765500151/gr5.jpg
Bisalbuminemia

Unién a
biliubina





OEBPS/B9788480860765500084/gr2.jpg
Acidos:

lactato, €Oz,
sulfatos,
fosfatos, etc
Bases:
NH3,HCO3, ete.

7,38 pH:7 45






OEBPS/B9788480860765500151/gr2.jpg
3:65%

235%
ap-Antitripsina
ay-Glucoproteina dcida

oA Transferrina
3

|

@1 Albimina

8-14%
Ferroxidasa
Haptoglobina
»Masoakibulis





OEBPS/B9788480860765500084/gr1.jpg
Alvéolos pulmonares
PO 100 mmHg
PCO;: 40 mmHg

Tejidos
POy 20 mmHg
PCOy: 60 mmHg





OEBPS/B9788480860765500151/gr3.jpg
.,--
o !

L

-§ 1





OEBPS/B9788480860765500084/gr8.jpg
g

1PCO,
123006

4 Temperatura

Mayor
afinidad

Menor afinidad

Lo

50,
12,3006
Temperatura

<P PO, (mmHQ)





OEBPS/B9788480860765500114/gr5.jpg
o ka 0+ NADRH 1 *
€O+ H0 + Fe's NADP

Ll B

NADPH + NADP*

Biverdina-reductasa

[





OEBPS/B9788480860765500084/gr7.jpg
L

40- B 40 o
Comparsadon™
2 TlNCOs]
& i
H
l‘n(o;l K
% Compensacon ¢
. PCOz -
i
e E e 78
r LR
2 3
g H
H £
5 g
5 s
=






OEBPS/B9788480860765500114/gr6.jpg
Maaréfagos

Hemo ——— Bilirubina

Sangre
Biliubina-albdmina

Higado
< Bilirubina UrbilinasIntestino

i

UDP-glucuroni Urobilinégenos
Upp+|transferasa 1

UTP-glucosa

MOAl | Glucurdnidos
Glucurénidos e bilirubina de bilimubina






OEBPS/B9788480860765500114/gr7.jpg
~Aldumina.

Bilirubina no conjugada
liposoluble.

Reacciona lentamente con

el cido sulfanfico diazotado
No aparece en orina

Bilirubina conjugada:
soluble en agua.

Reacciona répidamente con
el 4cido sulfanilco diazotado
Puede aparecer en orina.





OEBPS/B9788480860765500084/gr5.jpg
1HCOs] (mmoliL)

23

2

Aldlosis

[Metabolica
PCO,!
Acidosis AL o
respiratoria PCO,
‘ 35 mmHg
il Alcalosis
respiratoria
. Acidosis
“metabsSiica

7





OEBPS/B9788480860765500084/si16.gif
actato + NAD ' < piruvato + NADH + 11






OEBPS/B9788480860765500114/gr8.jpg
Hemolisis

Macréfagos
Hemo —s Biliubina

Sangre

turobilinégeno
—s Orina

Heces

Higado

Bilrubina Urobinas Intestind

UDP- 1
glucuront Urobilinégenos
transferasa
M t
Glucurénidos glucurénidos
de bilubina de bilimubina





OEBPS/B9788480860765500084/si15.gif
Lactato-oxidasa

Llactato + 05— “piruvato 4 Hy0;
HaOs — 2H 05 4+ 26





OEBPS/B9788480860765500114/gr9.jpg
Macréfagos.
Hemo — Bilirubina

Sangre

Biliubina,
indirecta

directa - Heces

Higado
Biirubina

uor
glucuronit Urbilinégenos
transferasal I

Glucurénidos Glucurénidos
de bilirubina debilirubina






OEBPS/B9788480860765500084/si14.gif
Oy total (mmol/l.)

0,03 x PCO» + |






OEBPS/B9788480860765500084/si13.gif
[HCO: ] (mmol/L) = 0,03 x PCO, x [QWPH5I03






OEBPS/B9788480860765500084/gr9.jpg
‘o de saturacion de O,

e

50,

Hemoglobina normal

Carboxihemoglobina

50 100
PO, (mmHg)





OEBPS/B9788480860765500084/si12.gif
)y + Hy0 < H,COy <= HCO4 + 1T





OEBPS/B978848086076550014X/si10.gif
C olesterol no HDL., = colesterol total — HDI





OEBPS/B9788480860765500163/si2.gif
Inosa-1-ison

Dihidroxiacetona — P -aldehi do-3-P






OEBPS/B9788480860765500163/si1.gif
ructosa- 1, 6-P " dihidroxiacetona-P + sliceraldehi de






OEBPS/B9788480860765500163/si6.gif
At
Aspartato + a-celoglutarato ———s glutamato + oxalacelato






OEBPS/B9788480860765500163/si5.gif
AL
piruvato + glutamato—— alanina + o-¢

oglutarato





OEBPS/B9788480860765500163/si4.gif
o Amtlasa/ptl 6,
2 — Cloro — 4 — nitrofenil — o — D — maltorriosa” — 2 —cloro —

glucosa +2 — cloro — 4 — ritrofenl — maltos:

— nitrofenol maltosa +






OEBPS/B9788480860765500163/si3.gif
Glicerol-deshidrogenasa
2Dihidroxiacetona — P + NADH + 2H* o imaensa, . cero-






OEBPS/B9788480860765500163/si9.gif
Al
Aspartato + o — cetoglutaralo—glutamato + piruvato






OEBPS/B9788480860765500163/si8.gif
Oxalacetato 4+ NADH 4+ H' s malato = NAD






OEBPS/B9788480860765500163/si7.gif
Al
Aspartato + @ — cetoglutarato—= slutamato + oxalacetato





OEBPS/B9788480860765500035/gr9.jpg
woforesis [ |
Desnaturalzacion | | | | || Geldeagaros
1

ADN de a muestra

RRANATS
i
101 1] et
Membrana Transferenda i nitrocelosa
e LT
orcion I [ pacls
s 1 1
oo~ |l
Sons g AN Yo

e i e e





OEBPS/B9788480860765500291/gr12.jpg





OEBPS/B9788480860765500291/gr13.jpg





OEBPS/B9788480860765500291/gr10.jpg
CA 125 (UVmb)

60;

40

20

‘Lirugla + quimiaterapia

Limite de referencia

Exploracion quirdrgica

o 1 2 3 4 5 9 14 17

Gokian slnside o 2o il ast





OEBPS/B9788480860765500291/gr11.jpg
CATS-3(mUlL

25
200
175
150
125
100
75
50
25
o

lQuimioterapia
2y 2

Cambio de quimioterapia

Cambo de quimioterapia

|

Limjte de referencia

)

2

5 24 28 32 36 43 48 50 53 56 59

PPN ST - A o





OEBPS/B9788480860765500114/gr1.jpg





OEBPS/B9788480860765500011/gr5b.jpg
78ml SmL 15mL

10mL





OEBPS/B9788480860765500114/gr2.jpg
Sucdni-CoA + gliina
SALA. smus:l

PBGsintasa
SALA sALA =3

sAA

3 P86\ higroximetibilano-sintas

Hemo
Hidrcximetibiano-
Ferroquelatasa
Fe Uro lhsintesa
Protoporfirna X
Urot ol
ikt uro-descarboxias]
Froto X
Wmm
Coprolll Coproll Coprol

Gitosol






OEBPS/B9788480860765500114/gr3.jpg
ropotins Coproportins Potgertina

E— E





OEBPS/B9788480860765500291/gr14.jpg
B-nCG (U

1.000

100

10

b+ o

Limite de referencia

4 3 B 8

o TR P T —





OEBPS/B9788480860765500114/gr4.jpg
eoueqosqy

Longitud de onda (nm)

(Abs 380 + Abs 430)
o5

Absorbancia (A) = Abs. 405 -





OEBPS/B9788480860765500205/gr7.jpg
SO

Yeyuno fleon

<104 Bacteias anaerobias

H (op)

Sobreracimiento bacteriano

105 Bacteias anaerobias

n
Sobrectecimiento bacteriano

120





OEBPS/B9788480860765500205/gr4.jpg





OEBPS/B9788480860765500205/gr5.jpg
b
o o
=0 O
@ — o o0
f N0
2 e
Creatinina Picato Compleo coloreado

0020





OEBPS/B9788480860765500205/gr8.jpg
Vitamina By
Glandula saval
y estémago.
Vitamina By haptocorrina
Intestino delgado,

Vitamina By factor ntinseco

Vitamina By transcobalamina

Vitamina B haptocorrina
Digestién Transporte sanguineo






OEBPS/B9788480860765500205/gr9.jpg
X veces elevacion
Sobre la referencia

—o— Amilasa
-B- Lipasa

Limite de\eferencia ~~m.

e ]

Admsien 1 2 3 5 7 10 15
e ke s e ke  ams e





OEBPS/B978848086076550028X/gr1.jpg
o
NHE
Tiosina hidroiasa LAminoscido
DOPA  aromético-
Ngescarborias
il Dopamina
Tirosina
Ioopamina p-
| hidroslasa
cin—ch
Ho—cfi Feniletanolamina i
N.meiiransferasa uom
HO: NH3
Y Noradrenaiina
N Grénulo secretor

Cittsal





OEBPS/B9788480860765500394/gr4.jpg
AP0 LE
- - .
Ager  Cysiz Cysuss

Gluzas Gluzzsy

Apo E4
N s
Qe Az Aldiss ‘e

Interaccién entre

* Gl »°
dominkes e





OEBPS/B978848086076550028X/gr2.jpg
ATP.
ADP

W

ATPasa vesicular G

Catecolamina®
e

Transportador 2 de
la membrana de la

Catecolaminat  vesicula





OEBPS/B9788480860765500394/gr3.jpg
‘Mutaciones en
AP, PS1,PS2y
tau

Edad Inflamacién

Perdida sinsptica
Muerte neuronal
Atrofia cerebral

Disfuncidn Estrés oxidativo
cerebrovascular
Genéticos

Hipertension arterial! (apo4)

diabetes melitus,
hipercolesterolemia





OEBPS/B978848086076550028X/gr3.jpg
Estrés

Niveles bajos

Adrenalina
Noradrenalina
Nervios
[pla-glucosa] simpiticos.

[pla-écidos grasos]
Frecuencia cardiaca
Presion arterial

Metabolismo esquelético Médula suprarrenal





OEBPS/B978848086076550028X/gr4.jpg
d
Hom HO Ho
HO Nty HO A Ho

Dopamina Noradrenalina

o o \ ¢ ot

S-adenosiihomocys

o

= e
e OD/YO o
el ° o Ny o
MA0

Acido homovanilico Normetanefrina \ /

on
Hic—o. 5

°

HO'

| P

HC=0.

NH=CH,

Adenaiina

comr

oH

NH=CH,

Metanefrina





OEBPS/B9788480860765500394/gr9.jpg
et

Cromosoma 4
SNCA

Aminoterminal _Hidrofébica _ Hidrofiica

aSinucleina
itoplasmatica

Cuerpos

5 T Oligémeros —— de Lew:





OEBPS/B978848086076550028X/gr5.jpg
Madula supramvenal

Nervios simpéticos

renalina

Adenalina  COMT_ Metanefrina
Normetanefrina

Noradrenalina
Origen
sangre. Adrenalina Metanefrina
Noradrenalina Normetanefina
Metabolismo
Tejidos periféricos Intestino
comT Sulfatacion
+
Orina
Acido vanilmandélico Adrenalina-S04
Noradrenalina-SO,

Metanefrina-0;
Mormatareiing S0





OEBPS/B9788480860765500394/gr8.jpg
ol L
Dopamina  —— SR Acido diidroxifenilacéic

o
0y~
Dopaquinona
opecies reactivas -
de nitrdgeo *0;
l Mitocondria

Lesin en las neuronas
rP———





OEBPS/B978848086076550028X/gr6.jpg
g ¥
g s ° F
g2 £
£2 2 2,°
23 oS 4
£S5 15 53
£2 £Es
2E 10 k]
g g ?
2 s £, \
§
; ey !

Precirugia  Poscirugia Precirugia  Poscirugia

+ Metaneftinas _ —smNormetanefrina |

R p—






OEBPS/B9788480860765500394/gr7.jpg
kstres
oxidativo

Exposicion a
neurot6iicos

Aleraciones
mitocondriales
Apoptosis de células
dopaminérgicas

Mutaciones. Inflamacior





OEBPS/B978848086076550028X/gr7.jpg





OEBPS/B978848086076550028X/gr8.jpg
Cromosoma 10
Gen RET
10g11.2 (= —

Region similar a

o codkierng Mutaciones producen MEN-2A:

asociado con carcinoma medular
de tiroides, feocromocitoma y
alteraciones paratiroideas

Dominio rico en
cisteina

Dominio
transmembrana

Citoplasma
Dominios de Mutaciones producen MEN-28:
tirosina-cinasa asociado con carcinoma medular

de tiroides, feocromacitomay
3 sl R





OEBPS/B978848086076550028X/gr9.jpg





OEBPS/B9788480860765500394/gr2.jpg
Ovillos neurofibriares

Neurona

/

Axones
degradados.

Dlaca 2 arcdtodids.





OEBPS/B9788480860765500394/gr1.jpg
kEnfermedad de Huntington
Cuerpo estriado

Enfermedad de Parkinsor
Sustancia negra

Enfermedad de Alzheimer
Hioocampo





OEBPS/B9788480860765500035/gr5.jpg
>enal detectada

T4

Muestra
13 12
Cibucaaia s

sTi

e @





OEBPS/B9788480860765500035/gr6.jpg





OEBPS/B9788480860765500035/gr7.jpg
Corte con extremos conesivos

e GRATTC —eee 3
o CTTAG e 5

Corte con extremos romos

e GATATC v 3

oo CTATAG mmbee 5

EcoRl

ECoRV.

Se—G3

Feremm CTIAAT

Sevem GAT

Fesemm CTAE

.

5 AATIC mmaee 3

3G =
5 ATCmmess 3
FTAG— e s

5





OEBPS/B9788480860765500394/gr5a.jpg
Cromosoma 17 L

NN oW
Insertos N-
pisbet
Reion ca en

s e
Dominos de
o ina

U
11l

4

352 381410 383 412 441 N de aminodcidos
e fakd





OEBPS/B9788480860765500035/gr8.jpg
bt il o sk
debases
Evaccion

| Saon 3?352& S e
—8A —Y

Nuevos fragmentos
Mutacien
Nuevol DunKﬂe cone

K&Q






OEBPS/B9788480860765500035/gr1.jpg
Precipitado

antcuerpo

Equivalencia

Efecto

«ganchon
menor turbidez

Bxesode
antigeno

Concentracion de antigeno





OEBPS/B9788480860765500035/gr2.jpg
1. Adicion de la incubacion y lavado 3. Deteccion del marcaje:
muestray la s separr s Jcuantiacion

okl marcada antigenos no unidos

1. Adicion de la 2 nabciny lado 3. Deteccion del marcaj
muestray el para separa ¥ cuantifcacion

anticuerpo marcado al
igeno de la muestra

@ — [

antcuerpou o
an





OEBPS/B9788480860765500035/gr3.jpg
ACAGTIAG™ Tinal

Logit SounidolBiri

RN

100, catcRrSs





OEBPS/B978848086076550028X/gr11.jpg
ntestino delgado
Gran productor
de serotonina

Pulmon
Higado
Estomago
Pancreas

Apéndice
Colon

Rechs.

Elevada
produccion
de 5-hidroxi-
triptéfano

Poco productor
de serotonina





OEBPS/B9788480860765500035/gr4.jpg
o/\.‘o

L J= *{r/\/’iﬁ;ﬁ?
|Ww?| | aohi

we |
\(\/\(Y\/






OEBPS/B978848086076550028X/gr10.jpg
Sintesis Metaboiismo

o Ho
N
i
q
Triptéfano Serotonina
Triptéfano- MAO
hidroxlasa
Ho. 0; Ho W
g o
i i
S-Hidronitrptsfano S-Hidroxindoljacetaldehido
L-Aminoscido Aldehido-
aromitico- deshidrogenasa

descarboxilasa

Ho. Ho. s
H:
W 4

Serloning {S-hidndtiptmming Acido 5-hidraxindolilacético





OEBPS/B9788480860765500394/gr5b.jpg
icrotubulos

Fosforilacion
Normal —
Desfosforilacion

Microtdbulos
Hiperfosforilacién ]
Mutada ——
Desfosforiacion
Alteracién del ensamblaje Hiperfosforiacion

et





OEBPS/B9788480860765500096/si2.gif
)< e
HPO; 4+ H' « 1,PO,





OEBPS/B9788480860765500096/si1.gif
1IC10 corregido (mmol/L.;

He1o medido (mmol /L) 40, 02 |40 — srm-

Ubu mina (g/1.)]





OEBPS/B9788480860765500023/gr4.jpg





OEBPS/B9788480860765500023/gr5.jpg
S dotens
P

. T





OEBPS/B9788480860765500023/gr2.jpg
‘Absorbancia

T(%) =100 x (I/1,)

— Compuesto
— Disolvente.
— Interferente

2

Longitud de onda





OEBPS/B9788480860765500023/gr3.jpg
‘Absorbancia

240

NAD* +H* +2e” e NADH

NAD*

260 280 300 320 340
Tongitud de onda tnan

360





OEBPS/B9788480860765500023/gr1.jpg
9 =100 x—

=
As=ERBHE
—
b=1cm
- 3
5 H
g 2
g
Concentracidn Concentracion





OEBPS/B9788480860765500011/si1.gif
HCC






OEBPS/B9788480860765500229/si1.gif
lreating —cinass

Creatina + ATP <" 'Creatina — p + ADP

Minocinisa

ADP 'ATP +~ AMP





OEBPS/B9788480860765500400/fx1.jpg
ELSEVIER





OEBPS/B9788480860765500023/gr13.jpg
(Columna

Fase movil Desechos A ‘ |A
Sistema de
it






OEBPS/B9788480860765500278/gr13.jpg
Causa de hirsutismo Elevadion plasmatica

DHEA-S.
Androstenodiona
Testosterona

Androstenodiona
Testosterona





OEBPS/B9788480860765500023/gr14.jpg
Fuente de alimentacion
+

Gel de separacion

lectrodo

Tampén





OEBPS/B9788480860765500278/gr14.jpg
t i
NIFH

e LHFSH>15

tiAndrégenos]





OEBPS/B9788480860765500023/gr15.jpg
Migaaén ds las Migrasén emtiaia
wcdéoulas cagadas | pec electosnddancis

Puntode






OEBPS/B9788480860765500278/gr15.jpg
Espermatozoide normal





OEBPS/B9788480860765500023/gr16.jpg
e

00

M






OEBPS/B9788480860765500023/gr17.jpg
Mte =M +2e”
M = + o+ By,

Sistema de ionizacién
(mpacto electiénico)
Analizador

étco)

Iman: el adio e curvatura depende
Ta relacien de vz

lones con una relacion de
adecuada

Detector Sstema
delectura





OEBPS/B9788480860765500023/si12.gif
MY e — MY





OEBPS/B9788480860765500023/si11.gif
Jlucosa 61— deshidrogenasa
Glucosa — 6 — P+ NADP*" O SHAEIG  fostogluconato-+
DO I





OEBPS/B9788480860765500023/si10.gif
NADH + HT + pirnvato—s NAD™ + lactato





OEBPS/B9788480860765500023/gr10.jpg
Cétodo: electrodo de
trabajo de platino Anodo: electrodo de

0y + 4H¥+ de" — 2H,0 referencia de AG/AGC

Agd——> Agt+e-

Membrana

permeable al O,

Entrada de salida de la
|a muestra foepieing





OEBPS/B9788480860765500023/gr11.jpg
ol
fetencién

Altura
del pico

Anchura
del pico

Senal del detector

Tiempo
muerto

nyeccién

o

Linea base
Tiawpo bukil





OEBPS/B9788480860765500023/gr12.jpg
b

T o





OEBPS/B9788480860765500060/gr11.jpg
FANGIEN [USAS GNPOnDNS  TRES RIMAREIER

v

Solicitud del test por el médico

v
Obtencin del espécimen

v

Transporte y procesado
del espécimen

v

Determinacién Fase analitica
analitica

v

Validacion y entrega el Fase postanalitica
Pty Sy, kg





OEBPS/B9788480860765500217/gr6.jpg
Prucba

Principio de medida

Leucocitos
— Las bacterias gramnegativas reducen os ntratos
2 nititos, que se detecta por el reactivo de Griess
Urobilinégeno | Reactivo de Ehlich en medio scdo
Proteinas Azilde
oH Indicadores de pH
sangre ‘Actividad peroxidasa de la hemoglobina
— I toprusiato s saccona
con el acetoacetatoy a a
Densidad Concentracién de iones
Bilrrubina Formacion de complejos con una sal de diazonio
Glucosa Glucosaonidasalperoidasa






OEBPS/B9788480860765500060/gr10.jpg





OEBPS/B9788480860765500102/gr5.jpg
TIBC = Transferrina x 2

50

25
Transferring (amobl)

100

(o) ouaiy ap
uoneli) op €10} pepioedes





OEBPS/B9788480860765500217/gr5.jpg
b
o o
=0 O
@ — o o0
f N0
2 e
Creatinina Picato Compleo coloreado

0020





OEBPS/B9788480860765500102/gr2.jpg
Fer fer
T~ Transferrina
Hepcidina

Basolateral

Enterocito Hefaestina

it | Hemo-oxigenasa
Ferritina R emo

Citocromo b
duodenal,

Apical

Fer Fetr ik





OEBPS/B9788480860765500217/gr4.jpg
Coaatinina (pmorl)

b

300-

200

e

MDRD-4 (mUmin1,73 m?)

100

60 120 180
O analinina Tl

60 120
Cloreatining tmbivin)

180





OEBPS/B9788480860765500102/gr3.jpg
'vadu Y Sintesis de feritina

A 2 )
it

e ¥
ARNm

eceptor '

de tansterina

e
3

Sintesis de. Ie(epmv ARN inestable
'de transferring Degradacion





OEBPS/B9788480860765500217/gr3.jpg
HyC—N" C00- ——————— H,c—N/ﬁ:o
NH, N
i Hif

ibaatas Faaa





OEBPS/B9788480860765500102/gr8.jpg
Normal
BRI 448 10mm?

HB 124 g/dl| H
HTC 395 % i ERIum3)
L P ey W
t
oM 313 P 30 100 200 300

Anemia ferropénica
BRI 406 105mm?

We_ 88 | gl
HIC 273 1 % ERI(um3)
B g, b

z EY 200 300

CCMH 323 “afdL





OEBPS/B9788480860765500217/gr2.jpg
Accon

endocrina ’
Metabolima

Diana Caleitriol célcico
de hormonas ritropoyetina—» Ertropoyesis

Aldosterona. n de Na*
Paratirina —G-+} n de Ca?t
Vasopresina —G-+ n de H,0





OEBPS/B9788480860765500217/gr1.jpg
Aldosterona

Glomérulo  CINa* %
CO5™ H0 K

fitrado
glomerular
(120 mUmin)

Corteza renal ..

viédula

Orina
(1 mUmin)
Hipenosmético





OEBPS/B9788480860765500102/gr7.jpg
T
o anners (I






OEBPS/B9788480860765500023/si16.gif





OEBPS/B9788480860765500023/si15.gif
* ip/hy





OEBPS/B9788480860765500023/si14.gif
M™ +ne” — MY
M® + calor — MPexcitado
M%%xcitado — M? + hu





OEBPS/B9788480860765500023/si13.gif
MY + hiy — MYexcitado





OEBPS/B9788480860765500023/si19.gif
-I(solido) + ¢« Ag(metal) + C1
+0. 197V






OEBPS/B9788480860765500060/gr14.jpg
Equiibrio

Ingresos
Ingresos = gastos.

Costes
variables

Gastos

Costes fijos

ra——





OEBPS/B9788480860765500011/gr1.jpg
Solicitud de analisis

v
Obtencion del espécimen

|

Identificacién  Fase preanaliticz

Transporte al laboratorio

.
Recepcion y dlasificacion

|

Cuantificacion de la

maanitud bioquimica  Fas€ analftica





OEBPS/B9788480860765500023/si18.gif
1/2HgyCla(sohdo) +e - <> Hg(metal) + CI
10,241V






OEBPS/B9788480860765500060/gr13.jpg
a|  Pruebasestrelos Comportamiento
i dudoso
t
o Prucbas N Prucbas nueas
de referenc
Cresmiens de [ |
1s demand E =
5 | Prusbas establecidas B Prucbas obsoletas
s
eiminacion de
3| pruebas habitates pructss )
° 0 nformatvas ctiogo

R a2





OEBPS/B9788480860765500011/gr2.jpg
-

300

= 200

100

<15 >15
Edad (ahos)





OEBPS/B9788480860765500023/si17.gif
0 +(0,059/n) x loga,





OEBPS/B9788480860765500011/gr3.jpg
Loncentracion

= Ritmo circadiano
— Secrecion pulsatil
— Produccién uniforme

T
4 B 12 16 0 24
TR T





OEBPS/B9788480860765500011/gr4.jpg





OEBPS/B9788480860765500011/gr6.jpg
Con anticoagulante Sin antioagulante






OEBPS/B9788480860765500011/gr7.jpg





OEBPS/B9788480860765500023/si23.gif
Oy +4H +4¢ — 2H-,0





OEBPS/B9788480860765500011/gr8.jpg
Orina de 24 h

Heces (una
deposicien)

Orina (una
miccion)

P-






OEBPS/B9788480860765500023/si22.gif
COz + H20 « HpCO3 <+ H 4+ HCO3
~ PCO, & pH






OEBPS/B9788480860765500011/gr9.jpg
SevLS ouans

 Datos de la actuacion






OEBPS/B9788480860765500023/si21.gif
pH = (Beer — £)/0, 039





OEBPS/B9788480860765500023/si20.gif
Tref + 0,059 % log[H "]





OEBPS/B9788480860765500102/gr1.jpg
Eliminacion
de hematies

@
ot o
tiopoyest Meédula ésea

(2,7 mmol) Transferina

(0,05 mmo)

e e®
Absorcién . Otros tejidos
(10% del ingerdo) @6 mmo)





OEBPS/B9788480860765500217/gr9.jpg





OEBPS/B9788480860765500217/gr8.jpg
2:::::7‘“ — Inmunoglobulinas
Inmunoglobulina
roteinuria — Albtmina
glomerular
|
a |

Proteinuria

. Bymicroglobulina (12 kD)
tubular I it

Lisozima (15 kDa)

Proteinuria
posrenal agmacroglobulina (720 kD
IgM





OEBPS/B9788480860765500023/si27.gif
nodo : Ag — Ag’ +e
Solucion : Ag*+C1 — AeCI





OEBPS/B9788480860765500023/si26.gif





OEBPS/B9788480860765500023/si25.gif





OEBPS/B9788480860765500023/si24.gif
Ag 4+ Cl — AgCl 4+ Ze





OEBPS/B9788480860765500175/si1.gif
INR — (fietmpo de protrombin del paciente) 7
B e





OEBPS/B9788480860765500278/gr10.jpg
Inhibina

Tabulo seminifero





OEBPS/B9788480860765500023/si29.gif
M+e” — M+
M+ — Fy " 4+ F

+Fin+





OEBPS/B9788480860765500023/si28.gif
Niimero de platos tedricos = 5 CnETIECe 2L COmns,

AT cquvalente del plato 16érice





OEBPS/B9788480860765500278/gr12.jpg
UL

e





OEBPS/B9788480860765500059/gr6.jpg
F e
ndviduo 2 —— ————intenvalo de referencia

TP e i





OEBPS/B9788480860765500126/gr6.jpg
p——

5-Aminolevulinato Plomo.

Hemo

”1”1 Ferroquelatasa
Protoporfirna X =~

Porfobiinégeno
sintasa

~Porfobilinégeno






OEBPS/B9788480860765500382/si10.gif
L INADPH ~ 1t H + 2NADP+





OEBPS/B9788480860765500059/gr5.jpg
075

050

Sensibi

0 025 0,50 075 :
1 - Especificidad





OEBPS/B9788480860765500059/gr4.jpg
REE
snsbicadespectidsd

Sensildad
F

025 0% 075
1- Especificidad





OEBPS/B9788480860765500126/gr4.jpg
elenio

inorganico o
TN e
~OH

Nz
Selenodisteina Selenometionina
sezt

Selenofosfato-sintetasal

Selenofosfato

Ser-ARNt
Selenocisteina-ARNL

Selenocisteina
‘on proteinas





OEBPS/B9788480860765500059/gr3.jpg
SNORRCE.

SV Nt FIRAOR SPLYICRG
Punto punto
decorte decore

Enformos

ol i

Frecuencia

A

Poss filsos posiivs:





OEBPS/B9788480860765500126/gr5.jpg
e

Zinc de la dieta
150 pmolidia I
Plasma
12-18 pmolt.

/

50 umolrdi '

intestino
delgado

P

Orina
321 pmol.





OEBPS/B9788480860765500059/gr2.jpg
Rooliciod b b

poblacones sanasylasenfermas.

las poblacones sanas y enfermas

Sanos

Puntode
oS enfermos

ool

N

Sanos

Enfermos

Frecuencia (%)

[






OEBPS/B9788480860765500059/gr1.jpg
Frecuencia relativa

Concentracién

—_—
Media

A e





OEBPS/B9788480860765500126/gr3.jpg
Eling ) ool

Limite de referencia

Dpericiamina  Hic——CH-CHCOOH

Uri-Cu (umolidia)

Limite de referencia






OEBPS/B9788480860765500382/si13.gif
Radical a-tocolerol 4 ascorbalo — o-tocolerol 4 deshidroascorbalo,






OEBPS/B9788480860765500382/si12.gif
ROO) - 4-10C

Ol — ROOIH 4 radical a-tocolerol,





OEBPS/B9788480860765500126/gr1.jpg
bt it ki

Contenido corporal de un elemento traza
Deficiencia Optimo Toxicidad

Elemento traza S
e ecencial





OEBPS/B9788480860765500382/si11.gif
NADP* + slucosa — 6 — P ——= NADH + H* + 6 — fosfogluconato






OEBPS/B978848086076550028X/gr12.jpg
7

Limite de r

50

40

30

20

Meses

40

30

20

10

8 ® &8 &

(4 pgfbw)
CONIDEOPUIKAIDIY- € Op!

&

8
8

R

B e

R





OEBPS/B9788480860765500242/gr11.jpg
FProlactina sénica (mU/L)

3000

2.000

1.000

30

Tiemoo tras estimulacién {min)

60





OEBPS/B9788480860765500242/gr10.jpg
Prolactina senca (mU/L)

L
700
600:
500
400
300
200
100

o+

Fase de sueho

9

1

13

15

17

19 21
froie

23

1

3

B

7





OEBPS/B9788480860765500059/gr8.jpg
Tirotropina

Dentro del intervalo Fuera del intervalo
de referencia de referencia

Hormonas tiroideas

Dentro del intervalo. Fuera del intervalo
de referencia de referencia

! |

sano Alteracion tiroidea Alteracion tiroidea
Py P





OEBPS/B9788480860765500059/gr7.jpg
Metodo A

Tiempo

Tiempo

Meétodo B

AT

PSR





OEBPS/B9788480860765500205/gr10.jpg
Delecién.de CTT
en el exon 10

Proteina CFTR

Dominio de
uniona ATP £
Dominio regulador con
puntos de fosforitacion





OEBPS/B9788480860765500205/gr11.jpg
e s, 5o AERIREIL

para visualzarla
enada delsudorpor [ -
fardad

capilarida






OEBPS/B9788480860765500114/si1.gif
5-Aminolevulinato: - O2C-CH;-CHz-CO-CHoNHy
CHo-CHa-CO-CHo-CO-CHs

xccinilacetona : -0






OEBPS/B9788480860765500321/si3.gif
Jirosina-hudroxilasa,

Tirosing + BH,y S S opa + qBH,





OEBPS/B9788480860765500254/gr13.jpg
SR (mUVL)

°

SNG4

°

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 2
Sl





OEBPS/B9788480860765500321/si4.gif
opaminna f-droxiiasa,

Dopamina + BH. iy 'Noradrenalina + qBH;





OEBPS/B9788480860765500254/gr12.jpg
Tiogicbulina (uo/l)

Troidectomia ol
.

imdgens cadclgins cormales
detectable
Evoluden stsiacota

50-
Limite dereferencia
b Imégenes radolégicas oo oo et
muestran restos
3 o tumorales. Tratamiento:
et

2- o Toatamiento con 1l con 1l por T6

Tratamiento . deecabe
1o con 11

.
& % & "





OEBPS/B9788480860765500321/si5.gif
. Oxido nitrico-sintasa i tric
Arginina + BH, X% nUico-sintasa ;o 40 nftrico + citrulina + gBH,





OEBPS/B9788480860765500254/gr11.jpg
i i bl o dsneld el
tejdos periéricos:
eutiroideos o hipotiroideos

(o rotropina) wh

&
!

)

Teiidos peritéricos

Resistencia solo
hipofisaria:
hipertiroideos

[irotropina) (/)

)

Tejidos periféricos





OEBPS/B9788480860765500321/si6.gif
a-Cetoglutarato + NHy© + NADPH —= L-glutamato + NADP + H,0





OEBPS/B9788480860765500059/si10.gif
Valor de referencia del cambic 212 w 7 % (CVA2 +CV2) /°






OEBPS/B9788480860765500059/si11.gif
1) = 100/2. 1






OEBPS/B9788480860765500059/si12.gif
+18. 1979

7 47.6/[2'2 % (





OEBPS/B9788480860765500254/gr10.jpg
M i
T T
Ta
TSH

E





OEBPS/B9788480860765500023/si7.gif
Cp =0 X Ap/Ac = Ap x K. siendo N

Co/Ac





OEBPS/B9788480860765500023/si6.gif
Solucion de calibracion : Ac
Solu

=Cexe

60 problems : Ap = Cp % &





OEBPS/B9788480860765500023/si9.gif
~etod ransaminasa, .
Cetodcido + alanina " minodcido + piruvato






OEBPS/B9788480860765500023/si8.gif
o FeTORIdas:

2,05 + fenol + 4AF - 2™ quinona + 4H,0





OEBPS/B9788480860765500266/gr5b.jpg
T

Colesterol|
esterasa

Corticotropina






OEBPS/B9788480860765500023/si1.gif





OEBPS/B9788480860765500266/gr5a.jpg
IR CHGRIENM,
interleucina 1, estrés y otros

? Hipotélamo

Hipofisis anterior

Cortisol Corticotropina

Corteza suprarrena





OEBPS/B9788480860765500023/si3.gif
10g,0(1%)





OEBPS/B9788480860765500023/si2.gif
(%) = 100 < (1/1p)





OEBPS/B9788480860765500023/si5.gif
c{mol/L.) = A/(e x b), siendofla anchura de la cubeta en cmn






OEBPS/B9788480860765500023/si4.gif





OEBPS/B9788480860765500199/si2.gif
MELD =9, 6 x Lo (creatinina mg/dl.) 4+ 3,8 x L.n (bilirrubina mg/dl.) 4+ 11

2xbn (INR) 46,4





OEBPS/cover/978-84-8086-076-5.jpg
Principiosde
Bioquimicaclinicay
Patologia molecular

ELSEVIER






OEBPS/B9788480860765500199/si1.gif
R + NADPH + 0~ 2V R.OH + NADP + H' + H.O





OEBPS/B9788480860765500321/si1.gif
& Amunormnsierasa &
Aminodcido + o-cetoglutarato e T cetodcido + elutamaro





OEBPS/B9788480860765500321/si2.gif
no-hidroxilass

no 4+ BH, e '5-hidroxitriptéfano + qBHa






OEBPS/B9788480860765500369/gr9.jpg
S

Gal
p-Galactosidasa
Acido sidico Gangliosidosis M1
Geuraminidasa | N-acetigalactosamina
BHexosaminidasa A
Gal 7 Enfermedad de Tay-Sachs

a-Galactosi
Enfermedad de Fabry
Glucocerebrésido

Globésido
N-Acetigalactosamina

pHexosaminidasa Ay &
Enfermedad de Sandhof

Gal
a-Galactosidasa
Enfermedad de Fabry

Gl
| pcatacosiasa
PO, i






OEBPS/B9788480860765500369/gr8.jpg





OEBPS/B9788480860765500369/gr7.jpg
Galactosa-6-50,”

A) Galactosa-6-sulfatasa (sindrome de Morquio A)
8) p-Galactosidasa (sindrome de Morquio 8)

N-acetilglucosamina-6-50;

A) Glucosamina-6-slfatasa (sindrome de Sanfilippo D)
B) N-Acetilglucosaminidasa (sindrome de Sanfilippo &)

Galactosa
B-Galactosidasa (sindrome de Morquio B)

N-Acstilaslactosamina-6-sultato





OEBPS/B9788480860765500369/gr6.jpg
1durbnico S0

) Iduronato-sulfatasa (sindrome de Hunter)
B) a-lduronidasa (sindrome de Hurler)

N-Acetilgalactosamina-SO;

A) N-Acetilgalactosamina-sulfatasa (sindrore de Maroteaur-Lamy)
B) N-Acetilhexosaminidasa (sindrome de Sanfilppo B)

Glucuronato
B-Glucuronidasa (sindrome de Sly)

N-Acstilaslactosamina-4-sulfato





OEBPS/B9788480860765500011/gr10.jpg
Espécimen no Espécimen tras
centrfugado centifugadn

Suero 55-60%

Gel
separador Hematies 40-45%






OEBPS/B9788480860765500369/gr5.jpg
1durénico-S0,-
A) lduronato-sulfatasa (sindrome de Hunter)
8) a-lduronidasa (sindrome de Hurler)
N-Acetiglucosamina-N-50;”

A) Glucosamina-N:sulfatasa (sindrome de Sanfiippo A)
B) Acetil-CoA: a-glucosamina N-acetiltransferasa (sindrome de Sanfilippo C)
C) N-Acetilglucosaminidasa (sindrome de Sanfilppo B)

Glucuronato

| B-Glucuronidasa (sindrome de Sly)

N-Acetilglucosamina-6-5O
A) Glucosamina-6-sulfatasa (sindrome de Sanfilippo D)
8) N-Acetiglucosaminidasa (sindrome de Sanfiippo )

Acido glucurénico





OEBPS/B9788480860765500369/gr4.jpg
CANRS Do

Heterociooto  Control

Pacisnte





OEBPS/B978848086076550031X/gr10.jpg
Deficiencia secundaria
de carnitina libre

Adkcatnitings Aciduria dicarboxi

" v w-oxidacion -+ Acidos dicarboxilicos

., Fosforilacion
oidativa
Menor capacidad
. de obtener energia

* Cuerpos cetdnicos.
Hipocetonemia

Pirwvato- Neacetilglutamato
carboxilasa ?
L Hiperamoniemia
Carbamoil-

Gluconeogenesis
inogluce

- Ureagénesis
sintetasa






OEBPS/B9788480860765500369/gr3.jpg
‘Acumuladion de productos
0 degradados en el lisosoma

|

Defecof A ACm UK "
Ia aufagis delproduity toxicos

4 +
AlteracQUESISSE RRANAT 6
metaboli o

R





OEBPS/B9788480860765500369/gr2.jpg
Alteraciones en NS NMELIEne
el direccionamiento en el isosoma

de la enzima al fsosoma
Mutacién

ia
tvador
nzima
Alteraciones
enel gen enlos transportadores.

que codfca o proteinas
la hidrolasa de membrana

Nideo ‘Aparato de Golgi Usosoma





OEBPS/B9788480860765500369/gr1.jpg
ATP | ADP

Hidrolasa

A . & Foskito





OEBPS/B9788480860765500291/gr9.jpg
LEA pgmt

Cambio de quimioterapia

Cirugia + quimioterapia

Fallecimiento

6 12 18 2
Meses desde of disgndstico

30





OEBPS/B9788480860765500321/gr9.jpg
srm-Fhe (umolL)

2.500-

2.000-

1.500-

1.000-

500

Uleta

2

B

2

a2





OEBPS/B9788480860765500291/gr4.jpg
Tejido
normal

Cancer

|

Tratamiento

|

Evolucion

Cribado

Diagnbstico
Prondstico

Eleccion de
tratamiento

Deteccin
AL pealis





OEBPS/B9788480860765500321/gr1.jpg
Aminoaddo ~
Rutas secundarias

(Acumuiacion) 1 de metabolismo

Metabolito A Metabolitos C (Acumulacién|
Alteracion
enzimstica

(Baja concentracion) Metabolito B

Otras vias

etandlicas (nterferencia)

i
Products final (Deficenda)





OEBPS/B9788480860765500291/gr3.jpg
Normal

d Al






OEBPS/B9788480860765500321/gr2.jpg
© NH,*+HCO +ATP

Carbamoil-P-
sintetasa | ppp O

ADP
@Carbamoil-P

N-acetil-Glu

Ornitina

transcarbamoilasa
OCitrulina

OcCiina

o Arginosuccinato

Asp ZrR\gintetasa Argino-
ATE succinasa

Arginosuiccinato

AMP + PPi e

N-acetiiglutamato
sitetasa ¢,

COA  Acetii-CoA

Ornitina

UREA






OEBPS/B9788480860765500291/gr2.jpg
Peérdida de APC
Hipometilacion del ADN

Activacion de k-ras
Pérdida de DCC

Pérdida de ps3
Otras mutaciones





OEBPS/B9788480860765500321/gr3.jpg
,
;
N

Glutamato-

deshidrogenasa

Glutamato
Glutamina-| ~NH,
sintetasa
Glutaming,






OEBPS/B9788480860765500291/gr1.jpg
Carcinoma
invasivo

Blaamtaiatan Metastasis





OEBPS/B9788480860765500321/gr4.jpg
RS S o

ot 20 ot 0
Lo frote
remiens
|
! ' 1 ' 1
it i (.
Ipha-argenina] I
L L~
M 4
4 +
sty e A nii Ao i vt ot
et et s BT





OEBPS/B9788480860765500291/gr8.jpg
ﬁ Prostata

Detectable por test de |

ELSA Oculto
Sangre
PSA libre PSA unido a PSA unido a
a-antiquimotripsina aymacrogiobulina

% % GF





OEBPS/B9788480860765500291/gr7.jpg
Tumor inicial

/\.

i setudars 1 Tt a2
raccén ARy andiss Etraccion ANy andls
i o
o1 o1
o o .
R mu
£ 104 10
- .
g o 01
3 o0 o 1 10 100 1000 10000 100000

[





OEBPS/B9788480860765500291/gr6.jpg
Sintesis por el tumor

gacion

©  delmarcador

e Sl Yo





OEBPS/B9788480860765500321/gr7.jpg
Fenilacetato
Fenilalaning == Fenilpiruvato > Hidroxifeniacetato
Fenil-lactato

Phe hidroxlasa

T(un—mncenhamun]
Tirosina





OEBPS/B9788480860765500291/gr5.jpg
‘Concentracion del

marcador tumoral

~o- Cancer

- Enfermedad
benigna

Limife de referencia

0 20 40 60
Diac





OEBPS/B9788480860765500321/gr8.jpg
I[un -biopterina]
{uri-neopterinal
Phe-hidroxiasa

Fenilalaning  —————> Tirosina

BHA  qBH2
Sepiapterina-

Ko
reductasa Dihidropterina-

Hluri-biopterin]

6PTN reductasa
Neopterina  piruvoil -
|5va OiHetGHGIOBOPIETN {1 oot
sintasa
DHNT
]Guanosma trifostato- | [uri-biopterina]
ciclohidrolasa [uri-neopterina]

TP





OEBPS/B9788480860765500242/gr9.jpg
Sstimuiacion con Insuing
o

3

5
i3 o
E
o

Somatatropina sérca
(wg)

Cstmuiacion con cloniding
(0,15 mg/m por via ora)

@ s 10
Minutos ras estimulacién

6 %
Minutos tras estimulacén

[ p———

ey ————

120





OEBPS/B9788480860765500242/gr5.jpg
~omatotropina senca

(ngll)

s

o
6

8

10 12

14

1618 20 22 24
i sy e

2

2





OEBPS/B9788480860765500242/gr6.jpg
Somatotropina

Receptor -

Dimerizacion

y
K2 autofosforilacion
Fostorlacién y
dimerizacién

Activacién de factores
de transeriodién





OEBPS/B9788480860765500242/gr7.jpg
S

S

s s
(Y6 31138 1-40|

s

70

60

50

40

20

10

Edad





OEBPS/B9788480860765500242/gr8.jpg
et o, Sl et

Jecrecion diana

robdde seno

91215182124 3 6
Hora del dia

[— Control — Acromegalia

Somatotropina sérica

(ugl)

‘Lunva de sobrecarga de glucosa
(75 g via oral)

0 30 60 9% 1
Minutos tras estimulacién

— Contiol — Acromegalia





OEBPS/B9788480860765500308/si4.gif
Blanol igerido (g) = (volumen [ml.] ¥ graduacion de la bebida (“¢) =« 0, 8)/100





OEBPS/B9788480860765500308/si5.gif
Aleoholdesidrogenasa

CH>OH 4+ NAD* 'CHs — CHO + NADH +H*





OEBPS/B9788480860765500308/si2.gif
IRN = 15, 19 x albumna (g,

L)+ 41, / x (peso actual /habitual)





OEBPS/B9788480860765500308/si3.gif
HOMA = IR = msulina (pU/mL) x glucosa (mmol/L.)/ 2.
HOMA — B = 20 x insulina (pwU/mL)/[glucosa (mmol/L) — 3, 5]






OEBPS/B9788480860765500308/si1.gif
IMC






OEBPS/B9788480860765500217/si6.gif
Ureas

Urea + Hy O =5 (NH4),CO5





OEBPS/B9788480860765500217/si5.gif
Schwartz (ml/min/1,73 m) = talla (cm) x K/creatinina (mg/dL)
0— 1 aiios, k =0,45; 112 afiosk = 0, 55; 12 —20 afios : k = 0,55
en nifias v 0,70 en nifi






OEBPS/B9788480860765500217/si8.gif
FEN, (%)

= [uri-Sodio]
Tola-Sodio|






OEBPS/B9788480860765500217/si7.gif
BUN = |ureal =






OEBPS/B9788480860765500217/si2.gif
irl-Creatining urinaria) . Y orin:

Cl creatinina (ml./min) = SEermn il s






OEBPS/B9788480860765500217/si1.gif
Cl(mL/min) = Eiresimesn i decs e x V de orina (mL./min)





OEBPS/B9788480860765500217/si4.gif
ockroft-Gault (nl./min) = (140 — edad,anos) x (peso,kg) x

0,85 (si es mujer)/(72 x srm-creatinina, mg/dL)





OEBPS/B9788480860765500217/si3.gif
MDRD-4(ml/min/1,73 m?) = 186 x (srm- creatinina,

0,203

me/dl) ~ 15« (edad, aiio: % (0,742 si es mujer)





OEBPS/B9788480860765500242/gr1.jpg





OEBPS/B9788480860765500242/gr2.jpg
Adenohipsfiss

ACTH

Gunauos T
wprartenales ¢ Gianduls Prolactna

o
troidea
Mamas
4

Estradiol

Cortisol Testosterona
e Produccin
deleche

Bt

WFH
~

Gonadas





OEBPS/B9788480860765500242/gr3.jpg
Subunidadp  Subunicad p 15K

B 159 kDa m
o - TSH
32,6 kDa 305 k03

Subunidad o comin
14,6 kDa

J Subunidad p LH
14,8kDa

W
26 4 kDa





OEBPS/B9788480860765500242/gr4.jpg
PUGRRE W 1M
Ejercicio y suefio
Testosterona, estradioly tiroxina

Hiperglucemia
Glucocorticoides

Hipotalamo

elina  IGF1

Somatotropina





OEBPS/B9788480860765500023/gr8.jpg





OEBPS/B9788480860765500382/si3.gif
ROO - +R+ — ROOR
R-4R- — RR





OEBPS/B9788480860765500023/gr9.jpg
\Voltimetro

Electrodo de
AgAGC!

vembrana permeable

2 los Puente salino

Entrada de salida de I
Ia muestra





OEBPS/B9788480860765500382/si2.gif
R+ 407 = ROO-
ROO - +RH — ROOH + R.





OEBPS/B9788480860765500023/gr6.jpg
Absorbancia

Energia

Exatadon

érdida de
energia interna

e e—

hv, o,

}

Emision de
? R





OEBPS/B9788480860765500382/si1.gif





OEBPS/B9788480860765500023/gr7.jpg
Turbidimetri

. Nefelometria





OEBPS/B9788480860765500382/si7.gif
Micloperoxidass
HaOn 4 C RN vy 4 1,0





OEBPS/B9788480860765500382/si6.gif
—+-OH + OH






OEBPS/B9788480860765500382/si5.gif
H-05 + Fe® — Ol + -OH + Fe’ "





OEBPS/B9788480860765500382/si4.gif
o, 1t ot





OEBPS/B9788480860765500382/si9.gif
o eIperoxidass,

gl ROH +






OEBPS/B9788480860765500382/si8.gif
Superoxido-dismutasa,

2057 420 — H,0,+0;

Canlass,

2H,0, 1 O + 0,





OEBPS/B9788480860765500126/si1.gif
[Cobre umdo a ferroxidasal(umol/L.) = [lerroxidasa (mg/L.)
%0.052





OEBPS/B9788480860765500126/si2.gif
[Cobre no umdo a lerroxadasal(pemol/l.) = [cobre|(pmol/L)-cobre umdo a ferroxidasa = -cobre unmdo a ferr






OEBPS/B9788480860765500035/si6.gif
erina 4+ 0. ATP 2™ Oxiluciferina + hy






OEBPS/B9788480860765500072/gr10.jpg
Perdida de Na* Retencion de Na™

y de agua y de agua
e Hipematremia

A\ D e
000 NasHO L __Ra>iho

Hiperatremia

Hipernatremia
hipovolémica

hipenvolémica

cees NicHo
coee H
csoe ! e ese
Hiponatremia ERRG
Hiponatremia Nt Hiponatremia

hivovolémica hipervolémica





OEBPS/B9788480860765500035/si5.gif
Y, + luminol & =S uminol oxidado + H>O + hv






OEBPS/B9788480860765500035/si4.gif
4 — Metilumbeliferona — p' o oHtasa glealina, - etilumbeliferona + P






OEBPS/B9788480860765500060/gr1.jpg
inexacto. Impreciso Precisoy exacto

B — Erior shaitarts:





OEBPS/B9788480860765500072/gr12.jpg
Upidos,
Na'): 130 mmol
Aiftensh ol [Na'l: 137 mmol
o o] ‘Osm <alculada: 274 mmolt

Osm medida: 281 mmolL

[Na] medido por fotometria de llama: 130 mmoliL
Na*] medido por electrodo selectivo para ion: 136 mmolL





OEBPS/B9788480860765500035/si3.gif
yFostatasa alealina

p — Nitrofenil — P' ' — nitrofenol + P





OEBPS/B9788480860765500072/gr11.jpg





OEBPS/B9788480860765500060/gr3.jpg
[ L | ]






OEBPS/B9788480860765500035/si9.gif
P — (C x 20 de clcos





OEBPS/B9788480860765500060/gr4.jpg
ARSI R

Control 2

Fakad s

P,






OEBPS/B9788480860765500035/si8.gif
02| 100 x (B/Ba) /(1 = B/Bhax)





OEBPS/B9788480860765500060/gr5.jpg
Resultad delcontrol de calidad






OEBPS/B9788480860765500035/si7.gif
Ag + Ag™ + Ac < AcAg + AcAg™ + Ag”





OEBPS/B9788480860765500060/gr6.jpg
o
Ak e ase T e aee |

Uit dosese < 1948%






OEBPS/B9788480860765500035/si2.gif





OEBPS/B9788480860765500035/si1.gif
Ag 4+ Ac <« Ag: Ac





OEBPS/B9788480860765500175/gr4a.jpg





OEBPS/B9788480860765500175/gr4b.jpg





OEBPS/B9788480860765500102/gr4a.jpg
Transferrina

smhierro stm-capacidad
total de fjacier
stm-capacidad de hierro

latente de fijacién
de hierro





OEBPS/B9788480860765500138/gr2.jpg
Glucosa

Glucosa

Traslocacion
ala membrana

Insulina

oo






OEBPS/B9788480860765500205/gr2.jpg
~*C-Octanoico

Comida prueba .
i —Gastroparesia
Eftémago &
\adamento S
H
13C-Octanoico o
£
on &

1
iminacon de 'CO, 30 60 90 120 150 180 210 240
Py Minutos





OEBPS/B9788480860765500138/gr1.jpg
Glucogeniss
: ~
Glucbgeno  Glucosa-1-P
o 7 TN Glucos

5a-6P -

Glicogenesss

i de las

Glucdliss | pentosas fosfato






OEBPS/B9788480860765500205/gr3.jpg





OEBPS/B9788480860765500205/gr1.jpg
‘Numero de pacientes

T3C-urea
Sanos

Umite de referencia

<5

>35y<5

DOR30

co,

I

HI3CO; + NH,*

Enfermos

>5y<10

10





OEBPS/B9788480860765500060/gr7.jpg





OEBPS/B9788480860765500138/gr6.jpg
Higado
nsuna —o—. Glucogénesis

Glucolisis

Tejldo adiposo y misculo
Captacion de glucosa

Células p —e—mpevgmcem

Glucosa plasmatica

e %prog\u(emwa ,_\Tsd
&‘ ®

Higado
Glucagén —@O—— Glicogenalisis

Gluconeogénesis





OEBPS/B9788480860765500060/gr8.jpg
(Gestion de a calidad.






OEBPS/B9788480860765500138/gr5.jpg
Glucosa-6-P

[} &) insuina

¥ 1 pentido

(6]

L Despolarizacién





OEBPS/B9788480860765500011/gr5a.jpg
S4%0G0N 06 ' wne ERVRRREN O8N0 S SRR

Pundén venoss






OEBPS/B9788480860765500060/gr9.jpg
Mediasn, andliss y mejora continua






OEBPS/B9788480860765500138/gr4.jpg
Pre-proinsulina Proinsulina

3
< 2\ © Péptido C
Reticulo Aparato Vesicula
endoplésmico de Golgi de secrecién

rugoso





OEBPS/B9788480860765500138/gr3.jpg
Glucagén
Adrenalina
Somatotropina
Tiroxina
Cortisol

Hipoglucemiante Hiperglucemiante

3,5 mmol/L {GIUEess - 6 mmolL





OEBPS/B9788480860765500138/gr9.jpg
Interleucinas< @

'A cuevpcs antinsuiina,

anticuerpos GADES y

Células p del péncreas o anitiosinas fosatasas

de las células B






OEBPS/B9788480860765500138/gr8.jpg
ERNERSATATIOVEY

Insulina (mUIL)

0 6 120 180 240 300
Tiempo (min)

0 6 120 180 200 300
Tiempo (i)

[~—Normal - Hipoglucemia reactival

[~ Normal — Hipoglucemia reactivd





OEBPS/B9788480860765500138/gr7.jpg
A |

Ins:15 mUL

Glucosa (mmoliL)

Ins: 3,1 mUAL

Insi<2 mUAL

Ins:<2 mUL

Ins:<2 mU

6 12

18

2

0 3%

Horas de ayuno

a2

48





