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I.OBJETO

=mosmmmosmmsemmses



Hasta ahora los metodos colorimétricos empleados
en la determinacién de dcido Urico se basan en que el 4cido
drico en solucién alcalina reduce el 4cido fosfowolfrédmico
a un colorante azul con la necesaria precipitacién de las pro-
‘teinas de la muestrd, Esta desproteinizacién. exige el empleoc
de dos.reactivos‘més la centrifugacién y el decantado del sobre
nadante, operaciones que complican y encarecen la determinacidn
de este pardmetro en los laboratorios clinicos,

Por tanto, el objeto de nuestro trabajo ha sido
el estudio y puesta a punto de una nueva técnica analltica que
baséndﬁse en la clésie; reaccidn de FDLINQy DENIS (1912) evita
la desproteinizacién previa con lo que la dosiFicacidn‘de 4cido

drico en medios bioldgicos se simplifica sin afectar la calidad

de los resultados analiticos.
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II.1. IMPORTANCIAFTISIOPATOLOGICA DE LA DETERMINACION DE

ACIDO URICO

| El 4cido drico (2,6,8-trioxipurina) es el pro
ducto purfnico mas oxidado, siendo en la especie humana el prow
ducto terminal del metabolismgo de las purinas. En algunos seres
vivos menos desérrolladus el 4cido Grico es transformado a alan
toina por la enzima uricasa.(WACKER,W.E.,(1970) y MERTZ,D.P.,
(1971) ).

La cocentracién de écido drico en el organise
mo humano estd por elle muy ligado a las nucleoproteinas, de ma -
nera que é&stas por hidrolisis dan lugar a las bases purfnicas
(adenina, guanina, hipoxantina) las cuales pasan a &cido”firico
por sucesivas transformaciones, Existe unbécido drico exdgeno y
otro endbgeno, E1 primero ;roducido por desaminacién y oxidacién
de las purinas alimenticias. E1 endégenb procede del metabolise
- mo de las purinas, o sea, de los propios A.N.’y nucledtidos (Fig.
1; CANTAROW y SCHEPARTZ (1967) ).

La Formacidn‘del 4cido Grico como producto

final del metabolismo purfnico se expone esquematicamente en la

Fig. 2 (SEEGMILLER, J.E. (1974) y SORENSEN, L.B. (1969) J.



FIG. 1. CATABOLISMO DE LOS NUCLEOSIDOS ‘PURINICOS
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FIG. 2. Metabolismo de las purinas y formacién de &cido Grico (seg@n SEEGMILLER(19741 y SORENSEN [1969]). PRDP S~fosfo-

rribosil=1-difosfato. E1 Fosforribosil-difosfato-sintetasa. E2 Amido-fosforribosil-transferasa. E3 Hipoxantina/guanina

fosforribosil=transferasa (HG-PRT). E4 Adenina=fosforribosil=transferasa. ES Xantina~oxidasa,



.Las purinas proceden en parte de la alimentacién
6 de los tejidos, por degradacién de las nucleoproteinas a A.N.
y Fiﬁalmente a nucledtidos (catabolismo del &cido nucleico), En
parte se sintetizan tambien, sobre todo en el higado (neosinte-
sis), a partir de sustancias precursoras (glicina, glutamina,
aspartato, grupos formilo),

El primer paso espécifico-de la neosintesis es

la formacién de fosforribosilamina a partir de 5~fosforribosil-—

1~difosfato (PROP) y glutamina. Esta reaccién irreversible es ca
talizada por la amido-fosforribosiltransferasa (fosforribosil-
~difosfato-amidotransferasa). E1 primer compuesto formado en

los pasos siguientes con el anillo purfnico es el &cido inosini

3

co, ribonucleétido quevéonstituye la sustancia inicial para la

formacién de los dem&s ribonucledtidos: dcido xantIlico, Acido
_ i
guanflico y 4cido adenflico,

Por medio de nuclefsido-5-fosfatasas y fosfatasas
(4
inespecificas, los diversos ribonucleétidos se escinden a nuclef
N e !
3

sidos, ampartir de los cuales la purina~nucleosidasa libera las .
bases purfnicas(Fig.1).

Los ribonucledtidos pueden volver a formarse por

condesacién de las bases purfnicas con PRDP (reutilizacién),
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La sfintesis de los nucleftidos de purina esté
bajo control retroactivo: el producto final influye sobre su
propia velocidad de formacién, inhibiendo la actividad ae lé

I
enzima que Cétaliza el primer paso de la sIntesis. De este

modo, en la neosintesis la amidofosforribosil-transferasa es

inhibida por los dcidos adenflico,inosfnico y-guanilico, y en
4 b ‘

PP

la reutilizacién los ribonucleotidos inhibé;vlaé;éorrespon-

o
dientes Fosforfibosil—transferasas. Ademds los dcidos adent
lico y guanflico inhiben su propia formacién a partir de &cido
inosinico, |

En el plasma a pH 7;4 estd ionizado el 98 %
del dcido Grico (Fig.3); el resto est4 como &cido libre (por
eso es mas correcto el termino "gratemia" que el de "uricemia"),
lLa solubilidad del 4cido libre es mucho menor que la sal S
dica. E1 valor de pH disminuye a lo 1;rgo de las vias urinarias,
por lo cual aumenta la porcién de 4cido drico libre dificile
mente soluble y disminuye la de iones uratos; sin embargo la

!

solubilidad del &cido Grico es aproximadamente dos 6 tres veces
superior que la solubilidad en agua (SEEGMILLER;J.E. (ﬂ974) )e

El urato se filtra a través del glOmérulo y la

mayoria es reabsorbido por los tubulos proximales. Aproximada-



FIG. 3. DISOCIACION DEL ACIDO URICO {izgda) A URATO (drchal.
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mente el 80 % del &cido ¢rico presente en la orina procede
de la secrecifn en el tubulo distal (GUTMAN,A.B.,(1965) ).

La fucién fisioldgica del 4cido drico es

t
poco conocida., Se sabe que es poco scluble en los liquidos

orgénicos y por tanto potencialmente peligroso en los teji

dos por la formacién de cristales. Y por otra parte sabemos

&
i

que con su eliminacifén se pierde un coﬁpuesto que fué sinte
tizado con gran consumo de energia,

. E1 &cido Grico no sflo se transforma en
el plasma sino que tambien se incorpora a los eritrocitos.
Esta incorporaciﬁn—guarda relacidn con la concentracidén del
mismo en el plasma (LANG y col. (1975) ).

‘Los valores de referencia del dcido fric

Sy
para la mayoria de los paises europeos pueden considerarse ’
cémo limites superiores de 7,0 mg/dl en el varfn y 6;? mg/dl
en la mujer antes de la menopausia (CHRISTEN;d.P.;(49§1) ).
Factores fisiolfgicos y patoldgicos pueden variar la concen
tracién de 4cido (rico en el organismo. Las variaéiones usua
les en la composicién de los alimentos no influyen grandemqﬂ
T

te sobre el nivel del &cido Grico. DUFF y col.(1968) han

estudiado los V,N. para ptros grupos etnices., Asi, en los
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indfgenas de las islas del Pacffico los niveles normales

son superiores a los de la raza blanca, La ingestién de
N

“

grasas y tambien en la inanicién, aumenta el nivel del

dcido Urico, porgque en ambos casos se aumenta el dcido
{

acetil-acético y el Acido beta-hidroxi=butfrico gque Eis—

minuyen la eliminacién renal del drico (MACLAGAN y ROMAN

A

(1967) ). En una sobrecarga de purinas, que se degradan

a dcido Urico, suben los niveles séricos al igual gue la
LA
eliminacifn renal, en funcién de la dosis, pero a las mis
! . I

mas dosis la repercusidn de ia sobrecarga de ADN es aprom=
ximadamehte sélo la mitad de la de ARN. (ZOLLNER y col.
(1972) ).

Tambien influye el ejercicio fisico,

)
¢

de manera que despues de un trabajo pesado la tasa de dcido
i

drico en suero aumenta por disminucidén de la eliminacidn
renal debido a la formacién de lactato. Se sabe que el qi

vel de 4cido drico tiene relacidén con influenclas de tipo

o L"*‘a

fisioldgico,siguicas y‘socildéiqas. Ast en caso de obesidad

3
) LAl 5, i

hay tendencia a daf valores mas altos, Tambien se corresponde

\ .
'

" su mayor concentracién con la concentracién de hemoglobina
. ; ‘ ,

en sangre total.(ACHESON y O'BRIEN (1966) ). Tambien es sa=
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bido la influencia de ciertos medicamentos sobre la uricemia,.

Asl los salicilatos a pequefias dosis, son hiperuricemiantes,

y estos mismos a grandes dosis (5g 6 m&s en 24 horas), la pro

benecida y sustancias derivadas de las cumarinas disminuyen

la uricemia,
i
Los factores patoldgicos, normalmente se
oo :
dan por aumento de la concentracién de &cido drico en sangre.

Esto ocurre en la gota donde en la crisis aguda de la enferme
i ,
-dad se encuentra siempre un claro aumento del &cido drico plas
mAtico, asi como fiebre, leucocitosis moderada y aumento de la
i : _
V.5.G. Tambien hay aumento de &cido drico en la hiperuricemia
familiar; en la leucemia,policitemia donde hay destruccién de
nucleos celulares cémo tambien ocurre durante la radicterapia
(8 citostéticos). En la insuficiencia renal avanzada, aunque
aqui el aumento de la uricemia ccurre mas tarde que la uremia
y creatinemia., En el embarazo suele aumentar hasta los 10mg/dl
probablemente por causa renal. En las anémias perniciosas, en
la inanicién y en la cetosis donde parece que ocurre una dis-

minucifn de dla eliminacién renal.

Fl control terapedtico de la hiperuricemia

' ]
se lleva a cabo por los medicamentos; asl existen medicamentos

2
LN



-13-

uricosfiricos cémo la fenilbutazona y los salicilatos donde
parece que disminuye la fijacién de uratos a las proteinas .
por lo que se facilita la filtracidn glomerular, QOtros son

inhibidores de la xantino—o*idasa (00;0 el alopurincl),en—
i, 3

zima necesaria en el metabolismo del dcido drico como la

Formaciéh:de xantina e hipoxantina, precursores del 4cido

drico.

Otros‘son uricolfticos cfmo la administra-
cién parenteral de la enzima uricasa que oxida el dcido fGrico -
a alantoina,

De todo lo expuesto hasta ahora podemos
ver que el &cido drico es uno dé los parametros mas frecuento=
mente solicitados en los 1aboratorioé clinicos y que su deter-
minaciﬁé necesitawde un metodo rédpido, sénéillo, Facilménte

L]

automizable, al alcance del pequefio laboratorio y de una pre—

cisién tolerable,
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II.2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE L0OS METODOS ANALITICOS

EMPLEADOS EN LA DETEBMINACION DE ACTIDO URICO

FOLIN O. y DENIS W. (1912) estudian
los compuestos fosfotlngstico y Fosfomolibdicg cémo reactivos
de color en la determinacién de 4cido drico y Cﬁmpuestos de
hidroxibenceno. El 4cido fosfot@ngstice producfa un color
azul en solucién alcalina con ci;rtas sustancias principal=
mente &cido ﬁfico; fenol, tirosina, écidO’ténico; timol; re=
sorcinol, vainillina, floroglucinol y dtras éustancias de ca
racter proteico. De esta maﬁera los autores detectaban 1 par
te de &cido Grico en 500.000 deiégua.

Mas tarde tambien FOLIN y DENIS (1917)
aplicaban este reactivo de fosfotdngstico para la determing=-

' cién colorimétrica de éciéo Grico en sangre. En esta deter—
minacidn las proteinas eran precipitadas por ebullicidn en
écido‘écético Ne La muestra asi b;épérada se trataba con el
reactivo de &cido Grico y solucién de carbonato sédico. Desde
entonces los metodos colorimé8tricos originales de determinacidn

de 4cido Grico se basaban en el emplec de Acido fosfotungstico

y-carbonato sdédico.

i
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OPAL E. HEPLER, M.D, y MARY M., STOSKOPF (1951),
prescinden del carbonato e introducen el cianuro sédico en

solucibn al 15 % con un &lcali; &sta solucifn se la afiadian

]

a una soluciéq de urea para intensificar el color y mejorar
i
la éxactitud.;

Otros autores sustituyeron el silicato por el

1

cianurg obteniendose mds exito, y algunos mé&todos que se mo=

Lo
dificaron con estos reactivos fueron aceptados en muchos la=-

.

boratorios.
Sin embargo CARAWAY,W.T., (1955) indica que los

l
metodos para determinar el dcido Grico utilizando el cianuro

[}

- poseen grandes desventajas entre las cuales cita el que las

soluciones de clanuro son venenosas y relativamente inestables.
\‘§ » : )

La reaccifn final tiende a dar turbideces y las curvas de ca-

librado son dificilgs de reproducir. Ademds se precisa de una

técnica cuidadosa para precipitar las proteinas,

El metodo de CARAWAY utiliza los siguientes

reactivos:

Acido fosfotlngstico.
Carbonato sédico 10 %.

Acido sulfirico 0,66 N.

Tungstato sédico 10 %.
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La tecnica a seguir es la siguiente:
a) Desproteinizacién:

A 1,0 ml de sueroc, u orina diluida al 1:10
1k afiade 8,0 ﬂl de agua destilada, 0,5 ml de &4cido sulfirico
0,66 N y 0,5 ml de tungstato sédico al 10 %. Y centrifuga
durante 5 minutos a 2,500 r.p;m.

b) Técnica propiamente dichas

Del sobrenadante toma 5,0 ml, le afade
1,0 ml de carbonato sédico y deja reposar 10 minutos; Por ul-
timo afiade 1,0 ml de 4cido fosfotdngstico y lee a partir de
treinta minutos,.

M. SOBRINHO~SIMOES (1.965) propone una nueva
modifieacidn en la que utiliza una solucifn de tungstato-
hidroxilamina sustituyendo al carbonato sfdico. Sin embargo
esta modificacién no mejora el metodo del carbonato—FosFothqg
tico propuesto por CABAWAY y es éste metodo el utilizado hasta
ahora,

El reactiveo fosfotdngstico de FOLIN fué
probado con diferentes sustancias y se encontré que reacciocna
solamente con aguellos compuestos fendlicos monohidricos que

tengan un grupo amino en el anillo bencénico (FOLIN O. 1912).



L

S5in embargo la naturaleza quimica del compuesto formado entre
el écid; afico y el Fosfotdngétioo parece ser compleja y hasta
ahora aﬁn no ha sido determinada.

Nosotros -introducimos en nuestro metodo un
detergente que evita la desproteinizacifn junto al reactivo
original de fosfotdngstico utilizado por FOLIN en 1.912. No
se conocen antecedentes bibliogréficos sobre un metodo de de

terminacidn de dcido Grico donde se elimine el paso de despro

teinizacién 6 dialisis previa a la reaccién propiamente dicha.



ITII. PARTE EXPERIMENTAL
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ITT.1. INSTRUMENTAL: APARATOS Y MATERIALES

En las medidas experimentales se han utili-
zado los siguientes instrumentos y materiales:

Todas las medidas se realizaron a una lone=
gitud de onda de 680 nm utilizandose un blanco de reactivds en
un espectrofotémetro marca BAUSCH G LDMé modelo Spectronic 80
con lectura lineal de absorbancias. Para las medidas se han
utilizado cubetas de plastico desechables marca GREITNEﬁ-

La preparacidn de las muestras problema
bara eliminar las broteinasAinterFerentes en el metodo de
CARAWAY FQBron realizadas a 2.500 r.p.m, y para las reacciones
fueron empleados tubos de vidrio marca CORNING.

Asi mismo se utilizaron pipetas y microe
pipetas automdticas marca FINNPIPETTE equipadas con puntas de
plastico desechables,

Para las medidas de pH fu€ utilizado un
phmetro marea BECKMAN modelo G calibrado previamente con una

disolucién tampén de pH conocido préximo al de la medida,



TIT.2. CONDICIONES DE TRABAJO

2.1. REACTIVOS

Tédus los reactivos utilizados fueron
reactivos G.R. de E, MERCK.

Asf mismo los reactivos tampén y el
detergente se conservan en frascos de plastico sin que les
afecte la luz. En cambioc el reactivo de 4cido fosfotlngs—

 tico debe ser conservado en frasco de vidric de color topacio.

Acido Fosfotﬁngético

El reactivo de &cido fosfotunstico
lleva la misma composicién del reactivo de FOLIN y DENIS (1912)
. que estos autores describieron. A saber:

Tungstdto sbdico ....;....-- 0,303 M,
SULfata de Litio seessesssss 05312 Mo

Acido FOSTErico seesesesssss 1,396 M,

Se prépara disolviendos 100 g de tungstato
sédico libre de molibdato (Na, W04 2Hp0) en 800 mi de agua des—
tilada. Afadir 80 ml de 4cido fosférico al 85 % y llevar a reflu
jo 1entamen£e al menos durante dos hofas. Dejar enfriar a teme
peratura ambiente y diluir hasta 1000 ml con agua destilada en

matraz aforado.
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Luego afladir y disolver 40 g de Sulfato de litio (Li S50g4.H0).
Este reactivo es estable indefinidamente a temperatur; ambiente
si se conserva en frasco de color topacio., El1 pH Final es de
2,75 £ g,25, Qa dcidez del 4cido es importante en la reaccién.

Tampén de Carbonato sédico~Trietanolamina (TEA)

Las concentraciones molares utilizadas
son las siguiéntes:
Carbonato sddico ..;...... 0,377 M.
Trietanolaming eesesessess 0,301 Mo |
Se prepara disolviendo 40 g de carbonato
s6dico y 40 ml de TEA en agua destilada, Disolver y llevar
hasta 1000 ml de agua destilada en matraz'a?drado. El pH final
es de 11,50 L 0,10. |

Dodécylhydrogenosul fato, sal sédica [SDS)

Cio Hos Na 025 (PeMa 288,38)ceecesscs 0,138 M
Disolver 40 g de SDS en agua destilada
y llevar hasta 1000 ml en matraz aforado. Al disolver el SDS
se hard lentamente, calentando y sin formar espuma, E1l pH'Final
es de 7,40 X 0,10,

Mezcla Crmégena

Pipetear 1,0 ml de &cido fosfotlngstico

en un tubo de ensayo y afadir 5,0 ml de SDS.Esta mezcla prepa=
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rada momentos anteé de efectuar la reaccidn es util para
cuatro ensayos dado que en cada ensayo se utiliza 1,5 ml;
5in embargo la mezcla puede ser preparada y conservada a
temperatura ambiente al menos cuatro meses. Es impotante
no conservar ésta mezcla en frigorffice pues ﬁo es estable
y se fprman precipitados,

Patrén de Acideo Urico

En nuestros ensayos se han empleado
soluciones patrones comercializados de #&cido Grico de 6,0
y 12,0 mg/dl de laboratorios Knikerbocker; asi como solue
ciones patrones_conceatrados de 100 mg/dl tambien de los
mismos laboratorios, los cuales se diluian para obtener

concentraciones finales deseadas,
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2.2. PROCEDIMIENTO

Para la determinacién de &cido drico.
en fluidos bioldégicos por el metodo propuesto partimos de
un reacfivo de trabajo que llamamos mezcla cromégena for-
mada por 1,0 ml de &cido Tosfotlngstico y 5,0 ml de reactivo
diluyente (SDS).
Pipeteamos ZOD/pl de agua destilada
en un tubo rotulado cdmo B (blanco),i200/u1 de patrén de &cido
drico de concentracifn conocida al tubo rotulado cémo P(patrén);
' -
y ZOO/pl de la muestra problema al tubo rotulado con X(proble—
ma). Luego se aﬁade.1,5 ml del reactivo tampdn a cada tubo y
se mezcla y deja reposar de tres a cinco minutos a temperatura
ambiente, Finalmente se hipetea 145 ml de la mezclé Cromﬁgené
a cada tubo, Mezclamos'y dejamos en reposo. lLeemos a partir
de los veinte minutos. E1 color es estable 60 minutos,
La concentracién de &cido Grico de la
muestra problema se cobtiene de la siguiente manera:
a)Trabajando frente a patrdn: En este caso la concen=

tracidn de dcido Grico de la muestra problema se obtiene mule

tiplicando la concentracién de dcido Grico del patanApDr la
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relacifn de las extinciones del problema y del control:

E problema
x Concentracién patrén = mg/dl

E patrén

B) quableqiendo la correspondiente curva de calibra
do a partir de soluciones patrones de 2,4,6,8,10 y 12 mg/dl,
A éstas concentraciones les corresponden sendas absorbgncias
que son representadas grafipamente. De esta manera a la absor
bancia de la muestra problema le corresponde la concentracién

indicada en la gréfica.



IV.RESULTADOS EXPERIMENTALES
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IV.1. CONCENTRACION DEL ACIDO FOSFOTUNGSTICO EN LA MEZCLA

CROMOGENA

1.1 EFECTOS DE_LA CONCENTBACION DEL ACIDO FOSFOTUNGSTICO EN
!
LA SENSIBILIDAD Y DESARROLLO DEL COLOR

En el metodo propuesto nosotros uti-
lizamos un &cido Fosfotﬁngstico que diluimos con SDS para ob
.tener una mezcla cromégena gue nos dé una sensibilidad y de-
sarrollo de color adecuados.'Para_estudiaf qué dilucién de
dcido era la idénea hicimos una serie de diluciones de éste
con soluciones de SDS al 2,4 y 6 % (p/v), y de esta manera
tambien vimos la concentracién mas adecuada de SDS én el di-
luyente, E1 dcido fosfotdngstico se dilUyd desde 2 a 10 Qeces
cdn 1gs tres soluciones de SDS. Las experiencias fueron rea—
lizadas con "pools" de sueros para podervestudiar la capaci-
dad surfactante del detergente. Los resultados obtgnidos se
encuentran en las tablas I, II y IIT., En ellas véﬁos la absor
bancia a los veinte minutos y ia estabilidad del color Fofma—
do en la hora siguiente,

En la Tabla I, donde utilizamos el
diluyente al 2 %, observamos una mayor sensibilidad cuando el

 4cido estéd diluido cinco veces,al mismo tiempo que ofrece la
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mayor estabilidad durante la hora siguiente a la formacidn
del cromS6foro, Tambien comprobamos que los tubos donde el

4dcido estd mas concentrado (diluciones 1:2, 1:3) aparecen

ligeras turbideces que desaparecen a los pocos minutos de

formada la reaccién,

En la Tabla II, donde la concentracidn
de diluyente usada es del 4 %, se vé que la mayor sensibi-
lidad se encuentra en las mezclas cromébgenas diluidas cinco
y.seis veces, y que simultaneamente presentan una mayor es—
tabilidad del color deéarrollado. Tambien comprobamos una |
ligera turbidez que desaparece mas tarde én los tubos de
mayor concentracién de &cido (diluciones 1:2, 1:3).

En la Tabla III donde la concentra-—
cién de SDS utilizada fué de 6 % se corroboraron los resul-
tados antes expuestos.

En estas experiencias.pudimos ver
due la dilucidn de Acido fosfotdngstico capaz de producir
una mayor senéibilidaq son las mezclas diluidas cinco, seis
y siete veces. Por tanto el 4cido diluido cinco veces pre—
senta yd las mejores condiciones finales a la reaccién tanto

en lo que se refiere a la solubilizacién de las proteinas



(por el agente surfactante), sensibilidad y estabilidad

del complejo coloreado.
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TABLA I

Efectos de la concentracién del dcido fosfotdngstico

en el desarrollo del color.

DI UCION DEL

ACIDO

FOSFOTUNGSTICC 20 minutos 30 minutos] 50 minutos 80 minutos
2-veces 0,220 0,225 0,225 0,220
3-veces 0,215 0,225 50,225 0,220
4A—-veces 0,215 0,220 0,220 0,210
5—vecgs 0,220 »O,22D 0,220 0,215
6-veces 0,205 0,210 0,210 0,200
7=veces 0,205 0,210 0,210 0,200
8~veces. 0,200 0,205 0,205 0,200
9-veces 0,200 0,205 0,200 0, 195
10~veces 0,190 0,200 0,195 0,190

Muestra ensayada: "pools" de sueros.

Concentracién del diluyente: SDS al 2 %.
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TABLA IT

en el desarrollo del color.

DILUCION DEL

ABSORBANCIAS

ACIDO

FOSFOTUNGSTICO 20 ﬁinutos 30 minutos 50 minutas 80 minutos
2~veces 0,225 0,230 0,230 0,220
3-veces 0,225 0,230 D,éZD 0,215
4-veces 0,225 0,230 0,225 ' 0,210
5-veces 0,230 0,230 0,230 0,225
6~veces 0,230 0,230 0,230 0,220
7-veces 0,225 0,230 0,225 0,210
8-veces 0,220 0,230 0,230 0,220
9-veces 0,220 0,220 0,220 0,210
10-veces 0,215 0,220 0,215 0,200

Muestra ensayada: "pools" de sueros,

Concentracién del diluyente: SDS al 4 %.
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TABLA I1T

Efectos de la concentracidn del 4cido fosfotingstico”

en el desarrollc del color.

DILUCION DEL

ABSORBANCIAS
ACIDO
FOSFOTUNGSTICO 20 ﬁinutos 30 minutos 50 minutos 80 minutos
2-veces 0,210 0,210 0,220 0,210
3-veces 0,230 0,220 0;230 0,220'
4-véces 0,230 0,220 0,235 0,220
5-veces 0,240 0,240 0,240 0,235
B~veces 0,220 0,230, 0,230 0,220
7-veces 0,220 0,220 | d ,220 0,200
8-veces 0,215 0,220 0,230 6,215
9-veces 0,210 0,215 Q,220 0,210
10-veces 0,210 0,210 0,220 0,210

Muestra ensayada: "pools" de sueros,

Concentracién del diluyente: SDS al 6 %.



—30=

1.2, EFECTOS DE LA CONCENTRACICN DEL ACIDO FOSFOTUNGSTICO

EN LA SENSIBILIDAD Y PH DE LA MEZCLA FINAL DE LA

REACCION

Para estos estudios fueron utilizadas
mezclas cromégenas de &cido fosfotdngstico y diluyente en
dilucionés del dcido desde dosva diez.veces, y anctamos la
absorbancia a los veinte minutos, asf como el pH. Esatas ex
periencias fueron realizadas con patrones acuosos de &cido
drico con una concentracién de 5 mg/dl (cocentracién media
‘ ae-referencia del &cido drico en el suero humano).

En la Tabla IV, donde el diluyente
estd a una concentracién del 2 % vemos que la maxima absor-
cién se obtiene en las mezclas donde el &cido estd diluida
cinco, seis y siete veces y que las variaciones de pH a éstas
diluciones son de 10,24 , 10,39 y 10,46 respectivamente. En
la Tabla V (el diluyente estd a una concentracién del 4 %),
la mayor sensibilidad aparebe yé a 1a.dilucién 124 hasta 1:6
y el pH es de 10,10 , 10,23 y 10,33, Y en la Tabla VI (dilu—
yente concentrado al 6 %), la mayor sensibilidad se obtiene
a la dilucidn 1:3 con un pH gue varla desde 10,0C hasta 10,42

en la mezcla diluida siete veces,



AsI mismo pudimos comprobar tambien que en las reacciones '
donde el pH estaba por encima de 10,50 la sensibilidad del
ensayo descendia bruscamente y que las mezclas de mayor

]

sensibilidad se correspondian con un pH «desde 10,00 hasta

10,40 (Fig. 4).



TABLA TV
Efectos de la concentracién del &cido fosfotlngstico

en la sensibilidad y pH final de la reaccifén.

DILUCION DEL ABSORBANCIA

ACIDO A LOS pH FINAL
FOSFOTUNGSTICO 20 MINUTGS
2—-veces 0,205 | 8,60
3-veces 0,215 9,40
4-veces 0;215 9,85
5-veces 0,220 | 10,24 .
6-veces ‘ 0,220 10,39
7=-veces 0,220 - 10,46
8~veces 0,200 10,65
S-veces 0,200 10,66
10-veces 0,195 10,70

Muestra ensayada: patrén de &cido ¢rico con 5 mg/dl,

Concentracién del diluyente: SDS al 2 %.



—35-

TABLA V
Efectos de la concentracién del 4cido fosfotfigstico

en la sensibilidad y pH final de la reaccién,

|

DILUCION DEL ABSORBANCIA

ACIDO A LGS pH FINAL
FOSFOTUNGSTICO 20 MINUTOS
2—vecés 0,210 8,60
3-veces 0,210 9,50
4-veces 0,220 | 10,10 -
5-veces 0,220 7 10,23
6-veces 0,220 | 10,40
9-veces 0,210 10,48
8-~veces 0,205 V 10,55
O—-veces 0,200 10,53
10=-veces ' 0,200 10,62

Muestra ensayada: patrén de &cido Grico con 5 mg/dl.

Concentracién del diluyente: SDS al 4 %.
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TABLA VI

Efectos de la concentracién del 4cido fosfotdngstico

en la sensibilidad y pH final de reaccién,

DILUCION DEL ABSORBANCIA

ACIDO A LOS pH FINAL
FOSFOTUNGSTICO 20 MINUTOS
2-veces 0,210 9,44
3-veces 0,220 10,00
4-veces 0,220 10,10
S5-veces 0,220 10,22
6-veces 0,220 10,36
7-veces 0,220 10,42
8-veces 0,210 10,49
9-—veces 0,205 10,54
10~-veces 0,195 10,63

Muestra ensayada: patrén de &cido Grico con 5 mg/dl, -

Concentracifn del diluyente: SDS al 6 %,
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FIG. 4. Influencia del pH en la sensibilidad del ensayo,
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TV.2. CONCENTRACION DEL DETERGENTE EN LA MEZCLA CROMOGENA

Las experiencias que realizamos para
estudiar la concentracidén de dcido fosfotdngstico en la sen
sibilidad del ensayo fueron hechas con tres soluciones de
Dodecilo hidrogenosulfato (sal sédica) (SDS) en agua desti-
lada al dos, cuatro y seis por ciento. Con ellas pretendimos
estudiar la concentracién de &cido fosfotlngstico que ofrecia
mayor sensibilidad (yé estudiada), y por otré parté estudiar
el efecto de las concentracicnes (2,4 y 6 %) de SDS en el
ensayo. Pudimos comprobar que en los ensayos donde el S0S5 es-
taba al 2 % aparecian turbideces due tardaben mas tiempo en
desaparecer que cuando los ensayos se realizaban con SDS al
4y 6%, Ast mismé, en los ensayos donde el SDS estaba al 6 %
no se apreciaron turbideces incluso en los tubos donde el 4ci-
do estaba mas concentrado (1:2, 1:3); Sin embargo nosctros ele
gimos en el méttodo propuesto el diluyente que contenfa el SDS
a una concentracién del 4 % porque aungue aparecen'unas liéeras
turbideces, &stas desaparecen muy rapidamente y en la dilucidn
de 4cido fosfotlngstico al 1:5, la absorbancia y la estabilidad

de color eran aceptables cémo hemos comprobado en apartados antes
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estudiados, Por consiguiente en el método propuesto utilie
zamos el diluyente al 4 % porque la capacidad solubilizadora de
las proteinas es notéble asi cémo la sensibilidad y estabilidad

de color de las experiencias realizadas.,
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IV.3. CONCENTRACION DEL TAMPON

3.1. EFECTOS DE LAS DISTINTAS CONCENTRACIONES DEL TAMPON

EN LA SENSIBILIDAD DE LA REACCION

En este apartado estudiamos la influencia
gue tiene la concentracidn de carbonato sfdico y T.E.A. conjun=
tamente en la sensibilidad y desarrollo de color del mé&todo
propuesto, Para ello se utilizé carbonato sédico al 2 % {p/v)

y le fuimos affadiendo T.E.A. al 2, 4 y 6 % (v/v). De esta mane_

ra obtuvimos tres solucioneé tampén con un 2 % de carbonato

s6dico y 2, 4 y‘6 % de T.E.A. que dieron una sensibilidad y

comportamiento diferentes en los ensayos, En la Tabla VII apare-
cen los resultados que son reflejados en las gréficas de la
Fig. 5.

En la Tabla VIITI, Fig. 6 representamos
los valores y gréficas que muestran el comportamiento del mé-
todo cuando se usaron soluciones tampén que contenfan un 4 %
(p/v) de carbonato sédico en los tres casos, y un 2; 4y 6%
(v/v) de T.E.A. |

Y en la Tabla IX, Fig. 7 aparece repre-
sentado el diferente comportamiento de la reaccién cuando se

utilizaron tampones con un 6 % de carbonato sddico y un 2, 4
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y 6% (v/v) de T.E.A.

| Las experiencias fueron realizadas con
soluciones patrones de 4cido (rico con una concentracién de
5 mg/dl, :

El estudio de las graficas de la Fig, 5
entre s pudo revelar que 165 énsayos déﬁde se utiliza el
tampdn compuesto por un 2 % de carbonato sédico y un 2 % de
T.E.A. ofrece una mayor sensibilidad y estabilidad de coloq?

Igualmente en las gréficas de la Fig. 6
Se’observa un mejor comportamiento de la reaccifn cuando se
usaba el tampdn comﬁuesto por un 4 % Ze cérbonato sédico y un ’
4 % de T.E.A. Por ultimo las gréficés de la Fig.7 muestran
que‘la curva que indica una mayor sensibilidad corresponde
a los ensayos donde el tampdn estaba compuesto por un 6 % de
carbonato sédico y un 2 % de T.E.A. Sin embargo apreciamos
claramente una mala estabilidad del color formado en é;ta reaccién,

En la Fig.8 representamos las tres gréficas
correspondientes a las mejores condiciones analiticas de las
figs.S; 6y 7. Cémo yé»se indicéd el ensayo donde fué usado el

3

tampon compuesto por un 4 % de carbonato s6dico y un 4 % de T=E.A.
N .

era el més édécuadb a pesar de gue el ensayo dénde se usﬁ el
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tampén de concentracién 6 % de carbonato sédico y 2 % de
T.E.A. obtenfa una buena sensibilidad a los veinte minutos;
Sin embargo ésta ultima reaccién tenfa una mala estabilidad

i
del color formado, Y en el ensayo dénde se usé la solucién

[
tampén que contenfa un 2 % de carbonato sédico y un 2 % de
T.E.A. la estabilidad es idonea pero la sensibilidad dejaba
mucho gue desear,

El estudio de la influencia de las distin
tas concentracioneés del tampén en la reaccifin tambien se hizo
utilizando "pools" Qe sueros con el fIn de ver el comportamigg
to de las proteinas de la muestra y el resto de 1ogidbﬁ;£itu-
yentes séricos. Los resultados aparecen reflejados en las Figs.
9;10 y 11, y comparadas en la Fig. 12 donde se corroboraron
las conclusiones anotadas en las experiencias realizadas con
patrones acuosos de dcido Grico, Igualmente las absorbancias
ogbtenidas en funcién del tiempo en éstas experiencias hechas

con "pools" de sueros aparecen tabuladas en las Tablas X,XI

y XI1I,



TABLA VI

Efectos de la concentracién del tampén en el desarrollo del color.

i

CONCENTRACION ABSORBANCIAS
DE

T.EvAs (%sv/V) A LOS 5 A LOS 20 A LOS 35 A LOS 50 A LOS 80

MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTCS MEINUTOS
2 0,175 0,190 0,190 0,190 0, 190
,

4 0,170 0,180 0,180 0,175 0,170
6 0,160 0,170 0,165 0,160 0,160

Muestra ensayada: pa

Concentracibn de cafbonato s@dtco * 2 %- ”

¢

trén acuoso con 5 mg/dl de 4cido (rico,

e

-
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FIG. 5. Variacién de la absorbancia con el tiempo cuando usamos

tres tampones diferentes,

O Tampon I: 2 % carbonato sédico. 2 % T.E.A.
O Tampon II: 2 % carbonato s6dico. 4 % T.E.A.
A Tampon III: 2 % carbonato sédico, 6 % T.E.A.
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TABLA VITT

Efectos de la concentracién del tampén en el desarrollo del color.

CONCENTRACION
ABSORBANCIAS
DE
T.E.A. (%,v/v) . ALOS 5 A LOS 20 A LOS 35 A LOS S0 A LOS 80
MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS
2 0,205 0,215 0,210 0,200 0, 190
4 0,220 0,230 0,230 0,230 0,225
6 0,200 0,200 0,190 0,180

0,210
b

Muestra ensayada: ‘patrén acuoso con 5 mg/dl de &cido Gricao.

Concentracién de carbonato sédico: 4 %.

~S-
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FIGK 6. Variacidén de la absorbancia con el tiempo usando
tres tampones diferentes,
O Tampon I: 4 % carbonato sédico. 2 % T.E.A.
g Tampon II: 4 % carbonato sédico. 4 % T.E.A.

A Tampon III: 4 % carbonato s6dico, 6 % T.E.A.

0,17

i [ 1 1 ] 1

10

20 30 40 50 60 80

TIEMPO
(minutos)



TABLA IX

Efectos de la concentracién del tampdn en el desarrollo del color,

CONCENTRAGION
. DE
T.EoA. (%yv/Vv) ALOS 5 A LOS 20 A LOS 35 A LOS 50 A LOS 80
\.
' MINUTOS MINUTOS MINUTCS MINUTCS MINUTOS
2 0,220 0,230 0,220 0,210 0,195
a 0,210 0,215 0,210 0,200 0,180
6 0,205 0,220 0,215 0,205 0,190

Muestra ensayada: patrén acuoso con 5 mg/dl de dcido Grico.

Ccncentrécidn de carbonato sédico: 6 %,

4

A
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FIG.7, Variacién de la absorbancia con el tiempo usando

tres tampones diferentes.

O Tampon I: 6 % carbonato sédico. 4 % T.E.A.

O Tampon II: 6 % carbanato sédico, 6 % T.E.A.

A Tampon III: 6 % carbonato sédico. 2 % T.E.A.
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FIG, 8, Variacién de la absorbancia con el tiempo usando
tres tampones diferentes.
O Tampon I: 2 9% carbonato sédico. 2 % T.E.A.
D Tampon: II: 4 % carbonato sbdico. 4 % T.E.A.

A Tampon III: 6 % carbonato sédico. 2 % T.E.A,.

10 20 30 40 50 60 80
! 1 1 1 1 1 1

TIEMPO (minutos)




Efectos de la concentracién del tampén en el desarrollc del color,

TABLA X

CONCENTRACION
DE

TeE.A. (%v/v) | ALOS 5 A LOS 20 A LOS 35 A LOS 50 A LOS 80
18 ’ MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS
2 0,195 0,225 0,230 0,230 0,230
4 0,175 0,200 0,215 0,210 0,210
6 0,180 05210 0,220 0,210

0,205

Muestra ensayada: "pools" de sueros,

Concentracién de carbonato sédico: 2 9,

‘
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FIG. 9.

™ M Ll
Variacién de la absorbancia con el tiempo

en un "pools" de sueros usando tres tampones
diferentes,
O Tampon I 2 % carbonato sbdico, 2 % T.E.A,
A Tampon II: 2 %Acarbomato sédico. 6 % T.E.A.

O Tampon IIT: 2 % carbonato sédico. 4 % T.E.A. ‘
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A TABLA XTI
Efectos de la concentracién del tampén en el desarrolloc del color.
CONCENTRACION
ABSORBANCIAS
. DE
Y Y
ToEuA. (%sv/V) ALOS 5 A LOS 20 ALOS 35 | ALOS 50 A LOS 80
~ MINUTOS MINUTOS MINUTGS MINUTOS MINUTOS
2 0,200 0,245 0,255 0,245 0,225
4 0,210 0,240 0,250 0,245 0,225
’ i
6 0,210 0,235 0,245 0,240 0,230

Muestra ensayada: "pools" de sueros,

Concentracién de carbonato sédico: 4 %.



ABSORBBANCTIA

T

FIG.10. Variacién de la absorbancia con el tiempo en un
"pools" de sueros usando tres tampones diferentes,
O Tampon I: 4 % carbonato sédico. 2 % T.E.A.
A TAMPONIT: 4 % carbonato sédico. 4 % T.E.A.
O TAMPONTIII:4 % carbonato sédico. 6 % T.E.A.

0,19
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- TABLA. XII

Efectos de la concentracidn del tampén en el desarrcllo del color.

co .
NCENTRACION ABSORBANGIAS
DE ‘
T.E.A. (%v/v) A LOS 5 A LOS 20 A LOS 35 A LOS 50 A LOS 80
MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS
2 0,245 0,280 0,285 0,275 0,270
4 0,240 0,270 0,280 0,270 0,260
5 0,230 0,260 0,260 0,250 0,245

Muestra ensayada: "pools" de sueros,

Concentracién de carbonato sédico: 6 9%,

G-
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FIG. 1. Variacién de la absorbancia con el tiempo en un

{
"nools" de sueros usando tres tampones diferentes.

O Tampon I: 6 % carbonato s6dico. 2 % T.E.A.
A Tampon II: 6 % carbonato s6dico, 4 % T.E.A.

O Tampon III: 6 % carbonato sédica. 6 % T.E.A.

0,22

i 1 1 ] 1 1 1

10 20 30 a0 S B0 60 80  TIEMPO
(minutos)



ABSORBANCIA

FIG, 12. Variacidn de la absorbancia con el tiempo en un

"pools" de sueros usando tres tampones diferentes,

O Tampon I: 2 % carbonato sédica. 2 % T.E.A."
O Tampon II: 4 % carbonato sédico., 4 % T.E.A.
D Tampon III: 6 % carbonato sédico, 2 % T.E.A. .

0,29

1 H i

60 8
=0 0 TIEMPO

(minutos)
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3.2. EFECTOS DE LAS DISTINTAS CONCENTRACIONES DEL TAMPON |

EN EL PH Y SENSIBILIDAD DE LA REACCION

Para estudiar la influencia que tiene la
distinta concentracidn del tampdén en la sensibilidad de la reaccién
y su relacién con €l pH final de la mezcla del ensayo, fufmos
anotando la absorbancia y el pH durante ochenta minutos a ine
tervalos de 5, 20, 35, 50 y 80 minutos, Los véiorés que obtu-
‘vimos aparecen en la Tabla XIII y representados en la Fig, 13,
Cémo se vé&, la mayor sensibilidad de los ensayos correséonden
a valores de pH entre 10,15 y 10,40. Cuando el pH sube de 10,40
la absorbancia desciende, scbre todo en el intervalo de 10,50
a 10,60 en el que la sensibilidad descendia bruscamente, motie
vo por el cual el ensayo que se realizd con el tampén que con-
tiene un 6 % de carbonato sédico y un 2 % de T.E.A. ofrecfa ma=-
la estabilidad del color formado, Tambien puede anotarse que
cuando el pH haja de 10,00, la absorbancia cbtenida es menor
~aunque el color formado esra estable (grafica que representa el
ensayo en el cual se usé el tampdn compuesto por un 2 % de care

bonato sédico y 2 % de T.E.A.)s

De todo ello deducimoss



a) Que en los ensayos donde se utilizaba el tampén

P

formado por un 2 % de carbonato sédico y un 2 % de TeEeAe,la
capacidad amortiguadora no era suficiente para obtener una
buena sensibil%dad y llevar la reaccién a un pH entre 10,00

a 10,40,

i

b) Que la capacidad amortiguadora del tampén idénea
es aguella donde la composicién del tampén es de 4 % de car—

bonato sédico y 4 % de T.E.A.; y gué cuando se aumenta la

s

concentracién de ambos constituyentes la elevacién del pH por

encima 10,40 va en detrimento de la estabilidad del color for-
4

{

mado,



TABLA XTIIT
M

Relacién entre el pH y la absorbancia de los ensayos con 3 soluciones tampones diferentes,

CONCENTRACION A LOS 5 A LOS 20 " A LOS 35 A LOS 50 A LOS 80
DEL TAMPON MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS : MINUTOS
1 | ] i i 4
CARBONATO T.E.A : | i \
S0DICO Pt D.O. : pH D.0. | pH D.0s | pH D.0. 1 pH D.0. | pH
(%:D/V) : (%!V/V) 1 ' ! . ! ! ]
] 1 1 | m
| QO
| : | | _ ! ! !
2 ! 2 0,175 ' 9,50 0,190 ' 9,80 0,191 ! 9,62 0,191 ' 9,62 0,190 ' 9,80
} | § H i ' P
| | | | i 1
: 1 l | ! |
4 ) 4 0,220 | 9,90 0,23 110,15 0,232 ! 10,25 0,230 | 10,41 0,225 | 10,52
| | | ' i 1 ~
! ! 1 | 1
' ! ! 1 | !
6 ! 2 0,220 | 10,35 0,23 | 10,40 0,222 | 10,51 0,210 ' 10,60 0,200 t 10,70
I i | 1 ! |
] | ! 1 ! ]
3 i L ¥  } ]




SENSIBILIDADI(%)
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FIG.13. Influencia del pH en la sensibilidad del ensayo.

75 %
70 %

1 I 1 1 i 1 1 1
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V. CARACTERISTICAS DEL METODDO




V.1. ESPECTRO DEL CROMOCFORO

Para ver a qué longitud de onda presentaba
el maximo de absorcidn el croméforo formado, se hizo un ba=-
rrido espectral de longitudes de onda comprendidas entre
450 hasta 800 nm. lLareaccién fué realizada con un patrén de
d4cido Grico de 6 mg/dl,

El espectro de absorcién fué realizado en
un Espectrofotémetro Ultravicleta-Visible BECKMAN modélo 25
de doble haz. Y las condiciones instrumentales fueron las
siguientes:

Expansién de escala: 0,5 A.
Velocidad del papel: 1 pulgada/minuto,
Velocidad de barfido: 50 nm/minuto.

Cémo se observa en la Fig.14 la banda de
absorcién del complejo coloreado esté éntre 735 y 750 nm, con
el maximo a 740 nm; sin embargo para las medidas se eligid
una longitud de onda de 680 nm por las siguientes razones:

a) El rango espectral de la mayoria de los espectro-
fotdmetros usados en los laboratorios clinicos, s6lo alcanzan
_hasta los 700 nm,
b) A esta longitud de onda la sensibilidad del mé&to—
do era la idfnea para que a las uricemias encontradas habitualmente;

le correspondieran. lecturas de absorbancias comprendidas en el

.
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: . d .
intervalo de menor error relativo (,C/c) de cocentracién,

V.2. DESARBOLLO Y ESTABILIDAD DEL COLOR

Nuestro método *fué ensayado para estudiar
el desarrcllo y estabilidad del color formado. La reaccidn se
procesd con soluciones patrones acuosas de 5 mg/dl y en Dtros
casos con soluciones patrones acuocsas de 6 mg/dl, Los resultados
obtenidos aparecen en las Tablas XIV y XV, Pudimos comprobar
gue y4 a los veinte minutos se abtenfa el méximo desarrdllo
de color y que éste era estable durante una hora,con pequedas
variaciones no significativas de la abscrbancia, En la Fig.15

representamos los resultados obtenidos en uno de los ensayos

]
Y

procesados con un patrén de 4cido drico de 5 mg/dl;

V.3. LINEABILIDAD

La lineabilidad-del mé&todo fué evluada

preparando curvasnde calibrado con patrones d; dcido Qrico
de concentraciones desde 1,0 hasta 12,0 mg/dl. En ungs ensa=
yos fueron usados patrones de concentraciones de 2,4;6,8;10
y 12 mg/dl, y en otros casos se usaron patrones conCentrados

t

de 100 mg/dl que se diluyeron para obtener las concentraciones
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deseadas. Las absorbancias fueron medidas a intervalos iguales
de tiempo y al ser representadas graficamente aparecif-una linea
recta como representamos en la Fig. 16. Pudimos comprobar que

nuestro método es lineal hasta 12,0 mg/dl.

*1



TIEMPO EN 5 10 15 20 30 40 60 80
MINUTOS .
ABSORBANCIAS 0,210 0,230 0,240 0,250 0,250 lo,250 | 0,250 0,245
TIEMPO EN

5 15
VINUTOS 10 20 30 40 60 80
ABSORBANCIAS 0,220 0,235 0,245 0,250 0,250 0,255 0,250 0,250

TABLA XIV

Desarrollo y Estabilidad de color en dos ensayos con un patron

de &cido lrico que contenfa una concentracién de 5 mg/dl.

~99~



TIEMPO EN . :

, 1 _
VINUTOS 5 0] 15 20 30 40 60 80
ABSORBANCIAS | 0,260 0,270 0 ;280 0,290 0,290 0,295 0,290 0,290
TIEMPO EN

5
MINUTOS 10 15 20 30 40 60 80
ABSORBANCIAS | 0,260 0,270 0,280 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
TABLA XV

Desarrollo y Estabilidad de color en dos ensayos con un patron

que contenia una.concentracién de &cido drico de 6 mg/dl.



ABSORBANCIA

FIG.15. Desarrollo y Estabilidad de color con un patrén de acido urico de 5 mg/dl

. 0,26

- 0,25
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FIG. 16.Lineabilidad del metodo propuesto en ensayos

con patrones acuosos de acido urico.

L 0.60 '
| |

0.580

0.40

ABSORBANCTIA

10
1 1 1

mg/dl de dcido drico



-70~

V.4, PRECISTION

La ﬁrecisién intra-ensayo fué determinada ensa=-
yando dos "pools" de sueros de baja y alta concentracién de
dcido Grico, en series de 140 y 136 para el "pool" I y "pooi“

IT respectivamente. En el ﬁpool" I donde las series Fueron‘de
140, la cifra média de 4cido Grico fué AB 2,18 mg/dl, 1la desvia
cibn esténdar de 0,06 mg/dl y el coeficiente de variacién fué
2,75 %. En el "pool” II se realizaron series de 136 con una
media de concentracién de dcido drico de 7,90 mg/dl, una desvia—
cidn esténdar de O,b?G, y un coeficiente de variaciﬁn de 0,96 %
(Tabla xvI).

La reproducibilidad dfa a dfa fud evaluada y compa=
rada con los méthos de Caraway, Henry modificado y el método‘
de la uricasa-fenol-aminofenazona (uricasa=F.A.F.)}, con "pools"
de sueros de concentracién media. Para ello el suerc fué dividie
do en porciones de 200 ul, conservéndose los vifles a ~202C,
Durante 40 dias consecutivos fué analizada cada alicuota por
nuestro método, y los mé&todos y4 sefialados. Los resultados esta-
disticos de concentracifin media, desviacidn estandar’y coeficien=
te de variacién de los diferentes mé&todos, aparecen reflejados
en la Tabla XVII, encontréndose todos ellos dentro de los valores

permisibles.
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TABLA XVI

Precisién intra-ensayo de nuestro método en la

determinacidén de &cido drico.

PARAMETROS cmppoLt T "POOL" IT

n 140 130
X (mg/d1) 2,18 ‘ 7,90
D.S.(mg/d1) 0,06 0,076

CeV. (%) 2,75 0,96




TABLA XVIT

Reproducibilidad dfa a dfa de nuestro método y otros métodos existentes

en el mercado, determinada con "pools" de sueros de concentracidn media,.

METODO
PARAMETROS CARAWAY HENRY MOD. URICASA~
PROPUESTO . E.A.F.
' I
N
N
{
n 40 40 40 40
X(mg/d1) 4,77 4,70 5,20 4,72
D.S.(mg/dl) 0,13 0,19 0,14 0,069
E.V. (%) 2,70 4,00 2,70 1,47
e A 5,03 5,08 5,47 4,86
lamitesy, 4,50 4,32 4,92 4,60




+ 2 DISI

x1

- 2 DoSc

4,99

4,51

FIG. 17.

Reproducibilidad del método propuesto determinada dia a dia,
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Reproducibilidad del método de Caraway determinada dia a dia.

" FIG.18.
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FIG§19, Reproducibilidad del método de Henry modificado determinada dia a dia.
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+ 2 D.S. 4,86

X 4,72

-~ 2 D.S. 4,60

FIG. 20. Reproducibilidad del método de la Uricasa=F.A.F. determinada dfa a dfa.
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Las representaciones gréficas de los controles
diarios, aparecen en las figlras 17,18,19 y 20; y se observa

gue los valores se mantienen comppgndidos entre i 2 D.S.

V.5. EXACTITUD

En los estudios de correlacién, nosotros compa-
ramos el método propuesto con el mé&todo de Caraway, Henry mo—
dificado y el método de la Uricasa-fenol-aminofenazona, Para
ello determinamos el 4cido drico en el suerc de 100 pacientes
que Qontenian una concentracidn de &cido drico entre 2,0 y
10,5 mg/dl. La correlacién entre nuestro método y el de Caraway
arrojd una curva de regresidn lineal de: y = 1,04 x + 0,006 ;

r= 1,003 ;

donde el coeficiente de correlacidn fué de
X = 5,036 e ; = 5,24 ;-siendo X la concentracién media de &cido
‘Grico de los 100 sueros ensayados para el metodo de Caraway; e
; es la concentracién media obtenida con nuestro método,
La comparacién de nuestro mé&todo con el de Henry

mod. tuvo una ecuacibén: y = 0,968 X+ 0,113 ; r = 1,003;

;.= 5,24 mg/dl (concentracién media de 4cido drico para nuestro
método) y X = 5,30 mg/dl (concentracién media para elkmétodo de

Hehry), siendo n =100.
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Y por ¢ltimo la correlacifn encontrada entre nuestro

método y el de la Uricasa~F.A.F. fué la siguiente para n=100 :
y = 1,093 + 0,72 x ; r= 0,986 ; y la concentracién media de

&cido dGrico por el método de lalUricasa~F.A.F. fué de ;;4,383 siendo

X= 4,56, Los resultados aparecen representados en las gréfi-

cas de las figlras 21, 22 y 23,



mg/dl

11

10

Mé&todo propuesto

n=100
r= 1,003
y= 1,04 x + 0,006

4
3
H
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FIG. 23. Curva de Correlacifn entre nuestro

método y el método de la Uricasa=F.A.F.
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V.6. INTERFERENCIAS

Los errores que producen ciertas susténcias
presentes, normal & anormalmentes en los suerocs sometidos a anali-
sis de rutina de 4cido drico, fueron examinados con nuestro méto
do, Se estudiaron las posibles interferencias de anticoagulanfes,

proteinas del suero, la hemolisis, glucosa y lipémia.

6.1. INTERFERENCIAS DE ANTICOAGULANTES *

Citrato sédico.~ Obtuvimos suero y plasma de un mismo paciente,-

y le fulmos determinando el &cido Gricd por duplicado con nuestfo
método. ELl plasma fué aobtenido aﬁadieﬁdole citrato sfdico a la
sangre recien extraida a una concentracidén de 0,7 g/dl de sangre

| total. Se utilizd para éstas experiencias muestras de 18 pacientes,
suficientes para demostrar que el citrato sédico empleado cdémo
anticoagtlante en las extracciones de sangre, nao interfiere en
nuestro método.Lbs resultados aparecen representados en la Tabla
XVIIT. ]

Heparima.~ Realizamos las mismas experiencias sin obtener varig
cién alguna en la concentracidn de &cido drico. Los resultados
aparecen en la Tabla XIX y la heparina se utilizd a una concentra

cién de 0,2 g/dl de sangre total,



TABLA XVITI

Interferencias del citrato sddico en la determinacidn

de acido urico por el metodo propuesto,

MUESTRAS ACIDO URICO (mg/dl)
ENSAYADAS SUERO - PLASMA
(citrato)

1 3,9 3,9
2 6,2 6,2
'3 4,7 4,7
4 5,2 : 5,2
5 4,6 : 4,6
6 3,3 3,3
7 751 751
8 7,0 7,0
9 6,5 6,5
10 . 5,8 5,8
1 2,9 2,9
12 4,7 4,7
13 8,0 8,0
14 4,5 4,5
15 4,3 4,3
16 4,8 4,8
17 5,1 5,1
18 6,0 6,0

Nota: El citrato sodico se utilizé a una concentraciﬁn

de 0,7 g/dl para la obtencién de plasma.
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TABLA XIX

Interferencias de la heparina en la determinacién

de acido urico por el metodo propuesto,

MUESTRAS ACIDO URICO (mg/d1)
ENSAYADAS
| SUERO PLASMA
(heparina)
! 4,7 4,7
2 6,6 6,6
3 5,2 5,2
4 5,6 5,6
5 5,0 5,0
6 4,8 4,8
7 Sy 1 5,1
8 6,8 6,8
9 741 751
10 2,0 2,0
11 2,9 2,9
12 4,2 4,2
13 3,3 3,3
14 5,3 5,3
15 6,8 6,8
16 4,9 4,9
17 4,7 4,7
18 3,9 3,9

Nota: La heparina se utilizé a una cancentracién

de 0,2 g/dl para la obtencifn de plasma.



Mezcla de Oxalatos.— Asi mismo se efectuaron las determinaciones

de &cido Grico utilizando la mezcla de oxalatos cémo agente anti-
coagulanta para la obtencién de plasma. Los resultados reflejados
en la Tabla XX muestran ligéras variaciones que no se traducen

en grandes errores en la determinacidn del 4cido Grico. Y por lo
tanto podemos decir que la mezcla de oxalatos tampoco interfiere -
en nuestro mé&todo,

Etilen-Diamino—Tetra—Acético y Fluoruro potédsico.—

En este caso,las reacciones hechas con plasma obtenido con éste
anticoagulante dieron uma turbidez con precipitado que impidid
la lectura., Por lo tanto el EDTA-FK interfiere en nuestro mé&todo,

6.2. INTERFERENCIAS DE LA HEMOLISIS

Esta pésible interferencia fué estudiada
afladiendole a un suero distintas concentraﬁiones de hemoglobina,
y luego se determind éi 4cido Grico por nuestro mé&todo. En la
Tabla XXI aparece la influencia de la concentrécidn de hemoglo-
bina (expresada en grados de hemolisis) en la determinacién
del &4cido drico por el método que proponeﬁos. Se vé gqué hasta un
grado de hemolisis (0,1 g/dl de hemoglobina), nuestro método es
tolerable, perc awpartir de 0,5 g/dl de hemoglobin(dos grados
de hemolisis) aparecen desviaciones importantes, Sin émbargobes
importante resaltar qﬁé a 8ste grado de hemolisis interfieren

todas las pruebas existentes en los laboratorios clinicos,
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TABLA XX

Interferencias de la mezcla de oxalatos en la

determinacién de acido urico por el metodo propuesto,

!
MUESTRAS ACIDO URICO (mg/dl)
ENSAYADAS
SUERD PLASVA
(mezcla oxalatos)

9 5,4 5,5
2 7,4 7,5
3 5,4 5,4
a é,’é ' 5,7
5 5,6 5,7
6 6,3 645
7 7,0 7,2
8 3,9 3,9
9 4,2 4,2
10 7,3 ' 7,5
49 6,2 6y2
12 3,7 337
13 8,3 8,5
14 6,0 . 6,0
15 4,% 4,1
16 6,2 6,2
172 5,3 5,4
18 5,7 5,8

Nota: La mezcla de oxalatos se utilizd a una concentracién

de 0,3 g/dl para la obtencifn de plasma.
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TABLA XXT

Interferencias de la hemolisis en el metodo propuesto,

GRADO DE .
(g/a1) | (ing/d)
0 0 4,6
1+ ' 0,1 4,6
2+ . 0’5 4’9
3+ 2,0 _ 5,4
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6.3. INTERFERENCIAS DE LAS PROTEINAS

Se seleccionaron sueros a los que le anadimos
albdémina bovina hasta Dbfener un contenido total de proteinas de
8,0 , 8,6 , 9,Z s 10,0 y 11,2 g/dl (determinado por el método
del biuret), ; le determinamos el dcido drico por nuestro mée-
tgdo. En todos los casos, los enturbiamientos iniciales produci-
dos desaparecieron(antes de cinco minutas) répidamente, redisolvign
dosé las proteinas y la concentracién de 4cido Grico no sufrié
variacifén hasta un valor de 11,2 g/dl de ﬁrotinas tofales, cifra
qgue no se encuentra en el suero de un paciente. En la Tabla XXII

expresamos estos resultados,

6.4. INTERFERENCIA DE LA GLUCEMIA

Estudiamos la interferencia de la glucosa en
sangre, en distintos sueros a los que se afadid glucosa hasta obtener
concentraciones de &4, 160, 280 y 400 mg/dl. La gludemia fué
determinada por el método de la glucosa—oxidasa. Estas experien
cias fueron extendidas a 20 sueros y se vié que incluso en
concentraciones de hasta 400 mg/dl no hubo variacién en 15 COtl=

centracién de &cido ¢rico (Tabla XXIII).
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TABLA XXIT

Interferencias de las proteinas del suero en la

determinacién de acido urico por el metodo propuesto,

0OLS
POOLS DE PROTEINAS ACIDO
SUERGS TOTALES URICO
(g/d1) ‘ (mg/dl)
1 8,0 6,0
2 8,6 6,0
3 9,4 6,0
aq 10.0 6,0
5 ..1"’2 5!8

Nota: Las proteinas totales fueron determinadas

por el metodo del biuret.



TABLA XXIIT

Interferencias de la glucemia en la determinacién
de acido urico por el metodo propuesto,

POOLS DE
ACIDO
SUERGS GLUCEMIA URICO
mg/dl
(mg/d1) (mg/d1)
1 64 5,7
“E
2 160 5,7
3 280 » 5,7
a 400 5,7

Nota: La glucosa fué determinada por el metodo

de la glucosa-oxidasa.



VI. DISCUSION DE LOS RBRESULTADOS
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A la vista de los resultados obtenidos en las expe-
riencias del apartado anterior, llegamos a los resultados siguien-—
tes:

La dificultad principal para dar con un buen mé&to-
do de determinacidn de &cido Urico estriba en dos puntos princi-
pales:

a) Eneontrar un buen detergente cuya accién surfactante
sea lo suficientemente eficaz para evitar la precipitacién de las
proteinas de la muestra, sin detrimento de la sensibilidad de la
reaccién y estabilidad del color formado.

b) Encontrar una solucién tampén capaz de llevar la
mezcla de la reaccifn a un pH final entfe 40,20 y 10,40, y al
mismo tiempo gque nd perjudigue el desarrqllo del color formado.

El detergente es utilizado para diluir el &cido
fosfotlngstico y la mejor concentracidn para éste cometido es
al 4 % en agua destilada, Asi mismo, el detergente debe estar
con el Acido fosfotdngstico a una proporcién de 1:5, para encontrar
unas Gptimas condiciones analiticas,

Dz la misma manera, y a la vista de los resultados
obtenidos, el tampdn debe estar formado por un 4 % de carbonato
s6dico (p/v) y un 4 % de T.EiA. (v/v). Esta concentracién es la

idénea para qué la mezcla final de la reaccién se mantenga en un
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pH entre 10,20 y 10,40, gque es el rango ideal para obtener el
100 % de sensibilidad de la reaccién. -

¢ La composicién del &cido fosfotdngstico guarda
las mismas relaciones que mantiene el 4cido fosfotdngstico for—
mado por FOLIN y DENIS (1912).

El m&todo es fécil de realizar, se procesa en
s6lo dos pasos y guarda unas caracteristicas equiparables al
método enzimitico de la Uricasa=~fenol—-aminofenazona. Asf mismo,
es asequible al pequefio laboratorio por el bajo coste, fécil ma
nejo e instrumental pocﬁ sofisticado, A los veinte minutos y&
el desarrollo de color es completo y el color es estable una
hora més tarde., Por otra parte, el método es lineal hasta 12,0
mg/dl,

Al analizar la precisién y exactitud del mé&to-
do propuesto comparado a la de otros métodos existentes en el
mercado, los resultados han sido satisféctorios y las diferencias
no son significativas entre ellos. Al analizar la precisién
intra~ensayo del método para un "pool" I de concentracidén medial
baja, X = 2,18 mg/dl, la desviacién estandar obtenida fué de
0,06 mg/dl y el coeficiente de variacién de 2,76 %. Y cuando
analizamos un "pool" II de concentracidn media elevada, §= 7,90

mg/dl, la desviacién estandar fué de 0,076 mg/dl y el coeficiente
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de variacién de 0,96 %. .

Al analizar la reproducibiiidad del método y
comparado con otros métodos, se vid que el método de menor-
desviacidén estandar es el método de la Uricasa-F.A.F. con
una desviacién estandar de 0,069 mg/dl, y el de mayor des-
viacién estandar fué el de Caraway con 0,19 mg/dl; igualmente,
el coeficiente de variacién del método de Caraway fué el més
altg, con un 4 % y el de menor coeficiente de variacién fué
el de la Uricasa—F.A.F. con 1,47 %. Nuestro método arrajé un
coeficiente de variacién de 2,7 %. Por esto, podemos decir que
el método propuesto posee una desviacifn estandar y un coeficien
te de variacién mas que satisfactorias para un método colorimé-
trico,y de mejores condiciones estadisticas al método de Caraway
e incluse al de Henry modificado., E1 ﬁétodo gue mostrd mayores
desviaciones fué el dé‘Caraway, probablemente debido a la desprg
teinizacidén, que lleva consigo una pérdida de &cido Orico que va
.ligado a las proteinas.

De todo lo expuésto se v& claramente que el mé-
todo de la Uricasa-F.A.F. arrojé los resultados mas satisfactorios,
sin embargo dentro de los métodos gquimicos, el método propuesto
tuvo unos resultados nuy similares al de la Uricasa—F;A.F. y de

mejores resultados estadisticos a los métodos quimicos comparados.
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En los estudios de correlacién se vié que el coeficiente
de correlacién con el.método de Henry fué de r= 1,003; con gl de
vCaraway de r=1,0034,y el coeficiente de correlacién con el mé&todo
de la Uricasa-F.A.F. fué de 0,986, Se vi8 claramente que los mé-
todos quimicos mantenian una relacidén muy estrecha entre ellos.

Por Gltimo, sefialar que el mé&todo propuesto
puede ser determinado tanto en suerc cémo en plasma obtenido con
citrato sddico, heparina u oxalato; éin embargo no debe de utili-
zarse la mezcla de’EDTA—FK; La hemolisis interfiere é un greado muy.
alto, o sea para concentraciones de hemﬁglobina muy altas; y las
proteinas (qué son dénde verdaderamente interfieren los métodos
.quimicms) son redisueltas y né interfieren hasta conéentraciohes

de 10=-11 mg/dl. Asi mismo la glucemia no interfiere el ﬁétodo;
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Proponemos un micrométodo difecto, sin desproteinizacidn,
para la determingciﬁn de 4cido rico enfluidos bioclégicos,
La precisién del método propuesto, indicada por el coefi-
ciente de variacién es satisfactoria, siendo de 2,75 % para
el "pool" I de baja concentracifn, y 0?96 % péra el "pool"
IT de alta concentracién, en determinaciones inta~ensayo;

y de 2,70 % cuande fué determinada dia adia,

E1l método propuesto cumple la ley de Beer hasta uma copnden-

tracién de &cido drico de 12,0 mg/dl de suero & plasma.

El médximo de coldr es obtenido a los veinte minutos y es esw

table durante 60 minutos despues,.

En la precisién determinada dia a dia indicada por el coefi-
ciente de variacién, se muestra nuestro método con una preci-
616n entre el método de la Uricasa=F.A.F. con un coeficiente de
variacién de 1,47 % , y el de Caraway que es de 4,0 %, siendo

el coeficiente de variacién del método propuesto de 2,7 %, al

igual que el método de Henry.



6. ELl método puede ser determinado tanto en suero cmo en plasma

sin que interfieran los anticoagulantes normalmente utilizados,

7. Los coeficientes de correlacién con los métodos quimicos (r=
1,0034 con el de Caraway, y r= 1,003 con el de Henry) indicaron
gue el método se muestra mis exacto a estos gue al m&todo enzie
médtico de la Uricasa—f.A.F., sin embargo las diferencias de
concentracidn de 4cido drico con éste método no fueron signi-

ficativas,

8, E1 mé&todo propuesto se muestra mds sencille a los métodos
guimicaos convencionales, siendo éste de fécil manejo, bajo

coste y de instrumentacidn poco sofisticada.



VITII. BIBLIOGRAFTIA




~100-

ACHESON y O'BRIEN; Lancet, -2, 777 (1966)

CANTAROW y SCHEPARTZ, Biochem., 4 edic.,Philadelphia, 1967,
CARAWAY, W.T., Amer. J.Clin. Path. 25 (7) 840-845 (1955)
CARAWAY, W.T., @Tand. Meth, of Clin, Chem,, 4 , 239 (1963)
CHRISTEN y col., Europ. J. Biochem., 12, 3 (1971)

DUFF y col., Arthr, and Hheum.; 11, 1é4 (1968)

FOLIN O., J éiol. Chem, 12  239-43 (1912)

FOLIN O. y DENIS Ws, J.Biol. Chem. 13, 469 (1912)

FOLIN y Wu en "Quimica Clinica.Bases y Principios"

Red. Henry. Ed. Jim. Barcelona, 1969,
GENER-SEGUI, J. colab.: Lab. Knickerbocker (1976)
GUTMAN,A.B., Arthr. and Rheum., 8, 665 (1965)
 HENRY, R.J. and colab., J. Clin, Path, 28 , 158 (1957)
LANG y col., Klin, Wschr., 53, 261 (1975)

MACLACHLAN y RODNAN, Amer. J. Med., 42, 38 (1967)
MERTZ,D.P., Gicht, %hieme, Stuttgart, 1971

OPAL Es: .HEPLER y M. STOSKOPF., Amer. J. Clin, Pathol., 22 , 72-76
(1952)



~101~=-

SEEGMILLER, J. E., en BONDY y ROSENBERG (eds), 72 ed.,

Saunders, Filadelfia, 655, 1974
SOBRINHO-SIMOES., J. Labor, Clin.Med.‘, 65, 665 (1965)
SORENSEN, L. B., Advanc, intern, Med., 15,177 {1969)
WACKER, W.E., New Engl. J.Med., 283, 151 (1970)

ZOLLNER,N., en LANG y col. (eds), Berlin, 81, 1973

VINEEDSIN LS DL QFug g p-
B A Ay 3 1S FARMACHA

SIRLEYTICA



