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INTRODUCCION
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IMPORTANCIA SANITARIA DE LOS LABORATORIOS CLINICOS. .

El auge actual del laborstorio clinico se debe a su-
extraordinaria y eficaz colaboracidn con la ciencia medi
ca; constantemente se estan perfeccionando métodos clasi
cos y se crean nuevos metodos que tratan de auxiliar o -
secundar a la clinica en los miltiples problemasvligados

a ells.

En el laboratorio de analieis clinicos se aunan los-
andlisis de rutina con la funcidén encomendada a los labo
ratorios de clinicas y centros hospitalarios, en los cua
les cabe ademés la investigacion.

Fl dnico método para establecer un diagndstico correc
to; es prac;icar una exploracidn del enfermo con un méto
do perfecto. Para llegar al diagnostico correcto, habra-
que indagar ante todo el trastorno funcional, para loca-
lisar luego el 6rgano enfermo. A continuacion, precisare
mos el mecanismo produtor del trastorno, para finalmente
descubrir la causa espec{fica. Para ello, se dispone de=-
tres grandes métodos de exploracion: el interrogatorio,-—
la exploracidn objetiva éel enfermo y las exploraciones-
complementarias., En estas exploraciones complementarias-

. . /. F S
se encuentran los métodos de analisis fisico~dquimicos,e-
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gplicados unos directamente al enfermo y otros a sus hu-
mores o secreciones., Estos métodos son los que se les —-

acostumbra a calificar como "métodos de laboratorio."

Hoy practicamente, no existe enfermedad en las que -
los datos suministrados por la exploracion clinica no pue
dan ser completados por los que aporte el laboratorio, y
bien para confirmar, bien para excluir, o simplemente pa
ra orientar, el valor de la contribuciodn que el analisfa

puede aportar, es innegable.

Es necesaria la colaboracidén de los andlisis clini--
cos y la exploracién para la consecueion de resultados -
decisivos y valorables, repitiendo e insistiendo las ve-
ces necesarias en ambas modalidades exploratorias, ante-
problemas diagndsticos de no fdcil solucidén. Los resylta
dos de laboratorib no puedén ser nunca decisivos ni tie-
nen un valor matematico; las causas de errdr, aun pres—-
cindiendo de falta de técnica o posibles descuidos, son-

4
numeroéaé y unicamente al enfrentar y'superponer los re-
sultados a los suministrados por la exploracién clinica,

» » 3 K3 4
es posible, cuando coinciden, darle una valoracion exac-

ta y una precisidn inigualada.

No hay ningin enfermo en el cual la exploracidn com-
pleta no requiera datos de laboratorio. Por lo menos, se
debera practicar un examen de orina en cuanto a cantidad,
color, albumina vy glucosa. Este examen elemental forma -

parte de la exploracion "de base" que debemos practicar-
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a todo enfermo. A poco que la enfermedad requiera una ma
yor atencidn, seré preciso practicar un examen de sangre

. . . . 7/
(velocidad de sidementacidn, leucocitos, hematies,...)

Como todos los signos de exploracion, los datos de -
laboratorio tienen su jerarquia y es preciso situarles -
en el plano que les corresponde &l hacer el razonamiento

diagnostico.

No cabe duda que en la mayoria de las-ocasiones, unos
analisis juiciosamente orientados en su peticidon despues
de una exploracion cuidadosa, y correctamente efectuados
e interpretados, dan una seguridad diagnostica, un jui-——
cio pronéstico Yy como consecuencia una orientacion tera-

’ > . -
peutica verdaderamente eficaz e importante.



PROBLEMATICA GENERAL DE LAS INTERFERENCIAS EN LAS PRUE-

BAS BIOQUIMICAS.

Las pruebas de laboratorio clinico cada vez estan ag
quiriendo una mayor importancia en la préctica de la me-
dicina, incluyendo la medicina preventiva. Sin embargo,-
uno de los factores que pueden afectar los resultados obp
teniéndose dichas pruebas, es la farmacoterapia del pa--
ciente. E1 hecho de conocer, los medicamentos prescris--
tos, es esencialnpara‘la evaluacion de un posible efecto

del farmaco en un resultado de laboratorio.

Cuando el farmaco es detectado como interferencia en
los resultados de la prueba de laboratorio, la prueba sg
ra repgtida ajustando la interferencia, o bien eliminan-
dola mediante el uso de otros metodos para la misma de-—
terminacién. Si el féfmaco interferente no ss detectado,
el medico se enfrenta con un resultado de laboratorio,el
cual no se relaciona bien con la impresién clinica del =~
paciente. Esto puede resultar una mayor dificultad en el
diagnéstico, o la sospecha de un error de laboratorio.De
bido a esto, puede ser instaurada una farmacoterapia in-

necesaria,
Los efectos de los farmacos en los resultados de las
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pruebas de laboratorio, pueden ser divididos en dos catg
gorias generales. Es importante saEer que tipo de efecto
esta complicado en cada prueba, aunque en algunas, ambos

efectos pueden ocurrir con el mismo farmaco.

Los farmacos, por tanto, paeden interferir producien

do:

A) Efectos ocasionados por propiedades farmadolégi-—
cas o toxicas de los farmacos:

Se presentan frecientemente y generalmente son dosis-
dependiente. La magnitud del cambio, a menudo, depende -
de una variedad de factores tales como dosis del férmaco,
duracion de la administracion, condiciones del paciente,
etc..As{ un ejemplo de este tipo de efecto, podria ser -
la disminucidn de la hipertensidn producida por diureti-
cos tiazidas, O bien, el halopwrinol, inhibidor de la —-
xantina oxidasa, es usado para reducir el acido urico —-
elevado en ciertos pacientes.

« B) Efectos debidos a intgrferencias en los procedi--
mientos analiticos:

En este caso el farmaco o sus metabolitos llegan a -
ser un contaminante, los cuales pueden alterar el valor,
interfiriendo as{ en la medida. Hay que resaltar los far
macos que afectan a ciertas pruebas de laboratorio, y no
afectan a otras. As{, por ejemplo, la metildopa usada en
el tratamiento de la hipebtensidn, producira un resulta-

do falso positivo en la determinacion de catecolaminas -
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en orina. (1) Esto podria conducir a un diagndstico erro

neo del Feocromocitoma.

Otros farmacos pueden interferir por producir reac—-
ciones coloreadas por quelacion, o bien por producir in=-

hibicion de la actividad enzimatica.

Ademds de las interferencias quimicas por farmacos,-
también se debef{a considerar los efectos de anticoagu--
lantes y los cambios de concentracion advertidos en sus-
tancias normalmente encontrados en cuerpos fluidos que -
alteran les valores de las pruebas de laboratorios. Asi,
la hemoiisis, lipemia, y elevados valores de biliburrina
en sus sueros, interfieren en un gran numero de pruebas.
En uremia, los altos niveles de creatirina y dcido drico,
pueden dar lugar a valorés elevados falsos de glucosa me

dida por el método del ferrocianuro.

También aparecen interferencias quimicas, por una --
falta de especificidad de los métodos usados para medir-
los valores deseados. Este problema de especificidad, es

! . . . s
un area de especial importancia en la quimica clinica.

Se han realizado distintas publicaciones de farmacos
que interfieren en las pruebas de laboratorio. De estos,
es interesante saber, que farmacos interfieren desde el-
punto de vista farmacoldgico, y cuales son los que afec-—

tan al procedimiento ensayado.

Otro problema, es saber, cuales de estos farmacos —-

12



interfieren a las concentraciones que probablemente se -
. 4 S ’ .
encuetran en suero y orina durante un tipico regimen te-

4 [
rapeutico.

Los efectos de medicamentos complejos y potentes en-
los procedimientos de laboratorio, presentan un problema
cada vez mas dificil., El1 conocimiento de estos patrones-
de interferencia de los farmacos, es responsabilidad del
medico, y muchas veces le permite explicarse algunos re-

sultados enigméticos e inesperados de la prueba.

La enfermedad parsa la cual un férmaco estaria admi--
nistrandose siempre, se debe considerar inicialmente, co

mo una fuente de resultados anormales.

Aparte de las interferencias de los farmacos, se de-
be de considerar algunos efectos adicionales para el sig
nificado del dato del laboratorio. As{ por ejemplo, pode
mos>citar,las influencias modificantes de ciertos alimen
tos, el ciclo menstrual y la menopausia de la rumjer; y -
los efectos de actividad y cambios de postura én sujetos
a los cuales se les extrae sahgre. Estos datos puedeh al

terar los datos de diversas pruebas.,

En ciertos casos, los férmacos por si mismos, no tie
nen influencia bioquimica en las pruebas de laboratorio,
pero sus metabolitos pue@en hacerlo asi. Esto ocurre con
la fenacetina, que no afecteba a los pruebas estudiadas,

sin embargo, uno de sus metabolitos, N-acetil-p-aminofe-
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nol, da falsas elevaciones para glucosa y acido urico J(2)

Esto explica los descubrimientos "in vivo" de valores au
s ., . . ’ -

mentados de scido urico en plasma y orina, después de la

. . ’ 3
ingestion de Fenacetina.

Hay tambien la posibilidad contraria: un farmaco que
- ’ »
interfiere marcadamente, con una prueba, puede rapidamen
. N + s 4
te ser convertido en un metabolito que no interfiera, es

te puede ser el ceaso del decido ascérbico.(Z)

Tambieén es importante tener en cuenta la estructura-
quimica del férmaco, asi Singh, Herbert y Gault,(4) con-
firman las observaciones de Folifi y Denis,(5) en éstas,-
se demuestra que 1os reactivos del acido urico, no inter
fiere con farmacos con estructura fenolica con un solo -
grupo OH, ejemplo ac. salicilico, pero sg{ interfiere si-
estos tienen a la vez, un grupo amino, ej. aminofenol, o
bien si su estructura es fenolica con dos 0 mEs grupos -~

OH, ej. Epinefrina,

+~Posible solucidn 8l problema de las interferencias-

del farmaco.-

Las dificultades asociadas con una pobre especifidad,
. . s !
pueden ser minimizadas por semracion del compuesto que -~
. . . .’ :
va a ser determinado -ej. por extraccion-, pero esto no-
puede ser practico o posible para procedimientos de ruti
na, que implican un gran numero de pruebas., La interfe—-

rencia por un contaminante, es generalmente corregido, -
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restandole un blanco apropiado. Pero este procedimiento-
no es posible, cuando la interferencia es causada por la
administracidn de un farmaco, a menos que la concentra--
cidn apropiada del férmaco en el fluido biologico que va

a ser ensayado, sea conocida y afiadida al blanco.

Cuando ciertos valores bioquimicos, sean conocidos -
por ser incorrectos, debido a farmacos tomados intermi--—
tentemente, puede ser necesario suspender la administra-
cidn de éstos, hasta que la sangre haya sido extrafda pa

ra las pruebas bioldgicas.

~Acido urico. El método de la uricasa, es sustrato -

especifico para el &dcido drico. No obstante, esté supedi
dato.a dos tipos de interferencia. E1 primero es intergfe
rencia espectral causadé por la presencia de un férmaco-
y/o sus metabolitos que absorben cerca o a la misma lon-
gitud de onda que el mdximo de absorcidn del &cido Urico
(4). Esta interferencia puede ser eliminada por dilucion
de la muestra y leyendo frente a un blanco de 3suero al -
pH de la reawion enzimatica. El segundo es debido a inhi
bidores de la uricasa, tales como la 6-mercaptopurina y-
sus metabolitos, dcido 6-tiodrico y varias purinas analg
gas. Se ha informado tambien, que el urato en solucidn -
alcalina, puede ser convertido en oxonato, que es un po-
tente inhibidor de la uricasa. Tales efectos inhibidores
pueden, sin embargo, ser vencidos por un aumento de la -

actividad especifica del enzima (4).
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L] ’ *
-Glucosa.-La glucosa puede ser analizade mas especl-

ficamente por el metodo de la glucosa oxidasa.

-3GOT: En presencia de fdarmacos que interfieren con-
el método colorimétrico, los valores pueden ser determi-

nados usando el metodo del NADH acoplado.

Para unos pocos de férmacos con méximo de absorcidn-
an UV cerca de 340 mm (donde se encuentra un méximo de -
absorcion del NADH), por ej. la cloroquina y furosemida,
si los de estos son excesivamente altos, la absorbancia-
puede ser medida a 366 mm., donde el NADH tiene un maxi-

mo de absorciodn adicional.

En resumen, el farmaco interferente puede ser detec-
tado por adicidn "ig vitro" del férmaco al sistema de —-
reaccién, por dilucion de la muestra, o por comparacién—
del resultado con el obtenido por un método establecido,
quevesté basado en un principio diferente. La presencia-
de la interferencia puede ser confirmada por la supresién

de 2a administrgcion del farmaco.

La magnitud de la interferencia, depende de la reac-
tividad del farmaco y sus metabolitos en las reacciones-
de la prueba y de 1la concentracion del farmaco en los —-
cuerpos fluidos. Esto ultimo, dependera de la cantidad -
de férmaco administrado, la via de administracion y otros
factores farmacoldgicos como forma de metabolismo ¥y ex-—-

crecion.
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CASO PARTICULAR DE L-DOPA Y DE LA L-METILDOPA.

Interferencis de la L-Dopa

-Amoniaco: Se ha observado que los niveles de amonié
éo pueden disminuir. Parece ser que se debe a un efecto-
farmacoldgico; de hecho, la administracion de L-Dopa en-
pacientes con coma hepético, ha sido seguida por una me-
joria neuroldgica. Tambien se piensa que el efecto apa--
rentemente favorable de la L-Dopa, no esta relacionado -

con los niveles de amoniaco en sangre.(6,7,8).

;Aﬁtiglobulinas: La prueba directa de Coombs’, para-
la determinacién de antiglobulinas, puede dar positiva -
si se lleva a cébo asociada a una terapia de L-Dopa. El-
efecto estd relacionado con la dosis diaria mas que con-
la dosis total administrada durante la terapia. La inci-
dencia de este efecto es probablemente un poco mas bajo~
del 10%, y el resultado positivo de esta prueba no apare
ce hasta que el paciente haya recibido L-Dopa durante va

rios meses (9,10,11).

~-Bilirrubina: La L-Dopa puede interferir en los valp

res determinados para la bilirrubina, Estudios realiza-—-
dos "in vitro" han demostrado que la L-Dope a concentra-

ciones de 20,8}4g/m1 a 80,3 yg/ml pueden producir aumen-

1



tos de bilirrubina, medida por el SMA 12/60. (4)

Los estudios realizados por Singh, Hebert y Gault -
muestran un apreciable efecto positivo a una concentra--

cion de bilirrubina de 1Hmol/1. (4)

Tambien se ha observado que la L-Dopa, teoricamente,
L] ’ '
puede reaccionar con el reactivo diazo de los metodos co

* ’ (3 4 3
lorimetricos, aumentando as{ los valores tedricos.

-Catecolaminas: La L-Dopa interfiere en el metodo de

determinacidn de catecolaminas de Hingerty. Por este mé%
todo, la Norepinefrina y Epinefrina son adsorbidos en —-
6xido de aluminio a pH=8,4. A continuacion son eluidas -
con solucidén de dcido acético y oxidados con ferrocianu-
ro a pH 6,5. Finalmente la adicidn de dcido ascdrbico en
medio fuertemente alcalino produce la formacion de adre-

nocromos, los cuales producen una fluorescencia verde.

En un informe realizado por Sapira, Klaniecki y'Rat-
kin (12) se indica que la L-Dopa interfiere produciendo-

una fluorescencia similar a la de la Norepinefrina.

En otro informe, encontramos que una serie de pacien
tes que recibieron L-Dopa manifestaron elevados valores-

de Norepinefrina urinaria, pero no de Epinefrina.(13)

-Colesterol: La administracion de L-Dopa puede dar -

altos valores de colesterol en suero.

Sirtori y col. notaron un aumento en suero de coles-
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terol de un 10% en pacientes que habian recibido L-Dopa-

durante un afio. (14)

~Color de la orina: Pacientes que recibieron una te-

rapia de L-Dopa, les produjo un oscurecimiento de la ori

na.(15)

-Creatinina: La L-Dopa produce elevaciones de los va

lores de creatinina. Actua probablemente como agente re-
. ’
ductor, reduciendo el reactivo de acido picrico del méto

do de Jaffe.(16)

~Cuerpos cetdnicos: La L-Dopa interfiere en los méto

dos de determinacion de estos.

 En el método del nitroprusiato, este reactivo reaccio
na principalmente con el acido acetoacético para formar-
un color purpura. Normalmente se usan las tabletas Ace--

test o0 las tiras Ketostix o Labstix,

La ﬁ-Dopa produce color con el reacti?o, el cual pue
de ser confundido con el calof producido por pequefias can
tidades de cuerpos cetonicos. En estas prusbas, algunos-
investigadores indican que la L-Dopa interfiere en las -
tabletas Acetest mientras que otros indican lo contrario.

(17,18,19)

En l2 prueba para detectar fenilcetonuria , tambien-
interfiere la L-Dopa. La prueba consiste en ailadir una -

» ’ » 3
solucidn de cloruro férrico a la orina, la cual toma un-
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color azulverdoso en presencia de acido feninpiruvico.

En un estudio realizado bor Wolcott y Hackett,(17)se
indica que las orinas de cinco pacientes con la enferme-
dad de Parkinsom, que recibieron de 1-5g/dia, se volvie-
ron oscuras y llegaron a ser posotivas, al afiadir la so-

lucidn de cloruro ferrico.

Se realizd la cromatografia de papel, para determi--
nar los productos metabdlicos finales de este farmaco.Se
encontraron el acido homovan{lico y el acido 3-4-dihidrpo
xifenil-acetico junto con la L-Dopa en el post-tratamien
to de las orinas. Las soluciones de acido 3-4-dihidroxi-
fenilacetico y de L-Dopa dieron reacciones positivas con
la sqlucién de cloruro férrico. Por tanto se demuestra -
que estos compuestos son los responsables del cambio de-

color, al tratar la orina con el cloruro ferrico.(17)

-Glucosa: Sobre la glucosa también se han descrito -
falsos resultados de esta prueba en pacientes que reci--
bian IL-Dopa. Los resultados falsos son positivos o nega-

tivos segﬁn el método.

a) Método de reduccion del cobre: Se basa en el poder-
reduétor*de la glucosa sobre el Cui Esta reaccion por —-
tanto no es especifica, ya que cualquier agente reductor

puede interferir en la reaccion.(1)

Sobre esta interferencia hay varios informes:

As{ en un estudio realizado por Feldman y Lebovitz,-
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encontraron que de 42 muestras de pacientes que recibie-
ron L-Dopa, 19 de estas produjeron una reaccion traza -—-
con el uso de las diras Clinitest en ausencia de glucosu
ria. La reaccidn de estas tiras esta basada en la reduc-

cion del CuT (20)

Otros informes indican que al administrar a una se--
rie de pacientes L-Dopa, la mayor parte de ellos desarro

llaron resultados falsos positivos de Clinitest.(15,21)

En el estudio realizado por Singh,Hebert y Gault (4),
sobre el efecto de algunos farmacos en los valores anali
zados por el Technicon SMA 12/60, vieron que la determi-
nacion de glucosa era afectado. E1 procedimiento de ana-
lisis estd basado en la reduccidn del quelato cuprico- -
neocuproina en solucidén alcalina, por tanto este método-
esta supeditado a‘interferencias por agentes reductores.
Igualmente informan»@ue si el farmaco reacciona con los-
reactivos del dcido urico, como asi era, generalmente —-
también reacciona con los reactivos de la glucosa. En es )
te estudio buscaron la méxima concentracion probable que
se encuentre en plasma y con este valor realizaron prue-
bas "in vitro" produciendose falsos valores positivos. -
Sin embargo, después de la administracidén de 1g del far-
maco, 10s niveles de este en plasma fue 1,9 g/ml, valor-
mucho mas bajo de 1o que se habia previsto, lo cual indi
ca que el farmaco es rapidamente metabolizado. Sin embar

g0, los metabolitos de éste, tales como la Dopamina,reac



ciona produciendo valores positivos en esta prueba,des--

pués de la administracidn del farmaco.(4)

, Tambien se indica en este trabajo, que la glucosa de
berd ser ensayada por el método mas especifico de la "glu
cosa oxidasa". Sin embargo, después comprobamos que la -~

L-Dopa tambien interfiere en este meétodo.

Otros estudios realizados en estas tiras de Clinitest
fueron hechos por Feldman, Kelley y Lebovitz.(21) Las de
terminaciones semicuantitativas de sustancias reductoras
con Clinitest, depende del cambio de color producido --
cuando el sulfato ciprico es reducido a oxido cuproso.En
esgte estudid, a un grupo de pacientes se les did de 0,75
mg a.3,0 g de L-Dopa. Al hacer el analisis, 6 de las 25-
muestras reducian el reactivo de cobre del Clinitest, en
ausencia de glucosuria. En dosis superiores del orden de
3,5 a 5 g/dia, 13 de las 17 muestras redujeron el reacti
vo de cobre del Clinitest. Al estudiar el metabblismo de
la L-Dopa, los metabolitos que se encuentran son el gci-
do homovanillinico, dopamina y la misma L-Dopa. Sin em--
bargo, el destino metabolico del 70% de la L-Dopa no ha-
sido todavia determinada. Parece ser que ellprineipal -
agente responsable de la interferencia es un metabolito-
no identificado. Las sustancias interferentes son todas-

potentes agentes reductoras.(21)

En otro informe tamb:.en encontramos que la L-Dopa in

terfiere en este analisis de glucosa. Se indica que el -
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causante de esta interferencia es un metabolito de la L~
Dopa, acido 3-4 dihidroxifenilacetico (DOPAC), el cual -~

es un potente agente reductor. (20)
b) Metodo de la glucosa oxidasa.

. 13 - 3 ’ 4
Aungue en principio, se piensa que es un metodo mas-
especifico para la glucosa, sin embargo tambien se han -

descrito casos que afectan a los valores de esta prueba.

El metodo se basa en las reacciones:

glucosa

oxidasa ,
Glucosa 4+ 0o 3 Acido gluconico + Hy0,

Hp0, + Cromégeno -RELOX1d888_, cromdgeno oxidado (color)

La primera reaccion es especifica para la glucosa,—-
sin embargo la segunda no lo es tanto, y diversas sustan
cias reductoras pueden competir con el cromogeno por el-

Peroxido de Hidrdgeno.

En el estudio realizado por Feldman y Lebovitz (20),
enylés tiras Clinistix (método de glucosa oxidasa), toma
ron muestras de orina de pacientes tratados con L-Dopa w
estas orinas fueron tratadas hasta tener una concentra--
cidn de glucosa de un 1%. Al hacer las pruebas con estas

tiras Clinistix produjeron una respuesta negativa.

En el trabajo de Feldman, Kelley y Lebovitz (21), se
informa de una prueba de glucosa oxidasa negativa en ori
nas de pacientes con glucosuria. Esto ocurria después de

haber sido los pacientes administrados con L-Dopa. Los -
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agentes responsablles de esta fal$a prueba, eran metaboli
tos reductores. Una reaccion negativa de esta prueba se-
ria clara evidencia de qué la glucosuria no esta presen-
te. En un analisis de glucosa a pacientes con significa-
das hiperglucepia, las tiras de Clinistix fueron consis-
tentemente negativas; esto era debido a la excrecion uri
naria de potentes ageptes reductores. En este estudio, é
un grupo de pacientes les administraron de 0,75 a 3,0g -
de L-Dopa. Se realizd un ajuste de las muestras de orina
al 1% de concentracion de glucosa y aparecieron reaccio-
nes falsas negativas de las tiras de Clinistix. A otro -
grupo‘de pacientes, les fue administrado I-Dopa en dosis
superiores de 3,5 a 5g/dia, e igualmente fueron ajusta--
das las muestras de orina a una concentracion de glucosa
de un 1%, e igual que ocurf{a con el Clinitest, 13 de —-
las 17 muestras inhibieron la reaccidn del Clinistix. Se
pensé que el responsable de esta interferencia fuera el-
metabolito de la L-Dopa, Dopamina, ya que este era capaz
de producir una reaccidn negétiva del Clinistix, en pre-
sencia de glucosuria. Sin embargo, la concentracion re--
querida para inhibir esta reaccion (0,6mg/ml), es mayor-
' que la cantidad excretada en pacientes que recibieron L-
Dopa. Por tanto, se piensa que el agente responsable es-

un metabilito desconocido de la L-Dopa.(21)
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En el informe de Feldman y Lebovitz (20), se cita co
mo agente responsable de esta falsa prueba megativa, al-
dcido 3-4dihidroxifenilacético (DOPAC), este metabiblito-
es un potente agente reductor y mantiene &l indicador de
la o~toluidina en su forma reducida, dando as{ una falsa

prueba negativa de glucosuria.

- Este problema parece ser que puede ser evitado usan-
do las tiras Tes-Tape, (tambien de glucosa‘oxidasa).Esta
tira actua como un sistema cromatogréfico miniascendente,
¥y la glucosa tiene un Rf mayor que la DOPAC, por tanto la
reaccion positiva se desarrollara en el sitio de la glu-

cosa.

-GOT: La GOT cataliza la transferencia de un grupo -
amino del aspartado al «-cetoglutarato, con formacion de

oxalacetato y glutamato.

000K | ook

CHo CH CH, CH

' : GOT | | 3

CHQ + CH-NH, e 5> CH + CcO

N T — | 2 |

co COOH ?H-NHZ COOH

l ’ ' ’

COOE  Ac Aspartico COOH - Ac Oxalacetico
Ac x-cetoglutarato Ac Glutamico

- . Id
E1l oxalacetato es medido colorimetricamente, despues
de reaccionar con la 2,4-dinitrofenilhidracina, en solu-

cion alcelina, con formacion de umm hidrazona pardo-roji



za+ El 1imite superior normal es 40 unidades.

Existe un informe en el gque se indica que una solu--
cidn que contenga 3,2/1g/m1 produce un color equivalente
2 33 unidades. Sin embargo, a dosis terapeuticas norma--
les, los niveles plasmaticos raramente exceden de 4/<g/ml.
En este estudio, fealizado por Singh, Heberty Gault se -
apreciaron unas falsas subida de‘los valores de GOT, me-
dido por el Technicon SMA 12/60 después de la administra

cion de este farmaco.(4)

En otros trabajos se achaca este aumento de actividad
a un efecto farmacologico o fisiologico y no efecto del-
método. Este efecto parece ser transitorio y se normali-

za a pesar de continuar el tratamiento. (3,22)

-GPT: La GPT cataliza la reaccion de transferencia -
del grupo amino del dcido glutamico al dcido piruvico =--

con formacion de «—-cetoglutarato y alanina.

COCH ' COOH .

l COOH l COOH

CH, | CH, |

! CH2 GPT | CH2

CH2 + 1 > CH2 +

! co € . CH-NH2

CH-NH, | co |

| COCH | COOH

cooH ' COCH
Ac.Glutamico Ac.Piruvico Acx-cetoglu~ Alanina.

tarato.

’ : N - 3
Solo se ha encontrado un informe en el que se indica

que se pueden dar falsos aumentades, pero ésto se debe —-—



més bien a un efecto farmacoldgico o fisioldgico y no =-
del método. El efecto es transitorio y se vuelve normal-

al pasar un tiempo.(23)

-5-Hidroxiindolacético (5-HIAA): La administracidn -

de L-Dopa puede producir una disminucion en la excreciodn

urinaria.

En un estudio realizado con pacientes con Parkinsoa,
la administracion de 5g/dia de L-Dopa, produjo una dismi
nucion de la excreciodn urinaria de 5-HIAA en cerca del -
50%, en comparacién con la administracidén de un placebo.
Por tanto, esta disminucion de 5-HIAA esta producido por
un efecto fafmacolégico o fisiologico y no por interfe--

rencia en el procedimiento ensayado.(24)

-Proteinas: Parece ser que la administracion de L---
Dopavpuede interferir en 1la determiﬁacién de proteinas -

totales.

Estudios realizados "in vitro", indican que la Dopa-
mina la cual es eliminada en la orina de pacientes que -
recibieron L-Dopa, puede causar falsos aumentos de protei

nas en orina, analizadas por el metodo de‘Lowry.(25)

En otro informa también se indica el .efecto positivo
de la L-Dopa en la determinacion de proteinas totales --

gin especificar el método.(3)

Por el método de la SMA 12/60 no se pprecid interfe-

rencia, (4)



-Acido Urico: Los niveles de &cido urico en suero y-

orina pueden estar falsamente elevados después de umm te
rapia de L-Dopa, cuando son useados métodos colorimeétri--
cos. El método de la uricasa, método mas especifico,apa-
rentemente no es afectado por una terapia de L-Dopa.(22,

26,27)

En un estudio realizado por Cawein y Hewins observa-
ron que dieciocho de los veinte pacientes con Parkinson-
que estaban tratados con L-Dopa (3 a 7 g/dfa), dieron re
sultados elevados en sueroc y orina. La excrecion ée aci-
do Urico de 24 h estuvo por encima del limite superior -
de 750 mg. Los niveles de &cido urico aumentan en un pro
medio de un 20%. Los sueros y orinas fueron analizados -
por métodos colorimétricos (sigma analytical Kit SMA ——-
12/30 y No 680). Una soiucién diluida de L-Dopa en agua-
dié resultados positivos para la prueba de écido urico -
realizado por dichb método. Igualmente se informa que di
chas determinaciones analizaflas por el método de laurica
sa dieron resultados normales. Por tantot la L-Dopa o al
gun metabolito de ésta, producen valores falsamente ele-
vados en las determinaciones basadas en métodos colorimé

tricos. (26)

En el estudio realizado por Singh, Herbert y Gault -
(4) tambien se cbserva que la prueba de gcido urico rea-
lizada en el SMA 12/60 puede estar interferido por algu- .

nos férmacos, como el caso de la L-Dopa. Los métodos del



SMA 12/60 para deflerminar &cido drico, estd basado en la
reduccion del fosfotungstato. Por tanto, este método es-

ta supeditado a interferencias por agentes reductores.

En este estudio tambien se indica la importancia de-
la estructura del farmaco, asi, con los reactivos del —-
dcido Urico interfieren farmacos con fenoles monohidri--
cos que contengan un grﬁpo amino en el anillo del bence-
no, o bien con fenoles dihfdricos o polihfdricos. As{ en
este caso podrian interferir la misme L-Dopa, la Dopami-

na o Epinefrina,

Igualmente aqui se aconseja el método de la uricasa,

que es mas espefifico. (4).

Otras listas de interferencias de farmacos tambien -
s 3 3 > L4 v
indican este aumento en los niveles de acido urico produ

cido por la L-Dopa.(3).

~Acido Vanilmandélico (VMA): Puede producir una pe--

quefia elevacion de los niveles de VMA después de la admi
nistracion de L-Dopa. Sin embargo, la VMA medida por el-
metodo de Pisano puede estar disminuida en pacientes que

recibieron este farmaco. (28,29),.

En otros iﬁformes, unos dicen que disminuye debido a
que la Dopamina actua como supresor de neurotransmisores.
Por tanto sera un efecto farmacoldgico y no un efecto del
meétodo de andlisis. Otros indican que puede haber un pe-

quefio aumenyo, con un incremento de dcido homovallinico-
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(HVA).Este aumento de HVA es una respuesta a la terapia-
de pacientes con Parkinson, ya que el HVA es el princi--
pal metabolito ae la L-Dopa. De todas formas, estos au--
mentos son producidos por efectos farmacolégicos ¥y no por

efectos del metodo de laboratcrio.(28,30)
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Interferencias de la Metildopa.

~Amilasa: Los valores de amilasa pueden aumentar des

pues de la administracion de metildopa.

Se ha descrito el caso de tres pacientes con Sialade
nitis, deSpués de haber recibido Metildopas dos de estos
pacientes tuvieron unos valores de amilasa en suero su--
mentados. Los isoenzimas estudiados mostraron que la ami

lasa era originaria de la glandula salivar. (3,31)
Este efecto, por tanto, es farmacologico.

~-Antiglobulinas: La administracidn de Metildopa pro-

dujeron un efecto positivo en 1la determinacion de Anti—-

globulinas por la prueba directa de Coombs’, (3)

Las pruebas positivas directas de Coombs ‘han sido -
estudiadas en cerca de 200 pacientes que recibian Metil-
dopa. La incidencia de una prueba positiva viene & ser -
aproximadamente del 20%. La Aparicidén de anemia hémolitl
ca es muy baja (menor del 1%). Normalmente esta prueba -
positiva no se produce hasta que el paciente no haya re-
sibido Mdildopa durante varios meses, Sin embargo; este-
hecho es transitorio y unas veces se desarrolla en el --
primer mes y otras después de haber recibido el farmaco-

durante un afio. (33,34,35)
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En el informe realizado por Hunter, Raik, Gordon y -
Taylor (32), sobre estos casos, el estudio se realizd en
98 pacientes hipertensivos y con terapia de Metildopa.De
estos resultados 26 casos positivos de la prueba directa
de Coombs’, Estos resultados son a veces transitorios y -
en algunos casos se produjo después de unos pocos dias -
de tratamientos., La incidencia de la positividad de esté
| prueba, parece estar relacionada con la dosis diaria,ya- -
que esto ocurria en pacientes que recibian mas de 2,25g/
dia. Tambien se observo la presencia de celulas de LE y-
del factor antinuclear. En estas pruebas cinco personas-
mostraron una regccion positiva para la primera & once -

para la ultima. No se afectan otras pruebas seroldgicas.

'ﬁa prueba directa de Coombs parece mas probable que-
sea positiva entre los séis meses y un afio de terapia.De
los 26 pacientes que dieron positivos, solo 11 siguieron
siendo positivos despues de tres afios o pas de terapia.-
Tambien parece ser que esta prueba es mas sensible en —-

las mujeres que eh los hombres.(32)

-Bilirrubina: La administracion de Metildopa puede in

terferir en los niveles plasmaticos de bilirrubina.

Estudios “in‘vitro" han demostrado que la Metildopa-
a concentracidn de 62,5 M g/ml, puede producir un sumento

de los valores de bilirrubina medida por el SMA 12/60.

Se han informado algunos casos de ictericia obstructi
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va e ictericia hepatocelular, seguidas de la administra-
cidn de Metildopa. Sin embargo, la Metildopa, como induc
tor de enfermedades del higado es normalmente leve y ra- .
ramente continua después de que el farmaco haya sido re-
tirado. La incidencia de la lesion hepatocelular parece-
estar cerca del 1% en pacientes que recibieron MetildOpg

(36,37,38).

En el estudio de Singh, Hebert y Gault (4) también -
se indica que la Metildopa muestra un apreciable efecto-

positivo en la reaccion de la bilirrubina medida por el-

SMA 12/60,

En otros informes tambien aparece la Metildopa como-
interferencia en los valores determinados de bilirrubina,
pero se atribuye este efecto a un efecto farmacolégico y

no del método de laboratorio. £3,36).

~Catecolaminas,.- Marcados aumentos en determinaciones

de catecolaminas por el método Hingerty, puede notarse—-
en pacientes que recibieron Metildopa, Otros'métodos -
fluorimetricos son probablemente tambien afectados. Se -
recomienda que la Metildopa sea retirada del tragtamiento
el menos diez dfas antes a la determinacion de catecola-

minas,. (39,40).

La Metildopa, ademds, al ser igual a las catecolami-
nas es la causa mas comun de falsas pruebas positivas pra

ra catecolaminas por el método de Hingerty.(40,3)



-Color de la orina: El tratamiento con L-metildopa--

puede conferir un color atipico a la orina. La orina de-
algunos pacientes que fueron tratados con L-metildopa to

mo un color oscuro (41,42)

-Creatinina: La Metildopa produce aumento de los va-
loresdde creatinina, Interfiere principalmente en ei meé-
todo Jaffe, en la cual el reactivo, acido pirico, en so-
lucion alcalina reacciona con la creatinina para formar-
se un color marron-rojizo. Sin embargo, la'MetildOpa in-
terfiere al ser eéste un agente reductor, reduciendo asi-

el acido pierico.(3,42).

En otro informe se indica que la autooxidaciodn de la
Metildopa en solucion alcalina, produce un color marron,
interfiriendo as{ en el método. Se ha precisado que 10 -
mg/d1 de Metildopa, produce un color equivalente a 1,0 —

mg/dl de creatinina. (1).

~-Cuerpos cetdnicos: La Metildopa puede interferir en

la determinacidn de éstos, por el método del nitroﬁrusig
to mas alcalis. En este método, el reactivo reacciona --
conel acido acetoacético, para formar un color pﬁrpura,-
La Metildopa parece ser que: interfiere al producir color

con el reactivo.(19).

~-Fosfatasa alcalina: Los valores de fosfatasa alcali

na aparecen aumentados después del tratamiento con Metil

dopa, aunque esto parece estar producido por un efecto -
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farmacolégico; no se ha descrito el mecanismo por el cual

aumentan estos valores. (3,36,42).

-Glucosa: La Metildopa parece que afecta claramente-
a la determinacidn de glucosa por el método de reduccidn
del cobre (Clinitest), sin embargo la interferencia por-
el método de la glucosa oxidasa (Clinist;x), no parece -

tan clara.

En un informe se indica un caso de una reaccion Cli-
nitest falsamente positiva, en un paciente que recibio -
2 g/d{a de Metildopa. Sin embargo, la prueba de glucosa-
oxidasa, no parecid ser afectada por la administracidn -

de Metildopa.(15,21).

Otros informes igualmente indican la interferencia -
de la prueba de Clinistest y sin embargo no interfiere -

el método de glucosa oxidasa.(3).

En el estudio realizado por Feldman, Kelley y Lebo--
vitz (21), se indici que a altas concentraciones, este -
medicamento reducia el reactivo de cobre del Clinitest,y
en una suspension de 5 mg/ml, eétudios preliminares indi
can la inhibicidn de la reaccion de la glucosa-oxidasa.-
En otro estudio, tomaron cinco muestras de orina de pae-
cientes que tomaban de 1 a 2 g/dfa de Metildopa. A estas
muestras se leshizo un ajuste de la concentracidn de glu
cosa al 1% y al hacer el analisis por el método de la -~

glucosa oxidasa, dieron los valores normales. Sin embar-
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g0, la orina de un paciente que ingeria 2g/d{a de Metildo
pa, reducia el reactivo de cobre del Clinistest. Por tan
to se penso que el hecho de que la Metildopa no interfe-
rier;, fuera debido a que este se usa en dosis mas bajas
que la necesaria para inhibir esta reaccion o bien que -
este farmaco tuviera unos metabolitos distintos a los de

la L-Dopa. (21).

En el estudio realizado por Singh, Hebert y Gault --
(4) de las interferencias en el SMA 12/6O,Itambien 80 —--—
aprecid que la Metildopa también se afectaba en los ana-
lisis de glucosa. Este analisis se basaba en la reduc——-
cidn del quelato cuprico-neocupreina en solucion alcali-
na, por tanto este método esté’éupeditado a interferen—-—
cias‘por reductores,'como puede ser el caso de la Metil-

dopa.(4)

-GOT: Los niveles de GOT inteefieren en los métodos-
qolorimétricos, sin emﬁargo, para que interfiera, e§tos-
niveles tienen que ser muy altos, de tal forma que ;ha -
solucidy que contenga 62,5ftg/ml produce uh color equiva
lente a 16 unidades. Sin embargo, a dosis .terapeuticas-
normales, los niveles del farmaco en plasma raramente ex
ceden de 3 xgyha, por tanto no aparecerian interferencias

en el metodo. (4) Sin embargo se indica que se aprecian,

aumentos de los valores de GOT.

Otros informes, tambien indican que la Metildopa pro

duce aumentos de los valores de GOT, sin embargo, este -



" hecho es puramente farmacoldgico y mas bien se atribuye-

a un dafio hepatocelular o colestiasis. (3,42,43)

-GPT: Los aumentos que se aprecian en los valores de
GPT después del tratamiento con Metildopa, igualmente'se
atribuye a un efecto farmecologico, que igual que en la-
GOT puede ser debido a dafio hepatocelular o colestiasis..

(3,42,43)

-5-Hidroxiindolaceético (5-HIAA): El1 tratamiento con-

Metildopa puede disminuir la eliminacion de S5-HIAA, Esto
parece que es debido a que la Metildopa inhibe la descar
boxilacidn de aminodcidos aromficos, 1o cual supondria -
la inhibicidn de la sintesis de Serotonina desde el 5-Hi
droxitriptéfano.Esta disminucidn en la sistesis de Sero-
tonina, terminar{a en la correspondiente eliminacion dig
minuf{da de 5-HIAA., Estudios realizados en esquizofréni--
cos y pacientes hipertensivos a los que les fue dado una
carga de 5-Hidroxitriptéfano, han mostrado que la Metil-

dopa disminuye la eliminaciodn urinaria de 5-HIAA.(3,24,4)

-Acido Urico: Los valaes de &cido urico analizados——

por el método del fosfotungstato, estan aumentados duran

te el tratamiento con Metildopa.

, El1 método se basa en la reduccion del fosfotungstato
por el dcido uUrico en solucidn alcalina, formémdose un 9
color azul. La Metildopa o sus metabolitos podrian inter

ferir como agentes reductores.

K1)



Después de una dosis terapeutica normal, la concen--—
tracion en plasma no es apreciable (2-3 xg/ml), pero la-
eliminacidn en orina puede llegar a 250 mg/dia. Se ha ob
servado que soluciones acuosas de 10 mg/dl de Metildopa-
produce un color equivalénte a 10(mg/d1 aproxidamente de

acido urico por el meétodo del fosfotungstato.(1).

Otras listas de. interferencias coinciden en seflalar
que la Metildopa puede interferir en los analisis de dci

do urico realizados por este método.(3,42)

En los estudios realizados por Singh, Hebert y Gault
en el SMA 12/60, tambien interfirid la Metildopa en los-—
resultados del acido urico. El meétodo utilizado, es tam-

bien el del fosfotungstato.(4)

En todos los informes se aconseja usar para el analj

> ’ > ’ K3 4 *
sis del acido urico, el metodo de la uricasa, por ser esg
te un metodo mas especifico, cuando ocurren estas inter-

ferencias,

La Metildopa, ademds, porsu estructura quimica, se -
podia pensar que interferiria en este metodo, ya que al-
tener una estructura fendlica dihidrica, reacciona con -

el reactivo del acido urico.(4)

-Acido Vanilmandélico (VMA): La interferencia de la-

Metildopa en los andlisis del VMA no estd clara segun —-
los informes hallados sobre este tema.

- » . . s - I3 4
En unos se indica que no interfiere en la eliminacion

.



del VMA; si acaso, se indica que la Metildopa puede pro-
ducir una pequefia disminucidn en la excrecion de VMA, pe
ro este efecto no es significativo en pacientes con Feo-

cromocitoma, (45)

Por el metodo de Pisano, basado en la oxidacion del-

VMA a Vanilina, no se ha observado interferencia.(46).

Otro informe indica, que los valores del VMA pueden-
estar aumentados, ya que el 5-HIAA puede reaccionar con-

el reactivo, no especifico, diazo.(47)

Aprte de estas interferencias de la Metildopa, tam-—-
bien se encuentran otras pero en ellas no se especifica,
ni el méto al que afectan ni el mecanismo por el gque ac-—

tuan.,
I 4
Entre estos se encuentran:

~Derivados azoados en sangre: efecto positivo

-Bromosulftalef{na: efecto positivo

~-Sodio: efecto positivo
como algunos analisis hematoldgicos como:

~-Conteo de Eosindfilos: efecto:s positivo.
~Conteo de Plaguetas: efecto positivo.
~Tiempo de Protrombina: efecto positivo.
~Velocidad de Sedimentacidn: efecto positivo.

~-0Otros.



OBJETIVOS DEL TRABAJO

Los objetivos del presente trabajo, se pueden resu-—-—
mir en dos aspectos distintos pero complementarios. De -
una parte, averiguar que pruebas analiticés se alteran -
por la presencia en el medio de 1la reaccion de L-Dopa y-
Metildopa. De otra parte, exponer nuestra experiencia so
bre el mecanismo mediante el cual estos farmacos pueden-
modificar las determinaciones anal{ticas, a la vista de-
la bibliograf{a consultada y comentada anteriormente. En
resumen, se trata de comprobar si estos férmacos, actual
mente muy utilizadosen clinica moderna, se comportan co-

mo agentes reductorses.
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MATERIAL Y METODOS
Los equipos analiticos de las distintas pruebas ex--
perimentadas han sido obienidas de varias casas comercia-

les (Boehringer, Cromatest, QCA, Merck...)

En primer lugar, se han realizado unas pruebas cuali
tativas para determinar el posible carédcter reductor de-
los farmacos a investigar. A continuacién, se ha seguido
con una serie de pruebas cuantitativas, observando cuales
de ellas se ven afectadas y el grado de interferencia —

que tienen estos dos farmacos.

Las pruebas cualitativas realizadas para determinar-—
’ : . .
el caracter reductor de los farmacos han sido: Reaccion-

de Fehling, Reaccidn de Pasteur y Reaccion de Benedict.

Las pruebas cuantitativas que se ven afectadas por -
estos dos férmacos son: Reaccidn frente al acido pierico,
prueba del Colesterol por método enzimatico, prueba de -
la Glucosa oxidasa, Creatinina, Protefinas totales y prue

- ’ 'y .
ba del acido urico.
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PRUEBAS CUALITATIVAS

REACCION DE FEHLING

Se basa en el hecho de que el catidn cuprico en me—-
dio alcalino y a ebullicidn, se reduce a 0xido cuproso -
por la accion de sustancias reductoras, originando un --
precipitgqdo. Si el color azul del reactivo se transforma
en un color rojizo, es sefial de que existen sustancias -

reductoras,

La reaccion se llevo a cabo tomando 10 ml del reacti
vo de Fehling A y 10 ml del reactivo de Fehling B. Lo —--
llevamos a ebullicidn, y afiadimos gota a gota la solu-—-—

cidn de L-Dopa (100 mg/100 ml).

A continuascidn se realizo la prueba para la Metildo=-
pa, afiadiéndole igualmente gota a gota la solucién de és

ta (100 mg/100 ml).

La aparicion de un color rojizo oseuro indica que am
' 3 3 )
bos farmacos son reductores. La intensidad del color nos

indicard el. grado del poder reductor de cada fdrmaco.
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REACCION DE PASTEUR

En esta reaccidén tambien se detectan sustancias re--
, , .

ductoras., E1 fundamento es el mismo que el de la reaccion
de Fehling, o sea la reduccion de sales ciprices por —-—-

agentes reductores.

El anidlisis se realizd con 10 ml del reactivo de Pas
teur, se llevd a ebullicidn y gota a gota se afiadid la -

sclucion de IL-Dopa (100 mg/100 ml).

Igualmente se realizd la prueba con la solucidn de—-

la Metildopa (100 mg/100 ml).

Si el color azul del reactivo se vuelve marron-roji-
zo indicara que los farmacos han reducido el reactivo -—-
de cobre. La intensidad del color indicara el grado del-

poder reductor del farmaco.

REACCION DE BENEDICT

oA

El fundamento es el mismo que el de las pruebas ante
riores. Se basa en la acciodn reductora del compuesto so-

.’ ’ . N .
bre el cation cuprico, en medio alcalino.

El analisis se 1levo a cabo poniendo en un erlerme——
yer 25 ml del reactivo de Benedict y 10 g de carbonato -
s6dico crestalizado. Se 1levd a ebullicidn y se fue afia-

diendo gota a gota la solucidén de L-Dopa (100 mg/100ml ).

El analisis para la Metildopa se realizo de la misma

4



forma, afiadiendole igualmente la solucion de ésta (100 mg

/100 ml).

Si el color azul cdel reactivo pasa & un color marron
rojizo, indica que los farmacos son reductores. Igualmen
te, la intensidad del color desarrollado en la reaccién,
nos dara uns idea del grado de potencia reductora de es-

tos férmacos.

PRUEBA DE REDUCCION DEL NITRATO DE PLATA

El fundamento de esta prueba estd basado en el hecho
de que las sustancias reductoras actuan sobre el nitrato
de plata, reduciendo la Plata (I) a plata metélica en me
dio amoniacal, y tomando el medio de reaccion un color -
negré.

La prueba se realizo afiadiendo a 5ml de una solucion
de nitrato de plata al 3%, 0'5 ml de 1a solucion de L-Do
pa (100 mg/100 ml) o de Metildopa (100 mg/100 ml) respec
tivamente, y dos gotas de amoniaco al 12%, |

\ Si el medio de reaccidn se vuelve negro, nos indica-

rd ’
ria el cardcter reductor de dichos farmacos.



PRUEBAS CUANTITATIVAS

REACCION FRENTE AL ACIDO PICRICO

Para ver si estas sustancias eran reductoras se en--
frentd tambien estos farmacos a un oxidante como es el -
gcido picrico. Al reaccionar éste con sustancias reducto
ras, el color amarillo del acido picrico desaparece y la
reaccion toma un colof rojo oscuro; La intensidad del co

» 3 3 “ » ’
lor nos indicard el grado de reduccidn en la reaccion.

La prueba se realizo pipeteando en tubos de ensayo 3
ml de acido picrico, 0,5 ml de NaOH y 0,5 ml de las solu
ciones de L-Dopa o Metildopa en cada caso. El ensayo se-
real;zé, tanto con las soluciones madre de cada farmaco-
(100 mg/300 ml), como con disoluciones hechas & partir de

ésta a la mitad y a la décima parte. .

Blanco Problemas
Acido pierico 3 ml 3 ml
NaOH 0,5 ml 0,5 ml
Sol. problema —_— 0,5 ml
Agua 0,5 ml _—

Se mezclan bien el contenido de los tubos y se dejan

reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. A con
tinuacidn se mide la absorbancia de las soluciones pro--

blemas frente 2l blanco.



La lectura se realizd en Espectofotometro a 510 nm,-

en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz,

PRUEBA DEL COLESTEROL POR EL METODO ENZIMATICO

"CHOD-PAP",

Fundamento de la prueba:

Los ésteres de colesterol se hidrolizan por medio -~
del enzima "colesterolesterasa", quedandc libre el coles
terol y los dcidos grasos:

coleSterolesterasa
Ester de colesterol + HZO ——

colesterol + dcido graso

A continuacion, el colesterol se oxida mediante el -

. . 14 . 7
enzima "colesteroloxifiasa" formandose en la reaccion agua
oxigenada:

Colesteroloxidasa'ﬁf
colesterol + 02 > & —colestenona + H20

2

El agua oxigenada reacciona con el cromégeno, median
te el enzima "peroxidasa", formdndose el compuesto colo-
reado:

peroxidasa

2 H202 + 4-aminofenazona + fenol >

4-(§—ben20quinona-monoimino)-fenazona + HZO

§



Reactivos de la prueba:

-Reactivo 1: Estd formado por un tampén de fosfato -
de potasio, fenol y metanol.

-Reactivo 2: Formado por el tampon de fosfato de po-
tasio, 4-aminofenazona, metanol e hidroxipolietoxidodeca
no.

-Reactivo 3: Formado por el colesterolesterasa,coles

teroloxidasa y peroxidasa.

El reactivo para el anglisis (Reactivo 4), se forma-
mezclando estos tres reactivos segun indica la técnica.-
As{ para esta prueba se tomaron 20 ml del Reactivo, 1420

ml del reactivo 2 y 0,2 ml del reactivo 3.

Método de analisis:

Pipetear en tubos de ensayo:

2 Blanco : Control Pruebas
Reactivo 4 ’ 2 ml 2 nl 2 ml
Patron Colesterol - 0,02 ml 0,02 ml
Interferencia - - 0,02‘ml

Mezclar, incubar 30 min. a 20-252C,

Lectura de la absorbancia del control y de las prue-

bas frente al blanco de reactivo.
La lectura se realizd en Espectofotometro a 500 nm,y
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en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz.

PRUEBA DE LA CREATININA

Fundamento de la pruebé:

Se basa en la reaccién descrita por Jaffe, en la -~
. » ’ . i
cual la creatinine en medio alcalino forma con el acido-

pierico un compuesto de color rojo-amarillo.

Reactivo de la prueba:

El reactivo de trabajo se prepara & partir de volu--—

.’
v de la solucion de —-

v

menes iguales del buffer alcalino

’r . 7/ .
acido picrico.

Método de andlisis:

Pipetear en tubos de ensayos:

Blanco Control Problemas
Reactivo de trabajo 3ml 3ml 3 ml
Patron de Creatinina - 0,1 ml Oy1 ml
Interferencia - - 0,1 ml

Mezclar, e incubar los tubos 10 min. a temperatura am

biente.

Medir la absorbancia del control y de los problemas-
frente al blanco de reactivo.

La lectura se realizd en Espectofotémetro a 510 nm, ¥y
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en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz.

PRUEBA DE LA GLUCOSA OXIDASA

Fundamento de la prueba:

, . , .
La glucosa se transforma en acido gluconico en pre—-
2 L4 » ’
sencia del enzima glucosa oxidasa (GOD), formandose a la
vez agua oxigenada:

GOD

Glucosa + 0, + H,O0 > Ac.Gluconico + H,0p

El agua oxigenada formada, reacciona con el cromoge-—
no Fenil ampirons (FAP), en presencia de la "peroxidasa",
para formar una quinona que da color rojo:

peroxidasa

2O2 4+ FAP > Quinoné (roja)

H

La intensidad del color de la quinona es proporcional

a la concentracidn de glucosa en la muestra.

Reactivo de la pruebsa:

El reactivo de trabajo (Monorreactivo) se preparé a-
partir de volumenes iguales de Fenol (1,0 nM) y de la mez
cla enzimatica (pH=6,9), que previamente fueron diluidos

como explica la técnica. .

Metodo de andlisis:

Pipetear en tubos de ensayo: 2,5 ml del Monorreactivo

S0



en todos los tubos (Blanco, Control y Problemas),afiadir-
el Patron de Glucosa 2l control y a los problemas, y por

Ultimo las soluciones de los farmacos a las distintas -—-

concentraciones.
Blanco Control Problemas
- Monorreactivo 2,5 ml S 2,5 ml - 2,5 ml
Patron de Glucosa - 0,02 ml 0y02 ml
Interferencia - - 0,02 ml

Mezclar, e incubar los tubos 30 min. a temperatura -

ambiente (18-20¢C) o 15 min a 372C.

Medir la absorbancia del control y de los problemas-

frente al blanco de reactivo.

La lectura se realizd en Espectofotometro a 510 nm y

en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz.

PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DEL BIURET

Fundamento de la prueba:

Cualquiera que sea la naturaleza de los écidos: aming
dos que las éonstituyen, todas las proteinas contienen -
el énlace

0
peptidico (-Q-NH-). Puesto que este enlace peptidico se-

combina con el ion cobre en las soluciones alcalinas —-




~ fuertes, dando un complejo de color purpura, la intensi-
dad del. color producido es proporcional al numero de en-

laces pept{dicos, y por tanto la cantidad de proteinas.

Reactivo de la prueba:

El reactivo de la prueba es el reactivo del Biuret.

Método de andlisis:

Blanco Tontrol Problemas
Reactivo 5 ml 5 ml 5 ml
Patron (Versatrol) - 0,1 ml 0,1 ml
Interferencisa - T - 0,1 ml
Agua \ 0,2 ml| 031 ml -

Mezclar bien y dejar a tempetatura ambiente 20 min.-

en reposo.

Medir la absorbancia del control y de los problemas-

frente al blanco de reactivo.

La lectura se realizd en Espectofotdmetro a 540 nm y

en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz.

PRUEBA DEL ACIDO URICO POR EL METODO ENZIMATICO "URICA-
QUANT",

Pundamento de la prueba:
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El acido urico se transforma en alantoina por medio-
del enzima "uricasa":

uricasa

Ac.Urico + 2 H 0 + O, - alantoina + H,0

5 505 + CO

2

En la reaccion tambien se produce agua oxigenada, la
cual reacciona con metanol para formar formaldehido, por
medio del enzima "catalasa®:

vatalasa

HZO + CH,CH > HCHO + 2 H

2 3 o

2

El formaldehido reacciona con la 2-acetilacetona y -

amoniaco para dar un compuesto coloreado:

HCHO 4+ 2-acetilacetona 4+ NH3 >

3-5diacetil~1,4~dihidrolutidina + 3 HQO

Reactivos de la prueba:

e reconstituyen segdn indica la tecnica:
—Rea;tivo 1: tampon: fosfato amonico (pH=7), metanol y -
catalasa,
-Reactivo 2: Acetilacetona, metanol.
~Reactivo 3: Standard de dcido yrico (6 mg/100 ml)
-Reactivo 4: Uricasa. |

s . . ’, ., r .
-Reactivo 5: Solucion: Mezclar el reactivo del acido uri

co segﬁn la tabla que indica 1la técnica, con los reacti-

vos 1§y 2.
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Método de analisis:

Pipetear en tubos de ensayos: En principio se prepa-

ra la solucion del blanco de prueba con 5 ml del reacti-

vo 5 y con 0,5 ml de la solucidén del standard de dcido -

drico, mezclandose bien el contenido, A partir de esta -

solucion se afiade 2,5 ml de esta al control y a los pro-

blemas, se afiade tambien a éstos 0,02 ml del reactivo 4.

A continuacidn se Hfiade 0,5 ml de las soluciones de los-

farmacos a los tubos problemas y 0,5 ml de agua destila-

da al tubo del blanco y al del control:

Standard de A, urico

Reactivo 5

Blanco

Control

Problemas

0,5 ml
5 ml

Mezclar bien el contenido

Reactivo 4

Yolucidn del tubo de
blanco de prueba

Interferencia

Agua

0,5 ml

0,02 ml

2,5 ml

0,5 mk

0,02 ml

2,5 ml
0,5 ml

Mezclar bien, e incubar por lo menos 60 min. a tempe

ratura ambiente.

Medir la absorbancia del control y de los problemas-—

frente al blanco de reactivo.




La lectura se realizd en Espectofotometro a 410 nm y

en cubetas de vidrio de 1 cm de paso de luz.

PRUEBA DEL ACIDC URICO

Fl método utilizado es el método colorimétrico de re

duccion del acido fosfotungstico.

Fundamente:

El método de andlisis estd basado en la reduccién —-
del acido fosfotungstico por el &cido urico en medio al-
calino. El complejo azul formado es proporcional a la —

concentracion de a@cido urico en la muestra a analizar.
Reactivos:

-Mezclax cromogénica: Se prepara mezclando el gcido-
fosfotungstico con el diluyente segin indicea la técnica,

-Tampon "Uric-CROM"

Méetodo de analisis: .

~ Pipetear en tubos de ensayo:

" Blanco Control Problemas
Tampon "Uric-CROM" 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
Control de Ac Urico - 0,2 ml 0,2 ml
Interferencia . - - 0,2 ml
Agua destilada 0,4 ml 0,2 ml -

Mezclar, incubar al menos 3 min. a temperatura ambiente.

%



Transcurridos los 3 min. pipetear:

Blanco Control Problemas

Mezcla cromogenica 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml

Mezclar e incubar al menos 20 min. 8 Té ambiente.

Emplear el blanco para ajustar gbero el aparato y —
efectuar las lecturas de las absorbencias del control y-

- de los problemas.

La lectura se realizd a 680 nm y en cubetas de Vi-—-

drio de 1 cm de paso de luz.



RESULTADOS




TABLA I

REDUCCION DE LAS SALES DE COBRE (II) POR LA L-DOPA

PRUEBA 7 VGRADO DE REACCION
Reaccidn de Fehling Positiva
Reaccidn de Pasteur Positivsa
Reaccidn de Benedict Positiva

Las pruebas se realizaron afiadiendo gota a gota la -
solucién de L-Dopa (100 mg/100 ml), a la mezcla de reac-
cidén. Las pruebas se realizaro: segun se describe en Ma-

terial y Métodos.



TABLA II

REDUCCION DE LAS SALES DE COBRE (II) POR LA METILDOPA

PRUEBA GRADO DE REACCION

Reaccidn de Fehling ‘ Positiva
Reaccidn de Pasteur Positiva
Reaccidn de Benedict Positiva

- Las pruebas se realizaron afiadiendo gota a gota la -
solucion de Metildopa (100 mg/100 ml), a la mezcla de --
reaccidn. Las pruebas se realizaron segin se describe en

Material y Meétodos.



TABLA TIIT

REDUCCION DEL NITRATO DE PLATA POR LA L-DOPA Y LA METIL-
DOPA,

ADICION GRADO DE REACCION
Ninguna Negativa
L-Dopsa Positiva
Metildopa Positiva

Las pruebas se realizaron afiadiendo 0'5 ml de la so-
lucion de L-Dopa (100 mg/100 ml) y de Metildopa (100 mg/
100 ml) respectivamente, a la mezcla de reaccién. Las —-
pruebas se realizaron segﬁn se describe en Material y Mé

todos.



TABLA IV

REACCION DE LA L-DOPA FRENTE AL ACIDO PICRICO

ADICION ABSORBANCIA
(510 nm)
Ninguna 0,041
L-Dopa 0,273
i—Dopa 1/2 | - 0,230
L1-Dopa 1/10 0,161

El experimento se realizd afiadiendo 0,5 ml de L-Dopa
(100 mg/100 m1), a las diluciones acuosas indicadas, a -
la mezcla de reaccidn. La prueba se realizd segun se des

cribe en Material y Métodos.
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TABLA V

REACCION DE LA METILDOPA FRENTE AL ACIDO PICRICO

ADICION ABSORBANCIA
(510 nm)
Ninguna 0,041
Metildopa | 0,299
MefildOpa 1/2 0,253
Metildopa 1/10 0,098

El experimento se realizo afiadiendo 0,5 ml de Metildo
pa (100 mg/100 ml1), a las diluciones acuosas indicadas, &
la mezcla de reaccion. La prueba se realizd segun se des-

cribe en Material y Metodos.
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TABLA VI

INTERFERENCIA DE LA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE COLES-

TEROL POR EL METODO ENZIMATICO "CHOD-PAP"

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(500 nm) (mg/100 ml)
Ninguna 0,179 200 mg
I-Dopa 0,085 94'97 mg
L-Dopa 1/2 _ 0,108 120,67 mg
I-Dopa 1/10 0,117 130,72 mg

El experimento se realizo afiadiendo 0,02 ml de L-Do-
pa (100 mg/100 m1), a las diluciones acuosas indicedas,sa
la mezcla de reaccidn. La determinacidn de colesterol se

ha realizado segun se describe en Materisl y Métoflos.
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TABLA VII

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACION DE CO-

LESTEROL POR EL METODO ENZIMATICO "CHOD-PAP"

ADICION , ABSORBANCIA CONCENTRACION
(500 nm) (mg/100 ml)
Ninguna v 0,156 200 mg
Metildopa 0,064 82'05 mg
Metildopa 1/2 0,080 102'56 mg

Metildopa 1/10 0,126 161'53 mg

El experimento se realizd afladiendo 0,02 ml de Metil
dopa (100 mg/100 ml), a las diluciones acuosas indicadas,
a 12 mezcla de reaccidén. La determinacién de colesterol-

se ha realizado segﬁn se describe en Material y Mefodos.



TABLA VIII

INTERFERENCIA DELA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE CREATINI

NA,
ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(510 nm) (mg/100 ml)
Ninguna ' 0'163 10 mg
L-Dopa 0'399 : 24,48 mg
L-Dopa 1/2 0,373 22,88 mg
L-Dopa 1/10 0,260 15,95 mg

El experimento se realizé afiadiendo 0,1 ml de L-Dopa
(100 mg/100 ml), a las diluciones acuosas indicadas, a -
la mezcla de reaccidn. La determinacion de creqtinina se

ha realizado segin se describe en Material y Metodos.



TABLA IX

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACIUN DE

CREATININA,

ADICION | ABSORBANCIA CONCENTRACION
(510 nm) (mg/100 ml)
Ninguna 0,163 10 mg
Metildopa | 0,654 40,12 ng
Metildopa 1/2 0,261 \ 16,01 mg
Metildopa 1/10 0,202 12,39 mg

El experimento se realizd afladiendo 0,1 ml de Metil-
dopa (100 mg/100 m1), a las diluciones acuosas indicadas,
a la mezvla de reaccidén. La determinacion de creatinina-

se ha realizado segin se describe en Material y Métodos.
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TABLA X

INTERFERENCIA DELA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE GLUCOSA

POR EL METODO ENZIMATICO DE LA GLUCOSA OXIDASA

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(510 nm) (mg/100 ml)
Ninguna - 0,237 100 mg
L-Dopa = 0,075 31,64 ng
I-Dopa 1/2 0,072 30,37 mg
L-Dopa 1/10 . 0,151 63,71 ng

El experimento se realizé afiadiendo 0,02 ml de L~-Do-
pa (100 mg/100 ml); a las diluciones acuosas indicadas,a
la mezcla de reaccion. Lg determinacidn de glucosa se ha

realizado segin se describe en Material y Metodos.
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TABLA XI

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACION DE

GLUCOSA POR EL METODO ENZIMATICO DE LA GLUCOSA OXIDA

SA.
ADICION ABSORBANCIA CONCEETRACION
(510 nm) : (mg/100 ml)
Ninguna 0,236 100 mg
Metildopa 0,072 30,50 mg
Metildopa 1/2 0,088 37,28 mg
Metildopa 1/10 0,115 o 48,72 mg

El experimento se realizé afiadiendo 0,02 ml de Metil
dopa (100 mg/100 ml), a las diluciones scuosas indicadas,
2 la mezcla de reaccidn. lLa determinacion de glucosa se-

ha realizado segun se describe en Material y Métodos.



TABLA XII

INTERFERENCIA DE LA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE PROTEL

NAS TOTALES POR EL METODO DEL BIURET

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(540 nm) (g/dl)
Ninguna 0,249 7,2 ' g
L-Dopa 0,338 9,77 &
~ I-Dopa 1/2 0,312 9,28 g
L-Dopa 1/.10 0,284 8,21 g

El exparimento se realiz¢ afiadiendo 0,1 ml de L-Dopa
(100 mg/100 m1), a las diluciones acuosas indicadas, a -
la mezcla de reaccidn. La determinacidén de proteinas to-
tales se ha realizado segin se describe en Material y Me

todos,



TABLA XIIT

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACION DE PRO

TEINAS TOTALES POR EL METODO DEL BIURET

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(540 nm) (g/d1)
Ninguﬁa 0,249 7:2 8
Metildopa 0,331 9,57 &
Metildopa 1/2 0,302 8,73 g
Metildopa 1/10 0,278 8,04 g

El experimento se realizd afiadiendo 0,1 ml de Metil-
dopa (100 mg/100 ml), a las diluciones acuosas indicadas,
& la mezcla de reaccidén. La determinacidén de proteinas -
totales se ha realizado segin se describe en Material y-

Métodos.



TABLA XIV

INTERFERENCIA DE LA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE ACIDO

URICO POR EL METODO ENZIMATICO "URICA-QUANT"

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(410 nm) (mg/100 ml)
Ninguna _ 0,223 6 nmg
L-Dopa | 0,394 10,60 nmg
L-Dopa 1/2 0,313 8,42 mg
L-Dopa 1/10 | 0,249 - 6,70 ng

El experimento se realizo afiadiendo 0,5 ml de L-Dopa
(100 mg/100 ml1), a las diluciones acuosas indicadas, a -
la mezcla de reaccidn. La determinacidn de acido urico -

se ha realizado segin se describe en Material y Métodos.



T ABLA XV

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACION DE

ACIDO URICO POR EL METODO ENZIMATICO "URICA~QUANT"

ADICION ABSORBANCIA - CONCENTRACION

(410 nm) (mg/100 ml)
Ninguna 0,223 ‘ 6 mg
Metildopa 0,364 9,79 mg
Metildopa 1/2 0,315 8,47 mg
Metildopa 1/10 0,250 6,72 mg

El experimento se realizo afiadiendo 0,5 ml de Metil-
dopa (100 mg/100 m1), a las diluciones acuosas indicadas,
a la mezcla de reaccidn. La determinacidn de dcido urico

gse ha realizado segdn se describe en Material y Metodos.



TABLA XVI

REDUCCION DEL CROMOGENO DE LA DETERMINACION DE ACIDO URI

CO POR EL METODO ENZIMATICO POR LA L-DOPA Y METILDOPA

ADICION GRADO DE REACCION
Ninguna Negativa
L-Dopa Positiva
Metildopa , Positiva

Las pruebas se realizaron afladiendo 2 ml de las solu
ciones de L-Dopa (100 mg/100 ml) y de Metildopa (100 mg/
100 ml) respectivamente, a la solucidn del cromogeno en-

medio amoniacal,
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TABLA XVII

INTERFERENCIA DE LA L-DOPA EN LA DETERMINACION DE ACIDO

URICO POR EL METODO DEL FOSFOTUNGSTATO

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
- (680 nm) (mg/100 ml)
Ninguna 0,253 6 mg
I-Dopa 1/5 1,610 38,18 mg
L-Dopa 1/10 0,835 19,80 mg
L-Dopa 1/20 0,596 14,13 mg

El experimento se realizo afiadiendo 0,2 ml de L-Dopa
(100 mg/100 ml1), a las diluciones acuosas indicadas, a =~
la mezcla de reaccidn. La determinacidn de dcido urico -

se ha realizado segun se describe en Material y Métodos.
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TABLA XVIII

INTERFERENCIA DE LA METILDOPA EN LA DETERMINACION DE ACI

DO URICO POR EL METODO DEL FOSFOTUNGSTATO

ADICION ABSORBANCIA CONCENTRACION
(680 nm) (mg/100 ml)
Ninguna 0,253 6 mg
Metildopa 1/5 1,428 33,86 mg
Metildopa 1/10 0,950 22,53 mg
Metildopa 1/20 : ‘0,735 17,43 mé

El experimento se realizd afiadiendo 0,2 ml de Metil-
dopa (100 mg/100 ml), a las diluciones acuosas indicadas,
a la mezcla de reacciodn. La determihacién de dcido urico

se ha realizado segin se describe en Material y Métodos.



RESULTADOS
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En las tablas I y II podemos ver el resultado de la-
accidn de estos farmacos sobre las sales de cobre (II). -
As{ comprobamos que las tres pruebas, Reaccidn de Feh-—-
ling, Reaccidén de Pasteur y Reaccion de Benedict, cuyo -
fundamente es la reduccidn de las sales dé cobre (II)por
agentes reductores, resultan positivas. En efecto, en =—
las tres pruebas realizadas, el color azul de los reaef;
vos se vuelve marrén-rojizo, apareciendo a la vez un pre

cipitado, lo que indica que las pruebas son positivas.

La tabla III muestra el resultado de la reduccién —-
del nitrato de plata por estos farmacos. Asi, mienfras -
que la reaccidn es negativa al afiadir agua, al afiadir =--
las soluciones de L-Dopa o de Metildopa a la mezcla de -
7reaccién, el medio que estaba incoloro se vuelve n