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El estudio de los productos finales del metabolismo de las proteinas (urea y creatinina), de
los acidos grasos (cuerpos cetonicos), de las hemoproteinas (bilirrubina), de los hidratos de
carbono (4cido lactico y pirtvico) y de las purinas (4cido Urico) proporciona gran informacién
sobre el estado de salud del individuo. En este capitulo conoceremos su metabolismo
y las alteraciones que provocan patologia, asi como los métodos para su determinacion.

La urea
representa el 45 % del
total de los compuestos

nitrogenados no

proteicos en el plasma.

La urea es el
principal producto del

metabolismo de las

proteinas, exogenas

0 endogenas, y de

los aminoacidos, y

se genera en el ciclo

de la urea que se

produce en las células
hepaticas.

|. COMPUESTOS NITROGENADOS
NO PROTEICOS: UREA Y CREATININA.
DETERMINACIONES. ACLARAMIENTOS

Los compuestos nitrogenados no proteicos proceden del metabo-
lismo de los principios inmediatos, fundamentalmente del metabolis-
mo de las proteinas y aminoacidos. Existen mas de 15 compuestos
en el plasma que suponen una concentracion de nitrégeno en el mis-
mo de 250-400 mg/l. Su contenido en sangre completa es mayor que
en la fracciéon del plasma, debido a la presencia del glutation en los
hematies. Dentro de los compuestos nitrogenados no proteicos se
encuentran: la urea, los aminoacidos, el acido urico, la creatinina,
la creatina y el amoniaco.

|.I. Urea
I.1.l. Metabolismo

La urea representa el 45 % del total de los compuestos nitrogenados
no proteicos en el plasma. Es el producto principal del metabolismo
de las proteinas, exdgenas o enddgenas, y de los aminoacidos, y se
genera en el ciclo de la urea (Figura 1) que se produce en las mitocon-
drias de las células hepaticas.

Durante el catabolismo de las proteinas y aminodacidos se obtiene
grupos amino (-NH,). La mayoria son reutilizados para la sintesis de
nuevos aminoacidos, pero los restantes han de ser eliminados, pues-
to que los grupos amino a altas concentraciones son téxicos para el
organismo, especialmente en el tejido nervioso, y su acumulo da lugar
a dafno cerebral.

La formacién de urea se realiza por la introduccion de dos grupos
amino: el primero es amoniaco libre generado en la mitocondria de
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Figura 8. Representacion de diferentes detectores dpticos.
A. Fototubo: el haz de fotones produce la liberacion de una
corriente de electrones al incidir sobre el catodo. B. Fotomul-
tiplicador: la radiacion electromagnética libera electrones del
catodo fotoemisor que pasan al primer dinodo. La corriente se
va amplificando al ir pasando de un dinodo a otro hasta que llega
al anodo (107 electrones por cada fotén). C. Fotodiodos: cuando
incide un fotdn se produce el movimiento de cargas. Los foto-
diodos tienen un tamano aproximado de 0,02 mm, por lo que
se pueden colocar formando una fila de diodos para detectar a
la vez todas las longitudes de onda (espectros).

D Fototubo: consiste en un catodo formado por

un material fotosensible que es capaz de liberar
un electron por cada fotén que incide sobre
él. Se genera asi una corriente de electrones
que migra hacia el anodo y que se puede medir
mediante un amperimetro. Este tipo de detec-
tor es poco sensible y solo se puede utilizar
cuando la radiacion que se quiere detectar es
suficientemente intensa.

Fotomultiplicador: el fundamento basico es el
mismo que el del fototubo. La diferencia funda-
mental es que se consigue aumentar mucho la
sensibilidad (108-107 veces) colocando dinodos
(pequenos electrodos que amplifican la senal
liberando electrones) entre el catodo fotoemisor
y el anodo. La respuesta es mas rapida, el nivel
de ruido es mas bajo vy la corriente que se obtie-
ne es mucho mas intensa que con los fototubos.
Fotodiodo: los diodos estan formados por
silicio, material semiconductor que permite el
paso de la corriente cuando le llega un haz de
luz. La caracteristica principal de los diodos es
que tienen un tamano milimétrico, de mane-
ra que se pueden alinear y permiten construir
detectores capaces de registrar varios haces de
luz a la vez (detectores multicanal). Son menos
sensibles que los fotomultiplicadores.
Fotocélula o célula fotoeléctrica: consiste en
una ldamina de un material conductor sobre la
que se deposita una capa de material semicon-
ductor. Esta capa esta cubierta por un metal
transparente que sirve como electrodo colec-
tor. Cuando la luz atraviesa el electrodo transpa-
rente, se produce un flujo de electrones que
puede ser medido con un amperimetro.

— . ESPECTROMETRIA DE

ABSORCION MOLECULAR

—.l. Funhdamento

En bioguimica clinica, esta técnica se usa funda-
mentalmente para cuantificar moléculas en diso-
lucion. Utiliza radiacion electromagnética en la
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La principal desventaja de la espectrometria de absorcion atbmica es
qgue se mide la concentracion total del analito en la muestra, indepen-

dientemente de su estado de oxidacion. Esto tiene gran importancia,
) l por ejemplo, en la determinaciéon de toxicos, ya que en muchos casos
La espectrometria el nivel de toxicidad del elemento depende fundamentalmente de la

I de absorcion atomica forma idnica en la que se encuentre.

es una tecnica muy

sensible que permite L]l ESPECTROMETRIA DE EMISION

cuantificar elementos ATOMICA
a nivel de traza (opm o
ppb) basandose en Ia L4.l. Fundamento

ley de Lambert Beer.
En la espectrometria de emision atémica se estudia la radiacion emiti-

da por los atomos excitados en una muestra. Se puede utilizar tanto
con fines cualitativos como cuantitativos.

) Analisis cualitativo: cuando un 4tomo es excitado por una fuente
de energia, se encuentra en un estado inestable. Para desactivarse,
emite un espectro de lineas caracteristico que va a permitir su iden-
tificacion mediante comparacion con patrones (Figura 17).

; i
|

Figura 17. Espectros de emision de lineas. A. Litio. B. Sodio. C. Potasio.

La espectrometria

I de absorcion atomica

requiere una etapa
) Analisis cuantitativo: si suministramos energia a los dtomos de

una muestra para que pasen a un estado excitado, la intensidad de la
radiacion que emiten cuando se desactivan es proporcional al nimero
qQue es la que condiciona de 4tomos que tenfamos en estado fundamental (N,):

la sensibilidad y

reproaducibilidad de la
técnica. / =KN,

emision

previa a la absorcion
llamada atomizacion,
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Figura 24. Curva de coagulacion para la determinacion del tiempo de tromboplastina:
se mide la absorbancia aparente en funcion del tiempo. Cuando se forma el codgulo
(30 segundos) aumenta la dispersion y, por tanto, la absorbancia aparente.

) Cuantificacion de microorganismos. La turbidimetria se utiliza a
menudo en los laboratorios de microbiologia para determinar la can-
tidad de bacterias de cultivos en medio liquido. En este caso se suele
utilizar la densidad 6ptica.

/. FOTOMETRIA DE REFLECTANCIA.
QUIMICA SECA

/.l. Fundamento

Cuando se refleja un haz de luz podemos relacionar la intensidad de

la luz reflejada (/) con la intensidad de la luz incidente (/) mediante la
reflectancia (R):

Para que se produzca la reflexion, la luz debe incidir sobre una superficie,
por lo que para poder usar esta técnica para determinar metabolitos en
muestras bioldgicas (liquidas), se tienen que utilizar reactivos en fase
solida (quimica seca). Estos reactivos constan de una matriz que con-
tiene una serie de componentes que cambian su reflectancia cuan-
do entran en contacto con la muestra y reaccionan con el analito de
interés. Este cambio se puede medir y relacionar con la concentracion.

La nefelometria

es mas sensible
que la turbidimetria,

pero requiere una

instrumentacion

especifica
(nefelometros).

Las

suspensiones son

menos reproducibles

que las disoluciones,

por lo que hay que

tener en cuenta otros

factores como el
tamario y la forma de

las particulas, ademas

de su concentracion,
a la hora de preparar
los patrones para

construir la curva de

calibracion.
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|O. CROMATOGRAFIA
|3.l. Fundamento

Es una técnica de separacion donde los componentes de una muestra se
distribuyen entre una fase que se mueve (fase movil o eluyente) y una
fase que permanece quieta (fase estacionaria). El reparto entre estas
dos fases se realiza en funcion del coeficiente de distribucion (Ka):

Ce
Cm

Ce = Concentracion molar de soluto en la fase estacionaria.
Cm = Concentracion molar de soluto en la fase movil.

El Kd depende de la naturaleza de la fase movil, la estacionaria y el
soluto. En una separacion por cromatografia, la muestra se hace cir-
cular sobre la fase estacionaria junto con la fase mévil, de manera que
los solutos se van repartiendo entre las dos fases segun el Kd (Figura
36). Los que tengan un Kd suficientemente alto quedaran retenidos
en la fase estacionaria, mientras que el resto permaneceran en la fase
movil. Los componentes que quedan en la fase estacionaria se pueden
“despegar”, haciendo circular una fase movil distinta en la que sean
mas solubles.

Fase movil

Muestra —— |1.

Fase ———
estacionaria

Figura 36. Representacion de una cromatogratfia en columna. La muestra se coloca
sobre la fase estacionaria y se hace circular junto con la fase mavil a través de ella.
Los componentes de la mezcla van saliendo de la columna segun su coeficiente de
distribucion entre las dos fases.

RECUERDA QUE

La espectrometria

de masas permite

la cuantificacion

e identificacion

de moléculas en
matrices biologicas
complejas a muy baja
concentracion.

RECUERDA QUE

La espectrometria

de masas es una
técnica muy versatil,
ya que combinando
distintas fuentes

de ionizacion con
distintos analizadores,
se puede adaptar la
instrumentacion al
analisis de moléculas
de muy distinta
naturaleza: desde
moléculas inorganicas
sencillas hasta
macromoléculas
complejas como las
proteinas.




5 E) | ANALISIS BIOQUIMICO

TABLA 3

Clasificacion de las técnicas cromatograficas

Tipo de cromatografia

Caracteristicas

Seg(in la configuracion En columna La fase estacionaria esté dentro de un tubo

del lecho cromatografico | En capa fina La fase estacionaria esta sobre una placa
De gases La fase movil es un gas

Segun el estado fisico de | De liquidos La fase mavil es un liquido

la fase movil

De fluidos supercriticos

La fase mavil es un fluido ligeramente por encima de
su temperatura y presion criticas

Segun el mecanismo de
separacion

De adsorcion

La separacion se produce por las distintas afinidades
de adsorcion sobre la superficie de la fase estacionaria

De reparto

La separacion se produce por la diferencia de
solubilidad de los analitos entre la fase movil y la fase
estacionaria

De intercambio idnico

La separacion se produce por fuerzas electrostaticas
entre los componentes de una mezcla y la fase
estacionaria

La separacion se produce por diferencia de tamafios

De exclusion
y/o forma entre los componentes de una mezcla
La separacion se produce debido a la interaccion
De afinidad bioldgica especifica entre el analito y la fase

estacionaria

Figura 38. Cromatografia en capa fina. La muestra se coloca en un extremo de
la placa. La fase movil sube por capilaridad de forma que los componentes de la
mezcla van quedando retenidos sobre la placa segtin su coeficiente de distribucion.

) Cromatografia en columna. La fase
estacionaria se deposita en el interior
de una columna. La muestra se coloca
en la parte superior. A continuacion,
la fase movil se hace circular por la
columna a través de la fase estacio-

naria, de manera que va arrastrando
los componentes de la muestra que
se irdn repartiendo entre las dos fases
segln su coeficiente de distribucion
(ver Figura 36).
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Tanto en los osmdémetros de presion de vapor como de descenso crios-
copico, el valor de la osmolaridad se obtiene en cuestion de minutos.
En la mayoria de los laboratorios clinicos se utilizan los osmdmetros
de descenso crioscopico frente a los de presion de vapor, ya que pre-
sentan mejor precision y una respuesta lineal para valores bajos de
osmolaridad.

|2. AUTOMATIZACION

Los analizadores automaticos o autoanalizadores son maquinas
disenadas para medir sustancias quimicas o caracterizar muestras bio-
|6gicas con la menor participacion posible del factor humano. Existen
diferentes tipos de autoanalizadores:

) Analizadores selectivos. En cada muestra se pueden seleccionar
las pruebas que se hacen del repertorio total que es capaz de realizar
el equipo.

) Analizadores discretos. La muestra y el reactivo se aspiran por
medio de agujas (la cantidad viene determinada por la programacion
de la técnica) y se depositan en una cubeta de reaccién. Transcurri-
do un tiempo de incubacion, se lleva a cabo la lectura. Por ejemplo:
autoanalizadores de inmunoquimica o de bioguimica (Figura 45).

Figura 45. Fotografia de un autoanalizador de bioquimica.

RECUERDA QUE

La osmolaridad de

una disolucion es la
concentracion efectiva
de las particulas que
causan la presion
osmodtica. Se expresa
en osmoles por litro

La osmolaridad
es la concentracion

de solutos que dan la
presion osmaotica.

La osmolaridad
se puede determinar
midiendo la presion
osmotica a traves de
la presion hidrostatica
0 las propiedades
coligativas de una
disolucion.
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Figura 4. Metabolismo de los hidratos de carbono.

/

El metabolismo de los hidratos de carbono incluye:
Glucolisis: metabolizaciéon de la glucosa.
Glucogénesis: sintesis de glucégeno.

Glucogenolisis: metabolizacién del glucégeno.

Gluconeogénesis: sintesis de glucosa a partir de lipidos y proteinas.

|.3. Regulacion

hormonal Captacion Produccion

periférica ‘ Glucemia - hepatica de

Diferentes hormonas estan de glucosa glucosa
implicadas en la regulacion de
los niveles de glucosa en san- Hormonas
gre: |nsul|n.a,.glucagon, ho.rmo— gllperglllxcemlantes Hormonas
na del crecimiento, adrenalina y Gl-?cagon hipoglucemiantes
cortisol (Figura b). i

Fig ) Glucocorticoides letling

Catecolaminas

Figura 5. Regulacion hormonal de la glucemia.
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SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS

Last Name: Result First Name: Unknown Date of birth: 17/08/2010
Barcode: C156178E Theor. Plate: 577
Operator: M Analyzor: G8-1 Date of analysis: 17/08/2010
Sample Numb: 00007 Flag & Comment;

Paameter Value %  Tmemin.  Ara IotalArea Ye(Ax8)
A1A 07% 023 872 12191 Element Factor-A Factor-8
A1B 07% 03 839 ' 107ez = 0888,
F or% 037 8%

Latcs 24% 048 2858

SAIC 66% 058 66.82

0 %07% 09 100767

Variant method Loy

Hb A1c

Figura 9. Sistema HPLC para HbATc y cromatograma.

unos dias se produce el reordenamiento molecular de
Amadori formando una cetoamina estable (Hb
Alc estable), que es la utilizada para el
control y seguimiento de la DM.

AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

La glicacion de la hemoglobina es un proceso no enzimatico. Primeramente, se
produce una base de Schiff entre el grupo aldehido de la glucosa y el grupo amino
de la hemoglobina. Este proceso es reversible (Hb Alc labil). Pasados

La hemoglobina
glicosilada se utiliza
para el diagnostico y
control de la diabetes;

refleja los niveles de

glucemia en los 2-3

meses previos al

analisis.
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Fase 1: Obtencion de un

LAminoacidos, acidos grasos, glucosa | metabolito intermedio: Acetil-CoA

Acetil-coA
l Fase 2: Oxidacion de Acetil-CoA
Ciclo de Krebs ;
. para obtener cofactores reducidos
Oxlacetato o del acido citrico Citrato ().
A |
| |
Y
Transportadores de e:
NADH, FADH, Fase 3: Oxidacion de los cofactores
para obtener protones y electrones
\/ que son transferidos a la cadena

Cadena respiratoria 2H" + 20, respiratoria mitocondrial para
(de transferencia obtener energia en forma de ATP.

electrénica) H,0
ADP + P, ATP

Figura 4. Esquema de respiracion celular para la obtencion de energia por la célula.

1 2
2 acetil-CoA <> Acetoacetil-CoA —> B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA

Acetil-CoA \
3 Acetil-CoA

ACETONA

CH, - C-CH, - COOH
Los cuerpos
cetonicos son
sintetizados en las
células hepaticas
y utilizados como
fuente de energia por
tgjidos extrahepaticos,
fundamentalmente el
corazon, el musculo
esquelético, el rinon y
el cerebro.

Il
0

4
<7 ACETOACETATO
co,

NADH + H*

CH, - CH - CH, - COOH NAD*
[ D-B-HIDROXIBUTIRATO
OH

Figura 5. Sintesis de cuerpos cetdnicos. Enzimas implicadas: 1. Tiolasa. 2. HMG-
CoA sintasa. 3. HMG-CoA liasa. 4. Acetoacetato descarboxilasa. D--hidroxibutirato
deshidrogenasa. El dcido acetoacético y el B-hidroxibutirato son utilizados como com-
bustibles por los tejidos extrahepaticos, fundamentalmente corazdn, musculo esque-
lético, rindn y cerebro. Del B-hidroxibutirato captado por las células se obtienen dos
moléculas de acetil-CoA que entran en el ciclo del cido citrico para obtener energia
en forma de ATP,
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ReESUMEN

v/ En este capitulo hemos aprendido el metabolismo de las rutas mds
importantes de las proteinas, dcidos grasos e hidratos de carbono.
La medida de la concentracion de sus metabolitos finales nos permite
conocer los siguientes pardmetros:

v La funcién renal, tanto por la determinacién de la concentracién de
la urea y de la creatinina como por la medida de aclaramiento de
estas y ofras sustancias que nos dan idea del filtrado glomerular del
individuo.

v/ El estado metabélico del individuo en la determinacién de los cuerpos
cetonicos, ya que su aumento nos indica una descompensacion en la
lipélisis, probablemente por una descompensacion en el metabolismo
de los hidratos de carbono (diabetes mellitus).

v/ El estado hepatocelular y de las estructuras cercanas por la deter-
minacion de la bilirrubina, asi como el diagndstico de ciertas anemias,
entre otras patologias extrahepdticas.

v’ El aporte de oxigeno a los tejidos por medio de la concentracién de
dcido lactico y pirdvico; o ante una situacion normal tisular, la presen-
cia de trastornos sistémicos graves (infecciones, neoplasias), intoxi-
cacion por fdrmacos u otros, alteraciones congénitas del metabolismo.

v’ El estado del catabolismo de las purinas, que queda reflejado en la
determinacién del dcido drico en sangre. La mds representativa de
las hiperuricemias es la gota.

GLOSARIO

Acidosis lactica: diminucion del pH sanguineo (<7,35) que se produce
cuando el aporte de oxigeno a los tejidos es insuficiente para cubrir
las necesidades energéticas, aumentando la concentracion de acido
lactico.
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EJERCICIOS

. La enzima lactato deshidrogenasa es una oxidorreductasa de NAD+,
que cataliza la oxidacion reversible del L-lactato en piruvato utilizando
NAD+ como aceptor de hidrégeno. Para la medicion de la actividad ca-
talitica de la enzima en suero se utiliza la siguiente reaccion:

LD
Piruvato + NADH + H* -— Lactato + NAD+

— ¢Como se mediria la actividad enzimatica en una muestra?
— Calcula la concentracion catalitica de la enzima en U/L, teniendo en cuenta
los siguientes datos:

Tiempo de reaccion (s) Absorbancia 340 nm A Absorbancia
0 0,965 -
30 0,950 0,015
60 0,905 0,045
90 0,840 0,065
0,768 0,072
0,693 0,075
0,617 0,076
0,542 0,075
0,468 0,074
0,393 0,075

e \/olumen de la reaccion:
Muestra: 10 ul
Reactivo: 250 pl
e Longitud de la cubeta: 0,5 cm
e Coeficiente de absortividad molar del NADH = 6,22 * 10 2 M “'cm”

. ¢Qué determinaciones enzimaticas es mejor realizarlas utilizando plas-
ma y por qué?

. Ante un suero hemolizado, {qué pruebas rechazarias? ;Y ante un suero
lipémico?

. Una CK elevada en ausencia de otras enzimas cardiacas elevadas, iqué
te sugiere? ;Con qué determinacion/es completarias el estudio?
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EVALUATE TU MISMO

. La funcion de las enzimas consiste en:

U a) Actuar como catalizadores aumentando la velocidad de las reacciones bio-
quimicas.

Q b) Participar en las reacciones bioquimicas transforméndose en productos.

O ¢) Unirse a los sustratos de forma permanente para transformarse en pro-
ductos.

O d) Actuar modificando el balance energético de las reacciones bioguimicas
en las que intervienen.

. ¢Cual de las siguientes respuestas es falsa?:
O a) Las enzimas son proteinas.
U b) La actividad catalitica de las enzimas depende de su integridad estructural.
O c) La desnaturalizacion de la enzima produce un aumento de la actividad
catalitica.
O d) Muchas enzimas requieren para su funcién la presencia de cofactores.

. ¢De qué factores depende la velocidad de la reaccion catalizada por una
enzima?:
Q a) Concentracién de enzima y sustrato.
U b) pHy temperatura.
Q c) Presencia de activadores e inhibidores.
U d) Todas las respuestas son correctas.

. El estudio de las enzimas en el laboratorio se basa en:
O a) La medida de la actividad catalitica.
U b) La medida de la concentracion de masa.
O c¢) En casos puntuales, la medida de la concentracion de masa de la enzima.
U d) Las respuestas ay ¢ son correctas.

. La actividad enzimatica se debe medir en:
U a) La fase de retardo.
Q b) La fase lineal.
O c) La fase de agotamiento de sustrato.
U d) Todas las respuestas son correctas.

. ¢Cual de las siguientes enzimas no es hepatica?:
Q a) AST y ALT.
O b) 5'nucleotidasa.
O c¢) Amilasa.
Q d) LDH.
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