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CALCIO-MAGNESIO-FOSFORO-ACIDO URICO

OBJETIVOS
e Conocer las condiciones preanaliticas, analiticas y post analiticas para las determinaciones de
calcio, magnesio y fésforo en suero y orina.
e Determinacién de &cido Urico, condiciones preanaliticas, analiticas y postanaliticas.

DOSAJE DE CALCIO EN SUERO Y ORINA
ETAPA PREANALITICA
Condiciones a cumplir para el estudio de calcio:
e La muestra debe obtenerse por puncién venosa, o capilar sin estasis venoso, el paciente debe
concurrir al laboratorio en ayunas, por la mafiana (dado que la calcemia presenta ritmo circadiano
y varia debido a la ingesta reciente, salvo que exista una situacion clinica de urgencia)
e Enlactantes se sugiere ayuno de 3 horas.
e Es necesario que el paciente realice un reposo de 15 min, antes de la toma de muestra y no estar
recibiendo medicamentos que interfieran en el dosaje.
e Se puede utilizar suero (separado dentro de las 2 horas), o plasma heparinizado, no utilizar EDTA,
ni CITRATO, ni OXALATO (forman complejos con el calcio)
e Para dosar calciuria se realiza con dieta sin calcio, restringida o manteniendo la ingesta habitual,
en cada caso se modifican los valores de referencia.
e Para determinar calcio en orina, utilizar un frasco lavado con agua destilada, homogeneizar muy
bien una alicuota y acidificar con HCI concentrado.
(150 ml de orina + 1 ml con HCl conc.)
Dejar reposar 15 min antes de tomar la muestra. Diluir 1/5 a 1/10 con agua destilada. Dosar junto
con las muestras de suero y multiplicar por la inversa de la dilucion.

ETAPA ANALITICA
Método de referencia para dosaje de calcio y otros métodos:

El método de referencia para la determinacion de calcio, mas comunmente utilizado es el de
Absorcién Atémica. Si bien, no es el definitivo sirve de referencia para la comparacion de los nuevos
métodos.

La precision de la absorcion atdmica, en el intervalo de las concentraciones fisiologicas es del
orden del 2-3%. La absorcion atdbmica no exhibe interferencias por compuestos comunes tales como la
hemoglobina, bilirrubina o lipemia.

La Unica interferencia son los compuestos queladores del calcio.

Los métodos de absorcion atomica son muy sensibles, ya que se requiere para el analisis una
muestra de 10 a 20 ul. El analisis ha sido totalmente automatizado mediante el uso de automatizadotes
Technicon. Estos procedimientos exhiben eleva precisién y permiten el analisis de muestras en gran
escala.

Los métodos de o-cresolftaleina han sido adaptados a una amplia variedad de analizadores
automaticos con el resultado de una eleva precision.

Un problema significativo de esta técnica es el requerimiento de un buen control de T° durante el
andlisis ya que la absorcion molar del cromogeno es termodependiente.

Los métodos de o-cfx exhiben una ligera parcialidad comparada con los de absorcion atdmica (10
a 15ng/l)

La precision del método de o-cfx varia con el tipo de instrumento automatizado que se emplea,
pero oscila entre el 2-7 %

El método clinicamente preferido es el de absorcién atémica debido al pequefio tamafio de
muestra que utiliza, la precision y el grado de exactitud. Las mayores desventajas de éste método son los
elevados requerimientos de mantenimiento y de cuidado del equipo utilizado para el andlisis.
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METODO COLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE CALCIO EN SUERO, PLASMA
HEPARINIZADO Y ORINA

El calcio reacciona con la o-cresolftalein complexona (o-CPC) a pH alcalino, dando un complejo
de color magenta que se mide fotocolorimétricamente a 570 nm.

La o-cfx tiene una alta afinidad por los iones calcio, de manera que puede captar todo el calcio de
una muestra de suero, orina o plasma, formando en medio alcalino, un complejo color magenta a violeta
gue se mide fotocolorimétricamente a 570 nm

La cantidad de complejo formado, y con ello la intensidad del color desarrollado en la mezcla de
reaccion, es proporcional a la cantidad de Calcio en la muestra.

MATERIAL DE TRABAJO

Todo el material, tubos, conos, pipetas, dispensadores de volumen, deben ser lavados con HCI 5
% (50ml HCI + 950 ml de agua dest.) durante 10 horas y enjuagado con agua bidestilada 5 veces.

Esto es necesario por la alta sensibilidad de la reaccion utilizada y de los bajos niveles de calcio
en la muestra.

REACTIVOS PROVISTOS

Reactivo A: solucion de o-cresolftalein complexona y 8-hidroxiquinolina.
Reactivo B: solucion de aminometil propanol (AMP).

Standard: solucion de calcio 10 mg/dl.

Concentraciones finales

o-Cresolftalein complexona .........cccccceevvveveeeenn.. 0,08 mmol/l
8-Hidroxiquinolina ............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiii e 4 mmol/l
AP e 3,5 mol/l

Reactivos Provistos: listos para usar.

Standard: cada vez que se use, transferir una cantidad en exceso a un tubo limpio y pipetear de alli el
volumen necesario, descartando el sobrenadante.

Reactivo Unico (premezclado): segun el nimero de muestras a ensayar, mezclar partes iguales de
Reactivo A y Reactivo B.

PROCEDIMIENTO MANUAL
e Trabajar a temperatura ambiente.
e Respetar las proporciones de volimenes de reactivo y muestra del fabricante.
e Pipetear o dispensar el volumen de reactivo sobre tubos de vidrio lavados con agua bidestilada
(todo el material debe estar bien lavado) mezclar y dejar reposar por 5 minutos. Ajustar a cero de
Abs con agua destilada y leer la absorbancia a 570nm.
e Con micropipeta automatica dispensar el mismo volumen para calibrador controles y muestras.

I- TECNICA CON REACTIVOS SEPARADOS
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

B S D
Agua destilada 50 ul
Standard 50 ul
Muestra 50 ul
Reactivo A 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Reactivo B 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

Mezclar, incubar 5 minutos a temperatura ambiente (15- 25 °C) y leer la absorbancia en
espectrofotémetro a 570 nm o en fotocolorimetro con filtro rojo (560-590 nm).
Microtécnica

Seguir el procedimiento indicado en la Técnica ) pero usando 25 ul de Muestra, 0,5 ml de Reactivo
Ay 0,5 ml de Reactivo B.
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II- TECNICA CON REACTIVO UNICO (PREMEZCLADO)
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

B S D
Agua destilada 50 ul
Standard 50 ul
Muestra 50 ul
Reactivo Unico 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml

Mezclar, incubar 5 minutos a temperatura ambiente (15- 25 °C) y leer la absorbancia en
espectrofotébmetro a 570 nm o en fotocolorimetro con filtro rojo (560-590 nm).
Microtécnica

Seguir el procedimiento indicado en la Técnica Il) pero usando 25 ul de Muestra y 1 ml de Reactivo
anico.

En caso de muestras lipémicas o hemolizadas es necesario procesar un Blanco de Muestra de la
siguiente manera: mezclar 50 ul de muestra con 2 ml de agua destilada.

Medir la absorbancia llevando el aparato a cero con agua destilada. Restar esta absorbancia de
la obtenida inicialmente y utilizar esta diferencia para los célculos.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL

El color de reaccidn final es estable 20 minutos, por lo que la absorbancia debe ser leida dentro
de este lapso.
Rendimiento analitico del método

Trazabilidad e inexactitud: comparado con el método de absorcion atomica, presenta un
coeficiente de correlacion de 0,85 y una inexactitud positiva de 1 mg%.

Precision: la desviacion estandar y el CV hallados varian ampliamente de un laboratorio a otro.

Cada laboratorio debe determinar mensualmente su nivel de precisién intraensayo (duplicados) e
interensayo (interdiaria) procesando controles internos.

Por ejemplo Wiener lab informa un grado de reproducibilidad al nivel 9 %: DS = 0,08 mg% y CV=
0,9 %. Si bien la precision interensayo es siempre mayor, el Cv 6ptimo = 1,5 %, un valor mayor al 4%
requiere revisar todo el procedimiento, material y reactivos utilizados hasta bajar el CV, para poder seguir
informando los valores hallados, con un nivel acaptable de confiabilidad.

Exactitud: cada laboratorio debe determinar su grado de inexactitud con estudios de recuperacion
y un control de calidad externo. Por ejemplo Wiener lab informa una recuperacion entre 96 y 101 %.

Linealidad: la reaccion es lineal hasta 11 mg%.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Calcio sérico (mg/dl) =D x f f =10 mg/dl
S

Calcio urinario (mg/24 hs) =D xconc. Sx10xV
S

10 = factor de conversion de mg/dl a mg/I
V = volumen de la diuresis en litros/24 hs
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VALORES DE REFERENCIA
CALCEMIA

Neonatos: RN pretérmino = 7 — 10.5 mg/dl
RN a término = 8 — 10 mg/d|

Lactantes, Nifios y Embarazadas: 8 — 10 mg/dl
Adultos: 8.5 — 10.5 mg/dI

CORRECION POR HIPOALBUMINEMIA

Como se mide el calcio total, y la mitad esta unido a proteinas, principalmente la albumina, los
pacientes con hipoalbuminemia muestran bajos valores de Calcio total, pero su nivel de Calcio sérico no
esta afectado y por ende no tiene afeccién ni sintomas por hipocalcemia.

Se puede dosar albumina del paciente y luego corregir los valores del calcio total medidos con la
siguiente formula:

Calcio (corregido) = Calcio (medido) + (4 g% - Albumina q%)
4 g%

CALCIURIA
Orina de 24 horas, con dieta sin calcio los tres dias previos:
ADULTOS: <40 mg/24hs
NINOS: <4mg/Kg/dia
Con ingesta de 1000 mg de calcio /1,73 m2 de superficie corporal y 5 g de Na Cl (para mejor manejo renal
de calcio)
MUJERES: hasta 220 mg/24 horas
HOMBRES: hasta 300 mg/24 horas
indice Calcio/creatinina:
ADULTOS: hasta 0.11
NINOS: hasta 0.18
ALTERACIONES DEL CALCIO
HIPOCALCEMIA
Calcio< 8.5 mg/%, las causas pueden ser por reduccion de Ca iénico o por deficiencia de la PTH.

e Hipoparatiroidismo e Pseudo hipoparatiroidismo

e Hipomagnesemia e Déficit de vitamina D

e Pancreatitis aguda e Transfusién masiva de sangre
e Sindrome de Di George e Tratamiento con diuréticos

e Hiperfosfatemia e Hipomagnesemia

e Hipoalbuminemia e Alcoholismo crénico

HIPERCALCEMIA
e Hiperparatiroidismo primario

e Produccion neoplasica de PTH e Deplecion del volumen extracelular
e Sarcoidosis e Toxicidad por Vitamina D

e Hipofosfatemia e Tirotoxicosis

e Inmovilizacion e Tiazidas (diuréticos)
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DOSAJE DE MAGNESIO EN SUERO Y ORINA

El Mg es el cation més abundante del LEC y el segundo en el LIC.
La distribucion del magnesio es:

HUESO 67%
LIC 31%
LEC 1,1%

En suero se encuentra unido a proteinas en un 2 %.
Forma quelatos débiles con enzimas, con proteinas, acidos nucleicos, fosfolipidos.

Cataliza procesos enzimaticos vinculados con la transferencia, almacenamiento y utilizacion de la
energia.

Participa en el metabolismo energético a través de la activacion del ATP, en la transferencia de
fosfatos de alta energia y es el idén activador de muchas enzimas involucradas en el metabolismo de
lipidos, carbohidratos y proteinas.

Es un mediador en mecanismos de conduccion y transporte a través de membranas.

Es esencial en la preservacion de estructuras macromoleculares de ADN y ARN y ribosomas, y
en la formacion del hueso y mantenimiento de la presion osmdtica.

Método de referencia para la determinacion de magnesio y otros métodos:

El método de referencia es el de Absorcion Atdmica debido a la elevada precision y exactitud.

Los analisis con espectrofotometro directo adaptados a técnicas automatizadas, son bastantes
exactos y precisos.

El método que utiliza la reaccion coloreada del azul de metileno, exhibe generalmente una
correlacion mas estrecha con el método de absorcion atémica, siendo su precision para concentraciones
de magnesio de aproximadamente 7 a 10 % (C.V.) dentro del intervalo normal.

El método de Calmagite ha sido adaptado a muchos autoanalizadores, incluyendo el analizador
dicromético Abbott ABA y los analizadores centrifugos rapidos.

Los reactivos de la reaccion de Calmagite son mas estables separadamente.

En el practico se utiliza el método colorimétrico directo para la determinacion cuantitativa de
magnesio en liquidos biolégicos, utilizando el reactivo color que es una solucion de xylidyl blue para
acomplejar al Mg + el complejante EGTA.

METODO COLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE Mg

FUNDAMENTO

El magnesio en medio alcalino, reacciona con el xylidyl blue, formando un complejo de color
purpura cuya intensidad es proporcional a la concentracion de magnesio presente en la muestra.

La incorporacion del complejante EGTA al reactivo, elimina la interferencia de los iones calcio.

MUESTRA

¢ Suero, plasma heparinizado.

¢ Orina (acidificada con unas gotas de HCI concentrado, hasta alcanzar un pH entre 3 y 4. Luego diluir (1
parte de orina + 4 partes de agua dest.) multiplicar el resultado por 5.

Los anticoagulantes tales como EDTA, CITRATO u OXALATO interfieren formando complejos con
el magnesio. Las muestras hemolizadas no deben usarse debido a la gran concentracion de magnesio
en los glébulos rojos.

Bilirrubina > 20 mg/dl, Ca > 15 mg/dl y Hb >3.5 g/l interfieren. Lipemia ligera o0 moderada no
interfiere.

El magnesio en suero o plasma es estable 10 dias a 2-8°C. Utilizar heparina como anticoagulante
y mas de 1 mes congelada (-20 °C) sin agregado de conservadores.
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En tres tubos marcados B (Blanco), C (Calibrador o Standard) y D (Desconocido), colocar:

BLANCO STANDARD MUESTRA
STANDARD 10 pl
MUESTRA 10 pl
REACTIVO 1ml 1ml 1ml

Mezclar e incubar 5 minutos a t° amb. (15 — 25 C°)
Leer en espectrofotometro a 510 nm o en fotocolorimetro con filtro verde a 490 — 530 nm, llevando

a 0 el aparato con el blanco.

Estabilidad del color de la reaccion: 1 hora

CALCULO DE RESULTADOS

Magnesio sérico (mg/dl)= Dxf

f = Valor del estandar (mg/dl)

S

Magnesio urinario (mg/24 hs) = Resultado del Mg x factor de dilucion x 10 x Diuresis (litros)

10= factor de conversion de dl a litro

VALORES DE REFERENCIA:
Suero o plasma: 1.7 — 2.5 mg/dl (0.7 — 1.05 mmol/l)
Orina: 60 — 210 mg/24hs (2,5 — 6.5 mmol/24 hs)

ALTERACIONES DEL MAGNESIO

HIPOMAGNESEMIA

1)- Alteraciones gastrointestinales:

2)- Pérdida urinaria excesiva:

e Sindrome de malabsorcion

e Sindrome del intestino corto

e Fistulas intestinales

e Sonda naso gastrica prolongada
e Hiperalimentacion parenteral

e Diarrea prolongada

e Desnutricion, pancreatitis.

e Diuréticos

e Hipertiroidismo
e Alcoholismo

e Alteraciones congénitas

e Cetoacidosis diabética
e Hiperaldosteronismo
e Estados hipercalcémicos

HIPERMAGNESEMIA

e Exceso crénico en IRC (hay incorporaciéon de Mg a tejidos blandos)
e Dosis de Mg a pacientes con una funcion renal alterada

e Hipotiroidismo

e Deficiencia de mineralocorticoides
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DOSAJE DE FOSFORO EN SUERO Y ORINA

El fosfato es un anion fundamentalmente intracelular, se encuentra: en Hueso en un 85 %, tejidos
blandos 14 %.

En plasma se encuentra en un 0.3 % (12 mg/dl), distribuidos de la siguiente manera:

8.5 mg/dI (orgénico)

3.5 mg/dI (inorganico): e Unido a proteinas (10-13%)

e Libre o formando complejos (87-90%)

En lactantes y nifios la concentracién de fésforo es mayor que en los adultos, posiblemente por
mayores niveles de STH (aumenta la absorcién renal y reabsorcion intestinal), y menores niveles de
hormonas gonadales hacia el final de la adolescencia.

En las mujeres hay un lento aumento después de la menopausia, debido a la disminucion de
estrogenos. En el hombre en cambio se produce un aumento de la concentracion de fésforo.

Métodos de referencia para la determinacién de fésforo y otros métodos:

Los métodos mas empleados para la determinacién del fosfato inorganico son reacciones del
fosfato con molibdato para dar un complejo de fosfomolibdato. La mediciéon directa UV del complejo
incoloro con absorcion a 340 nm se ha adoptado en la mayoria de los medidores automaticos.

Un analizador con buena fotometria a 340nm puede llevar a cabo un analisis exacto y sensible de
fosfato, empleando el método de fosfomolibdato no reducido que es muy sencillo y rapido, por ello mas
preciso y adaptable a urgencias.

Existen 2 factores que complican lo que parece ser una adaptaciéon simple y directa de esta
reaccién a cualquier sistema automatico:

e Los standards acuosos reaccionan en forma considerable, mas lenta que los standards de base
proteica y pueden no llegar al punto final, al mismo tiempo que los sueros desconocidos. Se puede
afadir albimina a los standars para acelerar la reaccion, pero hay probabilidad de que estén
contaminados con fosfatos.

e Lainfluencia inusual del PH.

En el método que utiliza analizador centrifugo, se requiere de un blanco de suero debido a la
presencia de un gran niamero de compuestos y drogas a 340 nm. El blanco debe contener también el
agente tensioactivo Tween 80 para eliminar turbidez del suero y &cido sulfurico para corregir el efecto del
PH sobre la absorcién de numerosos compuestos en el ultravioleta.

Otra pasibilidad es reducir el complejo de fosfomolibdato mediante un agente &cido
aminonaftolsulfénico, &cido ascorbico, sulfato de metil-p-aminofenol, sulfato ferroso para producir azul de
molibdeno, que puede medirse a 600-700 nm. La formacién del complejo fsofomolibdeno es dependiente
del pH y la tasa de formacién viene influenciada por la concentracion proteinica (es la técnica que se usa
en el practico)

Se ha descrito un método enzimatico en el que el fosforo es llevado por distintas reacciones
enzimaticas, catalizadas por la glucogeno-fosforilasa, la fosfoglucomutasa y la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G6PD). EI NADPH producido puede ser medido fluorométricamente o por
espectrofotometria. La reaccion sucede con un pH neutro, lo que nos permite medir el fésforo inorganico
en presencia de fosfato organico inestable.

Se prefiere el suero para medir el fosforo porque muchos de los anticoagulantes, a excepcion de
la heparina, interfieren con los resultados.

METODO UV PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO INORGANICO (PI) EN SUERO, PLASMA U
ORINA

FUNDAMENTO DEL METODO
El fésforo inorganico (Pi) reacciona en medio acido con el molibdato para dar un complejo
fosfomolibdico que se mide espectrofotométricamente a 340 nm.
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MUESTRA
Suero, plasma u orina

Obtener suero de la manera usual o plasma con EDTA o citrato.

Version 2018

También puede realizarse la determinacion en orina. En este caso, recoger orina de 24 horas en
un recipiente que contenga 2 ml de acido clorhidrico concentrado. Homogeneizar y medir la diuresis.
Tomar una alicuota, centrifugar o filtrar y efectuar una dilucién 1:10 en agua destilada (1 ml de orina + 9

ml de agua destilada).
Sustancias interferentes:

- No se observan interferencias por bilirrubina hasta 58 mg/l.
- La hemdlisis o lipemia son causa de resultados erréneos. Se recomienda procesar un blanco de

muestras para evitar estas interferencias.

PROCEDIMIENTO

En tres cubetas marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido), agregar:

B S D
STANDARD 10 ul
MUESTRA 10 ul
REACTIVO 1ml 1ml 1ml

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Luego leer en espectrofotometro a 340 nm (Hg 334

6 366 nm), llevando el aparato a cero con el blanco.

La reaccion final es estable 20 minutos, por lo que la absorbancia debe ser leida en ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Suero o plasma:
Fosforo inorgénico (Pi) (mg/dl) =D xf | f=4 (mg/dl)
S

Orina

Pi (9/24 horas)=D x0,040x10xV= D x0,4xV
S S

0,040 g/l = 4 mg/dl = concentracion del Standard
10 = factor de dilucién
V = volumen de la diuresis expresado en litros/24 horas

VALORES DE REFERENCIA
Suero: ADULTOS = 2.5 — 4.5 mg/dI
NINOS = 4.0 — 6.5 mg/d|
Orina=0.34 —1.00 g/24 hs

ALTERACIONES DEL FOSFORO
HIPOFOSFATEMIA

e Mala distribucién de fosfato

e Fosfaturia

e Mala absorcion intestinal de fosforo

e Hiperparatiroidismo. Deficiencia de vit D
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HIPERFOSFATEMIA
e Hipoparatiroidismo
e Hipervitaminosis D
e Trastornos renales

DOSAJE DE ACIDO URICO

El acido arico es producto del metabolismo de las purinas, acidos nucleicos y nucleoproteinas,
valores elevados indican patologias que afectan dichos metabolismos, algunas de origen genético. La
concentracion del acido Urico, habitualmente varia de un individuo a otro de acuerdo a diversos factores
tales como la edad, sexo, dieta, origen étnico, constitucién genética, embarazo, etc.

Concentraciones elevadas de &cido Urico en suero u orina pueden ser atribuibles a una
sobreproduccion de urato (sintesis incrementada de purinas), a una disminucion en el reciclaje o a una
eliminacion defectuosa de urato.

Las concentraciones sanguineas de &cido Urico se encuentran muy cercanas al umbral de
solubilidad, es por esto que un aumento ligero de la concentracién puede hacer que el acido drico se
precipite. La forma acida (acido Urico) es menos soluble que la forma basica (urato). La hiperuricemia
puede llevar a la precipitacién de acido Urico en las articulaciones, en aproximadamente el 10 % de estas
personas puede desencadenarse, ademas, un proceso inflamatorio conocido como gota.

La hiperuricemia se asocia generalmente con la gota, disminucion de la funcién renal,
deshidratacion, alteraciones mieloproliferativas, inanicion, hipertension inducida por el embarazo,
sindrome de Lesch-Nyhan, leucemia, psoriasis, sarcoidosis, uso prolongado de diuréticos y otros
farmacos.

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un Unico ensayo, sino
gue debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

MUESTRA

Suero, plasma u orina

a) Recoleccion: se debe obtener suero o plasma de la manera usual. Separar el coagulo lo antes
posible, dentro de las dos horas posteriores a la recoleccion. Si la muestra es orina, utilizar
preferentemente fresca.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plasma, se recomienda Unicamente el uso
de heparina como anticoagulante para su obtencion.

¢) Sustancias interferentes conocidas: Medicamentos: las sustancias fuertemente reductoras,
tales como el &cido ascérbico (vitamina C), la Buscapina (butil bromuro de hioscina), etc. en dosis
elevadas interfieren. Por tal razén debe suspenderse la medicacion, siempre que sea posible, 24horas
antes de la toma de muestra.

- No se observan interferencias por bilirrubina hasta 10 mg/dl (100 mg/l), triglicéridos hasta 490
mg/dl (4,9 g/l), hemoglobina hasta 180 mg/dl y heparina hasta 100 U/ml

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: las muestras deben ser preferentemente
frescas. En caso de no procesarlas en el momento, las muestras de suero o plasma, pueden conservarse
3 dias a 20-25°C, 7 dias a 2-10°C o 6 meses a -20 °C sin agregado de conservantes. Las muestras de
orina pueden conservarse 4 dias a 20-25 °C a pH >8. No refrigerar ni congelar.

FUNDAMENTOS DEL METODO

El &cido Urico de la muestra, es oxidado a la alantoina por accién de la uricasa. El peroxido de
hidrégeno producido, en presencia de peroxidasa, 4- aminofenazona (4-AF) y &cido hidroxidicloro-
benzenosulfénico (HDBS), forma quinoniminas con un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad de color
es proporcional a la concentracion de acido drico de la muestra.



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL NORDESTE
FACULTAD CIENCIAS EXACTAS NATURALES Y AGRIMENSURA
CARRERA BIOQUIMICA
ASIGNATURA QUIMICA CLINICA
Aux Doc Silvana Lombardi — JTP CEI Version 2018

El esquema de reaccion es el siguiente:

UoD
acido Urico + 2 H20 + 02 — alantoina + H202 + CO2
POD
2 H202 + 4-AF + 3,5-DHS — quinonimina coloreada +H20

La cantidad de acido Urico se determina midiendo la absorbancia de este pigmento.
UOD: uricasa

POD: peroxidasa

4-AF: 4-aminofenazona

3,5-DHS: sal sédica de 3,5-diclorohidroxibenceno sulfénico

PROCEDIMIENTO
En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido),
colocar:

B S D
STANDARD 50 ul
MUESTRA 50 ul
REACTIVO 2,5ml 2,5ml 2,5ml

Mezclar suavemente e incubar 15 minutos en bafio de agua a 370C o 30 minutos a temperatura
ambiente (18-250C). Retirar, enfriar y leer en espectrofotometro a 505 nm o en fotocolorimetro con filtro
verde (490-530 nm), llevando el aparato a cero con el Blanco.

El color de reaccién final es estable 45 minutos, por lo que la absorbancia debe ser leida dentro
de ese lapso.

CALCULO DE RESULTADOS:
Suero o plasma:
Acido Urico (mg/dl) =D x f f=10 (mg/dl)

VALORES DE REFERENCIA
SUERO

En adultos normales, con ingesta normal de proteinas, se observan los siguientes rangos de
valores:

Hombres: 2,5-6,0 mg/dl

Mujeres: 2,0-5,0 mg/dl
ORINA

250 a 750 mg/24 horas

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios intervalos o valores de referencia,
teniendo en cuenta la edad, sexo, habitos alimenticios y demas factores.
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