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RESUMEN:

El presente trabajo de investigacion titulado: Estabilidad de la concentracion de
los analitos: Glucosa y triglicéridos en suero, después de la toma de muestra en
funcién al tiempo de procesamiento, se realizdé con el objeto de evaluar los
valores de glucosa y los triglicéridos en suero y determinar si presenta una
variacion de la concentraciéon de estos analitos, al ser procesados en diferentes
tiempos, desde la toma de la muestra sanguinea hasta el tiempo de su
procesamiento. El tipo de investigacion es exploratorio descriptivo. La muestra
estuvo conformada por 126 pacientes que aceptaron ingresar a la investigacion.
Se procesaron y analizaron las muestras de sangre, en el Laboratorio de
Analisis Clinico de la Empresa de salud Policlinico Santa Maria Magdalena,
desde el mes de enero al mes de abril del 2010. Se utilizé el método
enzimatico, para ambos analitos en estudio. Los resultados del andlisis, se
contrastaron desde la toma de muestra y su inmediato procesamiento (Tiempo
cero), a las tres horas (Tiempo uno) y a las seis horas de su procesamiento
(Tiempo dos). Para ambos casos (Glucosa y triglicéridos) se realizé la prueba
ANOVA. Se encuentra una significancia estadistica menor a 0,05 por lo que se
acepta la hipétesis que la concentracion de los analitos, Glucosa y triglicéridos,
disminuye alas 3 y 6 horas posteriores a la toma de muestra.
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. INTRODUCCION:

Las determinaciones de Glucosa han demostrado ser utiles en el diagnéstico de
diabetes mellitus. Es el principal carbohidrato presente en sangre periferal y su
oxidacién es la fuente principal de energia celular en el cuerpo. Los niveles
elevados se asocian con pancreatitis, enfermedades de los sistemas adrenales
pituitario y tiroides, falla renal y enfermedad hepética. Los niveles bajos se asocian
con nsulinoma, hipopituitarismo, neoplasmas o hipoglicemia de induccién de
insulina. El diagnostico precoz y el control de los pacientes diabéticos, tiene por
objeto evitar la cetoacidosis y las complicaciones de hiperglicemia. Dado que
existen mutltiples factores causales de hiper o hipoglicemia, deben considerarse
en cada caso la condicién fisiologica y/o patologica presente en el paciente en
cuestion, 34

La determinacion de la concentracion de triglicéridos es importante para el
diagnostico y manejo de las hiperlipidemias. El aumento de triglicéridos se ha
identificado como un factor de riesgo en enfermedades aterosclerticas,
cardiopatias, hiperlipidemias y otras dislipidemias. ¥

El presente trabajo de investigacion pretende investigar si la concentracion de
glucosa y triglicéridos en muestras de suero, al ser procesadas en tiempos
prolongados, horas posteriores de haber tomado la muestra presentan variacion
en los resultados. Actualmente se ha notado que la toma de muestras en los
diferentes establecimientos de salud se realiza a partir de las seis o siete horas de
la mafana. Sin embargo las muestras permanecen a temperatura ambiente por
tres, cuatro, cinco y hasta mas horas, para al final ser procesadas. Mediante la
investigacion, se quiere deteminar si la variacién, de la concentracion de dichos
analitos, es significativa; al dejar dichas muestras sin estabilizantes ni
refrigeracion por espacios prolongados habra variacion en los resuttados.



Debido a la demanda cada vez mayor de analisis clinicos. Se procesan
diariamente muestras séricas, algunas cumplen con el protocolo de
procesamiento y otros no. Ocasionando variaciones considerables en la emision
de resultados.

Al realizar analisis bioquimico, puede surgir inconformidad en los resultados
debido a diferentes errores en el procesamiento del analito. Para realizar un
correcto analisis hematolégico, la sangre tiene que seguir conservando sus
caracteristicas fisico quimicas para que no existan alteraciones en la muestra
extraida. ' Las muestras de sangre deben recogerse en pacientes que han estado
en ayunas. El periodo de ayuno debe ser al menos de ocho horas y
preferiblemente de 12 horas porque la ingesta de alimentos altera los resultados
del analisis clinico. 2

Con el objetivo de no cometer errores es conveniente conservar la muestra de
suero separada del paquete globular. Cuando una muestra de sangre es
centrifugada y el suero queda en contacto con el paquete globular pueden producir
cambios en las magnitudes de los analitos inclusive asi se guarde la muestra
refrigerada, lo ideal es separar el suero lo mas rapido posible para prevenir el
efecto del metabolismo celular. *

Lo que nunca se debe hacer es centrifugar la sangre antes de que se complete la
coagulacion, en estas situaciones se formaran cadenas de fibrina que retendran
en su arquitectura, enzimas (ALT, AST, lipasa y otros), substratos (calcio, fésforo,
colesterol y ofros), iones (sodio, potasio, cloro.), proteinas (anticuerpos,
globulinas), hormonas y metabolitos y, los resultados obtenidos de estos sueros
siempre seran menores y por consiguiente inexactos a los obtenidos de sueros
normalmente procesados. La coagulacidn y la retraccién se pueden producir
mucho mas rapidamente si se incuba la muestra a 37° C. durante 20 a 30 minutos.
La glucosa es estable en muestra de suero o plasmadurante 263 diasa 2a8
°C 25, Si la muestra ha de ser enviada al Laboratorio ésta deberia estar separada
del coagulo ya que los golpes sufridos durante el viaje, produce hemolisis, que
afectara negativamente a la mayoria de las pruebas. ¥

En la actualidad, la ciencia y la tecnologia se desarrollan con tal velocidad y
producen tanta informacién. Es asi que la tecnologia avanza y los equipos de
laboratorio son cada vez mas completos y sofisticados, siendo una herramienta
importante para que el procesamiento de muestras sanguineas, sea rapida y con
valores exactos reduciendo la posibilidad de error y de accidentes. Pero hoy en



dia el laboratorio no solo necesita, mucha tecnologia, sino un profesional
capacitado en andlisis clinicos con calidad, ética profesional y con conocimientos
en manejo del equipo. Todos juntos conforman el laboratorio de analisis clinico de
hoy. Con respecto al traslado de las muestras se realiza de acuerdo a la norma
correspondiente y por lo tanto el resuitado sera seguro.

Para el presente trabajo de investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

» Deteminar la variacion de la concentracion de glucosa y triglicéridos en
muestras de suero procesadas inmediatamente luego de tres y seis horas
de tomadas las muestras.

» Deteminar el grado de regresion y correlacion de glucosa y triglicéridos en
funcién al tiempo de procesamiento.



. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES,

El Dr. Islas menciona que durante el procesamiento de la muestra del analito,
pueden surgir inconformidades para un buen resultado y un certero diagnéstico.
Con el objetivo de no cometer errores, se separa el suero de la muestra del
paquete globular. Cuando unamuestra de sangre es centrifugaday el suero queda
en contacto con el paquete globular, puede producir cambios en las magnitudes
de los analitos, inclusive si se guarda la muestra refrigerada, lo ideal es separar el
suero lo mas rapido posible para prevenir el efecto del metabolismo celular. 1°
Ammerley, menciona que el eritrocito en una célula, mantiene activo el
metabolismo de la glucosa, el glébulo rojo tiene un sistema enzimatico bien
desarrollado, el cual utiliza la glucosa como fuente de energia necesaria para su
funcionamiento. En el eritrocito se realiza el metabolismo de glucosa por la via
anaerdbica de Embdem Meyerhof, el cual convierte el piruvato en lactato. Existe
una estrecha interrelacion entre el metabolismo de la glucosa, ia produccion de
ATPy la energia necesaria para mantener la viabilidad del gi6bulo rojo. Por
tal motivo es importante la conservacién de la sangre a 4°C, esto inhibe la
glucdlisis anaerdbica. 358 El doctor Gonzales explica: La prueba llamada HbA1c
0 Alc (Prueba hemoglobina glucosilada) sirve para monitorear el éxito del
tratamiento y autotratamiento de la Diabetes Mellitus 1 (DM1), no se recomienda
para el diagndstico de la DM1 debido a una falta de estandarizacion o uniformidad
de la prueba. Hay solamente 3 valores que pueden ser utilizados para el
diagnéstico de la DM1: 1) Glucosa sanguinea en ayunas igual o mayor a 126
mg/dL, 2) Por una glucosa sanguinea (2 horas después de una carga oral de 75
gr. de glucosa anhidra disuelta en agua) igual o mayor a 200 mg/dL y 3) Por la



presencia casual de glucosa sanguinea de 200 mg/dL junto con uno o mas de los
sintomas tipicos de la DM1. Los valores de glucosa en sangre que indican un
metabolismo que no es 6ptimo: La Glucosa sanguinea en ayunas igual o mayor a
100 mg/dL pero menos de 126 mg/dL posprandial. Indican homeostasis
glucémica alterada o imperfecta, pero son condiciones de riesgo para el desarrolio
futuro de DM2 y/o de enfermedad cardiovascular. Mientras que los otros valores
de glucosa en sangre que no indican la Diabetes mellitus son: En ayunas menos
de 100 mg/dl (menos de 5.55 mmol/L) Glucosa sanguinea dos horas posprandial
menos de 140 mg/dL (menos de 7,75 mmol/L Asi también refiere, que los valores
normales de glucosa estan entre 40 a 100 mg/dl. Los valores mas bajos, entre 40
a 50 mg/dl se consideran hipoglucemia y los mas altos de 128 mg/dl se consideran
hiperglucemia.® El investigador Femandez, informa que los triglicéridos, son gases
absorbidos y circulantes en sangre, un alto valor de los triglicéridos junto a un
colesterol elevado aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular. El consumo
excesivo de alcohol es una de las causas mas frecuentes de triglicéridos altos de
causa secundaria, supone un aporte de 7.1 calorias por gramo de alcohol efilico,
sin ningln valor nutritivo y contribuye fuertemente a la obesidad .2

La doctora Schreier, realizé estudios epidemiolégicos han demostrado la
importancia de la determinacion de triglicéridos ya que su diagndstico es util para
determinar las dislipidémias y en el contexto de una actitud preventiva de lesiones
ateroesclerdticas. *° De acuerdo a la investigacion de Bach. Curi Femandez,
menciona que €s muy importante detectar con anticipacion una enfermedad
cardiovascular ya que la aterosclerosis coronaria es la fooma mas comun de
enfermedad. Sus manifestaciones clinicas mas serias son el infarto agudo de
miocardio, la angina de pecho y la muerte stbita. La aterosclerosis se caracteriza
por el depdsito focal de grasa (ateroma) y material fibroso (esclerosis) en la capa
mas intema de la pared de las arterias, afectando a las arterias de gran calibre,
como ia aorta, y a las de mediano calibre, como las arterias coronarias. ’

La enfermedad se inicia por la agresion mantenida de los factores de riesgo
cardiovascular (tabaco, colesterol elevado, hipertensiéon y diabetes) sobre
determinadas areas del arbol arterial. Esta agresion altera el nomal
funcionamiento del endotelio vascular, lo que provoca el acimulo de grasa y
céluias inflamatorias en la pared arterial. 7



Las lesiones con mayor riesgo de inducir una trombosis coronaria se conocen
como lesiones vulnerables; se caracterizan por tener una importante actividad
inflamatoria local. Desafortunadamente, una vez que las lesiones estan
establecidas, no existen medicaciones especificas que hagan desaparecer la
aterosclerosis. &

El mejor tratamiento es la prevencion. Se debe actuar tempranamente sobre los
factores de riesgo cardiovascular con el fin de evitar o retrasar el desarrollo de
lesiones y reducir, en lo posible, el nimero de lesiones vuinerables. 7

El investigador Coniglio plantea que la elevacion del coeficiente de colesterol esta
en relacion con el consumo de grasas animales, que se encuentran en los huevos,
cames embutidos, mantequilla, etc y con los malos habitos alimenticios. La
aterosclerosis es un proceso cronico. Una lesion puede tardar hasta diez a quince
afos en desarrollarse. En una misma arteria coronaria pueden aparecer lesiones
en distintas fases de desarrollo. Esta enfermedad suele mantenerse silente
durante ahos sin provocar ninguna limitacién ni sintomatologia en la persona que
la padece. Cuando las lesiones avanzan pueden llegar a estrechar de forma
significativa la luz de la arteria coronaria provocando cuadros de angina de pecho
estable, o pueden erosionarse o romperse de forma brusca provocando la
formacion de un trombo que obstruya completamente la Wz coronaria vy
desencadene un infarto agudo de miocardio. &

La Doctora Yarima, a fin de evaluar la confiabilidad del método enzimatico de
Laboratorios Heiga para la cuantificacion de triglicéridos (Reactivo Ref. 880-L) se
efectud un estudio de precisién y exactitud con ensayos de control: Control bajo,
control normal y control alto, respectivamente. Por otra parte, se efectud un estudio
de linealidad y sensibilidad con estandares de concentracién baja, media y alta,
La sensibilidad es satisfactoria y presenta linealidad para concentraciones entre 0
y 1000 mg/dL. Es recomendable la dilucién de muestras de pacientes que
presenten una concentracién de triglicéridos superior a 1000 mg/dl. El reactivo
Ref. 880-L Laboratorios HEIGA pueden ser empleado para la determinacion
manual de ftriglicéridos en los laboratorios clinicos a concentraciones bajas,
medias y altas. *®

El investigador Pardos realizé una investigacion con el efecto del extracto de
Sofanum sessififlorum Dunal “Cocona”, sobre la glucosa, colesterol, LDL, HDL,
triglicéridos en 100 sujetos voluntarios con dislipidemias e hiperglucemias.



A cada paciente se administrd el extracto (40 ml/ durante tres dias). Se utilizd
muestra sanguinea en pacientes con ayunas por 14 horas, para glucosa se utilizé
en método glucosa oxidasa, para colesterol y triglicéridos, método enzimatico. Los
resuitados fueron estadisticamente significativos, en todos los pacientes se
observa disminucion colesterol triglicéridos y glucosa alcanzando niveles
normales %,

La estudiante de Bioquimica Ruth M. Ticona, de acuerdo a la investigacion
realizada en su tesis, plantea que la falta de valores de referencia para determinar
el metabolito de glicemia, en la poblacién de La Paz-Bolivia, llega a ser un
problema porque hasta el momento los laboratorios de andlisis clinico, trabajan
con valores que se obtuvieron en poblaciones de otros paises como: Los diversos
métodos y casas comerciales que expenden reactivos entre los mas utilizados,
tenemos a la linea comercial de WIENER LAB, que procede de Argentina,
HUMAN, procedente de Alemania, STANBIO, procedente de México, existiendo
muchas firmas comerciales, lo cual permite comprender la variedad de valores de
referencia. Por ejemplo: WIENER LAB, presenta su valor de referencia entre 70 ~
110 mg/di, HUMAN entre 75 a 115 mg/dl y STANBIO entre 70 — 105 mg/dl. De
acuerdo a sus resultados encontrd diferencias de los valores proporcionados por
Jlas casas comerciales, pero cierta relacion con WIENER LAB y STANBIO y no
asi con HUMAN. Estableciendo que los valores de referencia van de acuerdo a
las condiciones socio ambientales, culturales y étnicas. ® La investigacion de
Ticona, plantea que cada laboratorio debe tener un valor de referencia. Su
apreciacion por esa razdén, en las indicaciones de la metodologia de cada
laboratorio, se menciona la frase “Se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios valores de referencia’, es asi que con esta investigacién aportamos
para que nuestros parametros sean utilizados en nuestra ciudad.

2.2. DEFINICION DE UN ANALITO,

El analito es el componente de interés analitico de una muestra. Es una especie
quimica cuya concentracién o presencia se desea conocer'®. En quimica
analitica un analito es el componente (elemento, compuesto o ion) de interés
analitico de una muestra®' El analito es una especie quimica que puede ser
identificado y cuantificado, es decir, determinar su cantidad y concentracién en un
proceso de medicién quimica, constituye un tipo particular de mensurando en la
metrologia quimica 3.



El almacenamiento prolongado de muestras de sangre no centrifugadas
produce cambios significativos en la mayoria de los analitos, los cuales son
mas pronunciados en plasma que en suero.%

La mayoria de las pruebas de laboratorio para determinar analitos se realizan

en muestras de suero, porque permite obtener datos mas precisos en
comparacion a la muestra de plasma. Dentro de los analitos cominmente
analizados, se encuentran: Glucosa (Glu), urea (U), creatinina (Creat), acido
urico (AU), colesterol (Col), triglicéridos (Tri), sodio (Na), potasio (K), cloro (Cl),
calcio (Ca), fosforo (P), magnesio (Mg), proteinas totales (Pt), albumina (Alb),
lipasa, hierro (Fe) y bilirrubina total (BT); y las siguientes enzimas: alanino
amino transferasa (ALAT), aspartato amino transferasa (ASAT), fosfatasa
alcalina EC (FAL), gammaglutamil transpeptidasa {gGT),
lactatodeshidrogenasa (LDH), creatinfosfoquinasa (CK), amilasa (AMI),
aldolasa (ALD) y lipasa EC (LIP). 5

Los analitos pueden ser de diferentes naturalezas, asi nos podemos encontrar
analitos de tipo inorganico, analitos de naturaleza organica o bioquimica, y
ademas, dependiendo de la concentracion que poseea podra clasificarse como

un macrocomponente, en el caso de que la concentracion supere el 1%, o
microcomponente, cuando la concentracion se encuentre entre un 0.01% y
0.1%, en algunos casos, cuando el porcentaje es ain menos, por debajo del
0.01%, se conocera con el nombre de traza.?

Para realizar analisis de tipo quimico de las muestras, podemos usar diferentes
métodos para llevarlo a cabo, como por ejemplo, el método conocido como
electroanalitico, también conocidos como espectrométricos.'’

23. GLUCOSA.

2.3.1. Definicién de Glucosa

El témino «glucosa» procede del griego «glukus», dulce, y el sufijo «-osa» indica
que se trata de un azicar. La glucosa es un monosacarido con formula empirica
CsH1206, Es una hexosa, es decir, que contiene 6 atomos de carbono, y es una
aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula.*

Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células, mediante sus oxidacion
catabdlica, y es el componente principal de polimeros como la celulosa y de
polimeros de almacenamiento energético como el aimidén y el glucbgeno.®



2.3.2. Caracteristicas auimicas de la alucosa.
.-* . Suestructura basada en.un esqueleto carbonado (molécula organica).*
e Puede tener un grupo aldéhidd 'un grupo cetona o ambos.*
e ° Ala‘cadena carbonada'se:inen 'grupos hidroxilo ( OH-) ‘por'fo que se
pueden considerar de’ Ia- familia *dé “los “alcoholes " polihidroxilados o
““polioles” "

) Son moleculas ricas en enlaces dealta energla ( C-H; C C, C-OH; C-O) o

° Por lo ac-\neral tienen |qom9me. nnhr‘ne. w.-.lne. nme.pnlnn ar‘hmdad nnhnq 4

“2.3.3. Clasificacion de la glucosa,”’ '~
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Figura 01. Clasificacién de los Glacidos.

FUENTE: (Cardefla . 2007)
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2.3.4. Metabolismo de los gltcidos,

Los procesos que aportan glucosa a la sangre son: Absorcién intestinal,
glucogenodlisis y gluconeogénesis. El primero consiste en el paso de glucosa a la
sangre por absorcion intestinal después de una comida con contenido glucosidico.
El segundo se refiere a la degradacion de glucégeno del higado y la glucosa
liberada pasa a la sangre. Mientras que la gluconeogénesis permite sintetizar
glucosa a partir de compuestos glucosidicos.*

Imnorclomnmmnu I [ Glucogenolisis ] IGlueomoaOnuls]

/

GLUCOSAENLA
SANGRE

[GLUCOGE&@S] |cicLooe Las PENTOSAS | [cLucous:s|

Figura 02. Homeostasis de Glucemia procesos que aportan y sustraen glucosa de la sangre.

FUENTE: (Cardeila . 2007)

2.3.4.1. Digestiény absorcién de glicidos.

Los glicidos que se ingieren mediante la dieta son de dos tipos: polisacaridos,
como almidon, disacaridos como sacarosa y lactosa, la maltosa se forma por
degradacion del almidon®. La degradacion ulterior de los productos de la accién
de las amilasas y de los disacaridos ingeridos como tal: sacarosa y lactosa se
degradan por accién de un conjunto de enzimas denominadas disacaridasas
localizadas en las microvellocidades de la mucosa intestinal''. Las disacaridasas

Y Sus acciones son:

o Lactasa, degrada la lactosa y rinde 8 galactosa y a glucosa.

+ Maltosa, degrada la maltosa y da producto dos moléculas de a glucosa.

« Complejo sacrasa — isomaltasa, actuando sobre la sacarosa produce glucosa
y frustosa y actuando conjuntamente con la amaltasa sobre las dextrinas
limites produce muchas moléculas de glucosa.

11



La glucosa formada por la digestion de los glicidos de la dieta, se absorbe por el
intestino. Después de absorbida la glucosa y otros monosacéaridos pasan a la
sangre y alcanzan diferentes tejidos.*

234.2. Gluconeogénesis:

El ttmino gluconeogénesis abarca todas las vias encargadas de convertir los
precursores que no son carbohidratos en glucosa o glucoégeno. Los sustratos
principales son los aminocacidos glucogénicos y el lactato, el glicerol y el
propionato. El higado y los rifiones son los principales tejidos gluconeogénicos.
Gracias a la gluconeogénesis se obtiene la glucosa cuando esta no es
suficientemente abastecida con la dieta de carbohidratos o de las reservas de
glucogeno. La glucosa es importante porque pemmite controlar el nivel de
intermediarios del ciclo del acido citrico, incluso cuando los acidos grasos son la
fuente principal de acetil-CoA en los tejidos. Ademas con la gluconeogénesis se
elimina el lactato que producen los musculos y los eritrocitos y el glicerol que
produce el tejido adiposo. Por fallas de la gluconeogénesis se puede producir la
muerte, por tal su importancia para el sistema nervioso y los eritrocitos?*.

2.3.4.3. Glucolisis:

Gran cantidad de tejidos requieren cierta cantidad de glucosa. Es importante para
el cerebro. Por lo que la glucdlisis es la via para el metabolismo de glucosa, ocurre
en el citosol de las células. Funciona en forma aerobia y anaerobia. Por ejemplo
los eritrocitos que no presenta mitocondria, realizan la glucolisis anaerobia. Para
oxidar la glucosa y obtener el producto final de la glucdlisis (Piruvato), se requiere
oxigeno, sistemas enzimaticos mitocondriales, como complejo -piruvato
deshidrogenasa, el ciclo del &cido citrico y la cadena respiratoria.?*

La glucolisis en condiciones anaerobias se produce el lactato como producto final
y cuando se recupera el oxigeno desaparece el lactato. Pero en condiciones
anaerobias se limita la formacion de ATP.2

Todas las enzimas de la glucolisis se encuentran en el citosol. La glucosa entra a
la glucdlisis por fosforilizacion a glucosa 6-fosfato, catalizado por hexocinasa,
donde se usa ATP como donador de fosfato. La glucocinasa tiene mayor
concentracion que la glucosa, su funcidon en el higado, es extraer glucosa de la
sangre después de consumir alimentos. En el pancreas, la glucosa 6-fosfato
formado por la glucocinasa indica mayor disponibilidad de glucosa y causa la
secrecion de insulina.
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La glucosa 6-fosfato es un compuesto importante en la unién de varias via

metabdlicas (glucdlisis, gluconeogénesis, la via de fosfato pentosa, glucogénesis
y glucogendlisis).

GLUCOGENO
ATP ADP 'l‘1) |2
e T 4) CICLO DE LAS
GLUCOSA6-P| — » | PENTOSAS
.,/—\
(] H,0 3) l
AciDoO PRUVICO|

5) SINTESIS DE
DISACARIDOS

/ l OLIGOSACARIDOS
ACDO Y POLISACARIDOS
LACTICO

Figura 03. Esquema sobre metabolismo de los Glicidos: 1) Glucogénesis, 2) Glucogenélisis, 3) Glucolisis, 4)
Oxidacion directa de glucosa y 5) Otras vias.

FUENTE: (Cardella. 2007).

2.3.5. El Azicar Sanguineo:

El nivel de glucosa en la sangre es la cantidad de glucosa (aziicar) que contiene
la sangre. El nivel de glucosa en sangre también se denomina glucosa en suero y
glucemia. La cantidad de glucosa que contiene la sangre se mide en milimoles por
litro (mmol/) o en miligramos por decilitro (mg/dl)

2351. Glucemia:

La glucosa se determina habitualmente en un analisis de sangre (giucemia) o en
un analisis de orina (glucosuria) 2.

Glucemia normal:

+ Recién nacidos: 30 - 60 mg/d|

» Lactantes: 40 - 90 mg/di

« Nifios menores de 2 afios: 60 - 100 mg/d|

« Nifios mayores de 2 afios y adultos: 70-105 mg/d|.

FUENTE: Sacher, R. 2001.
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Posibles valores criticos de glucemia:

e Recién nacidos: <30 y > 300 mg/d

« Lactantes: <40 mg/dl

e Mujeres adultas: 400 mg/dl

« Varones adultos: < 50 y > 400 mg/dl.

FUENTE: Sacher, R.2001.

Glucosuria normal:

e Muestra de orina tomada al azar: negativa.
e Muestra de orina de 24 horas: < 0.5 g/dia.

FUENTE: Sacher, R. 2001.

235.2. Hiperglucemia:

Se produce por la alta concentracion de azicar en la sangre. Mas de 110mg/dl o
115 mg/dL. Los sintomas pueden incluir: La pérdida rapida de peso, sentirse
enfermo, sed, voémito, fatiga, vision borrosa, desmayos, orinar frecuente por la
noche. piel seca insomnio, desgano, mala cicatrizacion. Los niveles altos de
aztcar pueden ser una sefial de los niveles inadecuados de insulina, causados
por los medicamentos para la diabetes, comer de mas, falta de ejercicio, u otros

factores ."?
Sintomas de hiperglucemia
Los sintomas de hiperglucemia pueden abarcar:
o Estar muy sediento.
. Tener vision borrosa.
° Tener la piel seca.
. Sentirse débil o cansado.
‘. Necesidad de orinar mucho.

2353. Hipoglucemia:

La hipoglucemia ocasiona disfuncion cerebral, que causa coma y la muerte. Se
produce por la baja concentracién de azicar en la sangre. Menos de 70 mg/d|
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Los sintomas pueden incluir: Hambre, fatiga, latidos rapidos del corazén, flojeada
en las rodillas, tembladera, dolor de cabeza, confusion, mareos y desmayos,
cambios inesperados en el animo o del comportamiento, sudor, palidez. Los
niveles bajos (menores de 70 mg/dl) pueden ser causados por la toma de
demasiada insulina, saltarse o posponer una comida, hacer demasiado ejercicio,
consumir alcohol en exceso, u otros factores 2.

Sintomas de Ia hipoglucemia
Los sintomas que usted puede tener cuando el azticar en [a sangre son:

« Visién doble o borrosa

. Latidos cardiacos rapidos o fuertes.
. Sentirse imitable o actuar agresivo

. Sentirse nervioso

® Dolor de cabeza

. Apetito

. Estremecimiento o temblores

. Dificuitad para domir

. Sudoracion

* Hormigueo o entumecimiento de la piel
. Cansancio o debilidad

. Suefo intranquilo

. Pensamiento confuso.

Tabla 01. Niveles e indicadores de azlcar en la sangre.

NIVEL DE AZUCAR INDICADOR
> 115 mg/di Demasiado alta; no se considera
saludable.
70 - 115 mg/di Buen nivel
< 70 mg/dL Demasiado baja; no se considera
saludable.

FUENTE: (Harvey, J. 1996).
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Tabla 02. Niveles e indicadores de azucar en la sangre que determinan una

enfermedad.
‘Cuando el nivel de aztcar Cuando el nivel de aziicar se encuentra elevado a lo
se encuentra por debajo de normal
o normal
® Insulinoma . Diabetes mellitus
. Hipotiroidismo . Respuesta al estrés agudo
) Hipopituitarismo . Enfermedad de Cushing
. Enfermedad de @ Feocromocitoma
Addison. . Hiperparatiroidismo
. Enfermedad . Adenoma de pancreas
hepatica extensa . Pancreatitis
. Tratamiento diurético
. Tratamiento corticoideo.
. Acromegalia

FUENTE: (Harvey, J. 1996).

2.3.6. Biosintesis de la glucosa:

Un hidrato de carbono en particular, la glucosa. Para su correcto uso en el
organismo, existe la insulina, una homona secretada por el pancreas que,
ademas de retirar de circulacion los excedentes de la glucosa, se encarga de
facilitar su entrada a las células del higado y los misculos, donde se deposita en
forma de glucégeno, y de que penetre a las células adiposas para almacenarse
como grasa. De esta manera, el cuerpo reserva energia?’. El higado descompone
este glucdgeno para luego liberarlo a la sangre, en caso de que los niveles de
azucar bajen. Si los niveles de azicar son mayores a los requeridos, se almacena
en triglicéridos para posteriormente ocuparlos como fuente energética.?

La glucosa puede sintetizarse a partir de precursores glucosidicos y no glucidicos,
en un proceso conocido como glucogénesis, La glucogénesis convierte el piruvato
en glucosa. Los precursores mas importantes son el lactato, algunos aminoacidos
y glicerol, que se incorporan a la via glucogénica a nivel de piruvato, oxalacetato
y dihidroxiacetona-fosfato, respectivamente.

16



La seccion de esta ruta metabdlica que convierte el fosfoenolpiruvato en glucosa-
6-P es comun en la conversion biosintética de muchos precursores diferentes en
glicidos, tanto en animales como en plantas.?

De las cuatro reacciones propias de esta via, tres son irreversibles y se sitan al
nivel de las también imeversibles de la glucolisis. Estan catalizadas por:

. Piruvato carboxilasa (*)
. PEP carboxi quinasa

. F-1,6-Bisfosfatasa ( *)
B G-6-fosfatasa (*)

Las siete reacciones restantes son reversibles y comunes con las de la glucolisis.
Las enzimas de la glucogénesis son citosdlicas, excepto la piruvato carboxilasa
(mitocondrial) y la glucosa-6-fosfatasa.*

24. TRIGLICERIDOS:

241. Definicién de Triglicéridos:

Los triglicéridos son otro tipo de lipidos utilizados como fuente de energia. Las
calorias sobrantes se convierten en triglicéridos y se almacenan en las adipocitos.
Los triglicéridos dentro de sus niveles normales son Utiles y necesarios para el
organismo.?

Los triglicéridos son el principal tipo de grasa transportado por el organismo.
Recibe el nombre de su estructura quimica. Luego de comer, el organismo digiere
las grasas de los alimentos y libera triglicéridos a la sangre. Estos son
transportados a todo el organismo para dar energia o para ser aimacenados como
grasa.?!

E! higado también produce triglicéridos y cambia algunos a colesterol. El higado

puede cambiar cualquier fuente de exceso de calorias en triglicéridos."?
2.4.2. Caracteristicas de Triglicéridos:

o Los triglicéridos, son lipidos formados por una molécula de glicerina o glicerol
esterificado y tres acidos grasos, por ejemplo: acido estearico, acido paimitico
y acido oleico. Los triglicéridos se almacenan principalmente dentro del
adipocito, y también en el higado.

» Un derivado importante del glicerol es el a-glicerol-3-fosfato en el cual el -OH
del carbono 3 se esterifica con un grupo fosfato (-P03?); la mayoria de los
tejidos vivos sintetizan los triglicéridos y fosfolipidos a partir de a-glicerol-3-
fosfato y acil CoA grasos.?
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e Constituyen la principal reserva energética del organismo animal (grasas) y
vegetales (aceites). El exceso es almacenado en animales en tejidos
adiposos. Son productores de calor metabdlico, durante su degradacion. Un
gramo de grasa produce, 9,4 Kilocalorias 2. Los aceites son triglicéridos en
estado liquido de origen vegetal o que provienen del pescado.®

¢ Los acidos grasos estan unidos al glicerol por el enlace éster:

CH2COOR-CHCOOR'-CH2-COOR"

Donde R, R', y R" son acidos grasos; los tres acidos grasos pueden ser diferentes, todos
iguales, o sélo dos iguales y el otro distinto.

Plgercl’ o Triglicérido
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o NANANNNANR,

H

-3

| acido graso
H or
0 | Grupo de éstor
] it
m'- o_‘_‘C"'—R Pr— s .
I ;-1 < (i'H_. (+) C C‘}-l”
il . i
‘l:" —°—'~g-4~R CH —O0 —C—C M,
0
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grosos #C0o grasos dferentes.
Formide general de
los tnighodridos.
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2.4.3. Clasificacién de Triglicéridos:

2.4.3.1. Grasa saturada:

Generalmente de origen animal, aunque algunos vegetales como el coco o
los palmitos la contienen. Indirectamente hace subir el colesterol de la
sa‘:mgre.2 Formadas mayoritariamente por acidos grasos saturados. Aparecen por
ejemplo en el tocino, en el sebo, en las mantecas de cacao o de cacahuete, etc. Este
tipo de grasas es sdlida a temperatura ambiente 2.La mayoria de grasas saturadas
son de origen animal, pero también se encuentra un contenido elevado de grasas
saturadas en productos de origen vegetal, como puede ser por su contenido de grasas
saturadas: el aceite de coco (92 %) y aceite de palma (52 %).

24.3.2. Grasasinsaturadas:

Formadas principalmente por acidos grasos insaturados como el oleico o
el paimitoleico. Son liquidas a temperatura ambiente y comunmente se les conoce
como aceites. Pueden ser por ejemplo el aceite de oliva, de girasol, de maiz. Son las
mas beneficiosas para el cuerpo humano por sus efectos sobre los lipidos
plasmaticos' 2 y algunas contienen acidos grasos que son nutrientes esenciales, ya
gue el organismo no puede fabricarlos y el unico modo de conseguirios es mediante
ingestion directa. Ejemplos de grasas insaturadas son los aceites comestibles. Las
grasas insaturadas pueden subdividirse en:

2432 1. Grasa monoinsaturada:

Generalmente de origen vegetal (por ejemplo, en el aceite de oliva o el aguacate).
Hace disminuir el colesterol de la sangre?.

Son las que reducen los niveles plasmaticos de colesterol asociado a las
lipoproteinas LDL3 (las que tienen efectos aterogénicos, por lo que popularmente
se denominan "colesterol malo"). Se encuentran en el aceite de oliva, el aguacate,
y algunos frutos secos. Elevan los niveles de lipoproteinas HDL (llamadas
cominmente colesterol "bueno”) 2

24322. Grasa polinsaturada:

Formadas por acidos grasos de las series omega-3, omega-6. Los efectos de
estas grasas sobre los niveles de colesterol plasmético dependen de la serie a la
que pertenezcan los acidos grasos constituyentes. Asi, por ejemplo, las grasas
ricas en acidos grasos de la serie omega-6 reducen los niveles de las lipoproteinas
LDL y HDL, incluso mas que las grasas ricas en acidos grasos
monoinsaturados.* Por el contrario, las grasas ricas en acidos grasos de la
serie omega-3 (acido docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico) tienen un
efecto mas reducido, si bien disminuyen los niveles de triacilglicéridos
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plasmaticos.® Se encuentran en la mayoria de los pescados azules (bonito, atin,
salmén, efc.), semillas oleaginosas y algunos frutos secos (nuez, almendra,
avellana, etc.)De origen vegetal (por ejemplo, los granos) y también de los
animaies marinos. Una variedad de esta grasa son los llamados acidos omega3,
que brindan proteccion contra los ataques cardiacos.?

2.4.4. El Triglicérido sanguineo:

Los triglicéridos son el tipo mas comin de grasas o lipidos transportados en la
sangre, depositados en nuestras células o presentes en los alimentos. Los
triglicéridos estan presentes en el tejido adiposo. Son la principal forma de
almacenamiento de energia en el organismo. También llamados triacilgliceroles.

Los triglicéridos se transportan a través de la sangre, mediante una lipoproteina
denominada VLDL o Lipoproteina de muy baja densidad. Ella es la encargada de
llevar los triglicéridos hacia el tejido adiposo. Los triglicéridos son un tipo de grasa
presente en el torrente sanguineo y en el tejido adiposo. Un exceso en este tipo
de grasa puede contribuir al endurecimiento y el estrechamiento de las arterias.
Eso lo pone en riesgo de tener un infarto o un ataque cerebral (derrame).
Enfermedades como la diabetes, la obesidad, la insuficiencia renal o el
alcoholismo pueden causar un aumento de los triglicéridos 2.

La circulacion sanguinea transporta a los triglicéridos con ayuda de los
quilomicrones; lipoproteinas que estan presentes en la sangre que va todo el
organismo y deja a los acidos grasos en varios tejidos especialmente el adiposoy
los misculos. El higado absorbe a los restantes que desaparecen en la sangre
en dos o tres horas, los triglicéridos sobrantes son re-sintetizados en el higado y
salen a la sangre con las lipoproteinas.

Los niveles anormales de colesterol y triglicéridos también pueden ser causados
por: Consumo de ciertos medicamentos, pildoras anticonceptivas, estrégenos,
corticoesteroides, diuréticos, betabloqueadores y ciertos antidepresivos, también
causadas por enfermedades: Diabetes, hipotiroidismo, sindrome de Cushing,
poliquistosis ovarica y enfermedad renal. 2

Los triglicéridos se miden con el colesterol como parte de un analisis de sangre.
Los niveles nommales de triglicéridos se encuentran por debajo de 150 mg/dl. Los
niveles superiores a 200mg /dl son elevados.*?
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Tabla 03. Niveles e indicadores de triglicéridos en sangre:

NIVEL DE INDICADOR
TRIGLICERIDOS
500 mg/dl Triglicéridos muy altos
200 - 499 mg/di Triglicéridos altos
150- 199 mg/dl Altos; no se considera saludable
< 150 mg/di Triglicéridos nomales

FUENTE: (Harvey. 2006.

Tabla N° 04. Niveles e indicadores de triglicéridos en sangre que determinan
enfermedad.

Por debajo de lo normal Mal nutricién

Por encima de lo normal Hipertrigliceridemia

FUENTE: (Harvey. 20086).

E! nivel normal de los triglicéridos debe estar entre 50 y 200 mg/di de sangre. Al
igual que con la glucosa, es mejor medir los niveles de triglicéridos a primera hora
de lamafiana, antes de la primera comida del dia. Los niveles altos de triglicéridos
se asocian con pancreatitis y posiblemente, con enfermedad cardiaca 2. Los tres
resultados mas importantes de un analisis de colesterol o un perfil lipidico son: el
colesterol total (CT), el colesterol LDL, el colesterol HDL y triglicéridos. El
colesterol total es la cantidad total de colesterol en la sangre e incluye al colesterol
LDL y al HDL. EI colesterol LDL representa el nivel de colesterol "maio” en la
sangre. El nivel 6ptimo de colesterol LDL debe ser menor que 100 mg/dL {cuanto
mas bajo, mejor). Un nivel de colesterol LDL por encima de 160 mg/dL se
considera alto y aumenta el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular. El
colesterol HDL representa el nivel de colesterol "bueno” en la sangre. El nivel
normal de colesterol HDL es de 40 a 50 mg/dL. Un nivel de colesterol HDL menor
que 40 mg/dL puede aumentar el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular
debido a que no existe suficiente colesterol bueno para eliminar el bloqueo arterial
causado por el colesterol LDL. Mantener niveles mas altos que los normales de
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colesterol HDL (niveles por encima de 60 mg/dL), puede reducir el riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular.'®

2.4.5. Biosintesis de Triglicéridos:

La sintesis de triglicéridos tiene lugar en el reticulo endoplasmico de casi todas
las células del organismo, pero es en el higado, en particular en sus células
parenquimatosas, los hepatocitos y en el tejido adiposo (adipocitos) donde este
proceso es mas activo y de mayor relevancia metabdlica. En el higado, la sintesis
de triglicéridos estd normalmente conectada a la secrecién de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL, su acrénimo en inglés) y no se considera un sitio de
almacenamiento fisiolégico de lipidos. Por tanto, toda acumulacion de triglicéridos
en este 6rgano es patolégica, y se denomina indistintamente esteatosis hepatica
o higado graso.*

La biosintesis requiere de dos precursosres principales. El L — Glicerol — 3 - fosfato
y acdidos grasos en formade acil- CoA. El L-Glicerol — 3 — fosfato puede formarse
por reduccion de la dihidroxiacetona fosfato, proveniente de la degradacién de los
triacilgliceroles, por la gliceroquinasa.™

La formacion de los triacilgliceroles se inicia con la etapa de Acilgliceroles. El
exceso de carbono resultante de una dieta rica de lipidos o carbohidratos es
conducido de manera eficaz hacia esta secuencia. En condiciones normales
ciertas sefales metabodlicas hormonales regulan la degradacion, catalizada por
lipasas, de los lipidos almacenados en los adipocitos para luego enviar los acidos
grasos hacia las células de otros érganos. ?

La segunda etapa de biosistesis, es la fosfoacilgliceroles. El acido fosfatidico
también integra el esqueleto de la sintesis de los diversos fosfoacilgliceroles.
Utilizados para constituir las biomembranas. Una caracteristica importante es la
participacion de CTP en la produccion de intermediarios activados que se
condensan con acido fosfatidico o con su producto desfosforilado, el diacilglicerol.
La fosfotidilcolina y la fosfotidiletanolamina se forman por condensacion de un
diacilglicerol y CDP-Colina o CDP-etanolamina, respectivamente. Del mismo
modo, el el fosfatidilnositol y el fosfatidilglicerol se forman por condensacion de un
CDP-diglicérido con inositol o glicerol, respectivamente.?
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2.5. Analisis clinico y diagnéstico de los analitos:

La determinacion y estudio de laboratorio proporcionan los datos cientificos
fundamentales para hacer frente a los problemas identificados por la valoracion
Clinica. Y son una parte esencial de la informacion que confima la base de datos
del paciente. Los andlisis bioquimicos buscan informacién sobre una posible
enfermedad a través de andlisis quimicos de sustancias que participan en
procesos metabdlicos del individuo 24,

El resultado de un analisis clinico se encuadra dentro de los valores de referencia
establecidos para cada poblacién, y requiere de una interpretacion médica. No
deben confundirse ambos conceptos, por un lado esta el resultado de la prueba
de laboratorio realizada, y por otro, la interpretacion que el médico dé a esos
resuttados.’®

Al realizar un analisis clinico siempre se tienen en cuenta ciertas caracteristicas
propias de cada prueba diagnostica; como son: la especificidad, la sensibilidad,
el valor predictivo, la exactitud, la precision y la validez (analitica, clinica y util de
dicha prueba), asi como la preparacion y recogida de la muestra o el rango de
referencia.®

2.5.1. Determinacion de la concentracién de glucosa:

Para su determinacion se suele usar sangre venosa, pero en pacientes a los que
es dificil practicarles una puncion venosa puede emplearse sangre capilar (en este
caso debera tenerse en cuenta que habra un incremento de glucosa de 2-3 mg/dl.
Respecto de la sangre venosa %,

Los hematies y los leucocitos son los responsables de la destruccién enzimatica
de la glucosa sanguinea, razon por la cual se debe centrifugar la sangre dentro de
las dos horas posteriores a la extraccion, hasta obtener un sobrenadante limpido.
Para la conservacion se debe trasferir a otro tubo. En estas condiciones el suero
es estable hasta 4 horas a T° ambiente o 24 hrs refrigerada a 2—-10°C ¥,

Los métodos para la determinacion de glucosa pueden ser quimicos que no son
especificos y métodos enzimaticos que proporcionan una elevada especificidad.
Los méas usuales y comunes son:

2.5.1.1. Meétodo de la glucosa-oxidasa:

Se basa en la oxidacion de la glucosa por accion del enzima glucosa-oxidasa, es
una reaccion que consume oxigeno. Conocido como el método potenciométrico.¥
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25.1.2. Método de la peroxidasa:

Se basa en dos reacciones enzimaticas acopladas dan como resultado un
compuesto coloreado. Se mide espectrofotométricamente. ¥

251.3. Método de la hexoquinasa:

Actualmente esta reaccion esta adaptada a sistemas automatizados y el resultado
se obtiene por espectrofotometria. Es un método muy especifico y sin
interferencias.

251.4. La prueba HbA1c:

Un equipo médico de la Facultad de Medicina de Johns Hopkins, de Baltimore,
Estados Unidos, quiénes hicieron hincapié en la relevancia de realizar también los
test de hemoglobina A1c (HbA1c) para la temprana deteccion de la diabetes.
Basicamente, esta prueba refleja el nivel de glucosa de una persona en los Gltimos
2-3 meses. No requiere que los pacientes ayunen. El margen de error, es minimo,
y puede facilmente detectarse o corregirse con otras pruebas °.

La prueba que se llama HbA1c 6 A1c (Prueba de hemoglobina glucosilada) sirve
para monitorear el éxito del tratamiento y autotratamiento de la DM1, mas no para
el diagndstico de la DM1 debido a una falta de estandarizacion de la prueba.®
25.1.5. Meétodo enzimatico:

Método enzimatico para determinacion de glucosa en suero.

(Equipo Marca SINOWA BS3000).

La muestra a utilizar puede ser suero o plasma, en caso sea el plasma, se
recomienda el uso del anticoagulante, fluoruro que evita que las enzimas de
sangre trabajen y el sustrato, el glucosano, se consuma. La muestra con hemolisis
visible o intensa deben ser desproteinizados. Es importante entender que los
hematiés y los leucocitos son los responsables de la destruccién enzimatica de la
glucosa sanguinea, siendo maxima cuando esta se encuentra a 37° C. Por lo que
se debe centrifugar la sangre dentro de las dos horas posteriores a la extraccion,
Dentro de lo posible se debe extraer el sobrenadante limpido y conservario en
tubo limpio. Siendo estable durante cuatro horas a temperatura ambiente o 24
horas en refrigeracion (2-10°C). Si no se procesa la muestra dentro de las horas y
mediante los procedimientos indicados se debe agregar un conservador para
inhibir la glucolisis®’.
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Fundamento del método:
Se basa en que la glucosa en la muestra de suero es oxidada enzimaticamente
por la giucosa oxidasa (GOD) a acido gluconico y agua oxigenada (H202) %7

Glucosa + 02+ Ha0  ----e-emmemmemmeee- acido glucénico + H:0;

Esta en presencia de una peroxidasa produce la copulacién oxidativa del fenol con
las 4-aminofenazona dando lugar a la formacion de un cromégeno rojo cereza
(quinona coloreada) que es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la
muestra. ¥

2 H,0; 4 - AF + Fenol -------sensmemem- quinona coloreada + 4 H;O

2.5.2. Determinacion de la concentracion de triglicéridos:

Para las determinaciones de lipidos es conveniente que el paciente lleve el estilo
de vida cotidiano dias previos a la extracciéon, manteniendo la dieta habitual, y que
el peso esté estable durante 2-3 semanas antes de la extraccion. Debe evitar el
ejercicio fisico intenso durante las horas previas a la extraccién, ayunar durante
10-15 horas y suspender los tratamientos .2

2.5.21. Métodos quimicos:

Se extraen los TAG y otros lipidos con disolventes organicos. Después se aislan
los TAG y finalmente se hidrolizan a glicerol y acidos grasos. El glicerol
obteniklo es oxidado aformaldehido, que puede ser determinado por diferentes
métodos.®

2.5.2.2. Métodos enzimaticos:

Se hidrolizan los triglicéridos de la muestra y el glicerol que se obtiene es sometido
a una serie de reacciones enzimaticos acopladas, en las que se forma un
compuesto llamado NADP (nicotinamida adenina di nucleétido fosfato), que se
puede medir por espectrofotometria®®,

Método enzimatico para determinacioén de triglicéridos en suero.

(Equipo Marca SINOWA BS 3000).

La muestra a utilizar puede ser suero o plasma. El paciente se debe encontrar
previo ayuno de 12 a 14 horas. Se debe centrifugar la sangre dentro de las dos
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horas posteriores a la extraccion. Dentro de lo posible se debe extraer el
sobrenadante limpido y conservario en tubo limpio.  Siendo estable durante
cuatro horas a temperatura ambiente. Los sueros con hemolisis intensa o
marcadamente ictéricos producen resultados erréneos. Por lo que no deben ser
usados. Los triglicéridos en suero y a refrigeracion de (2-10°C).son estables
durante tres dias®’.

Fundamento del método:

Se basa en que el triglicérido es hidrolizado enzimaticamente por la Lipoproteina
Lipasa, dando origen a la formacion de glicerol y acidos grasos.

Lipoproteina lipasa

Triglicéridos glicerol + acidos grasos.

El glicerol al reacciéon con una molécula de ATP y la enzima (Glicerol Kinasa),
produce glicerol, mas una molécula de fosfato y Adenosindifosfato.®”

Glicerol kinasa

Glicerol + ATP glicerol -1-P + ADP

El glicerol -1- fosfato y el oxigeno del medio ambiente, reacciona por la accion
catalitica de la enzima glicerol fosfato oxidasa , formando una molécula de agua
oxigenada mas el dihidroxiacetonafosfato.¥”

Glicerol -1- fosfato + Oy ~~—--mmrmcmameaeee- H2032 4+ dihidroxiacetonafosfato

Posteriormente las moléculas de agua oxigenada con 4-aminofenazona y
clorofenol, mediante una accioén catalitica de la enzimé peroxidasa se forman el
indicador, cromégeno de color rojo llamado quinonimina, que es proporcional a la
cantidad de triglicéridos presente en la muestra.

POD

2 H20; + 4-AF + clorofenol quinonimina roja.
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ln. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicaciodn:

La ubicacion donde se realizd el estudio de la investigacion fue el departamento
de Ayacucho, provincia de Huamanga, distrito de Ayacucho.

3.1.1. Poblacién:

La poblacion estuvo constituida por todos los pacientes que asistieron al
Laboratorio de Analisis Clinico de la Empresa de Salud Policlinico Santa Maria
Magdalena.

3.1.2. Muestra:
La muestra estuvo conformada por los pacientes que acudieron al Laboratorio de
Analisis Clinico de la Empresa de Salud Policlinico Santa Maria Magdalena, desde
el mes de enero del 2010 a abril del 2010. Las muestras a analizar se obtuvieron
de un total de 126 pacientes que presentan y que no presentan sintomatologia por
deficiencia de sustancias quimicas (glucosa y triglicéridos).

3.2. Criterios de inclusién:

Aceptar participar en el estudio. Todos los pacientes que deseen conocer el nivel
de glucosa y triglicéridos para descartar enfermedades.

3.3. Criterios de exclusion:

No aceptar participar en el estudio y que no cumplan la mayoria de edad.
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Para calcular el tamafio de la muestra se realiza mediante la siguiente formula:

2
Donde: NZ°pq

n=
Z2=1.96 E2 (N—l) +72 o
P=0.5

q=05
E =0.05
N =188

Entonces : n = 126 pacientes en estudio.

3.4. Meétodos instrumentales para recoleccion de datos.

34.1. Entrevista personal con el paciente:

Previo a la recoleccion de datos, se brindé informacién, sobre el trabajo de

investigacion a realizar; a todos los pacientes que acudieron al laboratorio de fa

Empresa de salud Policlinico Santa Maria Magdalena.

Asi mismo se solicitd a los pacientes la autorizacion, bajo firma en las Ficha de

consentimiento (Anexo 02). A aquellos pacientes que aceptaron, se tomé nota de

los datos para el llenado de la ficha epidemiolégica (Anexo 01).

3.4.2. Procedimiento:

Antes de la recoleccion de la muestra se llené la ficha epidemioldgica
(Anexo 01).

3.4.2.1. Recoleccion de la muestra:

Una vez llenada la ficha epidemiologica, se procedio a tomar la muestrade
sangre.

Se indico al paciente que tome asiento y extienda el brazo sobre la mesa.
Se colocd la ligadura aproximadamente a 7 cm por encima de la flexura del
codo. A altura de la vena basilica o vena media.

Se indicé al paciente abrir y cemar las manos, hasta observar la vena,
luego se indicd que cierre completamente la mano, se procedié a
desinfectar la zona elegida para la puncion, con alcohol yodado.
Utilizando la aguja descartable N° 20. Se colocé con €l bisef hacia amiba y
se introdujo en el centro de la vena.

Se tomé como muestra de sangre aproximadamente 5 ml a 8 ml.
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Luego de obtenida la muestra se indico al paciente que abra el pufio, se
colocd el algoddn con alcohol yodado por encima de la puncién. Se
procedera a retirar la aguja, se indico al paciente que doble el brazo
haciendo presion en la parte de la piel donde se realiz6 la puncion.

3.4.2.2. Procesamiento de la muestra:

Método enzimatico para determinacién de glucosa en suero. (Equipo
Marca SINOWA BS3000).

Técnica Operatoria :

Se homogenizar la muestra antes de usar especiamente frente a los sueros

lechosos.

B S D
Standard - 20 ul
Muestra - - 20 ul
Reactivo de trabajo 2mi 2mi 2ml

FUENTE : Wiener lab. 2000

La muestra de sangre obtenida, se procedié a incubar a 37 °C, en bafio
maria por 5 minutos a fin de facilitar la separacion del suero.

Luego se procedid a centrifugar a 3500 r.p.m. por 5 minutos. Se logroé
separa el suero del paquete globular.

Al obtener el suero deseado luego de la centrifugacién, se tomé 5 ul de
suero y al mismo tubo se agregdé 0.5 ml de reactivo trabajo (solucién de
glucosa).

Se incubo a 37°C en baiio Maria por 10 minutos.

Luego se procedid a la lectura con el equipo analizador de bioquimica
semiautomatizado SINOWA -BS3000.

Se anoté el valor de la lectura (g/L). El primer valor obtenido es
concentracion de glucosa en tiempo cero.

Luego de 3 horas se tom6 5 ul de suero de la muestra inicial, se agregé
0.5 ml de reactivo trabajo (Solucién de glucosa).
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. Se incubé a 37°C por 10 minutos.

. Luego se procedio a la lectura con el equipo analizador de bioguimica
semiautomatizado BS3000.

= Se anotd la lectura (g/L). Concentracion de glucosa en tiempo 1.

. Luego de seis horas se realizara el mismo procedimiento, y se anotara el

valor de la lectura (g/L). Concentracion de glucosa en tiempo 2.
B.1.2. Calculo de resultados:
Glucosa g/L. = D x factor (f) donde f= 1.00g/L
S

Fuente: Wiener lab. 2007

B.1.3. Valores de referencia:
Los valores normales son: 0.70 — 1.10 g/L (70 mg/dl — 110 mg/dl).

Método enzimatico para determinacion de Triglicéridos en suero. (Equipo
Marca SINOWA BS3000).
Técnica Operatoria :

Se homogenizar la muestra antes de usar especialmente frente a los sueros

lechosos.

B S D
Muestra - - 10 ul
Estandar - 10ul -
Reactivo de trabajo iml 1ml 1mi

FUENTE : Wiener lab. 2000

. La muestra de sangre obtenida, se procedié a incubar a 37 °C por 5
minutos, luego se procedié a centrifugar a 3500 r.p.m. por 5 minutos.

B Al obtener el suero luego de La centrifugacion, se tomo 5 ul de suero mas
0.5 mi de reactivo trabajo (Solucion de triglicéridos).

. Se incubd a 37°C, baio maria, por 5 minutos.

. Luego se procedio a la lectura con el equipo analizador de bioquimica
semiautomatizado BS3000.

30



B.2.1.

B.2.2.

3.43.

CA.

Se anot6 el valor de la lectura. Concentracion de triglicéridos (g/L) en
tiempo cero.
Luego de 3 horas se tom6 5 ul de suero de la muestra obtenida. mas 0.5
mil de reactivo trabajo (triglicéridos).
Se incubé a 37°C por 5 minutos.
Luego se procedio a la lectura con el equipo analizador de bioquimica
semiautomatizado BS3000.
Se anot6 el valor de la lectura (g/L). Concentracion de triglicéridos (g/L) en
tiempo 1.
Luego de seis horas se realizé el mismo procedimiento, y se anoté el valor
de la lectura. Concentracion de triglicéridos (g/L) en tiempo 2.

Calculo de Resultados:

TG g/l =D x factor (f) donde f=2g/l
S

Fuente: Wiener lab. 2000.

Valores de referencia:

Deseable : < 1.50 g/l (150 mg/dl)

Moderadamente elevado: 1.50 - 1.99 g/l (150 a 199 mg/dl).

Elevado : 2.00 - 4.99 g/l (200 - 499 ,mg/di).

Muy elevado : 2 5.00 g/ (500 mg/dl).

Analisis estadistico:
Para realizar la investigacion de tesis, se trabajé con 126 muestras de
suero, cuyas muestras se sometieron al andlisis, para detemminar ia
concentracion de los analitos: Glucosa y Triglicéridos en funcién a tres
espacios de tiempo. Los resultados obtenidos fueron presentados en
cuadros y graficos, mostrando estadisticas de tendencia central y de
dispersion. Asi mismo se aplico las siguientes pruebas estadisticas.

Analisis de varianza:

A través de esta prueba estadistica se va a comparar los resultados de la

concentracion para cada analito de acuerdo al tiempo de su procesamiento

(tiempo cero, a las tres horas y a las seis horas). En caso que haiga
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significancia se aplica la prueba de tukey. La significancia empleada fue de
95 % (a=0,05).

C.2. Prueba de Tukey:

Esta prueba estadistica permite identificar las diferencias entre los
resultados de concentracion de glucosa y lo mismo para triglicéridos en
funcién a los tres tiempos de procesamiento.
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V. RESULTADOS

Tabla 05. Porcentaje de muestra procesada con relacion al sexo para la
determinacion de glucosa y triglicéridos. Ayacucho, 2010.

SEXO N° MUESTRA PORCENTAJE DE LA MUESTRA

GLUCOSA TRIGLICERIDOS

MASCULINO 122 96,83% 96,83%
FEMENINO 4 3,17% 3,17%
TOTAL 126 100,00% 100,00%
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Tabla 06. Promedio de los niveles de concentracion de glucosa vy triglicéridos en
suero en tiempo cero en funcion al sexo. Ayacucho, 2010.

N° MEDIA DEL NIVEL DE CONCENTRACION
SEXO  MUESTRA

GLUCOSA TRIGLICERIDOS
(m/dI) (mg/di)
Tiempo 0 Tiempo 0
Media Desviacion Media Desviaé.ian
tipica tipica
MASCULINO 122 115.60 48.071 144,11 63.25
178,45 65.23
90,93 42.99

FEMENINO 4
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Tabla 07. Nivel de la concentracion de glucosa en suero en funcién al tiempo de
procesamiento. Ayacucho, 2010.

Tiempo Glucosa (mg/dl)
(h) . - . —
N Media Desv. tip. Maximo Minimo
0 126 1148103 48.07175 312.40 65.20
3 126 103.3027 45.46795 290.20 20.14
6 126 93.4849 42.99154 271.60 50.40

F.=380.788; gl=2; P=0.00.
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Tabla 08. Nivel de la concentracion de triglicéridos en suero en funcion al tiempo
de procesamiento. Ayacucho, 2010.

Tiempo Andlisis
Triglicéridos (mg/dl)

(h)

N Media Desv. tip.  Maximo Minimo
0 126 145.2302 63.25214 432.70 68.40
3 126 133.0556 60.51734 401.20 60.80
. 126 118.9230 55.68504 381.40 51.20

Fc=537.804; gl=2; P=0.00.
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2010.
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V. DISCUSION

En la Tabla 05, se observa el porcentaje de poblacién que ingreso al estudio,
segun el sexo. Se trabajdé con una muestra de 126 pacientes. De los cuales la
mayor parte esta conformada por el sexo masculino (93,86%) en comparacién al
sexo femenino (3,17%). Sometidos a los datos estadisticos, se confirma que el
sexo para la determinacion de la concentracion de glucosa y triglicéridos en
funcién al tiempo de procesamiento son irrelevantes para determinar la hipétesis
en estudio. .

Enla Tabla 06, se observa los niveles promedio de la concentracion de glucosa
en suero, en el tiempo cero en funcién al sexo. Del total de muestras (126
pacientes), se determiné que en el sexo masculino los intervalos de concentracién
de glucosa inferiores y superiores, 65,2 mg/dl a 312,4 mg/dl teniendc una media
de 115,60 mg/dl y una desviacion tipica de 48,071. Mientras que en la muestra
conformada por sexo los intervalos de concentracion de glucosa inferiores y
superiorés, 79,4 mg/dl a 113,2 mg/dl teniendo una media de 90,93 mg/dl y una
desviacion tipica de 42,99.

De la comparacién, no se evidenciaron diferencias significativas entre varones y
mujeres. Los valores  de glucosa se encuadraron dentro de los rangos de
referencia internacional, sin diferencia significativa de acuerdo al sexo.

Con respecto a la concentracién de triglicéridos se observa en el genero
masculino, de acuerdo a los intervalos inferiores y superiores al considerar, 68,4
mg/dl a432,7 mg/dl y una desviacion tipica de 63,25 una media de 144,11 mg/dl.
Mientras que en la muestra conformada por género femenino, 4 pacientes, de
acuerdo a los intervalos inferiores y superiores al considerar 72,1 mg/dl a 401,2
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mg/dl y una desviacion tipica de 65,23, se obtiene una media de 178,45 mg/di. De
la comparacién, se observa que los triglicéridos en el género femenino presentan
mayor concentracion en relacion al género masculino.

En el mismo cuadro se observa, los niveles 'promedio de la concentracion de
triglicérido en suero, en el tiempo cero. En el sexo masculino, de acuerdo a los
intervalos inferiores y superiores, 68,4 mg/dl a 432,7 mg/dl, una media de 144,11
mg/dl y una desviacion tipica de 63,25. Mientras que en la muestra conformada
por el sexo femenino de acuerdo a los intervalos inferiores y superiores al
considerar, 72,1 mg/dl 2401,2 mg/dl, una media de 178,45 mg/dl y una desviacion
tipica de 65,23. De la comparacién no se evidenciaron diferencias signifcativas
entre varones y mujeres. Los valores de triglicéridos se encuadraron dentro de
los rangos de referencia intemacional, sin diferencia significativa de acuerdo al
sexo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se comparé con los el estudio realizado
por el investigador Krammer Horton y sus colaboradores, cuya tema fue
determinar la cinética de la glucosa, en comparacion a varones y mujeres que se
encuentran en reposo, durante el ejercicio y en recuperacién del mismo, de
acuerdo a sus resuttados el investigador afirma que la concentracién de glucosa
€S menor en mujeres que en varones, tanto en el gjercicio como en recuperacion.
Durante el gjercicio, las mujeres tuvieron menor aporte de glucosa en comparacion
con los hombres.'®

En el pais de Costa Rica se realizé una investigaciéon en el afio 2005. En este
estudio se determiné los valores de referencia de glicemia en mujeres y varones
en una poblacién aparentemente sana. El intervalo de referencia obtenido para el
valor de glicemia se realiz6 en 139 mujeres y 134 varones, entre edades de 17 a
74 anos, los valores encontrados y recomendados actualmente para estos sujetos
adultos de ambos sexos oscila entre; 62 mg/dl'a 116 mg/dl de glicemia. '®Ticona,
estudiante de Bioquimica de la universidad de la Paz, de acuerdo a una de sus
hipotesis de investigacion, compara sus resultados en funcién al sexo y aplicando
la prueba de T Student para muestras independientes, llega a la conclusion que
no existe diferencia entre los valores de glicemia tanto para varones y mujeres. 33
Los valores promedio obtenidos nos refiere, que en las mujeres la concentracién
de glucosa es menor en comparacion al del varén, pero estos resultados .
comparativamente no presentaran mayor relevancia en detemminar la hipétesis en

estudio, pero si tienen importancia para posteriores investigaciones, debido a que
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los resultados de los analisis clinicos, permiten diagnosticar diferentes
enfermedades. Segun estudios realizados sobre diferencias entre los niveles de
glucosa de acuerdo al sexo: El Dr. Gonzales publicé investigaciones en la revista
de American Diabetes Association, que las mujeres sufren niveles mas bajos de
glucosa que los varones y ademas presentan mas sintomas neurogénicos y
neuroglucopénicos. Otros médicos, como el Dr. Toft, opinan que la hipoglucemia,
es comun en las mujeres entre las edades de 20 a 40 afios®. Cardella, en su libro
“Bioguimica Humana”, menciona que la diabetes mellitus puede aparecer en
cualquier persona y a cualquier edad, pero que los varones jovenes actuaimente
tienen mas riesgo que las mujeres jovenes. La mayoria de los diabéticos
diagnosticados antes de los 19 afos son insulinodependientes®. Mufioz, hace
referencia que las mujeres podrian enfrentarse a un mayor riesgo de desarrollar
enfermedad cardiaca a menores niveles de azicar en sangre en comparacion a
los varones #de acuerdo a la bibliografia menciona que las mujeres presentaban
mayor riesgo de desarrollar cardiopatias en comparacion a los varones.
Especificamente, en aquellas mujeres cuyo nivel de azlcar en sangre oscila entre
los 110 y 125 mg/dl. |

Enla Tabla 07, recurriendo a la estadistica descriptiva, se observa que los niveles
de glucosa en suero en funcion al tiempo de procesamiento, nos revela que los
valores son estadisticamente significativos.. En el tiempo cero, el promedio nivel
de glucosa es de 114,8103 mg/d|l y una desviacion tipica de 48,072, luego de tres
horas presentan en promedio de 103,3027 mg/dl y una desviacién tipica de
45.46795, finalmente a las seis horas presenta en promedio el nivel de glucosa de
93.4849 mg/dl y una desviacion tipica de 42,99154. Mediante la aplicacién del
analisis estadistico ANOVA se observa que existe diferencia significativa en los
tres tiempos de analisis. Este resultado nos indica que a medida que trascurre el
tiempo de procesamiento del analito, el nivel de la concentracion va disminuyendo.
Una explicacion a este proceso biogquimico es que en la muestra continda las
actividades enzimaticas de la glucosa asi como de otros analitos. De acuerdo a la
metodologia de Wiener, esto se acelera aun mas si es que la muestra de suero
esta en contacto con el paquete globular (ya que los hematies y leucocitos son los
responsables de la destruccion enzimatica de la glucosa sanguinea, siendo esta
maxima a temperatura 37° C. ( Si se separa el suero del paquete globular esta
mantiene un grado de estabilidad y mejora aun si es que se almacena en

refrigeracion a 2 - 10 °C 3.
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Por tanto la muestra serolégica, sufrio variaciones y se aceleré aun mas, ya que
el suero no se separo del paquete del globular.
Debido a la glucolisis, se produce la disminucion de la concentracion de glucosa
en la muestra. Una referencia de esta actividad bioquimica es cuando en el
analisis se presenta los recuentos leucocitarios muy elevados?®. A temperatura
ambiente se puede tener una pérdida de 1-2%/hora?. Se alteran los resultados de
un analisis, cuando en la muestra se producen: La formacion de amoniaco,
glicolisis, degradacion de las proteinas, alteracion de las substancias por la luz,
temperatura y otros factores."
De acuerdo a la investigacion de, Ticona, plantea que cada laboratorio debe tener
un valor de referencia para la poblacién en estudio. Por tal motive en las
indicaciones de la metodologia de cada laboratorio, se menciona la frase.” Se
recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia’, y
justamente con esta investigacion aportamos para que nuestros parametros sean
utilizados en. nuestra ciudad. A '
La estudiante de Bioquimica Ruth M. Ticona, de acuerdo a la investigacién
realizada en su tesis, plantea que |a falta de valores de referencia para determinar
el metabolito de glicemia, en la poblacion de La Paz, llega a ser un problema
porque hasta el momento los iaboratorios de analisis clinico, trabajan con valores
gue se obtuvieron en poblaciones de otros paises como: Los diversos métodos y
casas comerciales que expenden reactivos entre los mas utilizados, tenemos a la
linea comercial de WIENER LAB, que procede de Argentina, HUMAN, procedente
de Alemania, STANBIO, procedente de Meéxico, existiendo muchas firmas
comerciales, lo cual permite comprender la variedad de valores de referencia. Por
ejemplo: WIENER LAB, presenta su valor de referencia entre 70 — 110 mg/dl,
HUMAN entre 75 a 115 mg/dl y STANBIO entre 70 — 105 mg/dl. De acuerdo a éus
resultados encontré diferencias de los valores proporcionados por .las casas
comerciales, pero cierta relacion con WIENER LAB y STANBIO y no asi con
HUMAN. Estableciendo que los valores de referencia van de acuerdo a las
condiciones socicambientales, culturales y étnicas. *. Para el diagnéstico y control
de la diabetes se solicita el analisis de: Glucemia, la hemogilobina glicosilada
(HbA1c), el colesterol, el colesterol HDL y el colesterol LDL, los triglicéridos y la
creatinina (Schreier. 2001) Por lo que los resultados auténticos de un analisis
clinico determinan el un diagnostico y a su vez el control de la enfermedad.
En la Tabla 08, recurriendo a la estadistica descriptiva, se observa que los niveles
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de triglicéridos en suero en funcion al tiempo de procesamiento, nos revela que
los valores son estadisticamente significativos. En el tiempo cero, el nivel de
triglicéridos es de 145,2302 mg/dl y una desviacion tipica de 63,25214, luego de
tres horas presenta un nivel de 133,0556 mg/dl y una desviaciéon tipica de
60,51734, finaimente a las seis horas presenta un nivel de 118,9230 mg/dl y una
desviacion tipica de 55,68504. Para evaluar la estabilidad de las concentraciones
de triglicéridos se utilizé el analisis estadistico analisis de varianza (ANOVA). La
concentracion de triglicéridos al compararia con el tiempo de procesamiento, se
observa que el nivel de la concentraciéon va disminuyendo. '

La determinacién de triglicéridos en suero, pemite diagnosticar enfermedades
cardiolipidicas. ?® Por ende radica la importancia que el anélisis se debe realizar
inmediatamente de tomada la muestra, para evitar cambios en su concentracion.
El suero esta conformado por metabolit-os, como: Glucosa, sodio, pdtasio, cloro,
bicarbonatos, -proteinas totales, albumina calcio magnesio, fosforo, triglicéridos,
colesterol, hormonas (tiroxina, cortisol) vitaminas (fosfato y B12), proteinas
individuales (haptoglobina, transferrina, inmunoglobulinas) todas realizan
actividad enzimatica®. Si se expone la muestra de suero, por largas horas a
temperatura ambiente, la actividad enzimatica de los metabolitos presentes,
modificard su concentracién. Los resultados obtenidos en la investigacion
demuestran lo mencionado. La concentracion de triglicéridos, en el tiempo cero
presenta un nivel de 145,2302 mg/dl a las tres horas, disminuye a un nivel de
133,0556 mg/dl y a las seis horas, a 118,9230 mg/dl, esta diferencia de la
concentracion de triglicéridos puede ser por causa de la actividad enzimaticas de
los metabolitos o por la hemolisis®, aunque una muestra hemolisada es
automaticamente descartada para ia obtener un veraz resultado. Mufioz,
recomienda que nunca se debe centrifugar la sangre antes de que se complete la
coagulacion?. Si la muestra ha de ser enviada a otros laboratorios ésta deberia
estar separada del coagulo ya que los golpes sufridos por las células en el
coagulo, durante el viaje, puede originar su rotura y que se produzca hemolisis.
La deteminacion de triglicéridos se realiza con la eliminacién hidrolitica de los
acidos grasos y la posterior cuantificacién del glicerol liberado. La comparabilidad
se basa en el contenido de glicerol. 4

Para obtener un buen resultado el paciente debe haber mantenido el estado de
ayuna 12 horas antes de tomada la muestra, aunque no tiene importancia que
haiga ingerido liquidos, pero obviamente sin azicar. La Doctora Scherier indica,
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que la mayor parte de los triglicéridos del plasma obtenidos sin estar en ayunas
se encuentra en los quilomicrones, mientras que en las muestras obtenidas en
ayunas, los triglicéridos estan principalmente en las VLDL. La mayor parte del
colesterol plasmatico se encuentra en las LDL .Una fraccidn menor del colesterol
(15-25%) esta en fas HDL®. El investigador Vallenas, F; menciona que la dieta del
paciente, determina la concentracién de lipidos en sangre. Los individuos con
ingesta caldrica baja tienen concentraciones de triglicéridos relativamente bajas.
Ademas, los vegetarianos, que consumen muy poco colesterol el su dieta, tienen
concentraciones de colesterol en sangre relativamente bajas (. Las grasas
absorbidas son trasportadas al higado en forma de quilomicrones ricos en
triglicéridos. Los quilomicrones deben de desaparecer de la sangre circulante unas
horas después de la comida y es anormal encontrar quilomicrones en un suero
obtenido en ayunas®.

El aspecto externo del suero, para el analisis de triglicéridos, aporta una
informacion referencial. E] Dr. Marjani, A, a través de su investigacion “Efecto del
tiempo de aimacenamiento y la temperatura en algunos analitos en suero”después
de 12 - 16 horas de refrigeracion, el suero coniiene quilomicrones y VLDL con un
exceso de trigliceridos. El suero hiperlipémico separado en fresco tiene un aspecto
lechoso u opalescente uniforme. En suero congelado, tiene exceso de
quilomicrones y flota en la parte superior, formando una capa cremosa. La turbidez
uniforme en el suero refrigerado indica un contenido de VLDL elevado?.

En la figura 04, se observa que los valores promedios de disminucién de la
concentracion de glucosa en suero, presenta un porcentaje de variacion, en
funcién al tiempo de procesamiento. En la barra “A”, el valor de 0,00%., a las
tres horas de procesamiento, barra “B” se observa, el porcentaje de variacion, un
valor de 9.70 % y a las seis horas, se observa el porcentaje de variacion, un valor
de 19,32 %. Para obtener estos resultados, se realizé la prueba de Tukey que
permite determinar donde se hallan las diferencias con valores porcentuales, ya
que los valores de glucosa del cuadro anterior (Tabla 07) solo determina (a través
de ANOVA), si hubo disminucion, la referencia era comparativa, indicando que
al menos un resultado era diferente al otro.

De acuerdo a los resultados, se observa que la concentracion de glucosa,
disminuye cuando la muestra de suero se mantiene por horas prolongadas en
contacto con el paquete globular, y a temperatura ambiente, acelerando la

glucolisis. A temperatura ambiente cabe prever una pérdida del 1 al 2 % de
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glucosa/hora %. La estabilidad de la muestra permite mantener los valores de sus
propiedades biologicas dentro de limites preestablecidos bajo condiciones
especificas?®.

Mediante esta prueba estadistica, podemos determinar la diferencia porcentual
que existe entre el resultado, en funcién al tiempo inicial. Teniendo en cuenta los
valores normales de glucosa, 70 a 105 mg/d, en adultos  en nifios pequefios, 40
a 100 mg/di*, en paciente en ayunas, 80 mg/d! aproximadamente®®, nos sirve
como valores de referencia, para comparar resultados. Asi también se toma los
valores mas bajos (hipoglucemia) estan entre 40 - 50 mg/di Los valores mas altos
(hiperglucemia) estan entre 128 mg/dl %,

En la investigacion, se observé que la glucosa sérica se redujo su concentracion,
luego de las tres y seis horas de encontrase almacenada a medio ambiente. En
una investigacion realizada por Marjani Abdoljala En la investigacion, observé que '
la glucosa sérica se redujo luego de 6 horas, al estar almacenadas en el
refrigerador a 4°C, y se redujo a las 3 horas, para los aimacenados a temperatura
ambiente. | efecto del almacenamiento a temperatura ambiente (oscila entre 23 +
1 grado ° C) y refrigerécién (4 + 1 grado ° C) solo presenta variabilidad para
glucosa, creatinina y fosforo. La glucosa se reduce después de 48 en
refrigeracion y 24 horas a temperatura ambiente?.

En la figura 05, se observd que los valores promedios de disminucion de la
concentracion de triglicéridos en suero, presenta un porcentaje de variacion, en
funcién al tiempo de procesamiento. En la barra “A”, el valor de 0.00%., indica
que no hay un porcentaje de variaciéon en el tiempo cero. A las tres horas, en la
barra “B” se observa, el porcentaje de variacién, un valor de 8.89 %, a las seis
horas, se observa el porcentaje de variacion, un vaior de 18.65 %. Para obtener
estos resultados, se realizé la prueba de Tukey que permite deteminar donde se
hallan las diferencias con valores porcentuales, ya que los valores de triglicéridos
en la tabla anterior (Tabla 08) solo determinaban (a través de ANOVA), que si
hubo disminucién, la referencia era comparativa, indicando que al menos un
resultado era diferente al otro. La estabilidad de una muestra, tiene importancia
en el resultado para un buen diagnéstico y tratamiento de una enfermedad. El
autor del libro de Bioquimica, Herrera, establece que la estabilidad de la muestra
es la capacidad de la misma de mantener los valores de sus propiedades
biolégicas dentro de limites preestablecidos bajo condiciones especificas. La
metodologia de Wiener, recomienda que la muestra se debe recolectar en tubos
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de vidrio limpios sin rastros de detergente, porque estos también modifican la
estabilidad, oxidando la muestra. .

De acuerdo a los resultados de la investigacion realizada por el investigador Clark,
sobre la estabilidad de los analitos en plasma después de la separacion tardia de
sangre total, menciona que una amplia gama de analitos importantes, como los
lipidos, presentan un cambio en su concentracion sélo en pequefno porcentaje,
durante el almacenamiento de la muestra de sangre a temperatura ambiente

durante varios dias,

Mediante esta prueba estadistica, podemos detemminar la diferencia porcentual
que existe entre el resultado de la concentracién de triglicéridos, en funcién al
tiempo inicial. Asi también se tomé en cuenta los valores normales de triglicéridos
en adultos, 150mg/d! ?°. Las personas con mas riesgo son aquellas que cuentan
con una concentracién mas de 200mg/dl. °. Los niveles altos de triglicéridos en
la sangre se pueden deber a varias razones: Excesivo consumo de grasas y
azlcares, abuso considerable de alcohol, obesidad, edad avanzada, diabetes,
hipotiroidismo y colesterol alto y genética®.Dentro de los valores normales debe
ser menos de 150 mg/d, el limite y considerado alto: 150 a 199 mg/dL, alto: 200 a
499 mg/dL y muy alto: 500 mg/dL o superior®.

El almacenamiento de la muestra a temperatura ambiente, no es recomendable,
porque disminuye la concentracidén, si la muestra de suero se mantiene en
refrigeracion durante largas horas, se puede notar que los quilomicrones fiotan en
la superficie; el VLDL pemanece en suspension. Fisiologicamente la mayor parte
de los triglicéridos son transportados como lipoproteinas de baja densidad (VLDL)
% Una muestra sérica en refrigeracién presenta mejores condiciones para su
analisis que aquella que es almacenada a medio ambiente. Una forma de
determinar una alta concentracion de triglicéridos, de acuerdo al aspecto externo,
es cuando se observa turbidez en el suero, los resuitados son menudo mayores
de 350mg/dl. '

En la figura 06, podemos observar, que mediante el modelo matematico ajustado
a un modelo de porcentaje lineal, se puede determinar el porcentaje de
disminucién de glucosa en funcién al tiempo de procesamiento. Por lo que la
variacién de glucosa es explicada en un 100 % por la variacion del tiempo,
utilizando la ecuacién de estimacion, Y= - 3,219 X + 99,98, que nos pemnite
relacionar el tiempo con el porcentaje de variaciéon de la glucosa. Por tanto se
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aplica esta grafica llamado diagrama de dispersion, donde la variable dependiente
(concentracién de glucosa) se encuentra en el eje “Y” y la variable independiente
en el gje "X" (Tiempo de procesamiento).

La linea de regresion explica el cambio de la concentracion de glucosa, mientras.
que la correlacion nos explica el grado de asociacién entre la concentracién de
glucosa en funciéon al tiempo de procesamiento. Donde el coeficiente de
determinacion (R?) es igual 1, esto significa que hay una correlacion perfecta entre
ambas variables. La temperatura ambiental a la que se mantuvo la muestra por
largas horas, influy6 en ia variacién de la concentracion de glucosa. A temperatura
de refrigeracion, la glucosa se mantiene relativamente estable. A temperatura
ambiente se puede tener una pérdida de 1 - 2%/hora. 2° L a exactitud de un método
analitico esta determinada por los errores sistematicos, que pueden ser
proporcionales o constantes. La presencia de error proporcional puede detectarse
mediante pruebas de recuperacién, o mediante la pendiente en un estudio de
regresion lineal al comparar el método en estudio con un método de referencia®.
En la figura 07, podemos observar, que mediante el modelo matematico ajustado
- a un modelo de porcentaje lineal, se puede detemminar el porcentaje de
disminucidon de triglicéridos en funcion al tiempo de procesamiento. Por lo que la
variacion de glucosa es explicada en un 100 % por la variacion del tiempo,
utilizando la ecuacion de estimacion, Y= - 3,219 X + 99,98, que nos pemnite
relacionar el tiempo con el porcentaje de variacion de la glucosa. Por tanto se
aplica esta grafica llamado diagrama de dispersion, donde la variable dependiente
(concentracién de triglicéridos) se encuentra en el eje “Y” y la variable
independiente en el eje “X” (Tiempo de procesamiento).

La linea de regresion explica el cambio de la concentracion de triglicéridos,
mientras que la correlacibn nos explica el grado de asociacion entre la
concentracion de triglicéridos en funcién al tiempo de procesamiento. Donde el
coeficiente de determinacion (R?) es igual 1, esto significa que hay una correlacion
perfecta entre ambas variables.

La exactitud de un método analitico esta determinada por los errores sistematicos,
gue pueden ser proporcionales o constantes. La presencia de error proporcional
puede detectarse mediante pruebas de recuperacién, o mediante la pendiente en
un estudio de regresion lineal al comparar el método en estudio con un método de

referencia®?, .
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VL. CONCLUSIONES

De las cien'to veintiséis muestras de suero procesadas mediante el método
enzimatico. Utilizando la prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA) se
concluye que existen diferencias significativas (a =0.05) para los tres periodos de

tiempo.

1. Encasode glucosa se concluye que disminuye la concentracion a medida
que transcurre el tiempo para su procesamiento. Al tiempo cero se tiene,
un nivel promedio de 114,81 mg/dl a las tres horas, 103,30 mg/dl y a las
seis horas, 93,48 mg/dl. En el caso de la concentracion de triglicéridos
también disminuye a medida que transcurre el tiempo para su
procesamiento. A las cero horas se tiene un nivel promedio de 145,23
mg/d! a las tres horas 133,05 mg/d| y a las seis horas 118,92 mg/dl. Como
se determind que existe diferencia significativa (o= 0.05) se realizé la
prueba de Tukey,

2. Mediante la linea de regresion se concluye que hay variacion de
concentracion de glucosa y triglicéridos, mientras que en la correlacion se
observa el grado de asociacion entre la concentracion de glucosa y

triglicéridos en funcién al tiempo de procesamiento.
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Vi. RECOMENDACIONES

Se recomienda que se realicen investigaciones basadas en la estabilidad de
analitos en muestras de suero, al ser conservadas por tiempos prolongados
(horas) antes de su procesamiento, los cuales nos pemniten establecer
parametros y a la vez contar con valores propios de referencia que

constituya un gran apoyo para el personal clinico.

Se recomienda que los laboratorios cuenten con el personal suficiente y
capacitado. Debido a que muchos profesionales saben la implicancia del mal
procesamiento de la muestra pero no adoptan medidas de prevencion

incurriendo en faltas de los valores éticos.
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ANEXOS N° 01

FICHA EPIDEMIOLOGICA

“Estabilidad en Concentracién de los Analitos: Glucosa y
Triglicéridos en suero, después de la toma de muestra con respecto
al tiempo de procesamiento. Ayacucho 201 0”

FichaNo: ......... o _ Fecha: ................
DATOS PERSONALES:

ADBIIHOS N NOMBIBS: ..... ..o cnmnimsc o Eoi v R e S TR S
Direccion . R RS R T S
Edad (Afos) T T

Sexo : Masculino () Femenino ( ).

Peso

Talla - S e

Procedencia e T e s

NIVEL DE INSTRUCCION: o
Analfabeto ( ) Primaria ( ) Secundaria-( ) Superior ( )

© OCUPACION: :

Estudiante () Empleado Plblico( ) desempleado () comerciante ( )
OO v e : . . :
PREGUNTAS DE REFERENCIA PARA LA INVESTIGACION:

g,Anteriormeﬁte se realizé algunos analisis de nivel de glucosa?
Si() No () Hace cuanto tiempo?................... '

Anteriomente se realizé algunos andlisis de nivel de triglicéridos?

Si() No () Hace cuanto tiempo?...................
Presenta algunos de los siguientes sintomas:

B. Orina frecuentemente................co e v Si() No( )
€. 'VisSion nublada ... miissesnmss Si() No( )
D. Enfermedad cardiovascular......................... Si() No ()
E. Presenta frecuentemente infecciones urinarias. Si ( ) No( )
F. Presenta problemas cardiacos...................... Si() No ()
G. Consumetabaco.............cceeeeeevvvvvveeeeeeenn. Si() No ()
H. Presentaobesidad...................c..cooeeveeeennnn. Si() No ()
l. Realiza actividad fisica......................co. Si() No ()
J. Presenta hipertension arterial...................... Si() No( )

i Presenta algun historial familiar con diabetes?

Si() No( )
¢ Presenta algun historial familiar con cardiopatias?
Si() No( )

RESULTADOS DE LABORATORIO
GLHOOBR  ococinivuss e mg/d

TRIGLICERDOI: .. snvevevmsvans mg/dl
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Anexo N° 02

FICHA DE CONSENTIMIENTO

provincia de Huamanga, DECLARO haber recibido una charla informativa sobre
las enfermedades producidas por los niveles bajos o elevados de glucosa y
triglicéridos. Por tanto AUTORIZO a la Sra. CAROLA HUAMANCHAU AGUIRRE,
a extraer la muestra de sangre 5 ml aproximadamente. Dicha muestra servira para
el trabajo de investigacion, titulado “Estabilidad en Concentracién de los Analitos:
Glucosa y Triglicéridos en suero, después de la toma de muestra con respecto al
tiempo de procesamiento. Ayacucho 2010”

A la vez el investigador se compromete a entregar los resultados del

analisis, una vez culminada la investigacion.

Ayacucho ............... de ................. del 2010
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Anexo N° 03

Analisis de varianza del porcentaje de disminucién de glucosa segun el tiempo
de procesamiento. Ayacucho 2010. |

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos  23513.520 2 11756.760  380.788  0.000
Intra-grupos  11578.061 375 30.875
Total 35091.581 377
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Anexo N° 04

Analisis de varianza del porcentaje de disminucion de triglicéridos Segun el
tiempo de procesamiento. Ayacucho 2010.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 21936.273 2 10968.136 537.804 0.000
Intra-grupos 7647.863 375 20.394

Total 29584.136 377
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Anexo N° 05.

Prueba Tukey de disminucion de glucosa en funcién al tiempo de procesamiento.
Ayacucho 2010. ' '

Tiempo Analisis |
(h) N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3 1
0 1 26 .0000
3 126 9.6992
6 126 _ 19.3191
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Anexo N° 06.

Prueba Tukey de disminucion de triglicéridos en funcién al tiempo de
procesamiento. Ayacucho 2010.

Tiempo Analisis Subconjunto para alfa = .05
h) N T2 3 1
0 126 .0000
3 126 8.8917
6 126 18.6532
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Anexo N° 09
FOTOGRAFIAS DE LA INVESTIGACION
FOTO N° 01. Concientizado al paciente para que acepte participar en la

investigacion.

21!4!!2010




FOTO N° 03. Se centrifuga la muestra sanguinea para obtener el suero.




FOTO N° 05. Lectura de las muestras serolégicas, con el equipo SINOWA

BS 3000, para determinar la concentracién del analito.

FOTO N° 06. Calibracion del equipo SINOWA BS 3000, para determinar la

concentracioén del analito.
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