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RESUMEN

El consumo excesivo de ETOH en la sociedad principalmente en el adulto joven, se
considera un problema de salud publica, porque tiene un elevado impacto en la salud
debido a sus consecuencias negativas, principalmente alteraciones metabdlicas a nivel
hepatico; asi como por los cambios en la personalidad que provoca, conllevando a

problemas tanto familiares como en el entorno social.

En este estudio no experimental, de casos y controles, descriptivo; se determind los
niveles de NH," en sangre como marcador biolégico de dafio hepético en 30 pacientes
alcohdlicos crénicos del “CRA” de la ciudad de Cuenca, con respecto a un grupo control
correspondiente a 30 estudiantes abstemios de ETOH de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad de Cuenca, mediante el método de microdifusion de Gilardoni

y la técnica colorimétrica de uremia.

El analisis estadistico se trabajé con un nivel de confianza de 95% y a de 0.05. Se
encontré una variacion significativa entre las concentraciones de NH,;" en sangre de la
poblacion de estudio con respecto al grupo control con un valor de p<0.001, asi como
también entre las concentraciones al inicio y al final del tratamiento de desintoxicacion de
la poblacién de estudio con un valor de p<0.001 y la asociacién significativa entre la
variable cantidad de ingesta con la concentracion elevada de NH,". Por tanto, el estudio
confirmé que el NH," actia como un marcador biolégico de dafio hepatico debido al

consumo de ETOH en un tiempo mayor a 6 meses.

Palabras clave: Alcoholismo crénico, alcohol etilico, higado, metabolismo hepatico,

amonio en sangre, enfermedades hepdticas.

MARIA BELEN CALDERON RIVERA
JUAN JOSE MATUTE PANORA



UNIVERSIDAD DE CUENCA é%

ABSTRACT

The excessive consumption of ETOH in society mainly in the young adult, is considered a
public health problem, because it has a high impact on health due to their negative
conseqguences, mainly metabolic alterations at the level of the liver; as well as by changes
in the personality that causes, leading to problems with both family members as in the

social environment.

In this not experimental study, of cases and controls, descriptive; was determined levels of
NH," in blood as a biological marker of liver damage in 30 chronic alcoholic patients of
"CRA" of the city of Cuenca, with respect to a control group corresponding to 30 students
abstemious of ETOH of the Faculty of Chemical Sciences of the University of Cuenca,

through the microdiffusion method of Gilardoni and technique colorimetric of uremia.

The statistical analysis was worked with a confidence level of 95% and a of 0.05. It was
found a significant variation between the concentrations of NH," in blood of the study
population with respect to the control group with a value of P<0.001, as well as between
the concentrations at the beginning and at the end of the detoxification treatment of the
study population with a value of p<0.001 and a significant association between the variable

amount of intake with the high concentration of NH,".

Key words: chronic alcoholism, ethyl alcohol, liver, hepatic metabolism, ammonium in

blood, liver diseases.
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INTRODUCCION

El alcoholismo es un trastorno crénico de la conducta en el que una persona consume
ETOH de forma excesiva, se considera un problema de salud publica, porque tiene un
elevado impacto en la salud debido a sus consecuencias negativas, afectando
principalmente al higado. El higado es el encargado de funciones tales como;
detoxificacibn-excrecién y metabdlicas del organismo entre las que esta el metabolismo
nitrogenado. EI NH," es un producto de dicho metabolismo especificamente de los
aminoacidos. Los valores séricos de NH,  elevados se presentan en casos de
enfermedades hepéticas. Por lo tanto, se considera un marcador biolégico de efecto de

dafio hepatico tras el consumo excesivo de ETOH (Urdaneta, 2012).

Aumentos significativos de los niveles de NH," en sangre indican que el organismo no es
capaz de metabolizar y eliminarlo correctamente. Por lo que, su determinacion en
pacientes alcohodlicos crénicos contribuiria a la deteccion oportuna de una afeccion,

patologia o enfermedad hepética grave (Chawla, 2016).

Segun estadisticas del afio 2008 a nivel mundial la enfermedad hepatica por ETOH es la
octava causa de muerte. En Ecuador el nUmero de casos notificados y tasa de incidencia
anual de alcoholismo segun regiones en la Sierra corresponde a 2309 casos que
representa el 37,38%, observandose que mayor prevalencia se observa en la provincia
del Azuay y particularmente la ciudad de Cuenca se encuentra entre las zonas de mayor

consumo de ETOH en el pais (Aguirre, 2011).

La causalidad entre el consumo excesivo de ETOH y el desarrollo de lesiones hepaticas
es conocida desde hace siglos. EI ETOH es considerado, actualmente una de las causas
mas frecuentes de cirrosis hepética y la segunda de trasplante hepatico (TH) en el mundo
(Lazarte, 2014).
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Un estudio realizado en Perd, en 475 pacientes con diagnostico de cirrosis hepatica,
reveld que en el 28% de los pacientes la causa fue la ingesta de ETOH, si tenia como
antecedente una ingesta promedio mayor de 30 g/dia. Asi mismo en un estudio en
Mexico, en pacientes con diagndstico de cirrosis hepatica, los resultados arrojaron que en
el 95% de la poblacion de estudio la principal causa de la cirrosis fue el alcoholismo. Es
asi; que en la enfermedad hepatica cirrosis se observa con gran frecuencia la
encefalopatia hepatica como una complicacion, las mismas que se encuentran
relacionadas con concentraciones elevadas de NH," sérico (Bustios, Davalos & Roman,
2014; Campollo, 2013).

Por tal razén, la presente investigacion tuvo como proposito determinar y comparar en
pacientes con alcoholismo crénico del Centro de Reposo y Adicciones “CRA” de la ciudad
de Cuenca, los niveles de NH,;" como un marcador biolégico de efecto de dafio hepético
con respecto a un grupo control, y con esto contribuir al diagnéstico para la deteccion
oportuna y control de afecciones y complicaciones hepaticas graves.

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 20



UNIVERSIDAD DE CUENCA é%

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo General:

Establecer los niveles de NH," sérico como un marcador biolégico de dafio hepatico

causado por la excesiva ingesta de ETOH, en pacientes alcohdlicos crénicos del “CRA” y

comparar con grupo control.

Objetivos Especificos:

Determinar los niveles de NH," en sangre, mediante el método de microdifusion de
Gilardoni y la técnica colorimétrica de uremia, para su liberacion y cuantificacién, en la
poblacién de estudio al inicio y final del tratamiento de desintoxicacién y en un grupo
control.

Caracterizar la poblacion de estudio y control, con los datos obtenidos mediante
encuesta personal.

Asociar las variables obtenidas en encuesta personal con los valores de NH," de la
poblacion de estudio.

Analizar los valores de NH," como marcador biolégico de dafio hepatico, en pacientes
alcoholicos del “CRA”, al comparar los valores inicio y final de tratamiento de
desintoxicacion.

Comparar los niveles de NH," de la poblacion de estudio y control, mediante analisis
estadistico.
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MARCO TEORICO

1. Higado.

El higado es un o6rgano situado en la cavidad abdominal, debajo del diafragma.
Microscopicamente, el higado esta constituido por lobulillos con forma de prismas
poliédricos limitados por tejido conjuntivo, vasos y conductos biliares.
Los principales tipos celulares del higado son los hepatocitos responsables de sus
funciones metabdlicas, y las células de Kupffer, que forman el mayor sistema fagocitico
fijo del organismo (Hernandez, 2014; MacPhee, 2015; Mohan, 2012).

1.1 Distribucién zonal hepatica.

El flujo de sangre en los lobulillos hepaticos es centripeto, de forma que la sangre mas
oxigenada de la arteria hepética y los nutrientes absorbidos por la vena porta circula hacia
la vénula situada en el centro del lobulillo. Gracias a esto existe un gradiente de
oxigenacion y de concentracion de hormonas y de metabolitos téxicos, como el NH,". Asi,
la zona periportal estd mas oxigenada que la zona perivenosa. Los hepatocitos que
rodean la arteria hepatica tienen un metabolismo mas oxidativo, con muchas
mitocondrias, y mas enzimas relacionadas con la gluconeogénesis, la eliminacion de
radicales libres y la ureagénesis. Esta zona, es rica en aminotransferasas, enzimas del
ciclo de la urea, LDH y &-GT. La zona perivenosa es menos oxigenada y sus hepatocitos
tienen mucho reticulo endoplasmico liso y abundantes enzimas relacionadas con la
glucdlisis, lipogénesis o la biotransformacion de xenobiéticos, pues se trata de una zona
rica en enzimas, como la glutamina-sintetasa (GS) o la glutamato-deshidrogenasa (GDH)
(Hernandez, 2014; MacPhee, 2015; Mohan, 2012).

1.2 Funcién hepatica.

El higado es un organo central del metabolismo que realiza numerosas funciones

esenciales para la vida. A él llegan los amino&cidos, proteinas circulantes, sustancias
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exogenas como el ETOH, hidratos de carbono, lipidos, vitaminas y minerales absorbidos
en el intestino, para metabolizarlos, almacenarlos o distribuirlos al resto del organismo
(Baynes, 2015; Hernandez, 2014).

2. Alcohol etilico (ETOH).

El ETOH es un liquido incoloro y volétil de olor agradable, es la sustancia psicoactiva de
mayor consumo en el mundo; constituye un producto extrafio para el organismo humano,
capaz de generar toxicidad, efectos adversos agudos y crénicos en la salud humana y
muerte cuando es ingerido en cantidades excesivas. Existen evidencias que relacionan el
abuso crénico del ETOH con enfermedades como: la esteatosis, cirrosis hepética (CH)
con o sin encefalopatia y el sindrome de dependencia alcohdlica (Menéndez & Mosquera,
2012 ; Pérez & Castellano, 2012 ; Téllez, 2013).

La via de administracién es la oral. El proceso de absorcidon gastrointestinal se inicia
después de su ingestion en un periodo de dos a seis horas. Una vez absorbido, los tejidos
donde se concentra en mayor proporcién son: cerebro, sangre, ojo y liquido

cefalorraquideo (Menéndez & Mosquera, 2012 ; Téllez, 2013).

El 92-95% del ETOH absorbido realiza su proceso de biotransformacién en el higado, con
una velocidad de 10 ml/hora. La velocidad de eliminacion de este es aproximadamente
100 mg/kg/hora en un adulto de 70 kilos. ( Menéndez & Mosquera, 2012 ; Téllez, 2013).

2.1 Metabolismo del ETOH.

El ETOH es rapidamente absorbido por el estémago y el intestino delgado, desde donde
se distribuye por el agua corporal, alcanzando un pico de concentracién a los 20-60 min.

El 5% del ETOH es eliminado por los rifiones, la piel y los pulmones y el resto es
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metabolizado en el higado, donde sufre dos procesos oxidativos que lo transforman
primero en AcH y después en acetato. En el interior del hepatocito existen tres sistemas
enziméticos capaces de oxidar el ETOH a AcH (Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez &
Castellano, 2012).

1. Sistema de la via alcohol-deshidrogenasa (ADH): Es la principal via de oxidacién del
ETOH y se localiza en el citosol. La ADH utiliza la NAD como cofactor y el higado es su
principal localizacién. Su actividad en la mucosa gastrica se encuentra disminuida en los
gastrectomizados, por lo que en estas situaciones la ingesta de ETOH puede aumentar el
riesgo de toxicidad hepatica (Figura 1.) (Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez & Castellano,
2012).

2. Sistema microsomal oxidativo (MEOS): Localizado en el reticulo endoplasmico del
hepatocito, es el mecanismo principal cuando se encuentra saturada la capacidad de la
ADH. ElI CYP2EL es la fraccion de este complejo inducible por el ETOH y su hipertrofia
produce un exceso de radicales libres como: anion superéxido (O,), perdxido de
hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (OHY) y un subsiguiente estrés oxidativo con dafio al
hepatocito (Figura 1.) (Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez & Castellano, 2012).

3. Via de la catalasa: Se localiza en los peroxisomas y mitocondrias de los hepatocitos y
la oxidacion del etanol es minimo, limitado por la cantidad de perdxido de hidrogeno
(H2.0,) que genera esta reaccion. El AcH presenta una segunda oxidacion hepatica dando
acetato, el cual se incorpora al ciclo de Krebs en forma de Acetil-CoA. Dicha reaccion es
catalizada por la ALDH, con dos isoenzimas: una se localiza en el citosol y se activa
cuando la concentracion de AcH es elevada (ALDH-1); la otra en las mitocondrias y actla
en condiciones fisiol6gicas (ALDH-2) (Figura 1.) (Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez &
Castellano, 2012).
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Piel, rinones Etil-sulfato
y pulmones Etil-glucuronido
Eliminacion Conjugacion
2-6% 0,5-1,5%
CH;-CH,OH
Oxidaciéon NAD* O, + NADPH + H*
92-95% Alcohol DH
NADH + H* CYP2E1
NAD* + 2H,0
CH-CHO
NAD
Aldehldo DH
NADH+H

CH5-COO™

Figura 1. Metabolismo del ETOH, Via ADH, MEOS y catalasa. Fuente: Higado y

alcohol, Pérez & Castellano, 2012.
2.2 Efectos téxicos causados por el ETOH.

El principal efecto agudo del ETOH es la depresion del sistema nervioso central. Una
concentracién sanguinea de 0.3 g/L afecta la capacidad de conduccidn, concentraciones
superiores a 3 g/L causan coma Yy superiores a 4 g/L son mortales. La concentracion
depende de diversos factores, como la cantidad y la velocidad a la cual se ingiere, o la
tolerancia individual. ElI higado es uno de los principales 6rganos afectados por el
consumo crénico de ETOH, donde causa una lesion inicialmente reversible, pero que

puede evolucionar a cirrosis hepatica (Hernandez, 2014).

Las alteraciones funcionales y morfolégicas que provoca el ETOH en los hepatocitos se

explican por las consecuencias de su metabolismo:

1. Formacion de AcH: El AcH es el principal responsable de los efectos nocivos del
ETOH en el higado, estbmago y cerebro. Entre los mecanismos toxicos atribuidos al AcH

se encuentran sus efectos sobre la permeabilidad intestinal y la translocacioén bacteriana,
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asi como su capacidad para formar aductos con proteinas intracelulares, como AcH-
tubulina o AcH-actina. La union del AcH a la tubulina altera el sistema de secrecion celular
de proteinas, reteniendo agua en el citosol, dando lugar al balonamiento y degeneracion
hidrépica de la célula hepética, caracteristicos de la hepatopatia alcohdlica. EI AcH
también es toxico para las mitocondrias, alterando la fosforilacion oxidativa y la B-
oxidacion de los acidos grasos. Por ultimo, se ha demostrado que el AcH es capaz de
estimular la fibrogénesis y la carcinogénesis (Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez &
Castellano, 2012).

2. Desequilibrio redox: NAD/NADH: La oxidacion del ETOH libera un H+, que es
captado por la NAD, la cual se transforma en NADH. Cuando existe una sobrecarga de
ETOH, se produce un exceso de NADH y un déficit de NAD. Este desequilibrio altera
procesos metabdlicos entre el mas importante esta la disminucion de la B-oxidacién de los
acidos grasos, aumentando su sintesis y la de a-glicerofosfato. Como consecuencia de
ello, se sintetizan triglicéridos en exceso y se produce un higado graso (Caballeria &
Paés, 2010 ; Pérez & Castellano, 2012).

3. Estrés oxidativo y lipoperoxidacion lipidica: Durante el metabolismo del ETOH se
produce un exceso de radicales libres de oxigeno y una disminucién de los agentes
antioxidantes fisiol6gicos. Estos radicales libres dafian el ADN y las proteinas esenciales
para las células. Ademas, inician una reaccion en cadena de peroxidacion de los lipidos,
que lleva al dafio mitocondrial y a la muerte celular. Durante el proceso de
lipoperoxidacién se forman aldehidos como el MDA y el 4-HNE que activan al sistema
inmunitario y estimulan la produccién de citoquinas proinflamatorias que inducen la
apoptosis y necrosis celular. Por otro lado, el ETOH disminuye el metabolismo de la
metionina cuyo producto final es el glutation, el cual acta como agente antioxidante
(Caballeria & Paés, 2010 ; Pérez & Castellano, 2012).
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3. Alcoholismo.

La OMS define que alcoholismo es la ingesta diaria de ETOH >70 gramos en hombres. Se
considera una persona alcohdlica aquella que consume mas de dos tragos al dia. Un
trago se define como 12 onzas (350 ml) de cerveza, 5 onzas (150 ml) de vino o 1.5
onzas= 42.53 g. (45 ml) de licor fuerte (Organizacién Mundial de la Salud, 2012).

El alcoholismo se refiere a trastornos relacionados con el consumo inadecuado del ETOH.
La Sociedad Americana de Medicina de las adicciones lo define como una “Enfermedad
cronica principal con los factores de riesgos psicosociales genéticos y medioambientales,
con frecuencia progresiva y mortal, caracterizada por un deterioro en el control de la
bebida” (Fernandez, 2016).

No existe una causa comun conocida para la adiccién, pero factores pueden desempefar
el papel importante para su desarrollo y existencias evidencias que una persona con
padre o madre con alcoholismo tiene mayor probabilidad de adquirir esta enfermedad, por

la presencia de genes que podrian aumentar el riesgo de alcoholismo (Aguirre, 2011).

3.1 Factores asociados al alcoholismo.

La ingesta exagerada de ETOH tiene factores condicionantes complejos (genéticos,
psicolégicos, sociales y econémicos) y también efectos nocivos individuales y sociales,
algunos son consecuencia de la ingesta aguda (accidentes, agresiones, inasistencia) y
otros son por ingesta cronica donde se afectan varios 6rganos principalmente el higado

como consecuencia final es la cirrosis (Aguirre, 2011).
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3.2 Clasificacion del alcoholismo de acuerdo a los mililitros consumidos de ETOH
por semana.

Tabla 1. Clasificaciéon del alcoholismo.

Clasificacién del alcoholismo segun la OMS

Tipo de consumidor Consumo de ETOH por semana (ml)
Bebedor ligero De 1 a 125 ml de alcohol puro a la
semana.
Bebedor moderado Hasta 500 ml de alcohol puro a la
semana.
Bebedor de Alto riesgo Hasta 700 ml de alcohol puro a la
semana.
Bebedor excesivo (Alcoholismo) A partir de 700 ml de alcohol puro a la
semana.

Fuente: Alcohol y atencién primaria de la salud, Organizacién Mundial de la
Salud, 2012.

3.3 Alcoholismo crénico.

Se caracteriza por una dificultad psicolégica habitual y repetida para controlar el consumo
de bebidas alcohdlicas. Una persona con esta adiccion es altamente dependiente del
ETOH y lo consume cada dia a niveles altos; una persona se considera alcohdlica crénica
cuando el tiempo de consumo ha sido mayor a 6 meses. El Instituto Nacional del Abuso
Alcohdlico y Alcoholismo lo define como: “Trastorno de conducta crénico manifestado en

una preocupacion indebida por el ETOH y su uso, que deprime la salud fisica y mental,
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por pérdida de control cuando se bebe y por una actitud autodestructiva en las relaciones

con las personas y en el manejo de las situaciones vitales” (Naveillan, 2012).

4. Amonio (NH;"), generalidades y metabolismo:

El NH," es uno de los principales productos del metabolismo hepatico, es el producto final
del metabolismo nitrogenado (proteinas) y se forma por accion de las bacterias sobre las
proteinas intestinales y por la hidrélisis renal de la glutamina. La mayor concentracion se
encuentra en la vena porta y normalmente se elimina el 80% durante su primer paso por
el higado. Se acumula en sangre si no se consigue eliminar del organismo de una manera

adecuada.
Existen dos fuentes de NH,":
1) Metabolismo por la ureasa bacteriana de proteinas y aminoacidos que llegan al colon.

2) Actividad glutaminasa del epitelio duodenal (Baynes, 2015; Blanco, 2010).

4.1 Metabolismo de aminoacidos.

Los aminoéacidos son los eslabones necesarios para la sintesis de proteinas. Ademas,
desempefian funciones esenciales en el organismo como precursores de
neurotransmisores la fenilalanina o tript6fano (Phe o Trp), formando parte del pigmento
melanina como la tirosina (Tyr). De los 20 aminoacidos principales, ocho son esenciales y
el resto pueden sintetizarse en el organismo.

El metabolismo de los aminoacidos comienza por la pérdida del grupo amino y la
formacion del cetoacido correspondiente por la accion de una enzima aminotransferasa,

que emplea piridoxal-P como cofactor (Hernandez, 2014).

Aminoicido+  Aminotransferasa = o-cetodcido+
a-cetoglutarato " glutamato

Figura 2. Metabolismo de Aminoéacidos. Fuente: Principios de la Bioquimica Clinica

y Patologia Molecular, Hernandez, 2014.
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Como resultado de esta transaminacion se forma el a-cetoacido correspondiente y una
molécula de glutamato. Segun el destino final del cetoacido, los aminoacidos pueden ser
cetogénicos si producen cuerpos ceténicos, glucogénicos si producen intermediarios de la
gluconeogénesis, 0 bien glucogénicos y cetogénicos si pueden producir ambos. Todos
estos productos pueden emplearse como fuente de energia cuando entran en el ciclo de
Krebs. En esta transaminacion, el grupo amino del aminoacido pasa a formar parte de la
molécula de glutamato, desde donde puede emplearse para la sintesis de nuevos
amino&cidos u otros productos nitrogenados, o bien son transformados en urea para su
excrecion. Para ello, el glutamato es introducido en la mitocondria, donde sufrird una
desaminacion oxidativa catalizada por la L-GDH, que vuelve a producir una molécula de
a-cetoglutarato y libera una molécula de NH,". En el caso de los hepatocitos, este Ultimo
entrara en el ciclo de la urea para producir urea, un compuesto nitrogenado mucho menos
toéxico y que constituye la principal forma de excrecion renal de los grupos aminos
procedentes del catabolismo de los aminoacidos.

En los tejidos extrahepaticos no puede realizarse el ciclo de la urea, porque en ellos no se
expresan todas las enzimas necesarias para completarlo. Por ello, el NH," producido en
estos tejidos debe transportarse al higado para ser detoxificado por los hepatocitos en el
ciclo de la urea. Dada su elevada toxicidad, el NH," no puede viajar libremente en la
sangre, por lo que lo hace formando parte del aminoacido glutamina. Para ello, una
molécula de NH," se incorpora a una de glutamato, para dar lugar a glutamina. Esta
reaccion esta catalizada por la enzima glutamina sintetasa (GS). La glutamina formada, al
ser una molécula neutra, puede atravesar las membranas celulares mejor que el
glutamato cargado negativamente. Una vez que la glutamina alcanza las mitocondrias de
los hepatocitos, la enzima glutaminasa actla sobre la glutamina, para dar lugar una
molécula de glutamato y otra de NH,". Aunque la glutamina es la principal forma de
transporte de NH," desde los tejidos extrahepéticos al higado, en el caso del musculo
dicho transporte implica al amino&cido Ala, en el llamado ciclo glucosa-alanina. En este
caso, el glutamato proveniente de la transaminacién de los aminoacidos, sufre una nueva

transaminacion catalizada por la enzima ALT. (Hernandez, 2014)
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En este caso, el grupo amino se incorpora al piruvato procedente de la glucélisis para
formar alanina y liberar a-cetoglutarato. Esta alanina se transportara al higado, donde se
produce la reaccion inversa: la alanina cede el grupo amino al a-cetoglutarato,
formandose de nuevo glutamato y piruvato. El glutamato sufrird la desaminacion oxidativa,
el NH," liberado entrara en el ciclo de la urea y el piruvato actuara como precursor de la
gluconeogénesis. (Hernandez, 2014; MacPhee, 2015; Mohan, 2012)

Aminoacido Musculo
NH4* o-cetoglutarato X Piruvato
\C Glutamato Alanina

~~NH +— Glutamato X Alanina
': o-cetoglutarato Piruvato

™ Urea Higado

Figura 3. Transporte de nitrégeno al higado tras el metabolismo de los aminoacidos

en el musculo. Fuente: Fisiopatologia de la enfermedad, MacPhee, 2015.

4.2 Detoxificacion del NH," mediante el ciclo de la urea.

El ciclo de la urea es el Gnico mecanismo eficaz para eliminar el NH," procedente del
metabolismo de las proteinas, de la degradacion de purinas y el producido en el intestino.
La pK, del NH," es de 9.5, por lo que, a un pH fisiolégico, casi todo permanecera como
ion NH,". El ciclo de la urea completo se produce en el interior de los hepatocitos
mediante cinco reacciones. Las dos iniciales son mitocondriales y las tres siguientes,
citosdlicas:

1. Dentro de las mitocondrias, la CPS- I cataliza la condensacion dependiente de

ATP entre el NH," y el bicarbonato, para producir CP.
2. Posteriormente, la OTC transfiere el grupo carbamoilo del carbamoil-fosfato a la

ornitina, para formar citrulina, y libera fosfato.
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3. La citrulina se libera al citoplasma, donde se condensa con el aspartato para
formar argininosuccinato por la ASS, con consumo de ATP.

4. El argininosuccinato se hidroliza por la argininosuccinasa ASL, para formar
arginina y fumarato, que puede entrar en el ciclo de Krebs.

5. Finalmente, la arginasa I hidroliza la arginina para formar urea y ornitina. Asi pues,
de los dos nitrégenos de la urea, uno proviene del NH," mitocondrial y otro, del
aspartato.

La ornitina entra de nuevo a la mitocondria para iniciar otra vuelta del ciclo de la urea,

a través de un transportador, del cual hay dos isoformas en el higado, y que también

transporta lisina, arginina y citrulina. La citrulina también puede difundir pasivamente

hacia el citosol.

El ciclo de la urea afecta al equilibrio &cido-base por el consumo de bicarbonato y de

NH,". El higado es el Gnico 6rgano en que se lleva a cabo el ciclo completo. Sin

embargo, existe otra combinacion funcional entre el intestino y el rifién, ya que en el

intestino se expresan las enzimas mitocondriales NAGS, CPS- Iy OTC, y en el rifién
se expresan las enzimas citosoélicas ASS, ASL y arginasa I. De esta forma, en el
intestino se puede sintetizar hasta citrulina y en el rifidén se completa el ciclo hasta la

urea (Baynes, 2015; Hernandez, 2014).
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Figura 4. Esquema ciclo de la urea, se indica el numero de nitr6genos que se
elimina en cada compuesto. Fuente: Principios de la Bioquimica Clinica y Patologia

Molecular, Hernandez, 2014.

4.3. Relacion del NH;" con enfermedades hepaticas como marcador biolégico de

dafio hepatico y con relacién al ETOH.

El ETOH es metabolizado en el higado, donde sufre dos procesos oxidativos que lo
transforman primero en AcH, y después en acetato, que posteriormente mediante la CoA
pasara a Acetil-CoA, que ingresara al ciclo de Krebs para dar lugar a sustancias inactivas
como CO, y H,O, cuando se encuentra saturada la capacidad de la ADH por ingesta
excesiva de ETOH. El citocromo CYP2EL1 es la fraccién de este complejo inducible por el
ETOH y su hipertrofia produce un exceso de radicales libres (05, H,O,, OH), los radicales
libres de oxigeno en exceso dafian el ADN y las proteinas esenciales para las células.
Ademas, inician una reaccion en cadena de peroxidacion de los lipidos, que lleva al dafio

mitocondrial y a la muerte celular.

Por otro lado, el ETOH produce una disminucion de sustancias antioxidantes, como el
glutation, consecuentemente con la oxidacion de este se libera un H+, que es captado por

la NAD, la cual se transforma en NADH. Cuando existe una sobrecarga de ETOH, se
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produce un exceso de NADH y un déficit de NAD produciendo el desequilibrio metabdlico
y dafio mitocondrial, provocando que el NH,;" no pueda seguir el ciclo de la urea y
consecuentemente su acumulacion en sangre (Hernandez, 2014; Pérez & Castellano,
2012).

5. Enfermedades a causa del alcoholismo crénico:

5.1 Hepatopatia alcohdlica.

La Hepatopatia alcohdlica hace referencia desde una inflamacion hasta una cirrosis
hepatica severa, en la edad adulta es causada por el consumo excesivo de ETOH
(Aguirre, 2011; Llanque & Gutierrez, 2015).

La hepatopatia alcohdlica se produce porque un 90% del ETOH ingerido es metabolizado
en el higado. Cuando este 6rgano ve superada su capacidad depuradora por una
cantidad excesiva de ETOH y esta situacion se prolonga en el tiempo, se producen
lesiones hepaticas. Estas se deben basicamente a la acumulacién de téxicos y aumento

de la oxidacion en las células hepaticas (Fernandez, 2015 ; Lazarte, 2014; Ruiz, 2012).

En la hepatopatia alcohdlica se incluyen tres sindromes evolutivos: la EHA, HA y CHA,
que se evidencian con elevaciones séricas de marcadores como el NH,". Se trata de tres
entidades anatomoclinicas de las que la EHA representa la fase inicial, mientras que la
HA y la CHA constituyen etapas mas graves de la misma enfermedad con la presencia de
complicaciones como la encefalopatia. En estas las alteraciones histoldgicas predominan
en la zona 3 del lobulillo donde existe una mayor concentracion de las enzimas que
intervienen en el metabolismo hepatico del ETOH (Llanque & Gutierrez, 2015; Pérez &
Castellano, 2012 ; Ruiz, 2012).

Actualmente se sabe que la EHA aparece en el 90% de los individuos que abusan del
ETOH, que un 10-35% de alcohdlicos desarrollan HA y que solo el 8-20% llegan a
desarrollar una CHA (Fernandez, 2015 ; Lazarte, 2014).
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5.2 Factores de riesgo para el desarrollo de hepatopatias alcohdlicas.

La probabilidad de desarrollar enfermedad hepética progresiva inducida por ETOH no es
completamente dosis-dependiente. Existen algunos factores de riesgo identificados que
influencian en el desarrollo y la progresion de la enfermedad hepética (Caballeria & Paés,
2010 ; Meléndez & Gonzélez, 2012 ; Pérez & Castellano, 2012).

--Edad: La edad tipica de presentacion se encuentra alrededor de los 30 afios de edad

o incluso hasta los 40 afios (Pérez & Castellano, 2012).

--La cantidad y tiempo de alcohol ingerido son los mas importantes factores para el
desarrollo de hepatopatia. El riesgo de progresar a cirrosis se incrementa con la ingestion
de 70-80 gramos al dia de alcohol por varios afios en hombres (Lazarte, 2014).

--Tabaquismo: El consumo de cigarrillos también acelera la progresion de la fibrosis en
sujetos con Hepatopatia alcohdlica (Pérez & Castellano, 2012).

5.3 Tratamiento general para la hepatopatia alcohélica.

El tratamiento principal para la Hepatopatia alcohdlica es la abstinencia alcohdlica,
ademas unas medidas generales y otras especificas como los suplementos nutricionales
(Pérez & Castellano, 2012).

5.3.1 Abstinencia alcohdlica.

Debe ser la primera medida terapéutica en todos los casos. Los largos periodos de
abstinencia mejoran la evolucién del dafio hepatico, disminuyen la presion portal, evitan la
progresion a cirrosis y aumentar la supervivencia en cualquiera de los estadios de la
hepatopatia alcohdlica. Esta mejoria ocurre en la mayoria de casos después de tres
meses de abstinencia (Heron & Murphy, 2014 ; Lazarte, 2014; Pérez & Castellano, 2012).
Para prevenir debe administrarse tiamina (100 mg/dia) y acido félico (1 mg/dia), ademas

de una benzodiacepina (diazepam o lorazepam) (Heron & Murphy, 2014 ; Lazarte, 2014).
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MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de estudio:

El tipo de investigacién fue no experimental, de casos y controles, descriptivo; se
determind los niveles de NH," en sangre como marcador biol6gico de dafio hepatico en
pacientes varones alcohdlicos crénicos del “CRA” de la ciudad de Cuenca, con respecto a

un grupo control.

Las muestras fueron tomadas de 30 pacientes alcohdlicos cronicos del “CRA”, tomando

en cuenta los criterios de inclusion y exclusién (Tabla 3.).

Ademas, se trabajé con un grupo control de 30 estudiantes varones de la facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca, abstemios de ETOH y sin asociacion a

otras sustancias de habito, considerando los criterios de inclusion y exclusion (Tabla 3.).

2. Variables de estudio:

En el estudio se trabajo con variables dependientes e independientes para la poblacion de
estudio, obtenidas mediante encuesta personal, y se encuentran categorizadas en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Categorizacién de las variables.

Variable
Concentracion
de NH4+.

Definicion

Es el producto final

del metabolismo
proteico, sera
cuantificada en

muestras de sangre
tomadas de los
pacientes del centro

“CRA”_

VARIABLES INDEPENDIENTES.

Edad

Lugar de
procedencia.
de

de

Frecuencia
ingesta
ETOH.
Tiempo de
de

desintoxicacion

tratamiento

Afos vividos de la
persona desde su
fecha de nacimiento
indicada en su cédula
de identidad

Lugar de domicilio de
la persona.

Cuantos dias a la
semana una persona
ingiere ETOH.

Tiempo ha

transcurrido desde la

que

primera toma de

muestra de sangre al

Dimensién

pg/di

ARos

Parroquias
de Cuenca.
Dias

Meses

Tipo
Cuantitativa

(continua)

Cuantitativa
(continua)
Cualitativa

(nominal)

Cualitativa
(nominal)
Cuantitativa

(continua)

Cuantitativa
(continua)

Categoria
Valor de
referencia:
20-75pg/dl

Adulto joven: 18-

30 afios

Adulto:

afnos

30-64

Urbana
Rural
1-7 dias

Meses:
1-3meses
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Cantidad
ingesta
ETOH.
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de

de
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ingreso, hasta la

segunda toma al
finalizar el tratamiento
de desintoxicacion.

Tiempo que lleva una

persona ingiriendo
ETOH.
Cantidad de ETOH Mililitros

Meses

gue ha ingerido una (ml)

persona.
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Cuantitativa

(continua)

Cuantitativa
(continua)
Cualitativa

(nominal)

Meses

Persona
alcohdlica aguda
1-6 meses.
Persona
alcohdlica cronica
> 6 meses.
Bebedores
ligeros: De 1 a
125 ml de alcohol
puro a la semana.
Bebedores
moderados:
Hasta 500 ml de
alcohol puro a la
semana.
Bebedores altos
(Alto
Hasta 700 ml de

alcohol puro a la

riesgo):

semana.
Bebedores
excesivos
(Alcoholismo): A
partir de 700 ml
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Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

3. Muestreo:

de alcohol puro a

la semana.

Las muestras tanto de la poblacion de estudio como del grupo control se tomaron

considerando los criterios de inclusién y exclusion (Tabla 3.).

Tabla 3. Criterios de inclusién y exclusién de poblacion de estudio y grupo control.

Criterios de inclusion y exclusion para poblacion de estudio.

Criterio de inclusidn
Pacientes con problemas de alcoholismo
cronico, de edades entre 20-30 afos,
internados en el “CRA” de la ciudad de
Cuenca por un periodo establecido de tres
meses, sexo masculino, sin afecciones
hepaticas como antecedente patoldgico y
con previa aceptacion de consentimiento

informado.

Criterios de exclusion
Pacientes asociados a otras sustancias de

habito (tabaco, marihuana, cocaina, etc.)

Pacientes que padezcan de enfermedades
de los glébulos rojos como, por ejemplo:
procesos hemoliticos, como la anemia
hemolitica.

Pacientes que padezcan a mas del
alcoholismo crénico, una enfermedad
coronaria como la hipertension arterial
esencial.

Pacientes que padezcan una alteraciéon a

nivel renal.

Pacientes con esfuerzo muscular intenso
por actividad fisica.
Pacientes con tratamiento farmacolégico

considerado como hepatotdxico.

Criterios de inclusién y exclusion para grupo control.
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Criterio de inclusion
Estudiantes de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad de Cuenca,
sexo masculino, de edades entre 20-30
afos, abstemios de ETOH vy sin asociacion
de habito,

afecciones hepaticas como antecedente

a otras sustancias sin

patolégico, con previa aceptacion de

consentimiento informado.

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

Criterios de exclusion
Pacientes asociados a otras sustancias de
habito (tabaco, marihuana, cocaina, etc.)
Pacientes que padezcan de enfermedades
de los glébulos rojos como, por ejemplo:
procesos hemoliticos, como la anemia
hemolitica.

Pacientes que padezcan a mas del
alcoholismo croénico, una enfermedad
coronaria como la hipertensién arterial
esencial.

Pacientes que padezcan una alteracion a
nivel renal.

Pacientes con esfuerzo muscular intenso
por actividad fisica.

Pacientes con tratamiento farmacoldgico

considerado como hepatotoéxico.

4. Estandarizacion de la técnica para la determinacién cuantitativa de NH,"

en sangre:

La estandarizacion de la técnica para la determinacion cuantitativa de NH," en sangre, se

baso:

a) Preparacion estandares de NH,": Se preparé por duplicado estandares de

concentraciones conocidas de 10, 20, 30, 40 y 60 pg/ml de NH," segln el Anexo 3

(punto 4.2. literales 6 y 7). Posteriormente se empled el proceso de la técnica para

estandar indicada en el Anexo 3 (punto 4.3.3. para Estandar (E)) y realizdndose
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las lecturas en el equipo espectrofotdmetro a una longitud de onda de 640 nm, con

las que se obtuvieron sus respectivas absorbancias indicadas en la (Tabla 4.)

Tabla 4. Absorbancias de los estandares de NH,4+.

Estandar de NH," Absorbancia (A 640 nm.) Promedio de las
(ng/ml) Absorbancias
10 0.024 0.023 0.024
20 0.048 0.052 0.050
30 0.072 0.073 0.073
40 0.092 0.094 0.093
60 0.131 0.128 0.129
Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

b) Determinacion de la concentracion del estandar 6ptimo expresado en sangre para
obtencion del factor, para el célculo posterior de la concentracién de NH," en
sangre: Con las absorbancias obtenidas en el literal a, se calculé la concentracion
de los estandares expresados en sangre, indicado en el Anexo 3 (punto 5.1.). La
(Tabla 5.) corresponde a las absorbancias de los estandares de NH," expresados

en sangre.

Tabla 5. Absorbancias de los estandares de NH," expresados en sangre.

Estandar de NH," Absorbancia (A 640 nm.) Promedio de las
(ng/ml) Absorbancias
20 0.024 0.023 0.024
40 0.048 0.052 0.050
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60 0.072 0.073 0.073
80 0.092 0.094 0.093
120 0.131 0.128 0.129

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

c) Se realiz6 la curva de calibracién respecto a las absorbancias indicadas en la
(Tabla 5.) y con esto se pudo estandarizar la técnica empleada, obteniéndose de
esta un factor promedio, para la determinacion de la concentracién de NH," en la

poblacién de estudio y grupo control.

Curva de calibracion de NH,* expresado en
sangre.

0,16
0,14 y =0,0011x + 0,0038
R2=0,9935 -0

0,12 <
0,1
0,08

0,06

Absorbancias

0,04

0,02

0 20 40 60 80 100 120 140
Concetracion (ug/dl)

Figura 5. Curva de calibracién de las absorbancias de los estandares de NH,"
expresados en sangre para obtencion de factor promedio. Fuente: Autores de

trabajo de titulacion.

d) El factor promedio se obtuvo considerando la media de los factores obtenidos de
cada estandar de NH," expresado en sangre, que se encuentran detallados en el
Anexo 3 (punto 5.2.).
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e) Se verificd que el factor promedio fue éptimo, mediante el analisis de 4 muestras;
3 muestras correspondientes a individuos sin antecedentes patoldgicos hepaticos
y abstemios de ETOH y una muestra correspondiente a un individuo con
diagnostico de enfermedad hepética; para constatar si los individuos presentaban
0 no antecedentes patolégicos se comprobd con previos exdmenes médicos y de
laboratorio. Obteniéndose 3 resultados entre los valores de referencia y uno por
encima de estos, correspondiente a un paciente con enfermedad hepatica
mencionada anteriormente. Por tanto, el factor obtenido fue idoneo para la

determinaciéon de NH," en la poblacion de estudio y grupo control.

5. ldentificacion de las muestras y recoleccién de datos:

Cada muestra fue identificada con un codigo humérico de acuerdo al orden de la toma de
muestra, se trabajo por duplicado con la mitad de las muestras tomadas. Tanto para la
poblacion de estudio como para el grupo control se procedié a informar a cada paciente
sobre dicho estudio, solicitar su colaboracién y compromiso a través de una hoja de
consentimiento informado (Anexo 1) y se realizé una encuesta (Anexo 2) para la
recoleccién de datos importantes que correspondian a las caracteristicas generales o

variables en estudio (Tabla 2.).

6. Condiciones que debe cumplir el paciente para latoma de muestra:

-No realizar ninguna actividad fisica (trotar, ejercicios) antes de la toma de muestra.

-El paciente debe estar en ayuno de 8-12 horas.

-Si est4d tomando algiin medicamento, debe informar en la toma de la muestra el nombre y

la dosis que esta tomando.
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7. Condiciones para latomay transporte de la muestra:

-La muestra de sangre fue tomada en un tubo con desproteinizante, exenta de
anticoagulante, y transportada a temperatura de refrigeracion (2 a 8°C), hasta su posterior
andlisis en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas y el de atencién al publico
de la Universidad de Cuenca. Cabe recalcar ademas que el NH," es estable por 24 horas
a -18°C.

-En el momento de la toma de muestra el torniquete se colocé el menor tiempo posible
para evitar que haya contraccion muscular que provoque una liberaciéon mayor de NH," en
sangre, y generen elevaciones falsas de los resultados.

-La muestra de sangre fue tomada de tal manera que se evite hemodlisis. (Pontifica

Universidad Javeriana Bogot4, 2015)

8. Métodos y técnicas de analisis:

8.1. Determinacién de NH," en sangre-Método de microdifusion de Gilardoni:

Fundamento:

Se bhasé en la desproteinizacion inmediata de la sangre extraida en una solucion
bufferada de cloruro de mercurio y acetato de plomo, deteniéndose asi el proceso de
formacion de amoniaco in vitro. De este modo se obtuvo un centrifugado libre de
compuestos nitrogenados capaces de originar NH," por accion del alcali en la difusion y el
sobrenadante limpido de la centrifugacion. Se empleé la microdifusion en camara de
Conway que es un recipiente cerrado que dispone en su interior de dos compartimentos,
un exterior para la muestra problema (centrifugado libre de compuestos nitrogenados) y
agentes liberantes (K,COz Yy IK) y un interno para el reactivo absorbente o fijante (H.SO,
0.005 N). Se bas6 que al hacer hermética la camara se establecié una corriente del
producto volatil (NH,") desde el area de su liberacién hacia la de su fijacion; producida por

las diferencias de tensién del producto volatil en ambas superficies (Figura 6.). El producto
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fjado (NH,") se valor6 mediante una técnica colorimétrica de uremia (Lévine y Selva,
2000).

Los reactivos empleados, el procedimiento y célculos se detallan en la seccion de anexos.
(Anexo 3., punto 4.y 5.).

0.5ml de H2504

1ml de K2C0O3- 0.005M.
Agente liberante. Agente
Absorbente.

0.2 ml de IK - Agente
liberante.

Compartimento Externo.

1 ml de Sobrenadante
(centrifugado libre de
compuestos
nitrogenados).

X

Compartimento Interno.

Figura 6. Microdifusién de NH," en camara de Conway. Fuente: Autores de trabajo
de titulacién.

8.2. Determinacién cuantitativa de amonio-Técnica colorimétrica de uremia:

Técnica:

El NH," liberado por microdifusion de la técnica especificada anteriormente, reacciond con
fenol (Reactivo A) e hipoclorito de sodio (Reactivo B) en medio alcalino produciéndose
azul de indofenol que se determiné colorimétricamente, que fue leido en

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 640 nm (Wiener Lab, 2016).

Una vez obtenida la absorbancia a 640 nm, se realizaron los calculos correspondientes
para obtencion de las concentraciones de NH," en sangre (ug/dl) para la poblacién de
estudio al inicio y al final del tratamiento de desintoxicacion como para el grupo control
(Anexo 3., punto 5.2. y 5.3.).
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Los reactivos empleados, el procedimiento y célculos se detallan en la seccién de anexos.
(Anexo 3., punto 4.y 5.).

9. Analisis estadistico:

Los datos obtenidos tanto de la poblacion de estudio como del grupo control fueron
procesados y almacenados con la confidencialidad que corresponda en el margen de la
ética.

El andlisis estadistico del estudio const6 de diferentes puntos, se trabajé con un nivel de

confianza del 95% con un valor de probabilidad p< 0.05.

El andlisis estadistico se desarroll6 en el programa estadistico SPSS v23. Se realiz6 un
analisis descriptivo con las variables correspondientes a la poblacién de estudio y del

grupo control; estableciendo frecuencias y porcentajes.

Se realizé una asociacion entre las caracteristicas generales de la poblacién de estudio y

las concentraciones de NH," inicial, mediante una regresion lineal multiple.

Para la comparacion de las concentraciones de NH,* en sangre entre la poblacion de
estudio y el grupo control se empled la prueba estadistica T de student para muestras

independientes o no pareadas.

Para la comparacion de las concentraciones de NH," en sangre de la poblacion de estudio
al ingreso y al final del tratamiento de desintoxicacion se empleé la prueba estadistica T

de student para muestras relacionadas o pareadas, en un tamafio de muestra (n=30).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracteristicas generales de los grupos de estudio:

Se trabajé con 30 pacientes masculinos, alcohdlicos crénicos, internados en el “CRA”, y
30 estudiantes masculinos abstemios de ETOH de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Cuenca como grupo control; las caracteristicas generales se detallan a
continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio y grupo control.

POBLACION DE ESTUDIO GRUPO CONTROL
VARIABLES n=Numero Porcentaje n=Numero Porcentaje (%)
de (%) de
pacientes pacientes
(30) (30)
Urbana 12 40 10 33.3
Procedencia
Rural 18 60 20 66.7
18-30 Adulto 17 56.7 21 70
Edad joven
31-64 Adulto 13 43.3 9 30
1-2 vasos (1 4 13.3
Cantidad de vaso=200ml)
ingesta de 3-4vasos (1 9 30
ETOH (ml). vaso= 200ml)
1 botella 9 30
(750ml)
2 botellas (1 8 26.7
botella
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=750ml)

2 diasala 14 46.7
Frecuencia semana
de ingestal 3diasala 6 20
de ETOH. semana

4 dias a la 8 26.7

semana

Todos los 2 6.7
dias

Fuente: Datos obtenidos del programa estadistico SPSS V23.

De acuerdo a la apreciacion de la Tabla 6, se pudo observar que, en las caracteristicas de
la poblacién de estudio, en la variable procedencia el 40% pertenecian a las parroquias
urbanas y el 60 % a las parroquias rurales de la ciudad de Cuenca, y con respecto a la
edad, el 56.7 % fueron pacientes entre 18-30 afios de edad considerados como adultos
joévenes mientras que el 43.3% entre 31-64 afios de edad considerados como adultos y en
cuanto al grupo control el 33.3% de los pacientes eran procedentes de las parroquias
urbanas, mientras que el 66.7% de las parroquias rurales y un 70 % correspondia a
edades entre 18-30 afios de edad (adulto joven) y el 30 % correspondia a pacientes entre
31-64 afios de edad (adultos). El tiempo de ingesta de ETOH del total de la poblacion de
estudio era mayor a 6 meses considerandose segun la OMS como bebedores excesivos
(alcohdlicos cronicos); con respecto a la variable cantidad de ingesta, un 30 % consumian
3-4 vasos de ETOH y un porcentaje similar a lo anterior (30%) consumian 1 botella, asi
mismo se valoro la frecuencia de ingesta evidenciandose que el 46.7 % de pacientes

ingerian 2 veces a la semana.
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2. Resultados de las concentraciones de NH;" (pg/dl) de la poblacion de estudio al inicio y final de su
tratamiento de desintoxicacion, relacion entre éstas y datos de las variables de estudio obtenidas de

encuesta personal:

Tabla 7. Variables de estudio, concentraciones de NH," (ug/dl) de la poblacién de estudio al inicio y final de su tratamiento
de desintoxicacion, relacion CF/CI.

CODIGO | EDAD | PROCEDENCIA | CANTIDAD | FRECUENCIA | CONCENTRACIONES A CONCENTRACIONES Relacion
DEL DE DE INGESTA DE AMONIO DE AMONIO CFI/CI
PACIENTE INGESTA DE ETOH. (ug NH,/ dl sangre) (ug NH,4*/ dl sangre)
DE ETOH. INICIO FINAL
(ml)
01 37 Rural 3-4 vasos 3 dias a la 70.90 66.23 0.93
(1 vaso= semana
200ml)
02 35 Rural 1-2 vasos 2 diasala 45.00 38.21 0.85
(1 vaso= semana
200ml)
03 24 Urbana 2 botellas 2 dias ala 86.61* 79.39* 0.92
(1 botella semana
=750ml)
04 29 Rural 1-2 vasos 2 diasala 47.55 46.70 0.98
(1 vaso= semana
200ml)
05 37 Urbana 1 botella 2 dias ala 76.00* 71.32 0.94
(750ml) semana
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06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

32

28

36

30

31

25

34

33

37

27

20

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Urbana

3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
1-2 vasos
(1 vaso=
200ml)
1 botella
(750ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
1 botella
(750ml)
1 botella
(750ml)
1 botella
(750ml)

2 diasala
semana

2 dias ala
semana

2 diasala
semana

2 dias ala
semana

2 diasala
semana

2 dias ala
semana

3diasala
semana

4 dias a la
semana

todos los dias

4 dias ala
semana
3diasala
semana
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76.42*

53.07

55.19

80.67*

71.33

62.41

83.21*

112.93*

113.78*

93.40*

82.37*

Y .

73.87

48.39

50.09

77.26*

67.93

60.71

79.81*

110.81*

110.38*

87.89*

79.82*
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0.97

0.91

0.91

0.96

0.95

0.97

0.96

0.98

0.97

0.94

0.97



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

35

32

34

37

23

21

27

21

20

28

26

Urbana

Urbana

Rural

Rural

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Rural

Rural

3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
1 botella
(750ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
1 botella
(750ml)
3-4 vasos
(1 vaso=
200ml)
2 botellas
(1 botella
=750ml)
1-2 vasos
(1 vaso=
200ml)
1 botella
(750ml)

3 dias ala
semana

4 dias a la
semana

3 dias a la
semana

4 dias a la
semana

todos los dias

2 diasala
semana

4 dias a la
semana
2 diasala
semana

4 dias a la
semana

2 diasala
semana

3 dias ala
semana
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73.45

131.62*

71.33

116.33*

110.39*

84.91*

75.15*

67.08

126.94*

47.55

84.06*

ez -
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73.02

116.36*

69.20

111.23*

102.32*

82.36*

73.87

52.65

118.45*

40.76

75.15*
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0.99

0.88

0.97

0.96

0.93

0.97

0.98

0.78

0.93

0.86

0.89
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28 20 Rural 3-4 vasos 2diasala 69.63 64.53 0.93
(1 vaso= semana
200ml)
29 21 Rural 2 botellas 4 dias a la 105.29* 101.89* 0.97
(1 botella semana
=750ml)
30 30 Urbana 1 botella 4 diasala 80.67* 73.67 0.91
(750ml) semana
Promedio=
+0.94

*Paciente que presenta un valor de NH4" superior a los de referencia.

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

De acuerdo a la Tabla 7, se observa las variables, las concentraciones de NH," iniciales y finales de la poblacién de estudio y la
relacion entre éstas, indicandonos que existié una disminucién de un valor promedio de + 0.94 entre la concentracion inicial con la

final de cada paciente.
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3. Asociacion de las variables de estudio edad, cantidad y frecuencia de
ingesta de ETOH con respecto a las concentraciones de NH," iniciales

de la poblacion de estudio:

Se aplico la prueba estadistica de regresion lineal multiple para establecer cual de las
variables obtenidas por encuesta personal se asociaban directamente con la

concentracion de NH," inicial en la poblacion de estudio.

Tabla 8. Asociacion de las variables de estudio con la concentracion de NH," inicial.

Variable de Coeficiente Valor de p Intervalo de
estudio confianza
EDAD -0.185 0.496 -0.734; 0.365
CANTIDAD DE 0.012 <0.001 0.009; 0.015
INGESTA DE
ETOH (ml).
FRECUENCIA DE 0.843 0.754 -4.637; 6.322
INGESTA DE
ETOH.
R=0.872

De acuerdo a la Tabla 8, la variable cantidad de ingesta de ETOH (ml) estuvo
directamente relacionada con la concentracion de NH," y estad asociacion fue
estadisticamente significativa (p<0.001), de acuerdo al coeficiente obtenido, por cada
unidad de ingesta (ml) se incrementé en 0.012 unidades la concentracion de NH,",
ademas de un valor de R = 0.872 indicando que existi6 una buena correlaciéon entre la

cantidad de ingesta de ETOH y la concentracion inicial de NH,".
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4. Resultados de la determinacion de la concentracion de NH;" (ug/dl)

para grupo control:

Tabla 9. Resultados de la determinacién de la concentracion de NH," (ug/dl) para

grupo control.

Caodigo del paciente

Concentraciones de (ug NH," /dl sangre)

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

50.53

49.25

64.96

36.51

50.53

67.08

32.27

28.02

42.04

47.55

40.34

30.57

50.95

52.65

22.51

48.40

53.92

22.93
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19 51.38
20 47.55
21 33.12
22 27.17
23 64.96
24 67.93
25 51.38
26 33.97
27 53.92
28 45.85
29 39.06
30 51.80

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

5. Comparacién de las concentraciones de NH; en sangre en la
poblacion de estudio, en dos periodos de tiempo (inicio y final del

tratamiento de desintoxicacion):

Para la comparacion de las concentraciones de NH," en sangre en los alcohdlicos
cronicos del “CRA” al inicio y final de su tratamiento de desintoxicacion, se aplico la
prueba T de student para muestras relacionadas, se trabajé con un nivel (a) del 5% que
en decimal es 0.05 y por tanto con un intervalo de confianza para la media del 95%.
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Tabla 10. Concentraciones de NH," inicio y final del tratamiento de

desintoxicacion de la poblacién de estudio.

Variables Media Desviacién estandar Minimo
Maximo
Concentracién de
NH," inicial en 81.84 45.0
sangre (pg/dl) 23.3 131.62
n=30
Concentracion de 38.21
NH,4" final en 76.84 22.5 118.45

sangre (ug/dl)
n=30
p-valor< 0.001

Fuente: Datos obtenidos del programa estadistico SPSS V23.

De acuerdo a la apreciacién de la Tabla 9, se pudo observar que los valores de las
medias de las concentraciones de NH," iniciales y finales, mostraron una disminucion
significativa de acuerdo al valor de p obtenido (p < 0.001). Por lo que, al existir diferencia
entre las concentraciones se evidencié que el tratamiento de desintoxicacion influyd de
cierta manera a mejorar la funciéon hepética evidenciandose en la disminuciéon de NH," en

sangre, sin embargo, estos valores no se acercaban a los valores de referencia.

6. Comparacion de las concentraciones de NH," en sangre entre la poblacién de
estudio al ingreso al “CRA” y al finalizar el tratamiento de desintoxicacién y el

grupo control:

Para la comparacién de las concentraciones de NH,” en sangre entre los alcohdlicos

cronicos del “CRA” y el grupo control se aplicd la prueba T de student para muestras
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independientes, se trabajo con un nivel (a) del 5% que en decimal es 0.05. Por tanto, con

un intervalo de confianza para la media del 95%.

Tabla 11. Concentraciones de NH," iniciales y finales de la poblacién de estudio y
grupo control.

Variables Media Desviacion estandar Minimo
Maximo
Concentracion de
NH,* en grupo 44.97 12.6 2251
control (ng/dl) 67.93
n=30
Concentracion de
NH," inicial en 81.84 23.3 45.0
poblacion de 131.62
estudio (ug/dl)
n=30
Concentracion de
NH," final en 76.84 22.5 38.21
poblacion de 118.45
estudio (ug/dl)
n=30
p-valor< 0.001

Fuente: Datos obtenidos del programa estadistico SPSS V23.

De acuerdo a la apreciacion de la Tabla 10, se pudo observar que los valores de las
medias de las concentraciones de NH," iniciales y finales de la poblacion de estudio con
respecto a las del grupo control, mostraron una diferencia significativa por el valor de p
obtenido (p < 0.001); observandose que las concentraciones del grupo control estaban
dentro de los valores de referencia mientras que las concentraciones de los pacientes
alcohdlicos cronicos, independientemente iniciales o finales se encontraban superiores a

los valores de referencia.
|
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7. DISCUSION:

El ETOH al ser consumido de manera continua produce efectos adversos sobre todo la

toxicidad hepatica, cuando sobrepasan los valores permitidos por la OMS.

En el alcoholismo crénico a nivel del metabolismo hepatico se produce una disminucién
del NAD, esto conlleva a un exceso de NADH que provoca un desequilibrio en reacciones
metabdlicas dando como lugar hiperuricemia y la disminucion de la B-oxidacién de los

acidos grasos produciéndose un higado graso.

Por otro lado, el ETOH produce una disminucion de sustancias antioxidantes, como el
glutation, que es importante para la neutralizacion de radicales libres que provocan dafio
al ADN y a la mitocondria; ademas el AcH producto de la oxidacion es toxico para las

mitocondrias, y capaz de estimular la fibrogénesis y carcinogénesis.

El NH," sigue el ciclo de la urea, como mecanismo de detoxificacion, que se encuentra
alterado en el alcoholismo crénico, afectdndose las reacciones mitocondriales vy
citosélicas a nivel del hepatocito, por tal razén el NH," no puede ser eliminado y puede

verse reflejado con concentraciones elevadas en sangre.

En este estudio se obtuvo que, de las caracteristicas generales de la poblacion de estudio
obtenidas mediante encuesta personal, el mayor porcentaje de pacientes fueron de
procedencia rural, entre las edades de mayor predominio se encontr6 que fueron
pacientes entre 18-30 afios de edad considerados como adultos jovenes, con respecto a
la cantidad de ingesta, un mayor predominio de pacientes consumian 800 ml. De acuerdo
a estos resultados se pudo establecer que la zona rural de la ciudad de Cuenca, asi
mismo que los adultos jovenes tienen elevado indice de consumo de ETOH, por ultimo,
segun la OMS cuando la cantidad de ingesta es mayor a 700ml se considera que la
persona es un bebedor excesivo considerandose un alcohdlico crénico; como el total de la
poblacion de estudio ingerian esta cantidad o mas, se confirmd que eran alcohdlicos
cronicos. Dentro de las caracteristicas generales del grupo control para poder realizar un
estudio de casos controles este grupo cumplié con caracteristicas similares a la poblacion

de estudio.
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Por otra parte, existen factores de riesgo descritos por la OMS como la cantidad de ETOH
mayor a los 700 ml por semana y el tiempo de consumo mayor a los 6 meses que influyen
en el desarrollo y la progresion de la enfermedad hepatica. De acuerdo a la literatura las
personas con una edad comprendida entre los 30 o 40 afios, son propensos a presentar
en mayor prevalencia hepatopatias a causa de consumo de ETOH (OMS, 2012).
Evidencidndose que, de estos factores mencionados Unicamente en el estudio realizado,
la cantidad de ingesta (ml) estaba asociada de manera significativa y directamente al

incremento de las concentraciones de NH,".

Existen evidencias de estudios realizados en distintos paises, como uno en Venezuela por
Urdaneta, 2012, con el titulo: “Relacion del NH," sérico con la severidad de la
encefalopatia hepatica” en pacientes con cirrosis hepatica alcohdlica con y sin
encefalopatia. El promedio de NH," sérico fue mas alto en 27 pacientes con encefalopatia
en comparacién con los pacientes sin encefalopatia y los sujetos del grupo control. Asi
mismo en México por Sanchez, 2014, con el titulo: “METABOLITOS SERICOS
ASOCIADOS A LA SEVERIDAD DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA”. En 41 pacientes
con encefalopatia hepatica (EH) por enfermedad hepética crénica, siendo la principal
causa (80.4%) el alcoholismo, se observaron niveles séricos de NH," elevados (Urdaneta,
2012; Sanchez, 2014).

Ademas, existe un estudio donde se relaciona las enfermedades hepéticas con el
consumo excesivo de ETOH, como en Perd, en un realizado por: Bustios y colaboradores,
2014, con el titulo: “Caracteristicas Epidemiolégicas y Clinicas de la Cirrosis Hepatica en
la Unidad de Higado del HNERM Es-Salud”, en 475 pacientes con diagndéstico de cirrosis
hepatica, se definié que el 28% fue a causa de la ingesta de ETOH.

A pesar de que, si existen estudios en otros paises, que relacionan niveles elevados de
NH," en sangre en pacientes con enfermedades hepaticas a causa del ETOH, en Ecuador
no hay estudios que relacionen directamente las concentraciones de NH," elevadas en
sangre en pacientes alcohdlicos crénicos, pero de acuerdo a los estudios indicados
anteriormente se pudo avalar los resultados obtenidos en el estudio de investigacion
realizado. Por tal motivo, al comparar los resultados de las concentraciones de NH," de la
poblacién de estudio al ingreso al “CRA” como al finalizar el tratamiento de
desintoxicacion con las del grupo control que eran abstemios de ETOH, mostraron una

variacion estadisticamente significativa, y esto nos indicé que el ETOH si tiene un efecto
-
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téxico para el organismo principalmente en el higado, porque al ser ingerido en
cantidades excesivas, se produce una alteracion metabdlica hepética, como la alteracion
del ciclo de la urea mencionado anteriormente, considerandose asi el NH," como un
marcador bioldégico de dafio hepético, evidenciado también en los estudios descritos

anteriormente.

Las concentraciones de NH," iniciales y finales, mostraron una variacion estadisticamente
significativa, por lo que el tratamiento de desintoxicacion llevado a cabo en el “CRA” dio
efectos favorables reflejados en la disminucion de las concentraciones de NH, finales. Sin
embargo, esta disminucion no se acerca a los valores de referencia, debido a una posible
afeccidn hepatica irreversible debida al consumo excesivo de ETOH, sin poder recuperar
la funcién normal del higado, con el desarrollo de complicaciones encefalicas por dafio
hepatico descrito en Urdaneta, 2012 y Sanchez, 2014.

Finalmente, se establecié que los niveles de NH," séricos elevados si actian como un
marcador biolégico de dafio hepatico ante una posible alteracion metabdlica causada por
el consumo excesivo de ETOH, al haber una diferencia significativa con el grupo control
considerados como abstemios de ingesta de ETOH; y esta elevacion de NH," pudo estar
asociada a una enfermedad hepética.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

< En el estudio realizado, los pacientes de la zona rural de la ciudad de Cuenca, y
de edades entre 18-30 afios de edad tenian elevado indice de consumo de ETOH
y entre las variables, la que mas se asocié a elevaciones séricas de NH,", fue la
cantidad de ingesta de ETOH, debido a que superdé los 700 ml por semana, lo que
pudo desencadenar un desequilibrio metabdlico conllevando al desarrollo de
enfermedades hepaticas.

% Se evidencié una diferencia entre las concentraciones de NH," iniciales y finales
de la poblacién de estudio con respecto al grupo control, a causa del efecto toxico
que tiene el ETOH vy la alteracion metabdlica a nivel del ciclo de la urea que se
lleva a cabo en el higado.

% Se evidenci6é una disminucion significativa entre las concentraciones de NH," al
ingreso al “CRA” y las concentraciones al finalizar el tratamiento de
desintoxicacion, evidenciandose la efectividad del esquema de tratamiento
establecido en el “CRA”.

En este estudio se confirmé que el NH," en pacientes alcohélicos crénicos, actiia

7
0.0

como un marcador biolégico de dafio hepético a causa del consumo excesivo de
ETOH, siendo importante la valoracion subsiguiente de la funcién hepatica en
general en este tipo de pacientes. Por tanto, este estudio puede ser utilizado como
una base para la realizacién de otros estudios y ademas se puede implementar la

técnica de determinacién de NH," en sangre en los laboratorios de anlisis clinico.
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Recomendaciones:

R/

% Se recomienda que para confirmar una enfermedad hepéatica en relacion con las
concentraciones elevadas de NH," en sangre se deben realizar otras pruebas
clinicas hepéticas como las enzimas hepéticas (AST, ALT, y-GT; fosfatasa
alcalina) asi como rayos X, campos magnéticos u ondas sonoras para confirmar
gue tipo de enfermedad especifica esta presente en el paciente.

% Deberian realizarse en Ecuador estudios similares a la relacion de NH," como
marcador bioldgico hepético en alcohdlicos cronicos pues el NH," también se eleva
generalmente en enfermedades cardiacas o renales; para asi poder tener mas
fuentes estadisticas de referencia debido a que se disponia de estudios referente a
otros paises.

< Para que no existan resultados falsos positivos de concentraciones de NH;" en

sangre es importante seguir las condiciones para la toma y el transporte de la

muestra, ademas tomar en consideracion los criterios de inclusién y exclusion

especificados.

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 62



UNIVERSIDAD DE CUENCA

REFERENCIAS

Aguirre, M. (2011). "ENFERMEDAD HEPATICA POR ALCOHOL EN PACIENTES DE 25
A 65 ANOS HOSPITAL GENERAL DOCENTE DE RIOBAMBA". Recuperado el 15
de marzo de 2017, de
http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/1904/1/94T00083. pdf

Baynes, J. (2015). Bioquimica Médica. Barcelona, Espafia. Elsevier Espafia. Recuperado
el 19 de diciembre de 2017, ISBN: 978-84-9022-844-9.

Blanco, D. (2010). Determinacién de amonio en pacientes con cirrosis. Recuperado el 15
de marzo de 2017, de http://hepatologia.org.mx/app/media/pdf/2010/W/02.pdf

Bustios C., Davalos, M. & Roman, R. (2014). Caracteristicas Epidemioldgicas y Clinicas
de la Cirrosis Hepética en la Unidad de Higado del HNERM Es-Salud. Revista de
Gastroenterologia del Perua, 27(3), 1022-1060. Recuperado el 20 de diciembre de
2017, de http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1022-
51292007000300003

Caballeria, L. & Parés, A. (2010). ENFERMEDAD HEPATICA ALCOHOLICA. Revista
Medicine, 35(10), 435-441. Recuperado el 18 de marzo de 2017, de
http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-integral-63-articulo-enfermedad-

hepatica-alcoholica-11328

Campollo, O. (2013). Caracteristicas epidemiolégicas de la cirrosis hepéatica en el Hospital
Civil de Guadalajara. Recuperado el 20 de enero de 2018, de Scielo: de
https://www.scielosp.org/article/spm/v39n3/195-200/

Chawla, J. (2016). Hiperamonemia. Recuperado el 18 de marzo de 2017, de Medscape

Drugs & Diseases: http://www.labtestsonline.es/tests/Ammonia.html?tab=7

Fernandez, E. (2015). Hepatopatia alcohdlica. Recuperado el 17 de marzo de 2017, de
http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51130-01082005000700009

Fernandez, F. H. (2016). Historial Natural de 78 enfermedades. (J. L. Saavedra, Ed.)
Mexico: Editorial Manual Moderno. doi:978-607-518-181-3

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 63


http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-integral-63-articulo-enfermedad-hepatica-alcoholica-11328
http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-integral-63-articulo-enfermedad-hepatica-alcoholica-11328

UNIVERSIDAD DE CUENCA éi_‘%

Hernandez, A. G. (2014). Principios de la Bioquimica Clinica y Patologia Molecular.
Barcelona, Espafia. Elsevier Espafia. Recuperado el 19 de diciembre de 2017,
ISBN: 978-84-9022-431-1

Heron, M. & Murphy, S. (2014). Cirrosis. Recuperado el 8 de noviembre de 2017, de
National Digestive Diseases Information Clearinghouse:
https://www.med.unc.edu/gi/specialties/liver/files/brochure-
pdfs/NIH%20Cirrhosis%20-spanish.pdf

Lazarte, R. (2014). Enfermedad hepatica por alcohol. Recuperado el 22 de marzo de
2017, de http://bvs.minsa.gob.pe/local/minsa/2986.pdf

Lovine, E. & Selva, A. (2000). El laboratorio en la Clinica (3ra Edicién ed.). Buenos Aires:
Editorial Médica Panamericana, 959-962.

Llanque, M. & Gutiérrez, C. (2015). HEPATOPATIA ALCOHOLICA. REVISTA MEDICINA
CIENCIA INVESTIGACION Y SALUD (2), 223-245, de
http://www.revistasbolivianas.org.bo/scielo.php?pid=S1818-
52232005000100011&script=sci_arttext

MacPhee, S. J. (2015). Fisiopatologia de la enfermedad. Editorial Mexicana. Recuperado
el 19 de diciembre de 2017. ISBN: 978-607-1 5-0400-5

Meléndez, A. & Gonzélez, J. (2012). Principales causas y factores asociados a cirrosis
hepatica en los pacientes del Hospital General de Zona 2 de Chiapas, México.
Revista Biomédica-MEDWAVE, 12(7), 150-185.
doi:10.5867/medwave.2012.07.5454

Menéndez, M. & Mosquera, J. (2012). ALCOHOL ETILICO: Un téxico de alto riesgo.

Edicion 2010. Revista Facultad Médica Universal Nacional de Colombia, 32-47

Mohan, H. (2012). Patologia. Buenos Aires. Editorial médica Panamericana. Sexta
edicion. Recuperado el 19 de diciembre de 2017. ISBN: 978-950-06-0286-0

Naveillan, P. (2012). SOBRE EL CONCEPTO DE ALCOHOLISMO. Recuperado el 19 de
abril de 2017, de http://hist.library.paho.org/Spanish/BOL/v91n4p340.pdf

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 64



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, (2012). Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS). Recuperado el 5 de abril de 2017, de Comité de Evaluacion Etica de la
Investigacion (CEl): http://www.puce.edu.ec/documentos/Consentimiento-
Clinico.pdf

Pérez, M. & Castellano, G. (2012). Higado y alcohol. Recuperado el 11 de noviembre de
2017, de Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario 12 de octubre,
Madrid: http://lwww.aegastro.es/sites/default/files/archivos/ayudas-

practicas/55_Higado_y_alcohol.pdf

Pontifica Universidad Javeriana Bogota. (2015). RECOMENDACIONES PARA LA TOMA
DE MUESTRA DE AMONIO SANGUINEO. Recuperado el 25 de marzo de 2017,
de
http://www.javeriana.edu.co/ieim/articulos/Recomendaciones_para_toma_de_Amo
nio%5B1%5D. pdf

Ruiz, H. (2012). Enfermedades médicas y estomatoldgicas provocadas por el alcoholismo
en adultos y adolescentes. Modelos animales. Revista Cubana de Investigaciones
Biomédicas, 31(1), 864-876.

Sanchez, J. (2014). METABOLITOS SERICOS ASOCIADOS A LA SEVERIDAD DE LA
ENCEFALOPATIA HEPATICA. Recuperado el 20 de Enero de 2018, de DSPACE:
https://cdigital.uv.mx/bitstream/123456789/41612/2/PenicheMoguelKarla.pdf

Téllez, J. (2013). ALCOHOL ETILICO. Un téxico de alto riesgo para la salud humana
socialmente aceptado. Recuperado el 12 de noviembre de 2017, de

https://revistas.unal.edu.co/index.php/revfacmed/article/viewFile/23096/23864

Urdaneta, D. (2012). Relaciéon del amonio sérico con la severidad de la encefalopatia
hepatica. Recuperado el 15 de marzo de 2017, de
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0016-
35032008000100012

Wiener Lab. (2016). Determinacion de urea en suero, plasma y orina. Recuperado el 27
de marzo de 2017, de http://www.wiener-

lab.com.ar/VademecumbDocumentos/Vademecum%?20espanol/uremia_sp.pdf

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 65



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXOS

Anexo 1:

Titulo de la Investigacién: DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMONIO COMO
MARCADOR BIOLOGICO DE DANO HEPATICO EN PACIENTES ALCOHOLICOS
CRONICOS. CASOS Y CONTROLES.

Investigadores Principales: Maria Belén Calderdn Rivera.

Juan José Matute Pafora

Sede donde se realizara el estudio: Universidad de Cuencay “CRA”.
PARTE |
Informacion

Nosotros Maria Belén Calder6n y Juan José Matute, egresados de la carrera de
Bioquimica y Farmacia de la Universidad de Cuenca, estamos investigando los
niveles de NH," en sangre como marcador biolégico de efecto de dafio hepético en
pacientes alcohdlicos crénicos. A través del presente formulario queremos brindarle
informacién e invitarle a ser parte de la presente investigaciéon. Debemos recalcar que
usted es libre de tomar la decision de participar o no, la misma no debe ser tomada
en el momento, puede tomar el tiempo necesario para decidir. En el caso de existir
dudas acerca del presente o de haber terminologia incomprensible, estaremos
prestos a despejar cualquier inquietud.

Propdsito
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El alcoholismo es un trastorno crénico de la conducta en el que una persona
consume ETOH de forma excesiva, que afecta principalmente al higado. El higado es
el encargado de funciones metabdlicas del organismo entre las que esta el
metabolismo nitrogenado; el NH,;" es un producto de dicho metabolismo
especificamente de los aminoacidos; ademas es un marcador biolégico de efecto de
dafio hepético tras un consumo excesivo de ETOH. Por lo que en pacientes con
problemas de alcoholismo crénico al existir un dafio hepatico se asociaria con
elevacion de los niveles de NH,".

Por tal razén la presente investigacion tiene como propdsito determinar y comparar
en pacientes con alcoholismo crénico del “CRA” los niveles de NH," como un
marcador biolégico de efecto de dafio hepatico con respecto a un grupo control, y
asi dar contribucién médica para la deteccion oportuna y control de afecciones y
complicaciones hepéticas graves, como consecuencia del consumo excesivo de
ETOH para los pacientes que lo requieran y a la sociedad por tratarse de una
enfermedad cronica de tipo social.

Tipo de Intervencion que se realizara

Para el desarrollo de esta investigacion, serd necesario la extraccion de dos muestras
de sangre, la primera al inicio de su tratamiento de desintoxicacion y la segunda al
finalizar el mismo, en cada muestra se determinara los niveles de NH,", mediante el
método de microdifusion de Gilardoni para liberacion de NH," y su respectiva

cuantificacion mediante los reactivos del test de uremia.

Es necesario también realizar la encuesta al paciente de donde se recopilara de forma

estrictay confidencial la siguiente informacion:

e Edad

e Lugar deresidencia

e Tiempo deingestade ETOH

e Cantidad de ingesta de ETOH

e Frecuenciadeingestade ETOH
e Antecedentes patologicos

e Asociacidn con otras sustancias de habito
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e Tiempo de tratamiento de desintoxicacion

e Historial de rehabilitacion

Seccion de Participantes

Estamos invitando a participar en esta investigacion a los pacientes que padecen de
alcoholismo crénico, que estan internados en el “CRA”, para determinar los niveles
de NH," en sangre y que ademas cumplan con las siguientes caracteristicas:

o Pacientes que no padezcan Enfermedad Renal.

e Pacientes que no padezcan Enfermedad Cardiaca.

e Pacientes que no padezcan Enfermedades hemoliticas.

e Pacientes que no tengan habitos de consumo de tabaco y otras drogas.

e Pacientes que no padezcan afecciones hepéaticas como antecedente

patolégico.

Participacion Voluntaria

Usted es completamente libre de decidir si participar o no en nuestra investigacion.
Si usted elige participar o no, los servicios que recibe en el “CRA” seran siempre los
mismos. Si decide participar y en adelante cambia de opinion, puede abandonar la

investigacién sin ningun tipo de represaria en su contra.
Procedimientos y Protocolos

Una vez que usted haya tomado la decisién y compromiso (Firma del Consentimiento
Informado) de participar en la investigacién, se procederd a tomar las muestras de
sangré en la que se desarrollara el andlisis posterior en el laboratorio de la Facultad
de Ciencias Quimicas y el de atencion al publico de la Universidad de Cuenca; donde
se determinard los niveles de NH,", mediante el método de microdifusion de Gilardoni
para liberacién de NH," y su respectiva cuantificacion mediante el test de uremia. A
Su vez, tras su autorizacion realizaremos la encuesta de la cual obtendremos los

datos anteriormente mencionados.

Duracioén
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El desarrollo completo de la investigacion se llevara a cabo en el lapso de 9 meses en
los cuales tendremos dos visitas a su persona; la primera, al inicio de su tratamiento
de desintoxicacién y al mismo tiempo se realizara la encuesta para la obtencion de
datos de importancia y ademas se consolidarda su compromiso a través del presente
documento. La segunda, al finalizar el tratamiento de desintoxicacion, y una vez
concluida la investigacion se procedera a dar a conocer los resultados hallados en

nuestra investigaciéon alas autoridades respectivas del centro “CRA”.

Efectos adversos

Ninguno

Riesgos

Ninguno

Molestias
Al participar en la investigacién la Unica molesta que se experimentara es el dolor

originado por el pinchazo de la aguja para extraer la muestra de sangre.

Beneficios

Dar contribucién médica para la deteccién oportuna y control de afecciones
hepéaticas, para los pacientes que lo requieran.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, la terapia recibida en el
centro “CRA” podria ser modificada de acuerdo a las necesidades especificas; por

otra parte, el analisis de sangre a realizarse sera gratuito.

Confidencialidad

En nuestra investigacion bajo ningln concepto se revelara su identidad como
participante. Toda la informacién que se obtenga de la investigacién y de usted se
mantendra bajo confidencialidad. La informacion obtenida de su persona se
registrarq a través de un codigo alfa-numérico qué Unicamente los investigadores
conoceran y nadie mas que los investigadores tendran acceso a la informacién.

Los resultados serdn entregados a las autoridades respectivas de “CRA”, quienes

procederan a la entrega de manera individual de los resultados obtenidos y en caso
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de no querer saber lo resultados esta en su derecho de manifestarlo. Los resultados
de la investigacion que necesiten ser expuestos para obtener la titulacion, se

expondran resguardando la identidad e integridad de todos los participantes.

Derecho a Negarse o retirarse

Su participacion o no dentro de esta investigacion no afectara en ninglin aspecto el
servicio y la atencién que recibe dentro del “CRA”. Es su eleccion y todos sus
derechos seran respetados.

A quien contactarse
Si tiene alguna duda o inquietud en el momento o méas adelante, puede comunicarse
con las siguientes personas quienes estaremos dispuestos a atenderlo en cualquier

momento:

Dra. Ruth Eugenia Rosas Castro, Mgt.
Teléfono Celular: 0999792227

e-mail: ruth.rosas@ucuenca.edu.ec

Maria Belén Calderén Rivera
Teléfono Celular: 0999032215

e-mail: belen.calderon@ucuenca.ec

Juan José Matute Pafiora
Teléfono Celular: 0987485578
e-mail: jose.matutep@ucuenca.ec

PARTE I

Para el participante potencial

B o TR , con cédula de
Identidad..........c.coeviiiiiiiieaees , de nacionalidad.............cccceiiiiiiiiiiiiie s ,
mayor de edad, con domicilio en...........c.cecviiiiiiiinnnnen. He leido la informacion
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proporcionada y/o me ha sido leida, he tenido la oportunidad de preguntar sobre ella
y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion: DETERMINACION DE LOS NIVELES
DE AMONIO COMO MARCADOR BIOLOGICO DE DANO HEPATICO EN PACIENTES
ALCOHOLICOS CRONICOS. CASOS Y CONTROLES. Como participante y entiendo
que tengo el derecho de retirarme de la investigacién en cualquier momento sin que

me afecte en ninguna manera mis servicios en el centro “CRA”.

Firma del Participante

Fecha: dd/mm/aa
Para el Investigador

o T , con cédula de
Identidad............ccccvviiiiiiiie , de nacionalidad...........c.oiiiiiiiiiiiiin i He
leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento

libremente.

Maria Belén Calderéon R.

Fecha: dd/m/aa

D o TR , con cédula de
Identidad............cccviiiiiiiiiii , de nacionalidad..........c...coooiiiiiiiiiiiin, He
leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la

oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento
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libremente.

Juan José Matute P.
Fecha: dd/m/aa

Formato tomado de: Organizacién Mundial de la Salud (OMS) Comité de Evaluacién
Etica de la Investigacion: http://www.puce.edu.ec/documentos/Consentimiento-
Clinico.pdf (Organizacién mundial de la salud, 2012).

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION CLINICA A ESTUDIANTES DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS DE LA UNIVERSIDAD DE CUENCA COMO GRUPO CONTROL.

Titulo de la Investigacion: DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMONIO COMO
MARCADOR BIOLOGICO DE DANO HEPATICO EN PACIENTES ALCOHOLICOS
CRONICOS. CASOS Y CONTROLES.

Investigadores Principales: Maria Belén Calderon Rivera.

Juan José Matute Pafiora

Sede donde se realizara el estudio: Universidad de Cuenca.

PARTE |
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Informacién

Nosotros Maria Belén Calder6on y Juan José Matute, egresados de la carrera de
Bioquimica y Farmacia de la Universidad de Cuenca, estamos investigando los
niveles de NH," en sangre, ha estudiantes sin habitos de consumo de ETOH vy sin
asociacion a otras sustancias de hébito. A través del presente formulario queremos
brindarle informacion e invitarle a ser parte de la presente investigacion. Debemos
recalcar que usted es libre de tomar la decisién de participar o no, la misma no debe
ser tomada en el momento, puede tomar el tiempo necesario para decidir. En el caso
de existir dudas acerca del presente o de haber terminologia incomprensible,
estaremos prestas a despejar cualquier inquietud.

Propdsito

El alcoholismo es un trastorno crénico de la conducta en el que una persona
consume ETOH de forma excesiva, que afecta principalmente al higado. El higado es
el encargado de funciones metabdlicas del organismo entre las que esta el
metabolismo nitrogenado; el NH,;" es un producto de dicho metabolismo
especificamente de los aminoacidos; ademas es un marcador biolégico de efecto de
dafio hepético tras un consumo excesivo de ETOH. Por lo que en pacientes con
problemas de alcoholismo crénico al existir un dafio hepatico se asociaria con
elevacion de los niveles de NH,".

Por tal razén la presente investigacién tiene como propdésito determinar y comparar
en pacientes con alcoholismo crénico del “CRA” los niveles de NH,” como un
marcador biolégico de efecto de dafio hepéatico con respecto a un grupo control, y
asi dar contribucién médica para la deteccién oportuna y control de afecciones y
complicaciones hepaticas graves, como consecuencia del consumo excesivo de
ETOH para los pacientes que lo requieran y a la sociedad por tratarse de una

enfermedad cronica de tipo social.

Tipo de Intervencién que se realizara

Para el desarrollo de esta investigacion, sera necesario la extraccion de una sola
toma de muestra de sangre, en la que se determinara los niveles de NH,", mediante el
método de microdifusion de Gilardoni para liberacion de NH," y su respectiva
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cuantificacion mediante los reactivos del test de uremia.

Es necesario también realizar la encuesta al estudiante donde se recopilard de forma

estricta y confidencial la siguiente informacion:

e Edad

e Lugar deresidencia

e Consumo de ETOH

e Antecedentes patolégicos

e Asociacidn con otras sustancias de habito

Seccion de Participantes

Estamos invitando a participar en esta investigacién a estudiantes sin habitos de
consumo de ETOH y sin asociacién a otras sustancias de habito, de la facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca, para determinar los niveles de NH,"
en sangre como marcador biolégico de dafio hepético y que ademas cumplan con las

siguientes caracteristicas:

e Pacientes que no padezcan Enfermedad Renal.

e Pacientes que no padezcan Enfermedad Cardiaca.

o Pacientes que no padezcan Enfermedades hemoliticas.

e Pacientes que no padezcan afecciones hepaticas como antecedente

patolégico.

Participacién Voluntaria

Usted es completamente libre de decidir si participar o no en nuestra investigacion.
Si usted elige participar o no, los servicios que recibe en la Universidad de Cuenca
seran siempre los mismos. Si decide participar y en adelante cambia de opinion,

puede abandonar lainvestigacion sin ningun tipo de represaria en su contra.
Procedimientos y Protocolos

Una vez que usted haya tomado la decisién y compromiso (Firma del Consentimiento

Informado) de participar en la investigacion, se procedera a la toma de muestra de
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sangre en la que se desarrollara el andlisis posterior en el laboratorio de la facultad
de Ciencias Quimicas y el de atenciédn al publico de la Universidad de Cuenca; donde
se determinard los niveles de NH,*, mediante el método de microdifusion de Gilardoni
para liberaciéon de NH," y su respectiva cuantificacion mediante el test de uremia. A
Su vez, tras su autorizacion realizaremos la encuesta de la cual obtendremos los

datos anteriormente mencionados.
Duracion

El desarrollo completo de la investigacion se llevara a cabo en el lapso de 2 meses,
en el cual al inicio de la investigacién se procedera a una sola toma de muestra de
sangre, al mismo tiempo se realizar4 la encuesta para la obtencién de datos de

importanciay se consolidara su compromiso a través del presente documento.

Efectos adversos

Ninguno

Riesgos

Ninguno

Molestias
Al participar en la investigacidn la Gnica molesta que se experimentara es el dolor

originado por el pinchazo de la aguja para extraer la muestra de sangre.

Beneficios
Como parte del grupo control, contribuye al desarrollo de la Investigacion y, por otra

parte, el andlisis de sangre arealizarse seré gratuito.

Confidencialidad

En nuestra investigacion bajo ningun concepto se revelard su identidad como
participante. Toda la informacién que se obtenga de la investigacién y de usted se
mantendra bajo confidencialidad. La informacion obtenida de su persona se
registrara a través de un cddigo alfa-numérico qué unicamente los investigadores

conoceran y nadie mas que los investigadores tendran acceso a la informacién.
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Los resultados de la investigacién que necesiten ser expuestos para obtener la

titulacion, se expondran resguardando la identidad e integridad de todos los

participantes.

Derecho a Negarse o retirarse

Su participacion o no dentro de esta investigacion no afectara en ninglin aspecto el

servicio y la atencion que recibe dentro de la Universidad de Cuenca. Es su eleccion

y todos sus derechos serén respetados.

A quien contactarse

Si tiene alguna duda o inquietud en el momento o méas adelante, puede comunicarse

con las siguientes personas quienes estaremos dispuestos a atenderlo en cualquier

momento:

Dra. Ruth Eugenia Rosas Castro, Mgt.

Teléfono Celular: 0999792227

e-mail: ruth.rosas@ucuenca.edu.ec

Maria Belén Calderén Rivera
Teléfono Celular: 0999032215

e-mail: belen.calderon@ucuenca.ec

Juan José Matute Pafiora
Teléfono Celular: 0987485578

e-mail: jose.matutep@ucuenca.ec

PARTE I

Para el participante potencial

con cédula de

nacionalidad.............cccceiiiiiiiiiiiiie s ,
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mayor de edad, con domicilio en...........c.ccceiiiiiiiinnnnne. He leido la informacién
proporcionada y/o me ha sido leida, he tenido la oportunidad de preguntar sobre ella
y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion: DETERMINACION DE LOS NIVELES
DE AMONIO COMO MARCADOR BIOLOGICO DE DANO HEPATICO EN PACIENTES
ALCOHOLICOS CRONICOS. CASOS Y CONTROLES. Como participante y entiendo
gue tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que

me afecte en ninguna manera mis servicios en la Universidad de Cuenca.

Firma del Participante

Fecha: dd/mm/aa
Para el Investigador

o TR , con cédula de
Identidad............ccccvviiiiiiiie , de nacionalidad...........c.oiiiiiiiiiiiiin i He
leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento

libremente.

Maria Belén Calderéon R.

Fecha: dd/m/aa

D o TR , con cédula de
Identidad............cccviiiiiiiiiiiien , de nacionalidad...............cccccviiiiiiiiiiie. He
leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la

oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento

MARIA BELEN CALDERON RIVERA

JUAN JOSE MATUTE PANORA 77



UNIVERSIDAD DE CUENCA é%

libremente.

Juan José Matute P.
Fecha: dd/m/aa

Formato tomado de: Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Comité de Evaluacion
Etica de la Investigacion: http:/iwww.puce.edu.ec/documentos/Consentimiento-

Clinico.pdf (Organizacién mundial de la salud, 2012).

Anexo 2:

ENCUESTA DE RECOLECCION DE DATOS PARA POBLACION DE ESTUDIO

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

Trabajo de Titulacion: DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMONIO COMO
MARCADOR BIOLOGICO DE DANO HEPATICO EN PACIENTES ALCOHOLICOS
CRONICOS. CASOS Y CONTROLES.

Investigadoras Principales: Maria Belén Calderén Rivera

Juan José Matute Pafiora
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Tutor de Tesis: Dra. Ruth Eugenia Rosas Castro, Mgt.

ENCUESTA DE RECOLECCION DE DATOS

Cadigo del Paciente: En mayusculas, primera letra del primer apellido, primera letra
del segundo apellido, primera letra del primer nombre, primera letra del segundo
nombre, seguido de numero de mes, seguido del numero que se le asignard al

paciente al tomarse la muestra.

Ejemplo: MPJJ0301

Parte | — Variables.

Indicacion: Por favor conteste el presente cuestionario.

Edad I:I

Procedencia. Parroquias de Cuenca en la que vive es: Umlgrlm Rural
Tiempo de ingesta de ETOH I:I I:I
Menor a 6 meses Mas de 6 meses
Cantidad de ingesta de ETOH 1-2 vasos — 1 botella [
3-4 vasos J 2 botellas([ !

Mas de 4 vasos |

l1diaalasemana | |
Frecuencia de ingesta de ETOH 2 dias ala semana | |
3dias alasemana | |

4 dias ala semana | |

Todos los dias. []
Asociacion con otras sustancias I:I I:I I:I I:I
de habito Tabaco Marihuana  Cocaina  Otras

Anteriormente ha estado en un centro de desintoxicaciéon a causa del consumo de
ETOH. I:I I:I
Si No

Si su respuesta es Si, por cuanto tiempo estuvo en el centro de desintoxicacién.

= ] =
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1 mes 2 meses 3 meses
PARTE Il - CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Marque con una X.
Enfermedades Renales

Manifiesta alguna patologia Anemia Hemolitica
Enfermedades hepaticas (hepatitis, cirrosis,
insuficiencia hepatica u otras).
Enfermedades Cardiacas

00 OO

Otras enfermedades
En caso de manifestar de una ] ]
patologia, lleva algin control o
tratamiento
Si su respuesta fue Si, indicar el Medicamento:.......................
nombre y la dosis del o los DosiSi........ccoooiiiiiiiiiiiin..

medicamentos. Medicamento:.........cc.ccvven. ..
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Cddigo del Paciente: En mayusculas, primera letra del primer apellido, primera letra
del segundo apellido, primera letra del primer nombre, primera letra del segundo
nombre, seguido de niumero de mes, seguido del numero que se le asignara al

paciente al tomarse la muestra.

Ejemplo: MPJJ0301

Parte | — Variables.

Indicacion: Por favor conteste el presente cuestionario.

Procedencia. Parroquias de Cuenca en la que vive es: Urbana

Rural

L O

Si No

Asociacion con otras sustancias I:I I:I I:I I:I

de héabito.

Consume ETOH.

Tabaco Marihuana  Cocaina Otras
PARTE Il - CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Marque con una X
Enfermedades Renales
Manifiesta alguna patologia Anemia Hemolitica
Enfermedades hepaticas (hepatitis, cirrosis,
insuficiencia hepatica u otras).

Enfermedades Cardiacas

00 ol

otras enfermedades
En caso de manifestar de una (] (]
patologia, lleva algun control o
tratamiento
Si su respuesta fue Si, indicar el Medicamento:.......................

nombre y la dosis del o0 10S DoOSISi.......ccooviiiiiiiiiiiiin..
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medicamentos. Medicamento:........ccccoevviiinl.

Anexo 3:

Determinacion cuantitativa de NH," en sangre-Método de Gilardoni, empleando los

reactivos Ay B del kit de uremia.

4. Materiales, Equipos y Reactivos:

4.1. Materiales y Equipos:

Tabla 12. Materiales y Equipos empleados.

MATERIALES EQUIPOS

Céamaras de microdifusion (Conway) Espectrofotobmetro Thermo Spectronic
(GENESYS 20): longitud de onda
640nm.

Pipeta automatica de 1000 pl. Bafio maria (PRECISION) Thermo
Fisher: 37°C.

Pipetas serologicas de 1,2,5y 10 ml. Cocina eléctrica

Pipetas Pasteur Estufa 100-110°C.

Material de vidrio (Vasos, varillas, Centrifuga (EBA 20): 2000 rpm. x 10
probetas, tubos de ensayo, etc.) minutos.

Tubos de centrifuga
Cubetas para espectrofotometro

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.
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4.2. Reactivos:

1.

© T @ N

Agua libre de amoniaco:

El agua libre de amoniaco se utilizé para la preparacion de todos los reactivos y
lavado de material; se obtuvo por pasaje de agua destilada a través de una resina
de intercambio cationico. (Lévine y Selva, 2000)

Reactivo desproteinizante (Preparacion):

Bicloruro de mercurio p.a. 12.5 g con ETOH absoluto 50 ml.

Acetato de plomo p.a. 5 g. con agua destilada exenta de amoniaco 20 ml.

Se transfiri6 a sobre b, formando un precipitado blanco que se redisolvid
afadiendo Acido Acético 2M gota a gota (aproximadamente 15 ml); posteriormente
se aforé a 100 ml con agua destilada, se dej6é 12 horas en reposo antes de su uso

y su pH final debe estuvo entre 4 a 5.

2.1. Célculo y preparacion de Acido Acético 2M:

e Concentracion: 100%p/p
¢ Densidad: d= 1,50kg/L

%p/v = %p/p x d, = 100% x 1,50= 150%p/v

1 mol de Acido acético pesa < 60 gramos

2 moles de Acido acético pesan / X= 120 gramos

1509 de Acido Acético </y 100 ml de solucion.
120 g de Acido Acético X1 = 80 ml de solucion.
80ml -> 1000ml -> 2M

X2=? -> 100ml -> 2M
X2=8 ml

Por tanto, se tom6 8ml de solucion de Acido acético y se afor6 a 100ml con H,0O
destilada dando una soluciéon 2M.
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3. Solucién saturada de Carbonato de Potasio (Preparacion):
Carbonato de Potasio p.a. 130 g. con agua destilada exenta de amoniaco 100 ml.
b. Se calenté a ebullicion la mezcla a, se dej6 enfriar y se us6 la solucion
sobrenadante.

4. Solucién saturada de Yoduro de Potasio (Preparacion):

a. Yoduro de Potasio p.a. 100 g. con agua destilada exenta de amoniaco 70 ml.

b. Se calentd6 a ebullicibn la mezcla a, se dejé enfriar y se usd la solucién
sobrenadante.

5. Acido sulfarico 0,005 N:

5.1. Calculo y preparaciéon de Acido sulfarico 0,005 N:
e Densidad: d= 1,84 g/cm®
¢ Riqueza: 96%

1N > 49,0g - 1000ml
0,005N > X=? - 1000ml
X= 0,245¢
d=m/V  V=m/d V=O,245g/1,84g/cm3 V=0,13ml

0,13ml \—> 100%
X1=? 96%
X1= 0,135ml

0,135ml «——> 1000ml
X2=7 \ 100ml
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X2=0,0135ml - 13.5 pl

Por tanto, se tom6 13,5 pyl de H,SO, quimicamente puro y se aforé a 100ml con
H20 destilada dando una solucion de H,SO, 0,005N.

6. Solucion madre de NH," 200 pg/ml (Preparacion):

a. Sulfato de NH," p.a. 94.3 mg previamente desecado (1 hora) con agua destilada
exenta de amoniaco 100 mly se conservé en refrigeracion.

7. Soluciones estandar de NH," a partir de solucién madre:

a. Estandar de 20 pg/ml: Se realiz6 el célculo segun la formula.

Vi. Ci = Vf. Cf

Donde,

Vi= Volumen Desconocido

Ci= Concentracién de soluciéon madre (200 pg/ml)

Vf= Volumen de aforo con agua libre de amoniaco (100ml)
Cf= Concentracion estandar de NH," (10 pg/ml)

Vi=[(200ml x 10 pg/ml) / 200 pg/ml]
Vi=5ml.

Se tomo 5 ml de solucion madre y se aforé a 100 ml de agua libre de amoniaco.

b. Para los calculos y preparacién de los estandares de 20, 30, 40 y 60 pg/ml se

empled lo aplicado en el estandar de 10 pg/mil.

8. Reactivos del kit de uremia. empleados para la determinacién de NH, en
sangre:

a. Reactivo A: Contiene fenol y nitroferricianuro de sodio.

b. Reactivo B: Concentrado de Hipoclorito de Sodio e Hidroxido de Sodio.
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4.3. Procedimiento:

4.3.1. Extraccion-Desproteinizacion de la muestra:

{ Y
1. Se tomo6 la muestra de sangre en
tubo taparoja.

\ /

4

(2. A 2 ml de desproteinizante\
colocados en tubo conico
graduado , se afiadieron 2 ml de
| sangre extraida.

9

3. Setapd y agité enérgicamente.

4

4. Se centrifugd 10 minutos a 2000
r.p.m. El sobrenadante debia ser
limpido 0 ligeramente
opalescente.

.
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4.3.2. Microdifusion:

7

1. A una camara de Conway se vaseling la tapa
perfectamente.

\.

,
2. Se coloc6é en la seccion externa: 1 ml de
solucion saturada de carbonato de potasio y 0.2
ml de solucién saturada de yoduro de potasio.

\

7

3. En la seccidén interna: se coloc6 0.5 ml de acido
sulfdrico 0.005 N.

4 . . . 3
4. Se tap6 con la placa vaselinada, se dejo una
pequeia abertura en el lugar diametralmente
opuesto al carbonato de potasio-yoduro, y se
introdujo 1ml de filtrado en la seccion externa de
\Ia camara.

\.

J

(5. Se obturé la camara por completo y se mezclo |
rapdidamente el contenido por suave rotacién,
hasta disolucion del precipitado de yoduro
mercurico formado (color anaranjado). Se dej6 en
 reposo por 30 minutos. )

4.3.3. Valoracion de la muestra:
e Se disponen de 3 tubos de ensayo marcados:
--Tubo Blanco: B
--Tubo Estandar: E
--Tubo de muestra: Codigo del paciente respectivo.
Colocar en cada tubo de acuerdo lo especificado en la siguiente tabla:
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Tabla 13. Procedimiento para obtencién de absorbancias de estandar y muestra

frente a un blanco de reactivos.

Reactivos Blanco Estandar Muestra
(B) (BE) (Caodigo)
Contenido de la 1.5ml

fase interna + 1ml
de H20 destilada.

H,SO, 0.005N 0.5ml 0.5 ml

H20 destilada 1mi 0.5 ml

exenta de

amoniaco.

Estandar de NH," 0.5 ml

(10,20,30,40 y 60

Hg/ml)

Reactivo A 1ml 1ml 1ml
Reactivo B 1ml 1ml 1ml

Mezclar, colocar en bafio maria a 37°C x 10 minutos.
Leer a 640 nm la muestray el estandar contra el blanco de reactivos.

Fuente: Autores de trabajo de titulacién.

5. Célculos paralos resultados de NH," en sangre:

5.1. Célculo para expresar el estandar de NH," en sangre:

e Paraexpresar el estandar de NH," en sangre se sigui6 los siguientes puntos:
a. Cantidad de sangre equivalente a NH," fijado en 0.5 ml solucién acida:

NH," fijado en total de 4ml del desproteinizado = <«————— 2 ml de sangre
NH," fijado en 0.5 ml de en solucién &cida X="

X=0.25 ml de sangre equivalente a NH," fijado en 0.5 ml solucidén acida.
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b. ¢Cuéantas X1 veces de X estuvieron contenidos en 100 ml (dI)?:

X1=100 ml / 0.25 ml de sangre

X1= 400/ dl de sangre

c. Concentracion del estdndar expresado en sangre (ug/dl):

Estandar de NH," de 10 pg/ml:

10 pg de NH,* <\>100 ml (Agua libre de NH,")

X2=7? 0.5 ml (Alicuota usada en el estandar (E) del
Anexo 3 de la Tabla 13.)

X2=0.05 pg de NH," en 0.5 ml de la alicuota.

d. Concentracion de estandar de NH," expresado en sangre:

Para este punto se multiplica el literal b con el ¢, dando la concentracion final en
pg/dl:

pg/dl en sangre= (400 x 0.05 pg) = 20 ug/ dl

e. Célculo del factor para el estdndar de 20 pg/dl en sangre:

Factor (F)= Concentracién de estandar de NH," en sangre / Absorbancia del
estandar

F= 20 pg/dl en sangre / 0.024
F=833.33

f. Para el calculo de las concentraciones y de los factores expresados en sangre
para los estandares de 20,30,40 y 60 pg/ml se empled lo mismo que para el

estandar de 10 pg/ml, que se indican a continuacion:
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Tabla 14. Factores y Factor promedio de los estandares expresados en sangre.

Concentracion de Factor Factor
Estandar promedio
expresado en
sangre (ug/dl).

20 833.33
40 800.00
60 821.92  gag13+
80 860.21
120 930.23

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

g. El factor promedio fue 849.13; empleado para la determinacién de NH," en la
poblacion de estudio y grupo control.
h. La concentracién de NH," en sangre se calculé con la siguiente férmula:
Concentracién de NH," (ug/dl) = Absorbancia de la muestra a 640 nm. X
Factor promedio (849.13)
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5.2. Datos obtenidos en la encuesta personal de las caracteristicas generales

(variables) de la poblacion de estudio correspondiente a pacientes masculinos

alcohdlicos crénicos internados en el “CRA”:

Tabla 15. Datos obtenidos en la encuesta personal de las caracteristicas generales

CODIGO

DEL

PACIENTE

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

EDAD

37

35

24

29

37

32

28

36

30

31

Rural

Rural

Urbana

Rural

Urbana

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

MARIA BELEN CALDERON RIVERA
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PROCEDENCIA | TIEMPO DE
INGESTA DE

ETOH

Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crbnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)

(variables) de la poblacién de estudio.

CANTIDAD DE
INGESTA DE
ETOH (ml)
3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

1-2 vasos (1
vaso= 200ml)

2 botellas (1
botella =750ml)

1-2 vasos (1
vaso= 200ml)

1 botella (750ml)
3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

2 botellas (1
botella =750ml)

3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

FRECUENCIA
DE INGESTA

DE ETOH

3 dias ala
semana

2diasala
semana

2 dias ala
semana

2diasala
semana

2 dias ala
semana

2 diasala
semana

2 dias ala
semana

2 diasala
semana

2 dias ala
semana

2 diasala
semana
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

25

34

33

37

27

20

35

32

34

37

23

21

27

21

20

28

UNIVERSIDAD DE CUENCA é%—'j

e

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Rural

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Rural
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Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crbnico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crbnico)
Mayor a 6
meses
(Crobnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crbnico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)
Mayor a 6
meses
(Crbnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)

1-2 vasos (1
vaso= 200ml)

1 botella (750ml)
2 botellas (1
botella =750ml)

1 botella (750ml)

1 botella (750ml)

1 botella (750ml)

3-4 vasos (1

vaso= 200ml)

2 botellas (1
botella =750ml)

3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

2 botellas (1
botella =750ml)

1 botella (750ml)
2 botellas (1
botella =750ml)
1 botella (750ml)
3-4 vasos (1
vaso= 200ml)

2 botellas (1
botella =750ml)

1-2 vasos (1
vaso= 200ml)

2 dias ala
semana

3diasala
semana

4 dias a la
semana

todos los dias

4 dias a la

sémana

3diasala
semana

3 dias ala
semana

4 dias a la
semana

3 dias a la
semana

4 dias a la
semana

todos los dias

2diasala

sémana

4 dias a la
semana

2 dias ala
semana

4 dias a la
semana

2diasala
semana
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27

28

29

30

26

20

21

30
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.- -

Rural

Rural

Rural

Urbana

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.

Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crénico)
Mayor a 6
meses
(Crdnico)
Mayor a 6
meses
(Crdbnico)

1 botella (750ml) 3diasala
semana

3-4 vasos (1 2 diasala
vaso= 200ml) semana

2 botellas (1 4 dias a la
botella =750ml) semana

1 botella (750ml) 4 dias ala
semana

5.3. Datos obtenidos en la encuesta personal de grupo control correspondiente a

estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca,

masculinos y abstemios de ETOH:

Tabla 16. Datos obtenidos en la encuesta personal de grupo control.

CODIGO DEL
PACIENTE

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12

EDAD

31
23
25
31
23
22
27
24
26
24
30
23

PROCEDENCIA

Rural
Rural
Rural

Rural

Urbana

Rural

Rural

Urbana

Rural
Rural
Rural

Rural

CONSUMO DE ETOH

NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH
NO consume ETOH

1N
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13 31 Urbana NO consume ETOH
14 32 Rural NO consume ETOH
15 28 Urbana NO consume ETOH
16 23 Rural NO consume ETOH
17 21 Rural NO consume ETOH
18 22 Rural NO consume ETOH
19 24 Urbana NO consume ETOH
20 27 Rural NO consume ETOH
21 31 Urbana NO consume ETOH
22 23 Rural NO consume ETOH
23 29 Urbana NO consume ETOH
24 32 Rural NO consume ETOH
25 32 Rural NO consume ETOH
26 20 Urbana NO consume ETOH
27 25 Rural NO consume ETOH
28 22 Rural NO consume ETOH
29 32 Urbana NO consume ETOH
30 31 Urbana NO consume ETOH

Fuente: Autores de trabajo de titulacion.
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Anexo 4:

Equipos empleados en la Técnica para la Determinacién de NH," en sangre.

Figura 7. Centrifuga (EBA 20) para la obtencién del filtrado de la muestra

desproteinizada.

Figura 8. Bafio Maria (PRECISION) Thermo Fisher: empleado en el proceso de

valoracién de la muestra.
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Figura 9. Espectrofotémetro Thermo Spectronic (GENESYS 20) empleado en la

lectura de las absorbancias de las muestras.

Complejo colorimétrico anaranjado correspondiente al precipitado de yoduro

mercurico formado en el proceso de microdifusion.

Figura 10. Complejo colorimétrico anaranjado formado en el proceso de

microdifusion.
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Resultados colorimétricos de muestras de pacientes de poblacién de estudio al

ingreso al “CRA” y al finalizar el tratamiento de desintoxicacién.

Figura 11. Resultados colorimétricos de muestras de pacientes de la poblacion
de estudio al ingreso al “CRA”, con niveles de NH," dentro de los valores de

referencia (muestra 1) y con niveles elevados (muestra 13y 30).

Figura 12. Resultados colorimétricos de muestras de pacientes de poblacion de
estudio al finalizar el tratamiento de desintoxicacion, con niveles de NH," dentro
de los valores de referencia (muestra 1) y con niveles elevados (muestra 13y
30).
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