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“En la historia del conocimiento que el hombre ha ido lo-
grando acerca del mundo y de si mismo, ningun siglo es mas
importante que el siglo XVII. En el empez6 la edad moderna de
la Ciencia.

Guillermo Harvey (1578-1658) formula una idea nueva que
revolucioné todas nuestras nociones sobre el cuerpo humano
y fundo6 la fisiologia sobre una base solida, pues descubrio la
circulacion de la sangre(...). Las venas, dice, llevan sangre al
corazdn; entra por el lado derecho, pasa a los pulmones, donde
es purificada por el aire respirado, y de alli regresa al lado dere-
cho del izquierdo, de donde sale por las arterias para recorrer de
nuevo todo el cuerpo. Es siempre la misma sangre que circula
sin cesar” (1619).

“...cuando se deshace un organismo vivo, aislando sus dis-
tintas partes, solo es para facilitar su analisis experimental, de
ningiin modo para entenderlo por separado. Para poder com-
prender la importancia y el significado real de una propiedad
fisiologica, se tiene que pensar siempre en el todo y valorar sus
efectos sobre la totalidad del sistema.” (Claude Bernard, 1865).
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Trabajo Practico N° 1

CONTENCION Y MANEJO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales comtiinmente utilizados en las practicas fisiologicas son:

SAPOS
El sapo comun de nuestra zona es el Bufo Arenarum.

SUJECION:
Se sujeta al animal por la columna vertebral, por medio de una pinza formada por un
lado, por el pulgar y del otro por el indice y el medio.

INMOVILIZACION Y DESMEDULACION:
Se utiliza para sapos la insensibilizacion por destruccion medular (Guia N° 2).

RATAS Y RATONES

SUJECION:

Se toma con una mano la base de la cola (no deben ser tomados por el extremo de esta
ya que la piel suele desprenderse y ademas puede girar y morder al operador).

La sujecion se realiza con los dedos pulgares e indice de la otra mano (se rodea con
ellos la cabeza). Se dobla esta mano para que el cuerpo del roedor quede acostado en la
palma. La cola debe rodear el mefiique.



INMOVILIZACION:

Anestésicos:

* Eter y/o cloroformo: como son elementos volatiles se coloca el animal en un
recinto hermético (campana de vidrio) en cuyo piso hay un algodéon embebido en el
anestésico. Para mantener la narcosis se aplica al hocico una mascarilla conica con
algodon impregnado en anestésico.

» Barbituricos: Ej: Pentobarbital. Se administra por via L.P.

— Dosis: Dilucion 4% se inyecta aproximadamente 4 mg/100 mg de peso.

OBTENCION DE MUESTRAS

Es fundamental que la muestra sea obtenida y conservada correctamente hasta el mo-
mento del andlisis, para dar garantia en los resultados.

SANGRE

La extraccion de sangre se realiza en diferentes lugares segun la especie considerada.
En la especie humana las muestras pueden ser del capilar o periférica, venosa o arte-
rial.

SANGRE CAPILAR O PERIFERICA: (Figura 1)

Consiste en la puncion cutanea del pulpejo del dedo, del borde libre de la oreja, en ni-
nos, del dedo gordo del pie o del talon. Previamente desinfectada con alcohol y ya seca,
se pincha la piel con la lanceta de Franke (desechable), haciendo incision de 2- 3 mm.

Si fuera necesario puede hacerse una ligera presion, desechando la primera gota.

La sangre se recoge mediante un tubo capilar (para microtécnica) o con el canto de un
porta (extencion sanguinea).

Una vez obtenida la cantidad de muestra necesaria se aplica al lugar del pinchazo un
algodon seco, apretando ligeramente.

SANGRE VENOsA: (Figura 2)

En la mayor parte de los casos se utilizan las venas del antebrazo, sobre todo las del
pliegue del codo.

Generalmente son apropiadas las mediana cefalica o mediana basilica que se palpan
facilmente en casi todos los pacientes; también pueden utilizarse venas de la muiieca o el
dorso de la mano, pero son muy delgadas.

El paciente debe ponerse comodo y con el brazo en la posicion conveniente para faci-
litar la puncidn; se localiza la vena y se coloca la ligadura o torniquete de goma aproxi-
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madamente a 7 cm por encima del codo (el paciente deberd mantener la mano bien ce-
rrada).

Se desinfecta la region con una torunda de algodén empapada en alcohol u otro desin-
fectante adecuado y se deja secar. Se sostiene el brazo del paciente con una mano estiran-
do y comprimiendo los tejidos blandos, para fijar en posicion la vena, con la otra mano se
sujeta la jeringa entre el pulgar y los tres ultimos dedos. El dedo indice descansa sobre el
casquillo de la aguja y sirve de guia. Se atraviesa la piel con la aguja (esta debe formar un
angulo agudo con el brazo y mantener el bisel hacia arriba).

La sangre se extrae por aspiracion de la jeringa retirando lentamente el émbolo; una
vez lograda la cantidad necesaria de sangre, se afloja la ligadura y se pide al paciente que
abra la mano, se saca inmediatamente la aguja aplicando una torunda de algodén hume-
decida en alcohol y se le indica al paciente que comprima con la otra mano. Se retira la
aguja de la jeringa, y la sangre se vierte por las paredes de los tubos correspondientes.
Una vez realizada esta operacion la jeringa utilizada se descarta en agua lavandina (ver
normas de bioseguridad pag. 12)

Debe utilizarse material estéril.

El tamafio de las jeringas debe ser de acuerdo al volumen necesario, son comunes las
de 5, 10 y 20 ml. La aguja mas apropiada es de 25 mm de largo y 0,8 mm de calibre, con
bisel corto.

SANGRE VENOSA EN NINOS:
Puede extraerse también de las venas yugular externa o femoral.

SANGRE ARTERIAL:

Se obtiene por puncién de la arteria radial (a nivel del tinel carpiano), humeral (por
encima del pliegue del codo) y femoral (en la zona inguinal). No hace falta ligar.

Sirve para determinar equilibrio 4cido-base y el pH, o para obtener sangre cuando al
paciente no se le puede encontrar venas.

En las diversas especies animales se puede efectuar la puncion en las siguientes venas:
safena (perro, rata, etc.), cefélicas (perro, etc.), femoral (perro, rata, raton,etc.), yugular
(perro, rata, raton, etc.).

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA:
Una vez extraida, la muestra se puede conservar de dos maneras:
1. sangre no coagulada;
2. sangre coagulada.

1. a- Sangre entera:
Disponer de una jeringa con aguja (heparinizadas) o colocar el anticoagulante
elegido en el fondo del tubo. Una vez obtenida la muestra, en el primer caso, rotar
la jeringa entre las manos para mezclar la sangre con el anticoagulante y en el
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segundo caso trasvasar la sangre, tapar e invertir el tubo suavemente varias veces
para homogenizar.
Conservar refrigerado (no congelado).

1. b- Plasma:
Una vez obtenida y anticoagulada la sangre se la somete a centrifugacion de 10
minutos a 3.000 r.p.m.
Al retirar el tubo veremos sedimentados los elementos globulares y un liquido
sobrenadante que es el plasma. Puede extraerse este, con una pipeta Pasteur
cuidando no agitar el liquido ni tocar el sedimento.
Conservar refrigerado (o congelado).

2. Suero:
Se extrae sangre sin anticoagulante y se coloca en un tubo que se deja reposar en
B.M. (37°C para acelerar el proceso) hasta que se retraiga el coagulo formado y
luego se afloja éste con cuidado por la parte superior rodeandolo con una varilla de
vidrio.
Centrifugar 10 minutos a 3.000 r.p.m, aspirar con cuidado mediante pipeta Pasteur
y transferir a otro tubo. Conservar refrigerado o congelado.

ANTICOAGULANTES:

Son agentes que impiden o retardan la coagulacion de la sangre.

1. EDTA: Sales sodicas y potésicas del acido etilén-diamino- tetraacético.

Dosis: una gota (50 microlitros) cada 6 o 7 ml de sangre. En estas condiciones el
error por dilucién es de 0,7 % (considerado despreciable para cualquier trabajo de
rutina en hemotologia).

Para menores cantidades de sangre (hasta 2,5 ml) se pueden emplear 20 microlitros
y cuando se necesita extrema exactitud puede secarse el EDTA en estufa (de 37°-
50°C) evitando el error por dilucion.

2. CITRATO DE SODIO: Se presenta en polvo o diluido en solucion acuosa al 3,8%.
Dosis: para el estudio de trastornos de coagulacion se utiliza una parte de citrato y
nueve de sangre (0,5 ml de citrato al 3,8 % + 4,5 ml de sangre). Para velocidad de
sedimentacion una parte de anticoagulante y 4 de sangre (0,5 ml de citrato al 3,8 %
+ 2 ml de sangre). controlar los espacios.

3. HEPARINA: Se extrae de mastocitos de higado, pulmon o mucosa intestinal del
bovino.

Es un dcido mucoitin-polilsulfurico (4cido glucurénico y glucosamina esterificados
con acido sulfurico).

Dosis: 1-2 gotas por cada 5 ml de sangre. Puede colocarse la gota en el fondo de
tubo o bien “heparinizarse” la jeringa y la aguja.

In vivo alarga el tiempo de coagulacion para prevenir trombosis.

4. FLUORURO DE SODIO: No so6lo es utilizado como anticoagulante sino como
conservador (para determinacion de glucosa en sangre y LCR).
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Ej. anticoagulante G (Wiener): solucion estabilizada de sales sddicas u potasicas de
EDTA y Fluoruro de Potasio.
Dosis: 1 gota (70 microlitros) cada 9 ml de sangre.

20 microlitros hasta 2,5 ml de sangre.

50 microlitros hasta 7 ml de sangre.

PREPARADOS COMERCIALES
1. Citrato de sodio: anticoagulante TP (Wiener)
2. EDTA: anticoagulante W (Wiener)
3. Fluoruro de Potasio: anticoagulante G (Wiener) asociado al EDTA.
4. Heparina: Heparina R (Abbot); Liquemine R (Roche)

ORINA
La técnica de recoleccion varia segun el tipo de investigacion a realizarse.

EXAMEN DE RUTINA:

Se recogera por miccidn espontanea en recipientes de vidrio limpios y secos (existen
botellas de papel encerados o recipiente de plastico). Se indica la recoleccion de la pri-
mera orina de la mafiana que estard en condiciones dptimas de concentracion y elementos
formes.

RECOLECCION EN NINOS:
Existen colectores de orinas (para ambos sexos) de polietileno transparente plegable
estériles y no estériles. La bolsa se dobla y se autoprecinta para su transporte.

DETERMINACIONES CUANTITATIVAS:

Se recomienda recoleccion de muestra de 24 hs. A una hora determinada (por ej. 8
hs.) de la mafnana, orinar a fondo desechando esa orina. A continuacion recolectar en una
botella toda la orina eliminada desde ese momento hasta la mafiana siguiente a la misma
hora que comenz¢ la recoleccion (8 hs.).

CONSERVADORES:

En general es suficiente el frio, pero pueden utilizarse conservadores quimicos como:
formol: (solucion de formaldehido al 40% V/V). Se usa en la proporcion de 10 ml para el
volumen de 24 hs.; timol, acido boérico, tolueno.

EXAMEN BACTERIOLOGICO:
Es indispensable una higiene rigurosa de las zonas proximas al meato. Se desecha la
primera parte de la orina eliminada y se recoge la que sigue en un recipiente estéril.
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NORMAS BASICAS DE BIOSEGURIDAD

DEFINICION:
La bioseguridad se pude definir como la seguridad y proteccion de todo lo viviente.
El trabajo de laboratorio, en mayor o menor grado esta sujeto a riesgos de todo tipo;
debemos conocerlos para poder evitarlos.

AREAS DE CIRCULACION:

La circulacion indiscriminada constituye a menudo un factor importante de propaga-
cion de agentes infecciosos, se deben diagramar zonas segun los riesgos de las tareas que
se desarrollen.

MATERIAL DE PROTECCION:

Ropa:
Toda persona debe llevar ropa protectora (chaquetilla) durante su permanencia en el
laboratorio, la que sera para uso exclusivo de ésta area.

Guantes:

Usar siempre guantes descartables que se adaptan perfectamente a las manos (latex), a
fin de no perder tacto ni maniobriabilidad, pero recordar que éstos evitan las salpicaduras
pero no los pinchazos.

MATERIAL DE BIOSEGURIDAD:

Accesorios para pipetas:
Depende del trabajo a realizar pudiendo tratarse de propipetas de goma, boquillas des-
cartables, dispensero, pipetas automaticas, etc.

Recipientes:
Es necesario disponer de bidones y botellas para almacenamiento de reactivos y des-
carte de material biologico (el cual debera contener lavandina al 1%).

LIMPIEZA:

Primero se hace limpieza general y luego desinfeccion con lavandina al 0,2 % (mesa-
das).
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TECNICA DE TRABAJO
Uso correcto de agujas y jeringas

Riesgos:
» Inyeccion accidental
* Formacion de aerosoles
* Derrames

Se recomienda:

» La extraccion de sangre debe hacerse siempre con guantes de latex.

» Dentro de lo posible usar conjunto descartable.

» Una vez realizada la extraccién nunca se intentard volver a poner el capuchén
protector.

* No se debe separar la aguja de la jeringa con las manos, usar los descartadores.

» Una vez usadas las jeringas se las debe colocar en recipientes con lavandina al 1%,
se debe llenar la jeringa con el mismo, sacar el émbolo y dejarlos 30 minutos en el
liquido.

 Esterilizar todo (recipiente, desinfectante, agujas y jeringas)

Uso correcto de pipetas

Riesgos:
* Derrame
* Formacion de aerosoles
» Ingestion de sustancias peligrosas

Se recomienda:
» No pipetear con la boca, usar boquillas, propipetas, dispensadores, etc.
» Las pipetas usadas se deben colocar en un recipiente con desinfectante, logrando la
inmersion completa, dejarlas por 30 minutos y luego esterilizarlos.

Otras practicas de trabajo seguro

Uso de centrifugas:
* Se deben equilibrar los tubos antes de centrifugar.
» Seinciard la rotacion lentamente, y se ird aumentando a velocidad de a poco.
* No se debe abrir la centrifuga en movimiento y menos aun detenerla con las
manos.
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Bafio Maria:
» agregar desinfectante al agua y cambiarla con frecuencia, debido a la gran
multiplicacion bacteriana que se produce.

Figura 1. Puncion capilar.

Figura 2. Puncién venosa.
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PERMIOSELECTIVIDAD DE LA MEMBRANA

La membrana celular regula el intercambio de sustancias entre la célula y el medio
que la rodea, contribuyendo al mantenimiento de las composiciones constantes de los
compartimientos intra y extracelulares. Estos compartimientos son isosmoticos, siendo
su osmolalidad de aproximadamente 300 mOsm / Kg H,O.

El volumen de una célula queda determinado fundamentalmente por la cantidad de
agua que ésta contiene. Mediremos el cambio en el volumen de globulos rojos como con-
secuencia de someterlos a soluciones de distintas osmolaridades.

Se sometera a los globulos rojos a distintas soluciones de NaCl. La determinacion del
cambio en el volumen celular se estimard a partir de un hematocrito. Esta técnica consiste
en centrifugar una suspension de globulos rojos de manera que se separen las células del
fluido. Una vez realizada la centrifugacion el resultado del hematocrito se expresa como
el porcentaje del volumen ocupado por los glébulos rojos del volumen total de la suspen-
sion centrifugada.

LAVADO DE GLOBULOS ROJOS
1. Recoger sangre en dos tubos con anticoagulante (heparina).
2. Centrifugar 10 minutos a 3.000 r.p.m.
3. Extraer el plasma con pipeta Pasteur y agregar solucion Ringer hasta completar el
volumen inicial.
4. Resuspender los globulos rojos y volver a centrifugar; separar el sobrenadante
obteniendo un residuo de gldbulos rojos lavados.

TECNICA:
1. Colocar en tres tubos 0,2 ml de globulos rojos lavados y agregar distintas soluciones
de NaClI (ver cuadro).
2. Con cada una de estas suspensiones cargar un hematocrito, centrifugando a 12.000
r.p.m. aproximadamente 5 minutos.
3. Leer los hematocritos e interpretar los resultados.

TUBO 1 2 3
NaCl1 0,9 % 02ml | e e
NaCl0,6% | - 02ml | e
NaCl12% | e | e 0,2 ml
Hematocrito

Observaremos la hemolisis producida como consecuencia de exponer a los gldbulos
rojos a distintas soluciones.
1. Preparar una bateria de tubos conteniendo 1 ml de las siguientes soluciones (ver
cuadro).
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2. Agregar a cada tubo 2 gotas de globulos rojos lavados.
3. Observar el efecto producido e interpretar los resultados.

TUBO 1 2 3 4 5 6 7
., Na Cl Na Cl Na Cl Urea Urea Glucosa Eter
Solucién
0,9 % 0,45 % 1,2 % 1,8 % 8,6 % 5,45 %
Osmolalidad|
Efecto Ob-
servado

COMPARTIMIENTOS LiQUIDOS DEL ORGANISMO

El organismo humano esta compuesto en un 40-60% de su peso corporal por agua que
difunde libremente a través de dos grandes compartimientos en los que se distribuye:
compartimiento intracelular y compartimiento extracelular. (Figura N° 3).

El volumen de cada compartimiento no puede ser medido directamente, por lo tanto se
utilizan métodos indirectos basados en la llamada “técnica de dilucion”.

En teoria es posible medir el volumen de cada uno de los compartimientos acuosos
corporales, inyectando sustancias que unicamente se distribuyan en un compartimiento.

V=Q/C

Q= cantidad inyectada de sustancia.
V= volumen en que la misma se distribuye = volumen del compartimiento.
C= concentracion final alcanzada en el compartimiento.

En la medicion de los compartimientos liquidos del organismo, si parte de la sustancia
administrada es metabolizada o excretada por orina deberd medirse la cantidad elimina-
da “E” durante el transcurso de la determinacion y descontarse de la cantidad inyectada

C‘Q”

V=(Q-E)C

Actualmente se utiliza para la estimacion de los volimenes de los distintos compar-
timientos liquidos, marcadores radiactivos o marcadores cuya concentracion se pueda
medir colorimétricamente.

Se pueden usar los métodos de dilucion para estimar el volumen de agua corporal total,
agua extracelular y plasma.
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AGUA CORPORAL TOTAL

Las sustancias mas comimente usadas son antipirina, agua pesada (6xido de deuterio),
tritio. Su valor promedio es de 40-60% del peso corporal.
AGUA EXTRACELULAR

Corresponde al agua ubicada externamente con respecto a la membrana celular. Para su
estimacion se utilizan sustancias no radiactivas como sacaridos: inulina, rafinosa, sucrosa
y radiactivas como CI %, radiosulfato, inulina marcada con C™.

Con fines clinicos se usa la aproximacion de que el liquido extracelular contiene una
tercera (1/3) parte del liquido corporal total.
AGUA PLASMATICA

Para la determinacién de su volumen se utilizan sustancias que se combinan con la al-
bumina plasmatica: azul de Evans (T 1824), RISA (Albumina con ['*') .También puede
medirse el volumen de agua plasmadtica indirectamente determinando el volumen sangui-
neo con hematies marcados con Cr®' o Fe®.

Se debe conocer ademas el hematocrito.

Vol. Plasmatico = Vol. Sanguineo (1- Hto)

Su valor promedio es de aproximadamente 5% del peso corporal.

LiQUIDO INTERSTICAL
Se calcula indirectamente:
Vol. liq. intersticial = Agua extracelular - Agua Plasmatica

Valor aproximado: 15% del peso corporal.
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AGUA INTRACELULAR
No puede medirse directamente y se calcula:
Agua intracelular = Agua corporal total - Agua extracelular

Valor aproximado: 30 - 40% del peso corporal. Con fines clinicos se usa la aproxima-
cion de que el agua intracelular es 2/3 del agua corporal total.

Agua Transcelular
1,5%
Agua Plasmatica | —> |Agua Intersticial —> |Agua Intracelular
5% <« [15% <— 30-40%
Agua Tejido Oseo
4,5%
Liquido extracelular 1/3 Liquido extracelular 2/3
Figura 3.

MEDICION DE ELECTROLITOS SERICOS Y URINARIOS

La determinacion cuantitativa del Na y K usualmente se realiza por espectroscopia de
emision atdmica de llama (FAES) o por potenciometria con electrodo selectivo para iones
(ISE).

En los métodos FAES, el calor de la llama de aire — propano (casi 1925°C) vaporiza
la sal ( muestra diluida) que gana electrones tomados de los gases que se reducen y for-
man los d&tomos Na° y K° en su estado fundamental. Estos &tomos calentados en la llama
pasan a su estado excitado Na* y K*. Los atomos excitados decaen instantaneamente a
su estado fundamental con emision de luz. La cantidad de luz emitida es directamente
proporcional a la concentracion de sodio y potasio.

PUESTA EN MARCHA DEL EQUIPO:
Observar que el fotdmetro esté conectado al compresor, al gas (mejor si es una garra-
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fa ya que con gas natural pueden producirse variaciones de la presion) y que el tubo de
drenaje esté en un recipiente con liquido ubicado en una posicion inferior al fotometro.

1.

Abrir la llave de gas de la garrafa y del fotometro.

2. Encender el equipo.
3.
4. Sumergir el capilar pléastico del nebulizador en agua destilada y verificar que hay

Encender la llama.

ascenso del liquido, en caso contrario, limpiar con un alambre fino.

Verificar que haya una buena llama: azul, con conos bien definidos de 2 mm de
altura y una llama total de 3 cm. Si los conos son altos, se separan del quemador,
hay un tono rojizo o chispeo de puntas rojas, la llama no es correcta. Controlar la
llama con la perilla de control. Asi el equipo esté listo para leer.

MEDICION:
El equipo lee directamente en mEq/1 diluciones 1/200.
Las diluciones se realizan con tensioactivo no ionico al 0,2 %.

1.
2.

NN AW

9.

Realizar diluciones 1/200 de sueros, orinas y standard (Na : 140 mEq/1, K : 5 mEq/1).
Realizar con las diluciones de la orina otra dilucion 1 + 4 para determinacion de K
(el resultado obtenido se multiplicara por 5).

Se leen primero todos los Na y luego todos los K. Colocar la perilla en Na.
Nebulizar tensioactivo no i6nico y llevar a cero.

Nebulizar la dilucion del standard de Na y llevar a 140 con el ajuste de sensibilidad.
Leer un control de concentracion conocida.

Leer todas las muestras de suero y orina.

Colocar el nebulizador en tensioactivo no idnico.

Colocar la perilla en K.

Llevar a cero.

10. Nebulizar la dilucion del standard y llevar a 5 con el ajuste de sensibilidad.
11.Leer un control de concentracion conocida.
12. Leer todas las muestras de suero y orina.

Para finalizar colocar el nebulizador con la dilucidon de tensioactivo 5 min
(LIMPIEZA). Apagar el equipo y cerrar el gas.
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Trabajo Practico N° 2

DEMOSTRACION DE LOS FENOMENOS CONTRACTILES

MIOGRAFIA E INSCRIPCIONES QUIMOGRAFICAS

Seran utilizados batracios como modelos experimentales. Se sujeta un sapo por la co-
lumna vertebral por medio de una pinza formada de un lado por el pulgar y del otro lado
por el indice y el medio. A continuacioén se introduce un objeto punzante en el canal
vertebral (a través de la articulacion occipito-atloidea) destruyendo la médula para insen-
sibilizarlos, DESMEDULACION. Se reconoce que la destruccion medular es completa
porque al pellizcar la pata, el animal no reacciona, y porque no tiene movimientos volun-
tarios o involuntarios.

Se coloca el sapo sobre una tabla, de manera que la superficie ventral quede en la parte
superior, sujetar las patas por medio de sendos alfileres y cortar su piel un centimetro por
delante de la pelvis. Tomando la parte anterior del animal, se procede a retirar la piel hacia
las extremidades posteriores, desnudando dichos miembros.

Se prepara el musculo gastrocnemio disecando y cortando a nivel del tendon de Aqui-
les y en la articulacion fémoro-tibial (para poder retirar la tibia).

En la cara dorsal del muslo se diseca el nervio ciatico con una varilla de vidrio (no con
elementos metalicos) la nicotina residual de los dedos de los fumadores también puede
resultar dafioso para la preparacion.

La pieza dsteo-muscular asi obtenida es fijada al tripode del midgrafo por su extremo
femoral mediante una pinza tipo morsa como se aprecia en la Figura N° 4. El otro extremo
(tendén Aquileano) se ata por medio de un gancho o alambre conductor a una palanca que
posee, en su extremo, una aguja inscriptora. Se regula la tension del preparado hasta que
el aguja que realizard la inscripcion quimografica queda en posicion horizontal.

Se conecta luego uno de los cables provenientes del carrete inductor a la pinza morsa
y otro a la base del soporte constituyendo asi un sistema conductor. Se aproxima la aguja
inscriptora al tambor del quimégrafo que esta girando, y ya estdn dadas las condiciones
para comenzar los distintos estimulos: térmicos (trocito de hielo y alambre calentado),

20



quimicos (cristales de NaCI o NaOH), mecanicos (pinchazo, pellizcamiento) y eléctrico
(bovina de Harvard) sobre el tejido muscular o ain mejor sobre el nervio ciatico.

Las estimulaciones se traducirdn en contracciones que la aguja inscriptora marcara
sobre carbonilla de papel quimografico. Las primeras seran mas débiles (EFECTO TRE-
PPE) y luego a estimulos de igual intensidad, las respuestas serdn de la misma altura
(intensidad).

Las descargas eléctricas (catddicas) produciran el acortamiento del musculo e inscribi-
ran la correspondiente gréfica.

Partiendo de voltaje cero y aumentando poco a poco hasta obtener una contraccion,
quedara demostrada la existencia del “ESTIMULO UMBRAL”.

Con aumento sucesivo de voltaje crecera el nimero de unidades motoras en accion, y
también la fuerza de contraccion (“SUMACION ESPACIAL”).

Haciendo pasar dos estimulos muy seguidos se observard que si el segundo cae en el
“PERIODO REFRACTARIO ABSOLUTO” no hay respuesta.

Se puede provocar también una: “TETANIZACION” mediante estimulaciones repe-
tidas, acortando progresivamente los intervalos entre una y otra (mayor frecuencia), de
manera que se vayan superponiendo las contracciones (“SUMACION TEMPORAL”).
Al cabo de poco tiempo se advertira que la curva de “TETANIZACION” cae lentamente
pese a que continua la estimulacion (FATIGA).

BOBINA DE HARVARD
Sera utilizada para estimular eléctricamente el musculo aislado del sapo.
Esta bobina de induccion es un generador de corriente alterna que consta de:

-Bobina primaria:

(Inductor) constituida por un alambre de cobre grueso aislado sobre un nticleo de hierro
“dulce” que serd atravesado por una corriente de gran intensidad y voltaje débil.

A la bobina de Harvard llega una tension continua de 12 volts (a partir de un transfor-
mador 220-12 volts CC cuyo (+) se conectara al pusador servira para abrir al circuito.

-Bobina secundaria:

(Inducido) constituida por un conductor largo y fino también aislado, de corriente de
poca intensidad y alto voltaje.

Para que sobrevengan los fendmenos de induccidn es preciso interrumpir la corriente
de la bobina primaria, lo que se consigue por medio de un “interruptor de martillo” dis-
puesto entre la tensioén de 12 volts y la bobina primaria.

Cuando se cierra el circuito, la corriente fluye por la bovina primaria y determina un
fendmeno de induccidn sobre la bobina secundaria, al mismo tiempo que se imana el
nucleo de Fe dulce y atrae el “martillo” interrumpiendo la corriente y origindndose una
nueva induccion sobre la bobina secundaria.

El ciclo se repetira todo el tiempo que se mantenga oprimido el pulsador. De la bobina
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secundaria parten dos conductores de corriente alterna cuya intensidad dependera de la dis-
tancia que medie entre ambas bobinas. Un conductor debera conectarse al vastago del mio-
grafo y el otro a la aguja inscriptora (Figura N° 4). El vastago debera estar perfectamente
aislado del tripode de sostén muscular, para que funcione correctamente el circuito.

FENOMENOS MUSCULARES PROVOCADOS POR DROGAS
CURARES (ALCALOIDES)

Son sustancias bloqueantes neuromusculares cuya accion se registra a nivel de la placa
motora terminal.

La sobredosis produce muerte por anoxia. A los dos minutos se notara que el raton se
desplaza en forma incoordinada. Al levantarlo de la piel del lomo se notara gran flacidez.
Alos 4 o 5 minutos se establece la paralisis: el raton cae en decubito costal con temblores
esporadicos y la muerte puede ocurrir en 15 a 20 minutos.

ESTRICNINA (ALCALOIDE)

Es estimulante de SNC, predominantemente a nivel de médula espinal, con efectos de
tipo convulsivo.

La inyeccidn de estricnina producird en primer lugar un estado de hiperreflexia (res-
puesta exagerada a los estimulos, disminucion del periodo latente de los reflejos y aumen-
to de irradiacion de los mismos de manera que responden mayor nimero de misculos que
en estado normal). Luego sobreviene el periodo convulsivo, donde cualquier estimulo
lleva a la contraccion generalizada de todos los musculos, produciéndose convulsiones
de tipo tonico-clonicas.

Por ultimo se acentian los fendémenos depresivos y la muerte puede ocurrir por asfixia
(inactividad de los musculos intercostales y diafragma o depresion del centro respiratorio).

NICOTINA

Es un alcaloide derivado de la Nicotiana Tabacum que generalmente se presenta como
sulfato. Es un gangliopléjico, o sea bloqueante de ganglios simpaticos y parasimpaticos
y de la placa motora de los musculos esqueléticos. Primero estimula y luego deprime
porque al unirse a los receptores postsindpticos bloquea la transmision. A pequefias dosis
tiene accidn similar a la acetilcolina estimulando la musculatura lisa.

A dosis alta estimula primero (convulsiones violentas) y luego deprime el SNC, para-
lizando lo musculos esqueléticos (paralisis descendente).
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Figura 4.

PERFIL BIOQUIMICO MUSCULAR

Conjunto de determinaciones de laboratorio planificadas para detectar bioquimicamen-
te el estado del musculo esquelético (algunos parametros seran comunes a la funcion del
musculo cardiaco). Se aplica como ayuda diagndstica en diversas miopatias y para eva-
luacion de entrenamiento de atletas.

Entre las determinaciones mas comunes se encuentran:

Metabolitos
* Glucosa
* Piruvato
* Lactato
* Creatinina

MACROELEMENTOS
» Potasio
* Calcio
» Fosforo inorganico
* Magnesio

ENzimas
* Glutamico oxalacético transaminasa (GOT/ASAT/AST)
* Creatin fosfoquinasa (CPK/CK)
» Lactato dehidrogenasa (LDH)
* Colinesterasa (CHE/ACE)
» Aldolasa (ALD)
» Hidroxibutirato dehidrogenasa (HBDH)
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Trabajo Practico N° 3

PROPIEDADES DEL CORAZON

DEMOSTRACION PRACTICA EN CORAZON DE BATRACIOS

A un sapo inmovilizado por desmedulacion y descerebracion se lo fija en dectbito su-
pino sobre una planchuela de corcho sujetando las patas en posicion divergente por medio
de sendos alfileres.

Por medio de pinzas finas levantar la piel del abdomen y practicar un corte en la linea
media, prolongandolo hasta la caja toracica. Levantar la parte correspondiente al apén-
dice xifoide y seccionar la pared a ambos lados del esternon dirigiendo la incision hacia
arriba y ligeramente hacia afuera. Seccionar ambas claviculas y doblar sobre ellas el blo-
que esternal obtenido. Se percibe el corazon que late envuelto en el pericardio.

Con cuidado, practicar una pequena abertura a nivel de dicha envoltura y completarla
luego de manera que se extienda desde la punta hasta la base del corazén. Descubierto
el corazon, reclinar el ventriculo con pinzas de manera que la punta quede hacia arriba.
Humedecer el 6rgano con una pequefia cantidad de solucion de Ringer.

El corazén de sapo, a diferencia del de los mamiferos posee solamente tres camaras:
dos auriculas y un ventriculo. La sangre venosa procedente de la circulacion periférica
es vertida, por medio de las venas cavas, al denominado seno venoso que comunica di-
rectamente con la auricula derecha. La sangre oxigenada procedente de los pulmones
es vertida a la auricula izquierda a través de las venas pulmonares. El seno venoso y la
auricula derecha, donde llega solamente sangre venosa, muestran un color mas oscuro
que la auricula izquierda donde fluye sangre oxigenada.

Los impulsos se originan a nivel del seno venoso, donde se encuentra el marcapaso,
propagandose luego al resto del corazdn. En primer lugar, se contraen las dos auriculas, y
después el ventriculo que propulsa sangre hacia el cono arterial que se divide enseguida
en dos grandes troncos arteriales, la aorta derecha y la aorta izquierda.

El ventriculo nico se presenta ancho y rojo durante la didstole y mucho mas estrecho
durante la sistole. Cuando ocurre la relajacion puede observarse en el ventriculo dos zo-
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nas, una de color oscuro y otra de color rojo claro (distinto grado de oxigenacion de la
hemoglobina), que dependen respectivamente de la sangre venosa y arterial, las cuales
circulan sin mezclarse (Figura N° 5).

Determinar la frecuencia cardiaca contando el numero de contracciones que realiza el
corazon durante un minuto.

EL CARDIOGRAMA DE SUSPENSION DE ENGELMANN

Se pinza la punta del corazén con un pequefio instrumento llamado serrafine que esta
atado a un hilo conductor, fijado por su otro extremo a una aguja inscriptora. El corazén
debe quedar colgado, sin excesivo estiramiento y sus movimientos se trasmiten a la aguja
que los grafica en el papel ahumado de un quimoégrafo.

Este sistema de registro se llama CARDIOGRAMA DE SUSPENSION (Figura N°
6). Se puede asi obtener el registro grafico de la actividad cardiaca.

Se demostraran las cuatro propiedades fundamentales de miocardio:

« EXCITABILIDAD

« CONDUCTIBILIDAD

+ AUTOMATISMO

« CONTRACTILIDAD

EXCITABILIDAD:

a) Estimulos térmicos:

Si se enfria (varilla mantenida en contacto con hielo) o se calienta (varilla de vidrio
calentada) el seno venoso o el ventriculo, se observara la disminucion o el aumento de la
frecuencia cardiaca respectivamente.

Esto se debe a aumentos o disminuciones de la permeabilidad de la membrana para los
diferentes iones.

Afadir liquido de Ringer mantenido a 0°C a la preparacion, empleando un cuentagotas,
comprobar la frecuencia cardiaca y anotar el valor obtenido en la tabla adjunta. Dejar que
la temperatura del corazon se equilibre con la del ambiente y determinar de nuevo la fre-
cuencia cardiaca. A continuacion agregar liquido de Ringer mantenido a 37°C observar la
frecuencia cardiaca y anotar en la columna correspondiente.

Temperatura 0°C Ambiente 37°C

Frecuencia

b) Estimulos eléctricos:

Se coloca bajo el sapo una plancha metélica unida al polo negativo de un carrete o bo-
bina de induccién (bobina de Harvard). El otro polo del carrete se une a cualquier parte
metalica del soporte en el que esta sujeta la aguja inscriptora.
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Se registra en el quimografo durante un momento la actividad del corazén. Se envian
corrientes buscando que los estimulos caigan durante la sistole normal. Se observa que el
corazon sigue contrayéndose igual que antes (despolarizacion) -PERIODO REFRAC-
TARIO ABSOLUTO. Se envian estimulos que caigan lejos de la sistole normal (segun-
da mitad de la diastole).

Se observan contracciones cardiacas fuera de ritmo - PERIODO REFRACTARIO
RELATIVO, que se denomina extrasistoles.

¢)_ Estimulos humorales:

Se instila el corazon con gotas de acetilcolina al 1% y se observa la disminucion de la
frecuencia cardiaca (el efecto es mas rapido si se inyecta via intrahepatica).

Si se inyecta o instila solucion de adrenalina al 1% el corazon vuelve a latir o aumentar
su frecuencia.

AUTOMATISMO:

Se trabaja con corazon de sapo aislado: se secciona los vasos sanguineos a 1 cm de dis-
tancia del 6rgano. Se lo coloca sobre una capsula de Petri que contiene liquido de Ringer,
y se esperan unos minutos para que el 6rgano se recupere.

Determinar la frecuencia cardiaca.

AUTOMATISMO Y CONDUCTIBILIDAD:

Se efectiian las denominadas -LIGADURAS DE STANNIUS-, que tienen por objeto
bloquear los impulsos que viajan a través del sistema exito-conductor (mediante presion
ejercida por un hilo).

En un corazoén de sapo aislado y mantenido en una cépsula de Petri con solucion Ringer
se llevan a cabo tres ligaduras.

La primera ligadura se realiza a nivel del limite entre el seno venoso y las auriculas.
Separa funcionalmente el seno venoso con sus contracciones normales, de las auriculas y
ventriculo que cesan de contraerse.

La segunda, entre auriculas y ventriculo, disocia las contracciones de seno venoso y au-
riculas (frecuencia normal) de las de ventriculo (frecuencia baja). Las dos anteriores efec-
tuadas simultdneamente, constituyen la tercera (Figura N° 7); se observan contracciones
ritmicas en el seno venoso y el ventriculo, en tanto que las auriculas continian detenidas.

CONTRACTILIDAD:

Aun corazon de sapo con la primera ligadura de Stannius, se lo exita (cada 30”-1") con
choques de corriente inducida cuya intensidad se va aumentando cada vez a partir de un
estimulo muy débil. Se observa respuesta contractil cuando se ha alcanzado el umbral de
excitabilidad (contraccion maxima).

Si se aplican estimulos supraumbrales el corazén responde con iguales contracciones
maximas (LEY DE TODO O NADA).
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Bce

Figura S. Esquema del corazén de rana. A- Cara anterior, B- Cara posterior,
AD=Auricula Derecha, Bc= Bulbo Cardiaco, Ta= Tronco arterial, SV= Seno Venoso

Seno venoso

/ 7 3ra.

Auriculas

Ventriculo

Figura 7. Ligaduras de Stannius.
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PRIMER COLOQUIO

1) Toda alteracion en la distribucion del agua corporal se inicia por las modificaciones
de las condiciones extracelulares, ya sea ganancia o pérdida de agua o de solutos lo que
ocasiona movimiento osmotico del agua entre los compartimientos intra y extracelular.

Las alteraciones en la distribucion de los liquidos corporales se clasifican tomando en
cuenta el volumen y la osmolaridad del liquido extracelular.

Completar (1 ,], <) el siguiente cuadro de alteraciones del agua y electrolitos.

. .. Osmolalidad .
Tipo Vol LEC | Na sérico . Ejemplos
sérica
Contraccion ) o
N Diarreas. Diuréticos.
isotonica
Expansién ) o '
e . Insuf. cardiaca. Cirrosis Nefrosis.
isotonica
Contraccion .
e g Enfermedad de Addison.
Hipotonica
Expansion . .
e . Sindrome de secrec. inadec.de ADH.
Hipotonica
Contraccion Sudoracion severa. Diabetes.
Hiperténica Ingesta insuficiente de liquidos.
Expansién B ]
. L. Ingestion de grandes cantidades de NaCl.
Hipertonica

2) Cual es la osmolaridad de una solucion que contiene 180 mg/dl de glucosa?

3) Completar la frase segtin corresponda:

a. Una solucion de NaCl 300 mOsm/L es isosmotica respecto al liquido intracelular
de los eritrocitos, que por ende, tiene también una osmolaridad de
mOsm/L.

b. Eritrocitos colocados en una solucion isoténica no se retraen ni expanden, esta solu-
cion isosmotica es también .

c. Una solucion 300 mOsm/L es isosmdtica con respecto al liquido intracelular de
eritrocitos normales; al colocar eritrocitos en esta solucion se expanden y luego se

Por ello, la solucién no es isotonica, es
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4) Un niflo de 3 meses de edad ingresa al hospital luego de varias horas con diarrea y
vomitos. Se le toma una muestra de sangre y se analizan las concentraciones de Na+, K+,
urea y glucosa. Los resultados son:

Na+ =153 mEq /L (normal: 140 mEq/L)
K+ =4,0 mEq /L (normal: 4,5 mEq/L)

Urea = 32 mg /dL (normal: 30 mg/dL)
Glucosa = 100 mg /dL (normal: 100 mg/dL)

Calcular la osmolalidad plasmatica.

5) Calcular la osmolaridad de la solucién conocida como “Ringer-lactato” o solucion
de Hartmann
Su composicion es:

NaCl..ooveveeeieeeieeene, 0,60 g
| SCO] PR 0,03 g
CaClI2 ..o, 0,02 g
Lactato de Na............... 0,31 g

6) En la emergencia de un hospital se recibe a un paciente, referido de otro centro, con signos
de deshidratacidn, relatando que tuvo vomitos y diarrea por cuatro dias, de las que fue tratado con
soluciones endovenosas. El médico interno solicita un analisis de electrolitos, urea y glucosa en
plasma y el resultado es el siguiente:

Natoiiiens 158 mEq/L
Kt 2 mEqg/L
Glucosa ................ 100 mg/dL
Urea.....ccoeeeveenee. 30 mg/dL

Osmolalidad.......... 247 mOsm/L

El médico, al recibir este informe, se dirige al laboratorio y le dice al laboratorista de turno que
su analisis esta equivocado, ya que la osmolalidad del plasma de este paciente nunca podria ser
inferior a

Q) eerree e mOsm/kg

El bioanalista le sefiala que puede tener razon, pero que quizas lo que esta equivocado es el
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Na+, ya que con esa osmolalidad el Na+ deberia ser de:

Mientras en el laboratorio se dedican a repetir el analisis, el médico vuelve a su paciente,
preocupado por la cifra tan baja de K+ en plasma. En ese momento llegan los nuevos datos de
laboratorio:

PLASMA: Na+ =156 mEq /L; Osm = 330 mOsm /L. ;Considera que estos valores estan cor-
rectos?

7) Para determinar la volemia (volumen total de sangre) se le inyectan a un paciente
2,45 g de Azul de Evans. Después del5 minutos, se le toma una muestra de sangre y se
encuentra una concentracion de 0,875 mg/mL y un hematocrito del 47%.

La VOLEMIA de este paciente es de:

a) 2800 mL

b) 2143 mL

¢) 3571 mL

d) 5283 mL

e) 5090 mL

8) Un marino ha naufragado en el océano y no tiene agua para beber, inicialmente este
naufrago tiene una pérdida de 2 1 de liquido sin pérdida de soluto.

a) ;Cuadl es la situacion de los liquidos corporales del ndufrago en ese momento?

b) El ndufrago no resiste mas la sed y decide tomar agua de mar, 500 ml de agua con
una osmolaridad de 1000 mOsmoles/l, ;como se encuentran ahora los liquidos corporales
del naufrago?

¢) ;(qué cantidad de agua necesita ingerir el ndufrago para tener una osmolaridad nor-
mal de 300 mOsmoles/1?
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SEGUNDO COLOQUIO

1) En una célula, las concentraciones intra y extracelulares de Na+, K+ y Cl- son (en
mM):

Na* K* Cr
Intracelular 10 150 6
Extracelular 140 5 150

Las permeabilidades relativas son P :P_:P_ =1:0,01:0,1

Calcule el valor del potencial de equilibrio para cada i6n y el potencial de membrana.
Razone si estdn o no en equilibrio y en que direccion tenderia a suceder difusion neta de
los iones

2) Cuales son los efectos sobre el potencial de membrana de:

a) Un aumento de [K+] extracelular a 10 mM.

b) Un aumento de 10 veces de PK

¢) Un aumento de 10 veces de PNa

d) Un aumento de 1000 veces de PNa

e) Un aumento de 10 veces de PCl

f) Un aumento simultaneo de 10 veces de PNa y PCl.. Compare este ultimo con los
casos ¢) y e).

3) Si se inhibe la bomba de Na+: K+:

a) ;Cambiaran las concentraciones intracelulares de K+ y Na+? ;Y las extracelulares?
b) (Cambiara el potencial de membrana?

¢) ;Cambiara la concentracion de Cl- intracelular?

d) (Se modificara el volumen celular?

En cada caso, discuta lo que ocurre de forma inmediata (< 1 minuto) y lo que sucede
a largo plazo.
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4) Explique sinapsis neuromuscular.

5) Realice una grafica del potencial de accion para musculo cardiaco y esquelético.
Nombrar los periodos refractarios (ubicarlos). Justifique.

6) Definir fuente de calcio (Ca) para el proceso exitocontractil en musculo esquelético.
Comparar con musculo cardiaco.

7) Explique el efecto de los Sistemas Simpatico y Parasimpatico sobre las propiedades
del corazon:

Cronotropica

Inotrdpica.

8) Completar el siguiente cuadro.

Efecto de los iones sobre la actividad cardiaca

Opciones: a) aumento (hacia valores positivos), b) disminuye (hacia valores negati-
vos), ¢) mas rapido, d) mas lento.

Er respuesta rapida | Er respuesta lenta | PA respuesta rapida PA respuesta lenta

TNa
|INa
1Ca
|Ca
1K
K
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AUTOEVALUACION

Bioseguridad: definiciéon. Como prepara la lavandina al 1 %.

Identificar los compartimentos liquidos y sus proporciones.

(Qué separa a los distintos compartimientos?

(Cuales son las variaciones fisioldgicas? ;A qué se deben?

Método de dilucion. Condiciones de las sustancias.

M¢étodo de dilucion. Sustancias para cada compartimiento. Errores que se

cometen.

7. Determinacion del volumen sanguineo con el hematocrito.

8. Definicion de dsmosis. ;De qué depende?

9. Calcule la osmolalidad de una solucion 0,85 % de cloruro sddico.

10. Diferencia entre osmolalidad y tonicidad.

11.;Los liquidos organicos son isosmoticos? ;A qué se debe la ligera diferencia entre
la osmolalidad plasmatica y la de los liquidos intersticial e intracelular

12. ;Qué sucede cuando se enfrentan las cé€lulas sanguineas a:
— solucion de cloruro de sodio hipotdnica
— solucidn de cloruro de sodio hipertonica
— solucién de glucosa isotdnica

13. Analice la Figura 25-6 pag. 300 de Guyton 11%. Ed. ;qué sucede con el volumen y
la osmolalidad de los liquidos extracelular e intracelular cuando se le agrega 2 litros
de cloruro de sodio 2,9 %?

14. ATPasa Na/K. Constituyentes, funcion. ;Donde esta localizada?

15. ATPasa Na/K: ;por qué se denomina electrogena?

16. (Cual es el origen del potencial de membrana en reposo en musculo esquelético?

17. Potencial de accion: definicion. Periodos.

18. Potencial de acciéon. Cambios i6nicos.

19. Periodos refractarios: definicion. ;por qué se producen?

20. Uni6n neuromuscular. Constituyentes.

21. Unioén neuromuscular: ;donde se sintetiza la acetilcolina? ;Coémo se libera?
(Como se inactiva?

22. (Qué efecto tiene sobre musculo esquelético :
— variaciones en la concentracion de potasio
— variaciones en la concentracion de calcio?

23. Potencial de membrana en reposo en musculo cardiaco. Diferencia en fibras
rapidas y lentas

24. Potenciales de accion en musculo cardiaco.

25. Diferencias en PMR, duracién del potencial de accion, velocidad de conduccion
y tiempo de la contraccion entre nervio, musculo esquelético y musculo cardiaco.

26. (Por qué las auriculas se contraen antes que los ventriculos?

27. Nodo sinusal: caracteristicas. Ubicacion. Funcioén

A
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28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

Caracteristica de las vias internodales.
Nodo auriculovetricular: caracteristicas. Ubicacion. Funcion.
(Doénde y por qué se produce retraso en la conduccion?
Caracteristicas de las fibras de purkinje.
(Cual es el marcapaso? ;Existen otros?
Efecto del sistema simpatico sobre el corazon.
Efectos del sistema parasimpatico sobre el corazon.
(Qué efecto tiene sobre musculo cardiaco :
— variaciones en la concentracion de potasio
— variaciones en la concentracion de calcio?
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Trabajo Practico N° 4

FISIOLOGIA CIRCULATORIA

AUSCULTACION DE RUIDOS CARDIACOS

Las manifestaciones sonoras de la actividad cardiaca pueden ser reconocidas por la
auscultacion (percepcion de ruidos procedente del cuerpo) de la regidon precordial. Los
focos clasicos (FIGURA N° 8) de auscultacion para las cuatro valvulas del corazon (que
no se hallan precisamente encima de la misma) son:

+ 4rea o zona adrtica: a nivel del segundo espacio intercostal derecho.

» area o zona pulmonar: a nivel del segundo espacio intercostal izquierdo.

+ 4rea o0 zona mitral: a nivel de la punta del corazon.

» area o zona tricuspide: a nivel del apéndice xifoide del esternon.

La percepcion de los ruidos se efectiia con estetoscopios o aparatos ultrasonicos.

ESTETOSCOPIO

En uno de sus extremos posee dos olivas (que se adaptan al oido) sostenidas por dos
vastagos rigidos y huecos. Los vastagos estan unidos entre si por una pieza articulada o
elastica, que sirve para modificar la posicion de las olivas. El extremo receptor consta de
una membrana, diafragma (refuerza las respuestas de frecuencias altas) y/o un receptor de
campana (recoge sonidos de baja frecuencia).

Dicho receptor se aplicard sobre el area cardiaca de proyeccion del corazén sobre la
pared toracica. Ambos extremos estan unidos por un juego de tubo de goma cuya longitud
es inversamente proporcional a la nitidez del sonido.
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APARATOS ULTRASONICOS

Se basan en el efecto Dopler: las ondas captadas por un receptor situado en el mismo
punto que el emisor cambian su frecuencia cuando son reflejadas por una superficie en
movimiento.

Este cambio puede ser transformado electronicamente en sefiales sonoras (auscultador
fetal) o luminosas (ecografo).

El aparato, alimentado con corriente domiciliaria o de bateria, posee una salida para
cabezal que contiene el emisor-receptor de ondas utrasénicas. Este debe ser aplicado so-
bre la piel previamente untada con glicerina o vaselina. Un parlante permite escuchar la
traduccion de los ultrasonidos.

A través de éste efecto se puede “oir” o “ver” los movimientos del corazon fetal. Tiene
aplicabilidad a las 11-12 semanas de embarazo (auscultador fetal). La ecografia es util ya
desde la 7* semana de gestacion.

Se auscultan los ruidos cardiacos con estetoscopio, de acuerdo a las zonas indicadas.

PULSO ARTERIAL

Sensacion de expansion experimentada periddicamente al comprimir con el pulpejo
de los dedos una arteria superficial contra un plano resistente debido a la llegada al dedo
explorador de una onda de presion, determinada por la expulsion de sangre durante la
sistole ventricular y propagada a lo largo del arbol arterial.

Para el enjuiciamiento critico del estado del sistema circulatorio se utiliza, entre otras
cosas, el control del pulso.

PROCEDIMIENTO:
Se palpa la arteria radial (la mas utilizada), con el pulpejo de los dedos y se aprecia la
onda pulsatil. Determinar la cantidad de pulsaciones por minuto (frecuencia).

PRESION ARTERIAL: METODOS DE MEDICION

La presion arterial puede ser definida como la fuerza ejercida por la sangre sobre las
paredes de las arterias.

Como la insercion de una canula en una arteria no resulta practica (método directo), se
han creado métodos indirectos para determinar la presion arterial: palpatorio, auscultato-
rio y oscilatorio. Este tltimo se ha dejado de utilizar por ser muy poco preciso.

El instrumento adoptado para medir indirectamente la presion arterial es el esfigmo-
mandémetro: se funda en equilibrar con presion de aire la presion sanguinea y estimar
la primera con una columna de mercurio (esfigmomanometro de mercurio), o con un
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manometro aneroide (esfigmomandémetrode tipo aneroide), previamente calibrado con
mercurio.

PROCEDIMIENTO

A-Método auscultatorio (Korotkow) (FIGURA N° 9)

1.

El individuo debe estar sentado tranquilamente, con la espalda apoyada y el brazo
sostenido en posicion horizontal a nivel cardiaco, durante 5 min.

. Por palpacion, localizar la arteria braquial (encima del pliegue del codo).

Colocar el manguito (completamente desinflado) en el brazo, observando que su
borde inferior se encuentre a 2,5 cm. del espacio antecubital, y que la cdmara que
posee este, esté ubicada sobre la cara anterointerna del brazo (arteria braquial).

El manguito debe ajustarse al brazo de manera uniforme, sin apretar.

Colocar la membrana del estetoscopio sobre la arteria localizada. Esta no debe estar
en contacto con el manguito de compresion ni con el vestido del sujeto.

Insuflar aire en el manguito hasta alcanzar una presion de 20 mm Hg por encima de
la sistolica, lo que se reconoce por la desaparicion del pulso radial.

. Desinflar el manguito gradualmente (3 mm Hg por seg) abriendo la valvula de la

fuente de presion.

. Registrar la presion (observada en el mandmetro) en la que se oyen por primera vez

los sonidos (Korotkow fase I) como presion sistdlica (P.A.S).

. Registrar la desaparicion de los ruidos (Korotkow fase V) como presion diastolica

(PA.D).

. Desinflar el manguito completamente para aliviar la congestion en el antebrazo y

repetir el procedimiento.

10. Si las lecturas varian en mas de 5 mm de Hg, efectuar otras determinaciones hasta

obtener dos similares.

Fuentes de error al tomar la presion arterial

1.

2.

3.
4.

Equipo defectuoso.

a. Brazal muy pequefio para el tamafio del brazo.

b. Mandmetro defectuoso.

Lectura imprecisa.

a. Colocacion incorrecta del brazal.

b. Uso de valores erroneos: - pasar por alto el hueco de auscultacion

— confusion entre el uso del debilitamiento y la desaparicion del sonido como
criterio de presion diastdlica (usar ultimo criterio).

c. Variaciones debidas a arritmias.

d. Posicion del brazo, que debe situarse a nivel del corazon.

Prejuicio del observador que basa su apreciacion en lecturas unicas.

Cambio de brazo entre una determinacion y otra.
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B-_Método palpatorio (Riva- Rocci)
1. fdem A-1.

Palpar la arteria radial.

fdem A-3.

No se utiliza estestocopio.

Insuflar aire en el manguito hasta que la presion en su interior alcance los 170 -180
mm de Hg o, en general, un valor de aproximadamente 20 mm de Hg superior a
aquel en el que se observa la desaparicion del pulso.

6. Idem A-6.

7. En el momento en que se percibe la primera pulsacion a nivel de la arteria radial, se

observa el valor de la presion sistolica o maxima.

8. Este método no es adecuado para determinar la P.A.D.

9. Idem A-9.

Este método proporciona valores bajos de P.A.S. (5 a 10 mm de Hg).
Anotar los valores correspondientes en la siguiente tabla.

i

Presion arterial Por palpacion Por auscultaciéon

Presion sistélica

Presion diastélica

Presion diferencial

Presion media funcional

Zona aortica

- 7Z0na pulmonar

— Zona tricispide

k—— Zona mitral

Figura 8. Zonas de auscultacion de los ruidos cardiacos.
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Manémetro de Hg
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Figura 9. Método de auscultacion para medir la presion arterial.

VARIACIONES FISIOLOGICAS DE LA PRESION ARTERIAL

1- EFECTOS DE LA POSTURA
Procediendo de la manera previamente descripta (método auscultatorio), determinar la

presion arterial en uno de los compafieros situado en dos posiciones distintas: en decubito
supino y de pie. Determinar la frecuencia del pulso.

Presion arterial Dectibito supino De pié

Presion sistolica

Presion diastélica

Presion diferencial

Frecuencia del pulso

2- EFECTOS DEL EJERCICIO
Medir la presion arterial en un compafiero que permanece en reposo y en posicion de

decubito supino. Repetir la determinacion después de que el sujeto ha realizado unos
veinte ejercicios de flexion del tronco sobre el abdomen. Determinar la frecuencia del

pulso. Anotar los valores obtenidos en la siguiente tabla:

Presion arterial En reposo Después del ejercicio

Presion sistolica

Presion diastélica

Presion diferencial

Frecuencia del pulso
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CONSTRUCCION DE LA CURVA DE PRESION
1- Medir la P.A.S. y P.A.D. promedio por el método ausculatorio.
2- Determinar la frecuencia cardiaca.
3- Graficar P.A.(mm de Hg.) en funcion del tiempo (seg.) con los datos obtenidos.

PERFIL BIOQUIMICO VASCULAR

Comprende una serie de determinaciones de utilidad para detectar bioquimicamente el
estado del sistema cardiovascular y para prevencion y diagnéstico de sus alteraciones.

Las determinaciones bioquimicas, junto al resto de las pruebas complementarias (ECG,
radiologia, angiografia, endoscopia, fonocardiografia) y al examen clinico (semiologia),
permiten el diagndstico y control del paciente.

Los parametros que se incluyen son:

ENZIMAS LIiPIDOS
CPK COLESTEROL
GOT TRIGLICERIDOS
LDH FOSFOLIPIDOS
ALD LIPOPROTEINAS

HBDH

MEDIO INTERNO: K, HCO,, pH, pCO,, pO,.
HORMONAS: catecolaminas, aldosterona, renina, etc.
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Trabajo Practico N° 5

FI1S10LOGiA RENAL (primera parte)

PRUEBAS DE LA FUNCION RENAL

Dentro de las pruebas de la funcién renal se incluyen:
1. Pruebas de:
a. dilucion (guia N° 6);
b. concentracién (guia N° 6).
Ambas exploran la resorcion tubular.

2. Prueba de la F.S.F. (Fenol Sulfon Ftaleina).
Explora la secrecion tubular.

Pruebas de las depuraciones o clearance:
de inulina;

de creatinina enddgena,;

de &c. p-aminohiptrico (PAH);

de urea.

po T W

a) y b) son indices de filtracion glomerular.
¢) es un indice de secrecion tubular.
d) es un indice de reabsorcion tubular parcial.

DEPURACION O CLEARANCE DE UREA (DU)

1. Se toma talla y peso para calcular la superficie corporal por la tabla de Dubois.
2. Se procede a vaciar la vejiga por miccion espontanea y se desecha esta orina.
3. Se procede a recoger orina durante 24 horas (ver guia nimero 1).
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4. Se obtiene una muestra de sangre en cualquier momento de la prueba.
5. En las dos muestras (orina y sangre) se determina urea.

CALcCULOS:
La determinacion varia en relacion al volumen minuto urinario.

a. Cuando es mayor de 2 ml /min, la formula es:

DU - OxVx% — ml/min

O = concentracion de urea en orina (mg/dl).

V = volumen minuto urinario (ml/min).

P = concentracion de urea en plasma (mg/dl).

S = Superficie corporal. Se calcula segun la tabla de Dubois (ver apéndice —Tabla 2)
1,73 = valor de la superficie corporal standard en m?.

b. Cuando es menor de 2 ml/min.

oxlV 1.73

DU : x—— = ml/min
S

VALORES DE REFERENCIA:
a. Adultos: 64-99 ml/min por 1,73 m?
b. Adultos: 41-65 ml/min por 1,73 m?

A los efectos del trabajo practico se sigue la siguiente técnica:
Se hace vaciar la vejiga de un alumno (y se desecha) y se le hace ingerir 300 ml de agua,
a la hora se le hace vaciar nuevamente la vejiga y se mide el volumen (V). Se reserva una
pequeiia cantidad para determinar la concentracion de urea en orina: O (ver apéndice).
En ese momento se extrae sangre para determinar urea en suero: P (ver apéndice).
Con el valor V calcular el volumen minuto.

DEPURACION O CLEARANCE DE CREATININA ENDOGENA (DCE)

1. Se determina la superficie corporal mediante la tabla de Dubois.

2. Serecolecta orina de 24 hs (ver guia N° 1).

3. La toma de sangre puede efectuarse en cualquier momento de la prueba.
4. Se determina creatinina en suero (P) y en orina (O).
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Calculos:

OxV 1.73
x_
S

DCE :

VALORES DE REFERENCIA:
80-140 ml/min por 1,73 m? (adultos hasta 60 afios). Valor promedio: 125 ml/min.

En el trabajo practico se realizara de la siguiente manera:

Se hace vaciar la vejiga de un alumno (la cual se desecha) y se le pide que ingiera 300
ml de agua. Transcurridas 2 hs. se le hace evacuar totalmente la vejiga, se recolecta la
orina y se mide el volumen. Diluir la muestra 1/20. Se determina creatinina en orina (ver
apéndice).Se extrae sangre en cualquier momento de la prueba y se determina creatinina
en suero (ver apéndice).
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Apendice

UREA: Método enzimatico (ureasa).
FUNDAMENTO DEL METODO:

Urea Ureasa CO2 + NH,

NH, + fenol + Na CIO azul de indofenol.
HO

Se determina colorimétricamente a 540 nm.
a) Determinacion en sangre:

Valores de referencia: 0,20 a 0,40 g/1.
Muestra: Suero o plasma con anticoagulante (EDTA).

Técnica:
B S D

Standard 20ul

Muestra 20 ul

Ureasa 1 gota 1 gota 1 gota

Mezclar por agitacion suave e incubar 5°-37°.C

Reactivo 1 I ml 1 ml 1 ml
Reactivo 2 1 ml I ml 1 ml

Mezclar por agitacion suave e incubar 5 min-37°C
AD | 10 ml 10 ml 10 ml

Mezclar por inversion. Después de 10 min leer en espectrofotometro a 540 nm. El color
es estable hasta 12 h.

Reactivo I: fenol + nitroferricianuro de sodio + etilén-bis-ditiocarbamatomanganoso.

Reactivo 2: NaClO + p-toluensulfoncloramida en NaOH.

Standard: 0,60 g/l de urea.

CALcCULOS:

Urea (g/)=Dx f f=0,60g/1
S
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B) DETERMINACION EN ORINA

Valores de referencia: 20-30 g/24 hs.

Se sigue la misma técnica que para sangre utilizando orina diluida con agua o SF. Se
diluye segun el esquema siguiente:

Densidad hasta 1015 .......... dilucién 1/10

Densidad 1016-1025........... dilucion 1/20

Densidad mayor 1025 ........ dilucién 1/40

Blanco de orina (BD) como la orina contiene cantidades variables de amoniaco se
debe efectuar un blanco de orina. Entre el reactivo 1 y el reactivo 2 se agregan 20 ul de
la dilucion de orina.

Calculo:
urea (g/l) = (D - BD) x 0,60 x diluciéon
S

Para expresar en g/24h se multiplica urea en g/l xV
V = diuresis de 24 hs

CREATININA: Método de Jaffé
FUNDAMENTO DEL METODO:

Creatinina + 4c. picrico glicina/NaOH ------ cromogeno que se mide a 510 nm.

A) DETERMINACION EN SANGRE:
Valores de referencia: 8-14 mg/1
Muestra: suero

Técnica:
En un frasco de vidrio color caramelo, mezclar partes iguales de &cido picrico y tampon
(NaOH).Conservar a temperatura ambiente, protegido de la luz.
Condiciones de la reaccion: Temperatura 25 °C
Long.de onda 490-510 nm

Standard Desconocido
Reactivo premezclado 1 ml I ml
Standard 02m | e
Muestra | 0 e 0,2 ml
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Mezclar inmediatamente. Simultaneamente disparar el cronémetro. A los 30 seg exac-
tos registrar la lectura S1 y D1. A los 5 min. registrar las lectura S2 y D2.

Standard: solucion de creatinina 20 mg / 1
Calculos:
Creatinina mg/l — D, - D x99
Sz - S1
B) DETERMINACION EN ORINA:
Valores de referencia: 0,9 - 1,5 g/24 hs.

Muestra: orina diluida 1:20.

Técnica:
Idem suero

Calculos:
Creatinina mg/1 x 20 x dilucion

Si la muestra de orina fuera de 24 hs:

Creatinina g/24 hs — D, - D, 0,020 x dilucion x V
Sz - Sl

V = diuresis expresada en litros/24 hs.

Calculo del clearence de creatinina con muestra de orina de 24 hs

DCE ml/min = Creatinina en orina gr/24 hs x 694 x 1,73
Creatinina en suero mg/l S

694 ml/min = gr/24 hs = 1000 mg / 1000 ml = 1000000 ml
mg/lt 1 mg/ 1440 min 1440 min

DCE ml/min = Creatinina en orina mg/l x V x 1,73
Creatinina en suero mg/l S
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Altura en pies

107
&
pe
gm

10"
.
&
e
gm

Rl
g=

4
2"

1o

4"

g

10"

g-

215
210

205
200

196
190

175
170
166

160
155
150

145
140

135
130

125

120

115

110

105

100

a0

BS

an

TE

Altura en centimetros

Superficie en metros cuadrados

0,78

0,70

0,65

Peso en libras

250
280
270
260

250

240
230

220
210

200
180
180
170
160

150
140

130

120

10

100

20

B0

Ta

60

130

120

110

Tabla 2. Tabla Dubois de la superficie del cuerpo.
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Trabajo Practico N° 6

Fi1s10LOGiA RENAL (segunda parte)

PRUEBAS DE LA FUNCION RENAL
PRUEBA DE DILUCION (TECNICA DE VOLHARD)

1. Con ayuno de 12 hs, se procede a vaciar la vejiga (desechando ésta muestra).

2. Se ingiere 1,00 -1,50 litros de agua en 30 minutos.

3. Se recoge la orina durante 4 hs, en intervalos de 30 minutos, en recipientes
separados.

4. Se mide la densidad y el volumen.

RESuLTADOS:

Se confecciona un grafico con la representacion de las curvas de volumen y densidad
en funcion del tiempo.

Las personas sometidas a la prueba, excretan un volumen total de orina de 1500 £ 300
ml, atin cuando el volumen de cada muestra puede ser muy variable. Las densidades de
las muestras son casi siempre bajas y pueden llegar a 1,002 mg/I1.

A los fines del trabajo practico se modifica la técnica de la siguiente manera:

Un alumno evacua su vejiga, eliminandola. Luego ingiere 1000 ml de agua en media
hora, a partir de este momento se recoge la orina cada media hora durante 2 hs, midiendo
el volumen y la densidad de cada muestra.

PRUEBA DE CONCENTRACION (TECNICA DE VOLHARD)

1. Se suspende la ingesta de liquidos después de la cena del dia anterior al ensayo.
2. Se procede a vaciar la vejiga a las 8 hs del dia del ensayo, descartando esta
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muestra.

3. Se realiza una dieta tan excenta de liquidos como sea posible, evitando todas las
bebidas y frutas (mientras dure el ensayo).

4. Se recoge la orina de un periodo de 4 hs.

5. Se determina volumen y densidad.

RESULTADOS:
El volumen urinario resulta pequefio y depende de la cantidad de liquido que tiene la
dieta, pero su densidad aumenta y casi siempre supera a 1,030 mg/1.

A los fines del trabajo practico se modifica la técnica anterior:

Un alumno que no haya ingerido mucho liquido en las ultimas horas evacua la vejiga
(se desecha ésta muestra). A partir de ese momento se recoge la orina cada media hora
durante 2 hs, midiendo volumen y densidad de cada muestra.

EFECTO DE DIVERSAS SITUACIONES FUNCIONALES SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA FUNCION RENAL

TECNICA:
Es conveniente dejar de ingerir alimentos o bebidas 2 hs antes de iniciar la prueba.
Se requieren tres alumnos para realizar el experimento:
1. Debe ingerir 10 ml de agua/kg de peso y ademds 50 ml de whisky.
2. Debe ingerir 10 ml de agua/kg de peso y después fumar un cigarrillo cada 30min.
3. Debe realizar un ejercicio intenso durante 5’ (por €j. subir y bajar las escaleras a la
maxima velocidad posible).

De ésta practica deben excluirse, como sujetos activos, los estudiantes que presenten
problemas circulatorios o renales y los que estan sometidos a una dieta de restriccion
salina.

Recoleccion de las muestras de orina:

Antes de comenzar el experimento, todos los participantes deben vaciar su vejiga guar-
dando ésta muestra de orina como control.

En el momento de iniciar la prueba se pone en marcha el cronometro y cada alumno
sigue la pauta indicada en el apartado anterior. A partir de este momento se recogen mues-
tras de orina cada 30 minutos.

Analisis de las muestras de orina:
En cada muestra de orina se determinan los siguientes pardmetros:
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Volumen
Densidad

VOLUMEN DE ORINA
Transferir la orina recogida en cada periodo a una probeta graduada y medir el volimen
de liquido excretado.

DENSIDAD
Ver método de determinacion en pagina 50.

CALcuros:
a. Osmolaridad de la orina:
Valores de referencia 70-1200 mOsm/1. Si la densidad urinaria es conocida se puede
calcular la osmolaridad a partir de la siguiente ecuacion:
Osmolaridad urin. mOsm/l = (D orina - 1 ) 35000
b. Clearance de agua libre
C,,=V-C
2

OSM
V = volumen minuto. Valores de referencia: 1 ml/minuto
C o= clearance o depuracion osmolar (la formula de la depuracion osmolar es

similar a la de cualquier depuracion urinaria)
c. Depuracion negativa de agua libre
TH20 - COSM -V

EXAMEN FiSICO-QUIMICO DE MUESTRAS DE ORINA

La orina es el resultado de un triple proceso: filtracion (glomerular), resorcion de sus-
tancias y secrecion de otras a lo largo del tiibulo renal.
Obtencion de la muestra: ver guia n° 1.

EXAMEN FISICO

CANTIDAD: valores de referencia: 1200-1500 ml/24 hs en adultos.
La cantidad de orina eliminada en 24 hs esta sujeta a diversas influencias: la edad, el
peso, la dieta, etc.
En un examen de rutina se informa:
a. aspecto
. olor

b
c. color-espuma
d. densidad
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ASPECTO: recién emitida es limpida y transparente. Al poco tiempo de estar estacio-
nada aparecen enturbiamientos que originan un sedimento compuesto por mucus, cé€lulas
epiteliales, leucocitos, etc.

El aspecto de la orina se califica como: limpido, ligeramente turbio, turbio.

OLOR: la orina normal tiene un olor ligeramente aromatico de origen indeterminado
(“sui generis”).

COLOR: normalmente es de color amarillo, de tonalidad variable entre el ambarino y
el amarillo oro. Esta dado por la presencia de pigmentos: urocromo, uroeritrina, hemato-
porfirinas, etc.

Si la orina normal se agita levemente, la espuma es blanca, abundante y fugaz.

DENSIDAD: valores de referencia: 1,010 - 1,030 mg/I1.

1) METODO DEL DENSIMETRO O URINOMETRO (FIGURA N° 10)

Se coloca la orina en una probeta de capacidad suficiente (100 ml), procurando no for-
mar espuma. Se introduce el urinometro toméandolo de la parte superior y comunicandole
un suave movimiento de rotacion, que no debe rozar las paredes y el fondo de la probeta.
La lectura se hara en el menisco inferior que forma el urindmetro en contacto con la ori-
na.

Correccién por temperatura: se debera sumar o restar a la lectura leida del urinémetro,
0,001 por cada 3 °C de temperatura por encima o por debajo de aquella para la cual el
instrumento ha sido calibrado (generalmente calibrados a 15°C).

2) EMPLEO DE TIRAS REACTIVAS:

El 4rea reactiva utiliza polielectrolitos y un indicador de pH, lo cual permite, al sumer-
gir la tira en la muestra de orina, que se produzca la reaccion, observada como un cambio
de color (este indica el cambio de los polielectrolitos en relaciéon con la concentracion
16nica de la orina).
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EXAMEN QUIMICO
Composicion de la orina humana

Glucosa

Proteinas

Cuerpos cetonicos

Hemoglobina, nitritos, bilirrubina

0 (0,1g/1)

0 (0,5 g/

0 (-de 0,05 g/)
0 (vestigios)

Urobilinogeno 1 mg/l
Urea 20 g/l
Creatinina 1-2 g/l
Acido tarico 0,5 g/l
Fosforo 1 gl
Cloruro 170 mEq/1
Amoniaco 40 mEq/1
Na 140 mEq/1
Ca 15 mEq/1
Reaccion (pH) 6 (5-8)

USOS DE TIRAS REACTIVAS (FiGura N° 11)

Son tiras que contienen zonas de test con reactivos necesarios en forma estandarizada
y estabilizada para la determinacion de parametros en orina en nimero variable, desde 1
hasta 9 o 10 determinaciones.

Se utilizan con los siguientes fines:

» examenes de rutina;

 control de terapettica y recidiva,

 autocontrol.

Muestra: emplear orina reciente, de no menos de 4 hs, bien mezclada y sin centrifu-
gar.

Técnica: (Figura N° 12).

1. Sacar una sola tira del envase y taparlo inmediatamente.

2. Sumergir completamente todas las 4reas de la tira reactiva, retirar
inmediatamente.

3. Eliminar el exceso de orina, deslizando el borde de la tira en el borde del
recipiente.

4. Mantener la tira en posicion horizontal.

Comparar las areas reactivas con los correspondientes bloques de color en la etiqueta
del envase a los tiempos especificados (30-60 seg.).
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SOSTENER LA TIRA LO MAS CERCA DE LA CARTA DE COLORES Y COMPA-
RAR CUIDADOSAMENTE.

Los cambios de color que tienen lugar pasados los dos minutos carecen de importancia
diagnostica.

REACCION (PH)

Tira reactiva:

Contiene una combinacion de los indicadores: rojo de metilo y azul de bromotimol.
Por esta razon resultan nitidas graduaciones cromaticas del naranja al azul, pasando por
el verde, en la zona del pH de 5 a 9.

Causas de error:
* Orina que permanece demasiado tiempo en el recipiente.

GLUCOSA

Tira reactiva (enzimatico)

Contiene glucosa oxidasa que oxida la glucosa de manera especifica a acido glucuréni-
co y perdxido de hidrégeno en presencia del oxigeno del aire.

El agua oxigenada, bajo la catélisis de la peroxidasa, oxida al indicador que vira al
verde verde azulado.

El limite practico de deteccion es de 40 mg/dl de orina.

Causas de error:
 falsos positivos: residuos de detergentes fuertemente oxidantes en el recipiente.
+ falsos negativos: grandes cantidades de 4acido ascorbico por ingestion de vitamina
C, medicamentos, etc.

CUERPOS CETONICOS

Tira reactiva

Se basa en la prueba de Legal: el cido acetoacético y la acetona reaccionan con nitro-
prusiato en medio alcalino y producen un complejo colorante violeta.

El acido beta-hidroxibutirico no se detecta y el acido acetoacético reacciona con ma-
yor sensibilidad que la acetona.

El limite de deteccion practico es: acido acetoacético 5-10 m/dl / acetona 40-70

Causas de error: Las fenilcetonas dan colores rojo naranja los cuales se diferencian
perfectamente de los colores violetas obtenidos con cido acetoacético y acetona.

Las fenolftaleinas dan una reaccion cromatica rojiza a causa de la basicidad de la
prueba.
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PROTEINAS

Tira reactiva

Se basa en el “error proteico de los indicadores”. Aproximadamente a pH=3, el azul de
tetrabromofenol es de color amarillo cuando no hay proteinas, mientras que al mismo pH
en presencia de proteinas el color del indicador cambiara al verde-verde azulado en una
intensidad acorde con la cantidad de proteina (especialmente albumina) presente.

El limite practico de deteccion es de 10 mg/dl =0, 1 g/l

Causas de error:
+ alsos positivos: - Orina alcalinas (pH mayor a 9).
 Infusiones con polivinilpirrolidina.
» Residuos de desinfectantes con grupo amonico cuaternario.
» Administracion de fenazopiridina (colores rojizos).

BILIRRUBINA

Tira reactiva

Se basa en la copulacion de la bilirrubina con una sal de diazonio estable en medio
acido virando el color a las distintas tonalidades del canela.

El limite practico de deteccion es de 0,5 a Img/dl.

Causas de error:
 falsos positivos:- medicamentos que tifien la orina de color rojo a pH acido;
+ falsos negativos: -exposicion de la orina a la luz durante un largo tiempo;
» grandes cantidades de acido ascorbico y nitritos.

UROBILINOGENO

Tira reactiva

Se basa en la reaccion de una sal de diazonio con el urobilindgeno en medio acido dan-
do un colorante azoico rojo (reacc. de Erlich modificada).

El limite practico de deteccion es 0,5-1 mg/dl.

Causas de error:
 falsos positivos: - idem bilirrubina falsos negativos: - exposicion de la orina a la luz
durante largo tiempo;
* inhibicidonporaltasconcentracionesde formaldehido (intoxicaciones, medicamentos,
conservacion de la orina con formalina).

Una momentéanea coloracion amarilla del papel reactivo sefiala cantidades importantes
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de bilirrubina, las cuales, sin embargo, no menoscaban la lectura.
SANGRE

Tira reactiva

Se basa en la accion de la hemoglobina y mioglobina similar a la de la peroxidasa, las
cuales catalizan la oxidacion del indicador cromatico por un hidroperéxido organico,
produciendo un colorante azul verdoso que sobre el sector reactivo amarillo produce un
viraje hacla el verde.

Existen dos escalas cromaticas separadas para eritrocitos y hemoglobina.

Los eritrocitos intactos se hemolizan sobre el papel reactivo y la hemoglobina resultan-
te inicia la reaccion cromatica alrededor de los eritrocitos originando puntos verdes.

Limite practico de deteccion: 5-10 eritrocitos/ul y 0,015 mg/dl para Hb o Mg.

Causas de errores:
» falsos positivos: - restos de detergentes fuertemente oxidantes en el recipiente;
* proteinuria mayor a 5 g/l;
» falsos negativos: - significantes cantidades de 4cido ascorbico.

Confirmacion de la presencia de hematies: se debe confirmar la presencia de hematies
con la observacion microscopica del sedimento.

HEMOGLOBINURIA (excrecion de Hb libre) y MIOGLOBINURIA (excrecion de
mioglobina):

Quemaduras, procesos hemoliticos, esfuerzo fisico intenso, lesiones musculares, enfer-
medades musculares progresivas.

Algunas tiras reactivas contienen celdillas para identificacion de: nitritos, leucocitos,
acido ascorbico, etc.
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Trabajo Practico N° 7

FISIOLOGIA RESPIRATORIA

El sistema respiratorio tiene como funcion fundamental el aporte de O, a los tejidos y
la remocién del CO, de los mismos.

DETERMINACION DE LA FRECUENCIA RESPIRATORIA:

Es el nimero de movimientos respiratorios en la unidad de tiempo; aproximadamente
12 c.p.m.

a) Determinacion de la frecuencia respiratoria en condiciones de reposo
Técnica:
1. Un alumno se ubica en decubito.
2. Se cuenta el N° de movimientos respiratorios durante 1 minuto (con crondémetro).

b) Determinacion de la frecuencia respiratoria en un periodo de apnea.
Técnica:

El alumno debe permanecer en apnea (interrupcion de la respiracion) el mayor tiempo
posible (al menos 10 segundos)

Posteriormente se cuenta el N° de movimientos respiratorios durante 1 minuto.

¢) Determinacion de la frecuencia respiratoria consecutiva a la hiperventilacion.
Técnica:
1. El alumno hiperventila (respiracion rapida y profunda) durante 60 segundos.

Luego se cuenta el N° de movimientos respiratorios durante 1 minuto.

d) Determinacion de la frecuencia respiratoria después de un esfuerzo fisico.
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Técnica:
1. El alumno deberd realizar un esfuerzo fisico de mediana intensidad (subir una
escalera, flexiones), durante 5 minutos.

Luego se cuenta el N° de movimientos respiratorios durante 1 minuto.

Reposo | Post-apnea | Post-hiperventilacion Post-ejercicio

Frecuencia

respiratoria

AUSCULTACION: RUIDOS RESPIRATORIOS NORMALES

La auscultacion de la respiracion normal profunda se realiza con el paciente en posi-
cion preferentemente sentado, respirando con la boca entreabierta, sin hacer ruido alguno
y en forma mas profunda y répida que la habitual.

Se debe comenzar por la regidon anterior y continuar con la posterior. Los ruidos respi-
ratorios normales comprenden la respiracion bronquica, la broncovesicular y el murmullo
vesicular.

La respiracion bronquica se ausculta en el hueco supraclavicular y en la region dorsal
superior.

El murmullo vesicular se ausculta en la region anterior, posterior y lateral del torax.

La respiracion broncovesicular se ausculta preferentemente a nivel de las articulacio-
nes esterno-clavicular (derecha), en las regiones supraescapulares e interescapuloverte-
brales superiores. (Ver figuras en apéndice- Figura N° 13).

EXAMEN FUNCIONAL RESPIRATORIO

La exploracion de la funcion pulmonar es el conjunto de técnicas que nos permite es-
tudiar diferentes aspectos de la fisiologia respiratoria. La eleccion de una prueba u otra
dependera de los objetivos planteados y del contexto en que va a ser utilizado.

ESPIROMETRIA:

Es la medicion de los volumenes y capacidades pulmonares. Se utiliza el espirdmetro
en aire para obtener los siguientes parametros:

FEF: Flujo espiratorio forzado. Es un indicador de las posibles obstrucciones en las
grandes vias respiratorias.

FMF: Flujo espiratorio mediano forzado. Indicador de posibles oclusiones en las vias
respiratorias de menor calibre.
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CV: Capacidad vital.
CVF: Capacidad vital forzada.

VEF,: Volumen espiratorio forzado, medido en un tiempo

“t”

elegido. Conocido tam-

bién por capacidad vital cronometrada o test de Tiffeneau.
VEF%: Porcentaje VEFt del valor CVF o de otros valores prefijados de la capacidad

vital.

Técnica:

1.
2.

Conectar el aparato a linea 220 v. 50 c\s
Encender el pulsador respectivo (a la izquierda del panel) llevando a la posicion Sl
/ NO. Al hacerlo, se iluminard un LED rojo testigo de linea.

. Colocar el carro a la izquierda en el riel de desplazamiento. Para lograrlo, levantar

suavemente el carro, evitando el roce de la cremallera con el engranaje del motor y
trasladarlo al tope izquierdo.

Colocar la hoja de registro, con el encabezamiento hacia abajo, trabando la parte
superior con los clips y la inferior con el soporte retractil. Tratar que el boligrafo
coincida con el punto cero (cero litros-cero segundos).

. CV puede obtenerse directamente, sin otro procedimiento que el paciente espire por

el conducto. Para los otros estudios, FEF, FMF, CVF, VEF, VEF %, es necesario
que el profesional mantenga pulsado el boton indicado “Motor” por el tiempo que
dura el traslado del carro (6 seg.) Mientras lo hace se enciende una luz indicando
que el traductor esta listo para disparar el arranque del motor a la minima sefial de
paso de flujo aéreo por el conducto.

Si desea repetir el estudio o hacer otro, proceder como en 3.

Si se interrumpe el funcionamiento del motor, dejando de pulsar, al tratar de
reconectarlo, el traductor, culminara el ciclo anterior, debiendo el usuario recomenzar
el procedimiento indicado en 3.

METODO GRAFICO-ANALITICO

1.

FMF =

3.

4.

La proyeccion sobre el eje de volumenes, del valor maximo del registro, nos da la
CVF, en la figura 14 este valor es Y, = 4,25 litros.

Entre 75% y el 25% del valor Y tenemos los valores Y, = 3,18, Y3 = 1,05 litros,este
valor Y, Y, representa el 50% del CVF .

Estos valores Y, e Y, se registran en los tiempos T, = 1,38 segundos, T, = 0,34
segundos. Asi podemos obtener el FMF.

Y, Y, 2]3litros
I, T, 1,04seg

=2,0481/ seg.

Para obtener el volumen espiratorio forzado en 1 “ (VEF 1 *) se lee directamente,
el volumen correspondiente a 1.
%VEF/CVF
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Por lo visto resulta CVF = 100% del volumen exhalado, pudiéndose escribir de esta

manera.
CVr _VEF dedonde X = 100 VEF
100 X CVF

5. Uso de la regla de porcentaje para el calculo de % VEF (FIGURA N° 15).
Se hacen coincidir el cero de la regla de %, con el correspondiente a la carta de
registro. El punto correspondiente al 100 % se hace coincidir con la horizontal
correspondiente al maximo nivel volumétrico de la curva obtenida.
Ubicada la regla de esta manera, se proyectan en forma horizontal sobre la regla el
valor VEF 17, la lectura obtenida sobre la regla de % es de 55,3 %.

6. Uso del fluxometro para la determinacion grafica del FEF (FIGURA N° 16).
La proyeccion de los valores correspondientes a 0,2 litros y 1,2 litros, nos da sobre
la curva A los puntos U y V,y sobre la B, nos da R y S. Uniendo UV con una recta
y asi también con RS, se trazan paralelas a dichos segmentos a partir del origen,
pudiendo utilizar para ello la regla de paralelas.
Colocando ahora sobre la carta de registro el fluxdmetro, de manera que ambos
origenes coincidan, como asi también los ejes coordenados.
De esta manera la interseccion de las rectas antes trazadas con cualquiera de las
escalas nos da el caudal en litros/minuto o bien en litros/segundo.

INFLUENCIAS DE TIPO REFLEJO SOBRE LA RESPIRACION

La movilizacion pasiva de las extremidades determina un aumento reflejo de la ventila-
cion pulmonar fundamentalmente a expensas de la frecuencia respiratoria. Los impulsos
que inician la respuesta refleja parecen originarse en mecanorreceptores situados a nivel
de la capsula y de los ligamentos articulares. La estimulacion de dichos receptores en res-
puesta al movimiento de la extremidad determina un incremento inmediato de la frecuen-
cia respiratoria, mucho antes de que los factores de tipo quimico se acumulen en cantidad
suficiente y lleguen a estimular a los quimiorreceptores correspondientes.

Los mecanorreceptores perciben la extension y frecuencia de los movimientos realiza-
dos, pero no pueden detectar la fuerza con que estos se llevan a cabo.

Para comprobar el efecto de la estimulacion pasiva de los mecanorreceptores sobre la
respiracion, un alumno se sienta sobre la mesa con las piernas colgando.

A continuacion se le hace respirar tranquilamente, determinando la frecuencia.

Seguidamente se le hace movilizar pasivamente las extremidades inferiores, practican-
do una extension de la pierna sobre el muslo. Determinar la frecuencia e intensidad de los
movimientos respiratorios en estas.
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Es aconsejable que la movilizacion pasiva se realice con una periodicidad no superior
a la mitad de la frecuencia respiratoria habitual.

Figura 13. La Figura ilustra la distribucion de los ruidos respiratorios normales. En cua-
driculado: respiracion bronquial. En punteado: respiracion bronco-vesicular. En rayado:
murmullo vesicular.

Y, 4,25 L

100 %
a
/
: 3,18L Regla de porcientos
3
'\?5 %

2,13 L /1,04 SEG.= 2,0481/5 (fmf)

-

/“25 - 105L

SEGUNDOS
2 2 4 ] L]

Figura 14.
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US0 DEL FLUXOMETRO 2,020 L/SEG
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EQUILIBRIO ACIDO - BASE

Analizar los siguientes casos utilizando las formulas de prediccion:

Caso 1:
pH 7.427
pCO, 26,5 mmHg
PO, 43,6 mmHg
Bicarbonato 17,2 mMol/l
Exceso de base -5,4 mMol/1
% saturacion de O, 73,6 %
CAso 2:
pH 7.304
pCO, 39,5 mmHg
PO, 67,4 mmHg
Bicarbonato 19,1 mMol/l
Exceso de base -6,3 mMol/l
% saturacion de O, 93,2 %
Caso 3:
H 7.56
pCO, 25 mmHg
PO, 62 mmHg
Bicarbonato 23 mMol/l
Exceso de base 1.8 mMol/l
% saturacion de O, 93 %
Férmulas de prediccion limite
ACIDOSIS METABOLICA pCO,=(1,5x HCO, ) + 8 +/-2 10 mm Hg
ALCALOSIS METABOLICA pCO,= (0,7 x HCO, ) + 20 +/- 1,5 55 mm Hg
ACIDOSIS RESPIRATORIA
aguda HCO, = 1 ImEq por cada 10 mmHg de 1 pCO,+/- 1 30 mEq/1
cronica HCO, =1 3,5mEq por cada 10 mmHg de 1 pCO,+/- 1 45 mEq/1
ALCALOSIS RESPIRATORIA
aguda HCO, = | 2mEq por cada 10 mmHg de | pCO,+/- 1 18 mEq/1
cronica HCO, = | SmEq por cada 10 mmHg de | pCO,+/- 1 12-15mEqg/1
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TERCER COLOQUIO

1. Dibuje una gréfica del ciclo cardiaco con sus fases.
Detenga imaginariamente la actividad cardiaca en una fase del ciclo cardiaco
(elija una durante la sistole y otra durante la didstole) y describa qué ocurre en ese
momento con la presion arterial en las diferentes cavidades, el volumen ventricular,
los ruidos cardiacos y el estado de la circulacion coronaria.

2. ¢Cuantos ruidos cardiacos se pueden auscultar? Explique la génesis de los mismos
y su relacion con el ciclo cardiaco.

3. Grafique cada uno de los componentes del ECG y explique su relacion con el ciclo
cardiaco.

4. Que cambios electrocardiograficos se pueden observar con:
— Elevacion de sodio sérico.
— Elevacion de potasio sérico.
— Elevacion de cloruro sérico.
— Disminucién de potasio sérico.
— Disminucién de sodio sérico.

5. Utilizando los datos del clearence de creatinina obtenidos en el trabajo practico,
compare dichos valores con las estimaciones hechas con las férmulas de: Cockroft-
Gault y MDRD.

6. Explique las caracteristicas anatdmicas y fisiologicas de la nefrona que le permiten
concentrar la orina. ;Qué papel cumple la nefrona distal en la concentracion y
dilucion de la orina?

7. Teniendo los siguientes datos calcule el agua libre excretada por los rifiones:
a. P, =295 mOsm/ Kg H,0

OSM
U g~ 70 mOsm/ kg H,0
V =3 ml/ min.

b. P = 295 mOsm/ Kg H,0
Uy, = 1100 mOsm/ kg H,0
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V = 0,4 ml/min.
Explique el significado fisiologico de los resultados anteriores.

8. Explique la reabsorcion de glucosa en tibulo proximal.

9. Indique con flechas como se altera la IFG ante las siguientes variaciones:

IFG

vasodilatacion arteriola aferente

vasodilatacion arteriola eferente

1 proteinas plasmaticas
T PA

10. Las siguientes determinaciones se efectuaron en un solo glomérulo: VFG 42 nl/
min, presion hidrostatica del capilar glomerular 50 mm Hg, presion hidrostatica
de la capsula de Bowman 12 mm Hg, presion coloidosmética media del capilar
glomerular 24 mm Hg ;Cual es el coeficiente de ultra-filtracion glomerular?

11.En un estudio sobre el aclaramiento renal de una mujer joven, de 60 kg de peso
(superficie corporal 1,65 m2), se obtuvieron los siguientes datos: concentracién
plasmatica de inulina, 0,40 mg/ml, concentracion de inulina en orina: 8 mg/ml;
concentracion plasmatica de glucosa: 5 mg/ml; concentracion de glucosa en orina:
40 mg/ml; concentracion plasmatica de sodio: 135 mEq/l; concentracion de sodio
en orina: 65 mEq/l; flujo de orina : 5 ml/min. Determinar:
1. Velocidad de filtracion glomerular. ;Es normal?
2. Umbral de glucosa, ;Se ha alcanzado?
3. Aclaramiento renal de glucosa. ;Por qué es menor que la VFG?
4. Velocidad de reabsorcion tubular de la glucosa.
5. Fraccion de agua absorbida por los tubulos renales.
6. (Qué fraccion de sodio filtrado fue excretado?
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CuarT0o COLOQUIO

1.

El pH de una solucion buffer es de 6,5, siendo el pK del par buffer de 6,8. Por lo
tanto la relacion entre la forma bésica y la 4cida es de:

- 20:1

- 3:1

- 2:1

- 1:2

- 1:3

. Una solucién buffer tiene un pK de 6,8. Si la disolucion en la que se halla tiene un

pH de 7,4 y la concentracién del 4cido del par buffer es de 20 mmol / 1, ;cuanto vale
la concentracion de su base conjugada?

. Una paciente en trabajo de parto se encuentra muy inquieta y agitada, con intensa

hiperventilacion. Se le realiza una determinacion del estado acido-bésico en sangre
arterial y se encuentran los siguientes valores: concentracion de bicarbonato: 24
mmol /I; presion parcial de didxido de carbono: 20 mm Hg. El pH arterial, ;cuanto
vale?, ;qué trastorno probable presenta?

. En un paciente internado se realiza una determinacion del estado 4cido - basico en

sangre arterial, hallandose un pH de 7,02, una presion de dioxido de carbono de 60
mm Hg, una concentracion de bicarbonato de 15 mmol / 1. La alteracion del estado
acido basico que sufre es:

— Acidosis respiratoria sin compensacion metabdlica.

— Acidosis metabdlica sin compensacion respiratoria.

— Alcalosis respiratoria con compensacion metabolica.

— Alcalosis metabolica con compensacion respiratoria.

Acidosis metabolica y respiratoria.
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5. Indique las situaciones que aumentan o disminuyen la secrecion de H'.

situacion

Aumenta secrecion de H*

Disminucion secrecion de H*

1 del pH arterial

| del pH arterial

1 del K plasmatico

| del K plasmatico

Contraccion del LEC

Expansion del LEC

}Carga filtrada de HCO,’

Inhibidores de la AC

1 de aniones impermeantes
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AUTOEVALUACION
1. Dibujar el ciclo cardiaco con sus diferentes etapas.
2. Explicar qué sucede en las distintas etapas con la presion aortica, el volumen y

presion ventricular.
3. (Cuales son los ruidos cardiacos y a qué se deben?, ;cuales son sus componentes?
Ubicarlos en el ciclo cardiaco.

4. ECG: ;Cual es el significado de cada una de las ondas y espacios del ECG? Ubicar

en el ciclo cardiaco.

(Cudles son las derivaciones existentes?

(Las ondas son iguales y del mismo sentido en todas las derivaciones?

Presion arterial: ruidos de Korotkof. En qué momento se detecta la PAS y PAD.

(Como varia la presion arterial con el gasto cardiaco y la resistencia periférica?

9. Acciones del sistema simpatico y parasimpatico sobre la circulacion.

10. ;Cuales son las funciones del rifion?

11. Organizacion general de los rifiones y aporte sanguineo renal.

12. Diferencia entre nefronas corticales y glomerulares.

13. (Cuadles son los mecanismos renales?

14. ;Como esta constituida la membrana glomerular?

15. (Cuadl es la capacidad de filtracion de la membrana glomerular?

16. ;Cuales son las fuerzas que determinan la presion de filtracion neta?

17. (Cuéles son las causas fisioldgicas que aumentan o disminuyen la tasa de filtracion
glomerular?

18. (De qué depende el Kf?

19. Célculo de la intensidad de filtracion glomerular: clearance de creatinina.

20. Mecanismos de transporte en tibulo proximal y principales sustancias que
transporta.

21. Transporte de agua.

22. Transporte de glucosa. Umbral. Tm.

23. Transporte de proteinas y aminoacidos.

24. Transporte de agua y solutos en Asa de Henle. Diferencias entre segmento
descendente y ascendente.

25. Creacion y mantenimiento del gradiente medular.

26. Ciclo de la urea.

27. Permeabilidad al agua en tibulo colector.

28. ADH: ;donde se sintetiza?, ;cudl es el estimulo para su liberacion, lugar de accion
y efecto?

29. (Como hace el rifién para eliminar una orina diluida y como hace para eliminar
una orina concentrada?

30. C, Yy THzo

31. (,é()mo se produce la miccion?

32. (Cudles son las presiones respiratorias?

® N w
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33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

Sustancia surfactante: composicion y funcion.

Espirometria: ;cudl es la utilidad de los distintos pardmetros calculados?
Ecuacion de Henderson-Hasselbach.

(Cuadl es la importancia del sistema bicarbonato?

(Cudl es la importancia del sistema amonio?

(Como se produce la regulacion renal del equilibrio 4cido-base?

(Cuales son los factores que aumentan o disminuyen la secrecion de protones?
[ Como regula es sistema respiratorio el equilibrio 4cido-base?
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Trabajo Practico N° 8

GLANDULA PARATIROIDES

La funcidn de la paratiroides es evaluada por siguientes métodos:

Determinacion de calcio y fosforo en suero y orina.

Determinacion de la reabsorcion tubular de fosfato (TRF).

Determinacion de fosfatasa alcalina sérica.(AlP).

Determinacion de la excrecion urinaria de hidroxiprolina y AMPc.

Valoracion de la parathormona (PTH) sérica.

Pruebas de inhibiciébn con infusion E.V. de calcio o administracion de

glucocorticoides. Se valora PTH sérica.

g. Pruebas de estimulacion mediante administracion de EDTA. Se valora PTH
sérica.

h. Se puede también determinar calcitonina.

Mmoo o

DETERMINACION DE CALCEMIA

Valores de referencia: Suero: 8,50 - 10,50 mg/ dl.
Orina: Adultos: 60 — 200 mg/24 hs
Nifios: menor a 4 mg/Kg /dia

Fundamento del método (colorimétrico)

Calcio + Cfx complejo color magenta (violaceo)
pH =11

Cfx: Cresolftaleincomplexona

MUESTRA:
Suero fresco (anticoagulantes interfieren complejando el calcio): no interfiere hemoli-
sis, ictericia ni hiperlipemia. Procesar en el dia o conservar refrigerado.
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Orina de 24 hs: diluir 1/2 con agua destilada (1 ml orina + 1 ml AD) agregando 1gota
de HCl conc.

A los efectos del trabajo practico se sigue la siguiente técnica para recolectar orina

Se hace vaciar la vejiga de un alumno (y se desecha) y se le hace ingerir 300 ml de
agua, a las 2 horas se le hace vaciar nuevamente la vejiga. Diluir esta muestra /2 y deter-
minar la concentracion de calcio en orina.

Técnica: pipetear en tubos de ensayo:

B S D
Agua destilada 20 ul
Standard 20 ul
Muestra 20 ul
Reactivo tinico 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml

Mezclar. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Leer absorbancia en espectrofotd-
metro a 570 nm llevando el aparato a cero con el blanco.

Buffer: solucion de AMP.

Reactivo de color: solucion de O — cresolftalein complexona y 8-hidroxiquinolina

Standard: calcio equivalente a 10 mg/dl.

Reactivo tinico: mezcla de partes iguales de reactivo de color y buffer.
Inestabilidad o deterioro de los reactivos: desechar cuando las lecturas de los blancos
sean mayores o iguales a 0,200 D.O.

CALcuLos:
Calcio sérico mg/dl = D x factor factor= 10 mg/dl
S

Calcio urinario mg/dl = D x factor x dilucién

Si la muestra de orina es de 24 hs:
Calcio urinario mg/24 hs = D x factor x dilucion x diuresis de 24 hs

La ley de Beer se cumple hasta 20 mg/dl.

Variaciones
Hipercalcemia

Fisiologicas
-Nifos: hasta 12 afios (hasta 12 mg/dl).
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Hipocalcemia
Fisiologicas
-Gestacion y lactancia.

DETERMINACION DE FOSFORO
Valores de referencias: Suero: Adultos: 2,50 - 4,50 mg/dl

Nifios: 4,00- 6,50 mg/dl
Orina: 340 — 1000 mg/24 hs

Fundamento del método: (colorimétrico)
Pi + Molibdato Medio acido Fosfomolibdato

Fosfomolibdato + ac. Ascorbico Arsenito/Citrato Azul de Molibdeno

El arsenito/ citrato se combina con el exceso de molibdato, impidiendo su reaccién
posterior con el fosfato liberado de los ésteres labiles.

MUESTRA:

Suero o plasma (EDTA), separado de los globulos rojos dentro de las 2 hs y efectuar la
determinacion inmediatamente. El oxalato interfiere. Conservar refrigerado.

Orina de 24 hs. Diluir 1/5 con agua destilada (0.4 ml orina + 1.6 ml AD) agregando 1
gota de HCI conc.

A los efectos del trabajo practico se sigue la siguiente técnica para recolectar orina

Se hace vaciar la vejiga de un alumno (y se desecha) y se le hace ingerir 300 ml de
agua, a las 2 horas se le hace vaciar nuevamente la vejiga. Diluir esta muestra 1/5 y deter-
minar la concentracion de fosforo en orina.

TECNICA:
Colocar tres tubos en bafio de agua a 37°C

B S D
Standard | @ - 20ul. | eeeee-
Muestra | memeeeem | e 20 ul.
Reactivo 1 1 ml. 1 ml. I ml.

Mezclar por agitacion suave. Esperar por 1o menos 30 segundos y no mas de 2 minutos.

Reactivo 2 ‘ 1 ml. ‘ 1 ml. ‘ 1 ml.

Mezclar .Esperar 30 seg. y no mas de 2 min.
Reactivo 3 ‘ 1,5 ml. ‘ 1,5 ml. ‘ 1,5 ml.
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Mezclar por inversion. A los 10 min. retirar del bafio y leer en espectrofotometro a 620
nm llevando el aparato en cero con el blanco. El color es estable 3 hs.

Reactivo 1: Molibdato de sodio + HCI

Reactivo 2: Acido ascorbico. Preparar con A. D.

Reactivo 3: Arsenito de sodio en citrato de sodio (TOXICO). A bajas temperaturas
puede precipitar. Colocar el bafio a 37°C. Mezclar por inversion antes de usar.

Standard: equivale a 4 mg/dl de fésforo inorganico. Inestabilidad o deterioro de los
reactivos valores de B superiores a 0,050 D.O. indican contaminacion. El reactivo 2 pue-
de oxidarse a amarillearse por contaminacion del A.D.

CALCULOS:
Pi sérico mg/dl = D x factor factor =4 mg/dl
S
Pi urinario mg/dl = D x factor x dilucion

Si la recoleccion de orina es de 24 hs:
Pi urinario mg/24 hs = D x factor x dilucion x diuresis de 24 hs
La reaccion colorimétrica sigue la ley de Beer hasta 16 mg/dl.

Variaciones
Hiperfosfatemia

Fisiologicas
Nifios, trabajo muscular.

Hipofosfatemia

Fisiologica
Embarazo

Realice las siguientes actividades
1. Complete y justifique cada caso.

1 PTH | PTH

Calcio sérico

Fosforo sérico

Calcio urinario

Fosforo urinario

Fosfatasa alc. sérica

AMPc urinario
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2. Completar el siguiente cuadro:

Hipercalcemia

Hipocalcemia

Hiperfosfatemia

Hipofosfatemia

11,25 OH, colecalciferol
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Trabajo Practico N° 9

FISIOLOGIA DIGESTIVA

SECRECION SALIVAL

I) SECRECION SALIVAL EN CONDICIONES BASALES Y EN RESPUESTA A DIFERENTES TIPOS DE
ESTIMULOS

A) Secrecion salival en condiciones basales:

Se mide el volumen de secrecion producido por las glandulas salivales durante un pe-

riodo de 10 minutos.

1. Deglutir la pequefia cantidad de saliva presente en la boca, anotar la hora y a partir
de este momento, dejar de deglutir hasta que finalice la prueba.

2. Por medio de un embudo, recoger la saliva producida a intervalos regulares de 2
min, hasta un total de 10, en la probeta marcada con la B.

3. Un minuto después de cada expulsion leer el nivel alcanzado por el liquido en la
probeta, anotar solamente el nivel alcanzado por el liquido, ignorando la espuma
presente en la parte superior.

4. Registrar los valores obtenidos en un grafico.

B) Secrecion salival en respuesta a estimulos de tipo quimico y mecanico

Se sigue un procedimiento idéntico al del apartado anterior

1. Estimulacidon mecdanica, por medio de la masticacion de un pequenio tubo de goma
y recogiendo la saliva en la probeta M .

2. Estimulaciéon quimica, por medio de un pequefio fragmento o cristal de cloruro
sodico colocado sobre la lengua, recogiendo la saliva en la probeta Q. Comparar
las curvas obtenidas.

Guardar la saliva para las pruebas posteriores.
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IT) VISCOSIDAD DE LA SALIVA

1.

Preparar dos tubos de ensayo M.

2. Depositar unos 2 ml de saliva en cada uno de ellos.

AW

Anadir 10 gotas de &cido acético al 5% al tubo N° 1y 10 gotas de A.D. al tubo

Ne 2.

Agitar bien los tubos y dejarlos en una gradilla hasta que finalice la experiencia
siguente.

Observar el efecto producido por el acido acético. Comparar la viscosidad de la
saliva con 4cido acético con la de la muestra normal.

DIGESTION SALIVAL

PROCEDIMIENTO:

1.

2.

Con la ayuda de un embudo y gasa, o algodon hidréfilo, filtrar las muestras de
saliva obtenidas anteriomente, recogiendo el filtrado en recipiente adecuado.
Mientras tiene lugar la filtracion, preparar una gradilla con dos tubos de ensayo
numerados.

. Depositar: 2 ml de disolucion de almidon hervido al 1% en cada uno

2 ml de agua destilada en cada uno.

. En un tubo de ensayo grande, hervir una pequeia cantidad de saliva, dejandola

enfriar después hasta temperatura ambiente.
Por medio de una pipeta Pasteur, afiadir a los tubos 3 gotas de la preparacion
(enzima) correspondiente: Saliva normal al tubo 1

Saliva hervida al tubo 2.
Anotar el momento en que se afiade la disolucion de enzima a los tubos.
Inmediatamente y a intervalos de 3 min tomar una gota de cada una de las muestras,
empleando pipeta Pasteur distinta para cada tubo, y colocarla sobre una placa de
porcelana, agregar una gota de disolucion de Lugol:
Prueba positiva (+): color azul negruzco (indica almidon sin hidrolizar).
Prueba negativa (-): desaparicion del color azul (acromia- indica almidon totalmente
hidrolizado).
La prueba continuard hasta que resulte negativa en dos lecturas consecutivas o
hasta que haya trascurrido un tiempo total de 15 min.
Determinar el momento en que la prueba de Lugol se hace negativa y anotar el
tiempo transcurrido.
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Tiempo
tubo T° Sustrato Enzima 0 3 6 9 12 15

1 37 2 ml. Almidén 3 gotas

2 ml. A.D. saliva

L 3 gotas
2 ml.Almidon .

2 37 saliva
2 ml.A.D. .

hervida

MOTILIDAD GASTRICA

» Se abre longitudinalmente el abdomen de un sapo desmedulado (observar si existen
“contracciones peristaltica” a lo largo del tubo digestivo).

» Se exterioriza el estbmago, y haciendo un corte en sus extremos superior (cardias)
e inferior (piloro) se lo extrae, se introduce una cénula de vidrio por el orificio
superior fijdndola con una atadura, se suspende el preparado de un soporte.

+ Seintroduce en el estdbmago a través de la canula solucion Ringer coloreada con azul
de metileno a 30 °C, observandose variaciones de tono, contracciones espontaneas
o provocadas por estimulos mecénicos (pinzamientos), que haran variar la altura de
la columna de Ringer en la canula.

* A continuacion se verificara el efecto de neurotrasmisores, para lo cual se depositan
sobre la pared del estdmago gotas de cada una de las siguientes soluciones, lavando
con solucidn Ringer a 30 °C, después de notar el efecto de cada una de ellas:

1. Solucion de acetilcolina al 1%.

2. Solucidn de adrenalina al 1%.
Se observara también el efecto de parasimpaticomiméticos.

3. Solucion de pilocarpina al 1%. Observar el efecto de bloqueantes de los
receptores colinérgicos.

4. Solucién de atropina al 1%.

ACCION DE JUGO GASTRICO

DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE RENINA EN EL JUGO GASTRICO
Debera obtenerse jugo gastrico de un animal (o ser humano) lactante. En un tubo de
ensayo colocar:
1. 4-5 ml de leche integra, cruda, preferentemente fresca.
2. 1 -2 ml de jugo gastrico y dejar actuar varios minutos (la reaccion dependera de la
temperatura) . Observar la coagulacion de la leche por efecto de la renina, que en
los mamiferos lactantes actia sobre las proteinas lacteas.
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DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE PEPSINA EN EL JUGO GASTRICO
Se trabajara con el mismo material anterior (tambien puede obtenerse muestra de adul-
tos). Siendo de dificil obtencion el jugo gastrico se recurre a la PEPSINA comercial,
siendo esta la enzima proteolitica del mismo.
1. Se preparan pequefios discos de ovoalbuimina (clara de huevo) de aproximadamente
1 cm de didmetro y 1 mm de espesor, coagulados por calor suave.
2. En una caja de Petri se colocan algunos discos y se les agrega cantidad suficiente
de jugo géstrico.
3. Se deja actuar 2-3 hs ( 0 mds, depende de la temperatura) . La Pepsina, al digerir la
ovoalbumina, la trasformara de un color blanco inicial a traslicido.

DIGESTION INTESTINAL

I) VERIFICACION DEL PODER EMULSIONANTE DE LA BILIS
Se preparan dos tubos de ensayos:
1. Se agrega 1 ml de agua y unas gotas de aceite
2. Se agrega 1 ml de agua, unas gotas de aceite y bilis.
3. Se agitan ambos tubos, y por simple observacion y comparacion se comprueba el
poder emulsionante.
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Quinto Coloquio

1. Realice un cuadro comparativo de los mecanismos de accion de hormonas
proteicas y esteroideas.

2. Complete el cuadro con las acciones (estimula, inhibe, sin efecto) de las diferentes
hormonas sobre los metabolismos:

Hormona Hidratos de carbono Proteinas Lipidos

Insulina
Cortisol

Glucagon

Tiroideas

Catecolaminas

3. El efecto de la insulina en el transporte de glucosa consiste en:
a. permitir el transporte contra un gradiente de concentracion;
b. aumentar la sintesis y traslocacion del tranportador GLUT4;
c. fomentar el transporte a través del epitelio tubular del rifion;
d. fomentar el transporte hacia el cerebro;
fomentar el transporte a través de la mucosa intestinal.

4. El efecto de la insulina en el metabolismo de las proteinas es:

a. totalmente resultado de los carbohidratos metabolizados para obtener energia;

b. totalmente resultado del aumento de la anabolia proteinica;

c. en parte resultado del aumento del transporte de aminoécidos por la membrana
celular;

d. en parte causado por el efecto anticetdgeno de la insulina;

e. en parte resultado del aumento de gluconeogenesis hepatica que incrementa la
catabolia proteinica.

5. Explique como varian los niveles sericos de insulina en funcion del tiempo, ante la
sobrecarga de glucosa. (hasta las 2 hs).

6. Explique la sintesis de Vitamina D y factores reguladores.

7. Indique a nivel de cudles de los siguientes sitios actua PTH:
a. osteoblastos

osteoclastos

osteocitos

asa de Henle

nefrona distal

opo o
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f. tabulo proximal
g. intestino delgado.

8. Cuales de las siguientes son acciones del cortisol:

@ o Ao o

estimula la glucogenogenesis hepatica
estimula gluconeogenesis hepatica
inhibe la eritropoyesis

inhibe la secrecion estomacal
inhibe la reabsorcion tubular renal de agua
estimula la lipolisis
inhibe la respuesta inflamatoria.

9. Hormonas que se liberan en el stress. Justifique.

10. Explique la sintesis de hormonas tiroideas

11. Complete el siguiente cuadro.

Funcién

Secrecion

salival

Secrecion

pancreatica

Secrecion

gastrica

Secrecion

intestinal

Accion

Amilasa

Lipasa

Gastrina

Colecistocinina

Secretina

Acetilcolina

Nucleotidasa

Peptidasa
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AUTOEVALUACION

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.

25.
26.

27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.

Definir qué es una hormona y de que manera actua.

Clasificacion de las hormonas segun su estructura quimica. Ejemplos.
Clasificacion de las hormonas segin su modo de liberacion.

Sintesis y secrecion de hormonas peptidicas.

Sintesis y secrecion de hormonas aminicas o derivadas de aminoacidos.
Secrecion y sintesis de hormonas esteroideas.

Sintesis y secrecion de hormonas eicosanoides.

Receptores hormonales: concepto y localizacion.

Regulacion del nimero de receptores.

. Receptores unidos a proteinas G- Mecanismos de 2dos mensajeros .

. Sistema de la adenilciclasa .

. Activacion del sistema del fosfatidilinositol.

. Activacion del sistema calcio-calmodulina.

. Sistema de la tirosina quinasa.

. Mecanismos de accion hormonal a través de la activacion de genes (hormonas

esteroideas y tiroideas).

Regulacion del sistema endocrino.

Secrecidon hormonal- Mecanismos de retroalimentacion.

Transporte hormonal .

Eliminacion hormonal .

Interaccidn parécrina entre las hormonas pancreéaticas.

Sintesis de insulina.

( Como se produce la activacion del receptor de la insulina? ;Qué tipo de receptor
es?

Efecto de la insulina sobre hidratos de carbonos, proteinas y grasas.

(Cudles son los transportadores de glucosa que dependen de la insulina? ;En qué
tejidos se encuentran?

(Como se produce la secrecion de insulina ante la elevacion de la glucosa?

(En qué zona de la gldndula suprarrenal se procuce la sintesis de cortisol y por
que?

Acciones del cortisol sobre los hidratos de carbono, proteinas y grasas.

(Cudl es el estimulo para la liberacion de cortisol?

(Como se regula su secrecion?

Efectos del cortisol sobre: células sanguineas, sobre la inflamacion, pulmon fetal,
hueso, acidez estomacal, rifion.

Efectos renales de PTH . ;Sobre qué zonas de la nefrona actia? ;Qué accion tiene
sobre calcio y fosforo?

Efectos de PTH sobre células oseas, ;Cudles de ellas poseen receptores para la
hormona? explicar el mecanismo de accion rapido y lento.

(Como se sintetiza el metabolito activo de la Vitamina D?
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34.
35.
36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.
43.

44,
45.

46.

47.

48.

(Como esta regulada la sintesis de Vitamina D?

Glandula Tiroides: ubicacion anatomica.

Metabolismo del yodo.

Sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas: sintesis, secrecion y transporte
plasmatico.

Metabolismo de las hormonas tiroideas .

Control de la funcion tiroidea: eje hipotdlamo- hipofiso-tiroideo

Comparacién de las funciones de T3 y T4.

Receptores de hormonas tiroideas .

Mecanismo de accion de las hormonas tiroideas.

Describir las acciones de las hormonas tiroideas: acciones metabolicas, efectos
sobre el sistema nervioso, sobre el crecimiento, sobre el sistema circulatorio, etc.
Pruebas para evaluar la funcion tiroidea.

Secreciones salivales: contenido, glandulas que la producen y sobre que alimentos
actua.

Secrecion gastrica: contenido que secreta cada una de las glandulas, sobre que tipos
de alimentos actia y como esta regulada la liberacion.

Secrecion pancreatica: contenido, sobre que tipos de alimentos actiia y como esta
regulada la liberacion.

Como se absorben los distintos nutrientes a lo largo del tubo digestivo.
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APENDICE

NOMBRE Y APELLIDO ... et e .
Fecha de Nacimiento: ...t s
D OGO oo e et

MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Peso: ........... Estatura: ................... Cintura: ............... BMI: .........
Superficie Corporal: .............

FUNCION RENAL

Creatinina sérica: ............. Creatinina Urinaria: ....c...ccoeevvvnens

INGESTA DE SAL

Diuresis: ......ccccceeuees .

Na urinario : ................ K urinario: .......cccevceeeennnnns

FUNCION CIRCULATORIA

Presién arterial sistdlica: ............... Presiodn arterial diastdlica: ...............

Pulso arterial: .....cccovvveen. ...
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