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Short Description

Descripción: En 1886 Jaffe describió un método para la determinación de creatinina que comprendía un filtrado libre de p...



Description


PRÁCTICA No.2 “DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE CREATININA EN SUERO” INTRODUCCIÓN La creatinina es el producto de degradación de la creatina. La creatina es un derivado de los aminoácidos arginina, glicina y metionina, el cuerpo la fabrica básicamente básicamente en el hígado, los riñones y el páncreas, y también puede obtenerse a través de una dieta rica en carne o pescado (podemos encontrar unos 5 gr., de creatina por  cada kilo de carne). Se acumula básicamente básicamente en los músculos esqueléticos esqueléticos (aproximadamente (aproximadamente un 98 %) en forma de creatina libre unida a una molécula de fosfato (PCr o fosfocreatina). La PCr sirve como fuente inmediata de energía para la contracción muscular para lo que se degrada produciendo creatinina. Esta es llevada a la sangre a través riñones los cuales la filtran del cuerpo en la orina (puede también ser medida en la orina).3 Creatina y creatinina



La creatina es una sustancia elaborada por el organismo que se encuentra en cada célula humana y tiene la función de almacenar energía. Sólo con la ayuda de la creatina es posible el rendimiento físico y mental. La creatina es elaborada en nuestro organismo a partir de los aminoácidos glicina, arginina y metionina, principalmente principalmente en el hígado, los riñones y el páncreas. De allí es transportada en el torrente sanguíneo a todas las células del cuerpo. Ya que la creatina participa en todos los procesos que requieren energía, las células musculares, musculares, cerebrales y nerviosas contienen mucha creatina. La creatina almacenada en una persona que pesa 70 kg es aproximadamente 120 g. La mayor parte de la creatina (aprox. el 95 %) está almacenada en la musculatura porque porque la creatin creatina a desempeñ desempeña a un papel papel esencial en la contracción muscular. La incorporación de la creatina a la célula muscular muscular desde desde la la sangre sangre tiene tiene lugar lugar a través de un transportador de creatina situado en en la membrana membrana celular impulsado impulsado por el sodio. Alrededor del 60–70 % de toda la creatina muscular se encuentra almacenada en forma de la molécula fosfocreatina, rica en energía. Los 30–40 % restantes se encuentran libres. Aparte del adenosín trifosfato (ATP), la creatina es la fuente energética más importante del cuerpo. Todas las células del organismo pueden utilizar solamente al adenosín trifosfato (ATP) (ATP) como sustancia sustancia suministr suministradora adora de energía, pero debido a que el cuerpo sólo puede almacenar cierta cantidad de ATP en un momento momento dado, dado, el el ATP debe debe ser  elaborado y suministrado continuamente por el metabolismo. El ATP se elabora elabora a partir partir de grasas grasas y carbohidratos, los suministradores de energía a largo plazo. Cuando la célula consume energía, el ATP “alto en energía” es convertido al adenosín difosfato (ADP) “bajo en energía”. Como un acumulador, la creatina (en forma de fosfocreatina) fosfocreatina) recarga el ADP bajo en energía al ATP alto en energía hasta hasta que el ATP vuelve a estar disponible a partir de la conversión conversión de grasas y carbohidratos. carbohidratos.
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Los músculos contienen contienen de 3 a 4 veces más fosfocreatina que ATP y por ello esta sustancia sustancia almacena energía a corto plazo, especialmente especialmente cuando el consumo consumo de ATP es mayor que su síntesis a partir de los carbohidratos y las grasas. La concentración concentración de fosfocreatina fosfocreatina y la regeneración del ATP son factores decisivos en ejercicios ejercicios continuos que requieren un gran esfuerzo. esfuerzo. El aumento en la concentración de creatina y fosfocreatina fosfocreatina acelera la regeneración del ATP, lo que conduce conduce directamente a que se libere y ponga a disposición aún más energía. energía. 1 FISIOLOGÍA



La creatinina, aminoácido de origen no proteínico, es un ingrediente del tejido muscular que se forma por la acción de la creatinfosfocinasa creatinfosfocinasa (CPK) cuando se requiere energía para procesos metabólicos. Cuando se consume energía, forma el metabolito inactivo creatina, que pasa del músculo a la circulación a un índice constante. En los varones se producen en cantidades más grandes que en las mujeres debido a su masa muscular mayor. El glomérulo renal filtra al creatinina y los túbulos no lo reabsorben, por lo cual, el índice de excreción en la orina es también constante. constante. Al parecer, las concentraciones concentraciones sanguíneas sanguíneas fluctúan incluso menos menos que los valores urinarios, tal vez por la capacidad de los túbulos para secretar creatinina en presencia de concentraciones aumentadas en el suero. La creatinina es excretada sin cambio en la orina debido a que se modifica poco durante su paso a través través de la neurona. Los riñones al excretan con mayor mayor facilidad que al urea o el ácido úrico.1



 Análisis de creatinina



La creatinina es una molécula de deshecho que se genera a partir del metabolismo muscular. La creatinina proviene de la creatina, creatina, una molécula molécula muy importante importante para la producción de energía muscular. muscular. Aproximadamente el 2% de la creatina del cuerpo se convierte en creatinina cada día. La creatinina se transporta desde los músculos por medio de la sangre hacia el riñón. Los riñones filtran la mayoría de la creatinina y la eliminan en la orina. Aunque es una sustancia de deshecho, la creatinina es una prueba diagnóstica esencial, ya que se ha observado que su concentración en sangre indica con bastante fiabilidad el estado de la función renal. Si los riñones no funcionan bien, no eliminan bien la creatinina y por lo tanto ésta se acumula en la sangre. Por esto la creatinina puede avisar de una posible disfunción o insuficiencia renal, incluso antes de que se presenten síntomas. Por eso la creatinina suele figurar en los análisis de sangre que se realizan comúnmente. comúnmente. La cantidad de creatinina que aparece en la sangre de un individuo depende de su masa muscular, por tanto, esta concentración será constante constante para cada individuo si no varía su masa muscular. Los valores de referencia son:  Neonatos 0.3 – 1.2 mg/dl mg/dl  Infantes 0.2 – 0.4 mg/dl mg/dl  Niños 0.3 – 0.7 mg/dl  Adolescentes 0.5 – 1 mg/dl mg/dl



 Mujeres adultas 0.5 – 1.1 mg/dl mg/dl  Varones adultos 0.6 – 1.2 mg/dl



La razón de la elevación de la Creatinina sérica en neonatos es que esta esta refleja, en los primeros primeros días de vida, el valor  valor  materno materno y es proporc proporcional ionalment mente e elevada elevada para la masa masa muscular del neonato. Esta cifra desciende progresivamente 2



hasta valores estables al cabo de dos o tres semanas. semanas. Algunos fármacos pueden producir una elevación anormal de las concentraciones de creatinina en sangre. Una concentración muy elevada de creatinina en la sangre puede indicar la necesidad de someterse a diálisis para eliminar las sustancias de deshecho de la sangre.2 Métodos de análisis:   



Reacción de Jaffe modificada (picrato en medio alcalino cinético) Enzimático colorimétrico (creatininasa-peroxidasa) (creatininasa-peroxidasa) Enzimático UV (creatininasa GLDH). 1



Significado clínico



La creatinina es la menos variable de las sustancias nitrogenadas no proteínicas (NNP) en el suero y es un indicador sensible de la función renal. Es un producto del metabolismo muscular, que pasa a la sangre y es excretado en la orina virtualmente a un índice constante. Por tanto, su concentración en suero es también constante en la persona sana. De todas las sustancias NNP, sólo la creatina precursor de la creatina es usada por el cuerpo. Se almacena para proporcionar el desgaste muscular. Con propósitos de diagnóstico, la creatinina se correlaciona con los cambio del nitrógeno de urea sérico (NUS), pero es más exacta como una indicación del índice de filtración glómerular (IFG) debido a que se produce en cantidades relacionadas con al amasa muscular, que cambia muy poco, en tanto en que los valores NUS se elevan en respuesta a varios factores. Por ello se usan como indicador cuando hay disfunción renal o en aquellos casos en que incierta la causa de un valor elevado. La creatinina es el resultado de la degradación de la creatina, componente de los músculos y puede ser  transformada en ATP, fuente de energía para las células. La producción de creatinina depende de la modificación de la masa muscular. Varía poco y los niveles suelen ser muy estables. Se elimina a través del riñón. En una insuficiencia renal progresiva hay una retención en sangre de urea, creatinina y ácido úrico. La creatinina es un compuesto relativamente inestable, especialmente especialmente en la orina, por lo que en el laboratorio se previene la degradación congelando suero separado o la orina. El uso clínico de la medición de creatinina sérica ha aumentado con al introducción introducción de equipos automáticos automáticos de análisis rápido. El dosaje de creatinina es un indicador indicador útil para evaluar la función glómerular renal, teniendo teniendo en cuenta el prerrequisito que la producción producción de creatinina y su excreción sean sean iguales. Esto se cumple en individuos sanos sanos con dieta normal. Las variaciones variaciones intraindividuales intraindividuales en estas condiciones condiciones son mínimas mínimas mientras que las interidividuales son muy fluctuantes debido a:  Diferencia en la masa muscular muscular



y por tanto de producción de creatinina en distintos distintos individuos. en la ingesta de carne. Un kg. de carne contiene 2-5 g. de creatina que se convierte en creatinina en el proceso de cocción. 15-30 % de la creatinina excretada excretada diariamente es de origen alimentario.



 Diferencia



La creatinina en suero no es un buen indicador indicador de la tasa de filtración glómerular glómerular (enlace con clearance) solamente cuando ésta ha disminuido a valores de 60-40 mL/min/1.73 m 2 su valor se encuentra aumentado. aumentado.1 Patologías



La Creatinina Creatinina sufre filtración glomerular pero no se reabsorbe y su secreción tubular es mínima. mínima. La razón más importante del aumento aumento de este metabolito metabolito en sangre es la mala filtración glomerular. glomerular. Esto se puede valorar  rápidamente con la determinación determinación de creatinina en sangre cuando cuando esta presente en valores por encima de los normales y combinando posteriormente posteriormente estos resultados con los niveles en orina (Aclaramiento de creatinina) El aumento de los niveles en sangre también también podría indicar un gran recambio recambio muscular patológico patológico porque el músculo se esta “rompiendo”, “rompiendo”, o bien fisiológico si el individuo presenta una gran masa muscular (deportistas por  ejemplo). Una de las aplicaciones clínicas de emergencia más importantes importantes de la determinación de creatinina creatinina en sangre es la detección de la INSUFICIENCIA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA que es la disminución rápida en horas o días de la función renal con caída caída de la filtración glomerular y en algunos algunos casos disminución disminución en la producción de orina acompañada de retenciones nitrogenadas nitrogenadas y alteraciones hidroeléctricas y acido básicas. Durante el curso de esta enfermedad enfermedad los valores de creatinina creatinina sufren un gran aumento en un periodo corto corto mostrando valores valores que superan los 1.5 mg/dl. Se clasifica en • Insuficiencia renal aguda Prerenal • Insuficiencia renal aguda intrínseca • Insuficiencia renal aguda Postrenal.3 3







Las concentraciones concentraciones séricas en creatinina disminuyen en: Cualquier proceso de desgaste muscular profundo como en: La distrofia muscular, debido a una reducción en ala masa corporal total y por ende, de la cantidad de creatina convertida a creatinina cada día. También puede encontrarse disminución en los casos de miastenia gravis por las mismas razones.







Las concentraciones concentraciones séricas en creatinina creatinina aumentan aumentan en:



 



 Insuficiencia Insuficiencia



renal crónica secundaria secundaria a glomerulonefritis crónica, nefrosis nefrosis diabética, riñón poliquístico, nefroesclerosis, nefroesclerosis, pielonefritis crónica crónica y gota, para nombrar algunos, debido a la incompetencia de los riñones para excretar la creatinina.  Los valores séricos séricos de creatinina pueden ser ser normales en algunos casos casos de insuficiencia renal renal aguda o crónica leve debido a que el valor plasmático de la creatinina emplea de 7-10 días para estabilizarse cuando el IFG disminuye.  Una creatinina plasmática plasmática elevada indica insuficiencia insuficiencia renal grave de larga duración. Un incremento de 4-5 mg/100ml es evidencia de disfunción importante.  La nefritis crónica con uremia puede provocar valores tan altos como 20-30 mg/100 ml.  Uropatía obstructiva obstructiva de larga duración, que puede presentarse en hipertrofía hipertrofía prostática, prostática, estenosis uretral bilataeral y cálculos renales, debido la dificultad para el flujo libre de la orina y del IFG. La depuración renal es baja.  Disminución crónica del IFG debido debido a causas prerrenales, prerrenales, como se se observa en insuficiencia insuficiencia cardiaca congestiva.  Valores falsos reportados en algunos métodos de análisis (prueba original de Jaffe) que originan interferencias secundarias secundarias por reacción de otras sustancias. sustancias.  Algunas personas con con masa muscular muy grande, grande, que producen cantidades mayores mayores de creatinina, por lo general, la elevación es ligera.  Cetoacidosis diabética, diabética, debido a una lectura falsamente falsamente elevada por el aumento de cetonas en el suero.  Rechazo de trasplante trasplante de riñón, debido a una filtración escasa de productos de desecho por el riñón ineficaz. En tales casos, casos, el indicador más sensible de la función función renal pueden ser las determinaciones en serie de creatinina sérica. 1 HISTORIA DEL METODO:



En 1886 Jaffe describió un método para la determinación de creatinina que comprendía un filtrado libre de proteínas y una reacción con ácido pícrico en solución alcalina. Aunque se han descrito bastantes métodos desde entonces, la reacción reacción clásica de Jaffe es ampliamente ampliamente usada. En esta reacción hacen interferencias interferencias varias sustancias, incluyendo proteínas y glucosa. Se han hecho modificaciones al procedimiento para combatir las desventajas. Los procedimientos cinéticos se han hecho populares por que son rápidos, simples simples y evitan interferencias, interferencias, este este método se basa en una modificación modificación del procedimiento señalado anteriormente anteriormente incorporado un surfactante surfactante y otros ingredientes ingredientes para minimizar la interferencia de proteínas y los carbohidratos.4 Principio:



El ensayo de la creatinina esta basado en la reacción de la creatinina con el picrato alcalino descrito por Jaffé. La creatinina reacciona con el picrato alcalino formando un complejo rojizo. El intervalo de ti empo escogido para las lecturas permite eliminar eliminar gran parte de las interferencias conocidas conocidas del método. La intensidad del color  formado es proporcional proporcional a la concentración de creatinina en la muestra ensayada; La velocidad de la formación del color es proporcional a la creatinina en la muestra Alcali



Creatinina   PicratodeS odio        ComplejoCr eatinina   Picrato( Amarillo  Naranja)



La Creatinina reacciona con el ácido de pícrico en condiciones alcalinas para formar un complejo de color que absorbe absorbe a 510 nm.. nm..5



MATERIAL  4 sistemas vacutainer (aguja y jeringa)  4 ligaduras
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pipetas de 1ml



 4 tubos vacutainer con heparina  1 gradilla  4 tubos de ensaye (13x100ml)  Palillos  2 pipetas Pasteur con bulbo 1



pipeta de 100L 4



EQUIPO  Espectrofotómetro Espectrofotómetro o analizador para  Cubetas



lecturas a 492nm.



de 1,0 cm de paso de l uz.



REACTIVOS REACTIVOS R 1 Reactivo Pícrico R2 Reactivo Alcalinizante CREATININE CAL



Ácido pícrico



17,5 mmol/L



Hidróxido sódico



0,29 mol/L



Patrón primario acuoso de Creatinina 2 mg/dL



PRECAUCIONES  



Hidróxido sódico: Irritante (Xi): R36/38: Irrita ojos y la piel. S26: En caso de contacto con los ojos, lavar de inmediato con abundante agua y acudir al medico. S37/39: Usar guantes adecuados y proteger cara y ojos. S45: En caso de accidente o malestar, acudir inmediatamente al médico.



PREPARACIÓN 



Reactivo de trabajo (RT): Mezclar volúmenes iguales de R 1 Reactivo Pícrico y de R 2 Reactivo Alcalinizante. *Estabilidad del reactivo de trabajo: 10 días a 15-25ºC. CONSERVACIÓN Y ESTABILIDAD 



Todos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, cuando se mantienen los frascos bien cerrados a 2-8ºC, protegidos de la luz y se evita su contaminación. contaminación. No usar reactivos fuera de la fecha indicada. CREATININE CREATININE CAL: Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienen mantienen los viales bien cerrados a 2-8ºC, protegidos de la luz y se evita su contaminación. contaminación. Indicadores de deterioro de los reactivos:



- Presencia de partículas y turbidez. - Absorbanc Absorbancia ia (A) del Blanco Blanco a 492 nm 1,80. 1,80. ≥



MUESTRAS  Suero o plasma heparinizado heparinizado (Estabilidad de la creatinina: creatinina: al menos 24  Orina: Diluir la muestra al 1/50 con agua destilada. Mezclar. Multiplicar



horas a 2-8ºC.) el resultado obtenido por 50 (factor de



dilución) (Estabilidad de la creatinina: creatinina: 7 días a 2-8ºC.) 2-8ºC.)



PROCEDIMIENTO 1. Condiciones del ensayo: Longitud de onda: . . . . . . . . . . . . . . . 492 nm (490-510) Cubeta:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... .1 cm paso de luz Temperatura. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37ºC / 15-25ºC 2. Ajustar el espectrofotómetro a cero frente al blanco de reactivo. 3. Pipetear en una cubeta: Blanco Patrón RT (mL) 1,0 1,0 (Nota1,2) 1 00 Patrón (μL) Muestra (μL) ---



Muestra 1,0 -100



4. Mezclar y poner en marcha el cr onómetro. onómetro. 5. Leer la absorbancia (A 1) al cabo de 30 segundos y al cabo de 90 segundos (A 2) de la adición de la muestra. 6. Calcular: ΔA= A2 – A1 .
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CÁLCULOS



Factor de conversión: conversión: mg/dL x 88,4= μmol/L. *Factor CONTROL DE CALIDAD



Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valorados: SPINTROL H Normal y Patológico (Ref. 1002120 y 1002210). Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, revisar el instrumento, instrumento, los reactivos y el calibrador. Cada laboratorio debe disponer su propio Control de Calidad y establecer correcciones en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias. VALORES DE REFERENCIA Suero o plasma:  Hombres 0,7 - 1,4 mg/dL mg/dL ≅61,8 - 123,7 μmol/L Mujeres 0,6 - 1,1 mg/dL mg/dL ≅53,0 - 97,2 μmol/L Orina: 15-25 mg/Kg/24 hr   Hombres 10 - 20 mg/Kg/24 mg/Kg/24 hr  hr ≅ 88 - 177 μmol/Kg/24 h Mujeres 8 -18 mg/Kg/24 hr  ≅ 71 - 177 μmol/Kg/24 h CARACTERÍSTICAS DEL MÉTODO 







  



Rango de medida: Desde el límite de detección de 0,09 mg/dL hasta el límite de linealidad de 15 mg/dL. Si la concentración es superior al límite de linealidad, diluir la muestra 1/2 con ClNa 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2. Precisión: Intra ntrase seri rie e (n=2 (n=20) 0) Inte nterser rserie ie (n= (n=20) 20) Medi Media a (mg/ (mg/dL dL)) 1,06 1,06 3,58 3,58 1,03 1,03 3,31 3,31 SD 0,22 0,06 0,04 0,06 CV (%) 2,07 1,54 3,97 1,75 Sensibilidad analítica : 1 mg/dL =  Δ A 0,03 A/min . mg/dL. Exactitud: Los reactivos de SPINREACT SPINREACT (y) no muestran diferencias sistemáticas significativas cuando se comparan con otros reactivos comerciales (x). Los resultados obtenidos con 50 muestras fueron los siguientes:  Coeficiente de correlación (r): 0,986  Ecuación de la recta de regresión: y= 0,975x + 0,047  Las características del método pueden variar según el analizador utilizado.



INTERFERENCIAS  Hemoglobina (1 g/L), Bilirrubina (55 mg/dL), interfiere  Se han descrito varias drogas y otras substancias que interfieren en la



determinación de la creatinina



NOTAS 1. La calibración con el Patrón acuoso puede dar lugar a errores sistemáticos en métodos automáticos. automáticos. En este caso, se recomienda utilizar calibradores séricos. 2. Usar puntas de pipeta desechables limpias para su dispensación. 3. SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la aplicación de este reactivo en distintos analizadores.



RESULTADOS Y DISCUSIONES Cálculos (ejemplo): Mues Muestr tra a Abso Absorb rban anci cia a (1min (1min)) Abso Absorb rban anci cia a (1min (1min)) Diferencia de A ( ΔA) Patrón 0.279 0.282 0.003 Sangre 0.413 0.414 0.001



Creatinina 



0.001 0.003



 2  0.6666 mg  / dl 
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Tabla de resultados de creatinina en Suero:



Creatinina en suero mg/dl mmol/L 0.66 58.344 1.86 164.424 1.2 106.08 1.73 152.932 1.2 106.08 0.66 58.344 0.58 51.272 1.43 126.412 1.165 102.986   0.496732178 43.91112458   42.63795523 42.63795523 1.66 1.6617 1732 3217 178 8 146 146.897 .89712 1246  46  0.66 0.6682 8267 6782 822 2 59.0 59.074 7487 8754 542  2  0.99 0.9934 3464 6435 357 7 87.8 87.822 2224 2491 916  6  1.49 1.4901 0196 9653 535 5 131 131.733 .73337 3737  37  -0.49 -0.4967 6732 3217 178 8 -43.9 -43.911 1112 1245 458  8  1.49 1.4901 0196 9653 535 5 131 131.733 .73337 3737  37  1.98 1.9869 6928 2871 714 4 175 175.644 .64449 4983 83 -0.99 -0.9934 3464 6435 357 7 -87.8 -87.822 2224 2491 916  6 



Sujeto Zaraí Claudia Josue Miriam Jazz Braulio Silvia Mirna Media Desvest C.V.  x + σ 



 x - σ  2σ   x + 2σ 



 x - 2σ  3σ   x + 3σ 



 x - 3σ 



GRÁFICA DE LINEALIDAD DE CREATININA EN SUERO (mg/dl)  2.052



1.852



1.652



   l 1.452    d    /   g   m   a   n 1.252    i   n    i    t   a   e   r    C1.052 0.852



0.652



0.452 Zaraí



Claudia



Josu e



Mir iam



Jazz



Brauli o



Sujetos de prueba 



GRÁFICA DE LEVEY JENNINGS DE CREATININA EN SUERO (mg/dl)  3.15 



2.65 



UCL



2.66



CL



1.17



2.15 



   l    d    /   g 1.65    m    A    N    I 1.15     N    I    T    A    E    R 0.65     C 0.15 



LCL



-0.35 



-0.33



-0.85  1



2



3



4



5



6



7



8



Sujetos de prueba 



Se dividieron los resultados de sangre y orina de los sujetos para analizarlos por separado debido a que tienen diferentes unidades, se realizaron también las conversiones a mmol/L y mmol/kg, respectivamente como dato adicional, pero se pude ver que son equivalentes en su CV. Para los resultados de suero se pude observar en la gráfica de linealidad que hay 2 datos muy disparados (1.86 y 1.73), los cuales afectan ampliamente los datos de la gráfica dando un CV muy alto de 42.64%, lo cual  también se refleja en la gráfica gráfica de Levey Jennings, en la cual incluso no se cumple con la quinta regla de Schewart (la cual dice: Rechace cuando las 4 lecturas excedan el mismo X+1s o X-1s. No reporte.) y esto se ve reflejado del sujeto 2 al 5 (4 sujetos) , los cuales caen del lado de X+1s, lo cual según estas mismas reglas caen dentro de los errores de tipo aleatorio, los cuales no dependen del manipulador y son inevitables, aunque considerando que las las lecturas y tomas de muestra se realizaron por diferentes personas, entonces se considerarían errores sistemáticos ya que en estos casos si dependen del manipulador. 7



Si lvi a



Mi rna







Tabla de resultados resultados de creatinina en Suero (corregidos): (corregidos):



CREATININA EN SUERO Sujeto mg/dl   Zaraí 0.66 Josue 1.2 Jazz 1.2 Braulio 0.66 Silvia 0.58 Mirna 1.43 Media 0.955   Desvest 0.36341436   C.V. 38.0538601 1.31841436   x + σ   x - σ  0.59158564 0.72682873 2σ  1.68182873  x + 2σ   x - 2σ  0.59158564 2.865  3σ  3.82   x + 3σ   x - 3σ  -1.91



GRÁFICA DE LINEALIDAD DE CREATININA EN SUERO (Corregidos)  1.495 
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 Al realizar la corrección de los datos de creatinina en suero, los resultados en la gráfica de linealidad siguen desplazándose bastante, sin embargo al realizar la gráfica de control de Levey Jennings, esta vez los datos si  cumplen con las reglas de Schewart, por lo que se pude decir que tenemos datos más confiables ya que 5 de los 6 datos entran dentro del los límites de ± 1 σ y tan solo 1 de los datos queda en los l ímites ímites entre +1σ y +2σ,  pero entra dentro de los límites de confianza de ± 2 σ con un intervalo de confianza del 95% por lo que se  pude decir que los datos del intervalo son correctos, sin embargo se cuenta con un coeficiente de variación muy alto del 38.05% cuando para los métodos colorimétricos el valor del C.V. aceptable es de ±  5%, pero como se menciono anteriormente al caer en los límites deseables en la gráfica de Levey Jennings y al cumplir  con las reglas de Schewart, entonces se aceptan los valores de los datos, por lo tanto el intervalo de confianza propuesto para la determinación de creatinina en suero es de 0.59 0.59 – 1.68  1.68 ± 38.05% 
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Comparación de datos de creatinina en suero con la t de student:







H 0 HOMBRES 0.7 – 1.4 1.4 mg/d mg/dl l  HOMBRES = 0.7 H 0 MUJERES 0.6 – 1.1 1.1 mg/d mg/dl  l  MUJERES = 0.6 Ya que se contaba con pocos datos para realizar las gráficas se tomaron en cuanta para estas integrando tanto datos de hombres como mujeres generalizando de esta manera el intervalo de confianza propuesto, por  lo que si tomamos en cuenta esto también para hacer un aproximado con respecto a los datos del inserto,  podríamos tomar del valor menor para mujeres (que es el dato más pequeño) y el mayor para hombres (dato más alto) para realizar una comparación integrando ambos datos, entonces quedaría la hipótesis nula para el  inserto: H 0  mg/dl  0  = 0.6 – 1.4 mg/dl  H 1 = 0.59 0.59 – 1.68  1.68  ± 38.05% (mg/dl)  



Hipótesis Nula: H 0 = H 1 Hipótesis Alterna: H 0 ≠ H 1



 Aplicación:



= 0.955 = n–1 =6 –1 =5 σ = 0.3634 del inserto ( ) = 1.00 υ



t  



 x   







 



0.955  1.00  0.276893392 0.3634



n



5



Ya que es un valor negativo, entonces:



Despejando: Además sabiendo que la función t de Student es simétrica respecto al eje x = 0, la probabilidad acumulada a la izquierda de -x es igual a la probabilidad acumulada a la derecha de x: Sustituyendo Sustituyendo en la expresión anterior, nos da el resultado: Donde el valor: 6



Por lo tanto: la probabilidad de que una variable t de Student de 6 grados de libertad deja a la izquierda de -0.2769:



 P (t 5  0.2769) Los valores negativos no vienen en la tabla, pero según lo anterior:



 P (t 5  0.2769)  1   P (t 5  0.2769) En la tabla encontramos:
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Si observamos en la tabla para 6 grados de libertad 5.7685 se encuentra cerca de 0.0005 y si se aplica regla de 3 entonces tenemos que: 0.2769  0.60 2.2648







0.6273



 Así que:  P (t 5  0.2769)  0.6273



Por lo tanto:  P (t 5  0.2769)  0.6273  1  0.6273 Con lo que obtenemos:  P (t 5  0.2769)  0.3727   Al realizar la prueba de la t de student se pude observar que se tiene un 37.27% de probabilidad de que la hipótesis nula (del inserto) sea igual a la alterna (la realizada con los datos experimentales) y ya que la  probabilidad es de menos del 50%, entonces se rechaza la hipótesis nula y así se trabajara exclusivamente con el  rango de los datos experimentales. Nota: Si se hubiese tomado los datos de la H 0  solo para hombres, la t hubiera sido igual a: -0.5846 con un valor de 0.7315 y por lo tanto un 26.85% de probabilidad, así que se s eguiría rechazando la hipótesis nula. Si se hubiese tomado los datos de la H 0  solo para mujeres, la t hubiera sido igual a: 0.6461 con un valor de aproximadamente 0.30 de probabilidad, así que se seguiría rechazando la hipótesis nula.



Con los valores para los cuales: 



Tabla de resultados de creatinina en Orina:



Creatinina en orina Sujeto mg/kg mmol/kg   Nayelli 20 176.8 Braulio 21 185.64 Marian 16.2 143.208 Paco 11.6 102.544 Media 17.2 152.048 Desvest 4.267708206 37.72654054 C.V. 24.81225701 24.81225701 x+σ 21.4 21.467 6770 7082 821 1 189. 189.77 7745 4540 405 5 x-σ 12.9 12.932 3229 2917 179 9 114. 114.32 3214 1459 595 5 8.53 8.5354 5416 1641 412 2 75.4 75.453 5308 0810 109 9 2σ 25.7 25.735 3541 4164 641 1 227. 227.50 5010 1081 811 1 x + 2σ x - 2σ 8.66 8.6645 4583 8358 588 8 76.5 76.594 9491 9189 891 1 12.8 12.803 0312 1246 462 2 113. 113.17 1796 9621 216 6 3σ 30.0 30.003 0312 1246 462 2 265. 265.22 2276 7621 216 6 x + 3σ x - 3σ 4.39 4.3968 6875 7538 381 1 38.8 38.868 6837 3783 837 7
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Para los datos en orina al igual que de suero, se realizaron las determinaciones de creatinina, solo que con menos datos que para suero y así mismo se realizó la conversión a mmol/kg como dato informativo. En la gráfica de linealidad se puede observar como los datos no se encuentran tan dispersos, por lo cual se consideraran todos los datos de los sujetos de prueba para los cálculos y gráficas, sin embargo hay que recalcar  que los datos tomados no se realizaron en orina de 24hrs, como la técnica lo indicaba, pero ya que los datos no estaban tan dispersos y entran en la gráfica de linealidad así como en la de Levey Jennings ( ya que todos los datos se encuentran dentro del rango de ± 2σ )y cumplen con las reglas de Schewart, entonces se realizará un análisis de estos resultados sabiendo de antemano que los resultados no son los deseables al no haberse realizado bajo las condiciones indicadas y de esta manera se analizarán con la t de student teniendo un rango de intervalo de confianza de 8.66 – 25.74 25.74 ± 24.81%  24.81%  en un intervalo de confianza para ± 2 σ al 95% de  probabilidad  10



GRÁFICA DE LEVEY JENNINGS PARA DETERMINACIÓN DE CREATININA EN ORINA
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Comparación de datos de creatinina en orina con la t de student:







H 0 HOMBRES 10 - 20 mg/kg  mg/kg  HOMBRES = 10 H 0 MUJERES = 8 18 mg/k mg /kg  g  MUJERES Ya que se contaba con pocos datos para realizar las gráficas se tomaron en cuanta para estas integrando tanto datos de hombres como mujeres generalizando de esta manera el intervalo de confianza propuesto, propuesto, por  lo que si tomamos en cuenta esto también para hacer un aproximado con respecto a los datos del inserto,  podríamos tomar del valor menor para mujeres (que es el dato más pequeño) y el mayor para hombres (dato más alto) para realizar una comparación integrando ambos datos, entonces quedaría la hipótesis nula para el  inserto: H 0  mg/kg  g  0  = 8 – 20 mg/k H 1 = 8.66 – 25.74 ± 24.814 24.814% % mg/kg  mg/kg   



Hipótesis Nula: H 0 = H 1 Hipótesis Alterna: H 0 ≠ H 1



 Aplicación:



= 17.2 = n–1 =4 –1 =3 σ = 4.2677 del inserto ( ) = 14 υ



t  



 x     



n







17.2  14  1.298723571 4.2677 3



Por lo tanto la probabilidad sería de entre 10 y 20%, por lo cual se rechaza la hipótesis nula y se utiliza la hipótesis alterna para las determinaciones realizadas, pero como se había mencionado anteriormente estos resultados no son del todo válidos debido a que la determinación no se realizó en orina de 24hrs, así que estos datos son meramente informativos. Nota: Si se hubiese hubiese tomado los datos datos de la H 0  hubiera sido igual a: 0.8929 con un valor de entre 0  solo para hombres, la t hubiera 0.20 y 0.25% de probabilidad, así que se seguiría rechazando la hipótesis nula. 11



Si se hubiese tomado los datos de la H 0  0  solo para mujeres, la t hubiera sido igual a: 1.7046 con un valor de entre 0.10 y 0.05% de probabilidad, así que se seguiría rechazando rechazando la hipótesis nula.



CONCLUSIONES Por medio de esta práctica se realizó la determinación cuantitativa cuantitativa de creatinina en suero y en orina (aunque en este caso con datos no tan confiables debido al mal desarrollo de la técnica al no haberse utilizado una muestra de orina de 24hrs) por medio de una reacción colorimétrica en el espectro de absorción azul-verde (490 – 500nm) detectando detectando la formación del complejo color amarillento amarillento de creatinina – picrato al efectuarse efectuarse la reacción reacción de la creatinina (del metabolismo muscular) muscular) formada en la muestra muestra con el reactivo reactivo del picrato de sodio sodio en medio alcalino (por el NaOH). Como se logró observar en los datos experimentales experimentales algunos de los sujetos de prueba rebasaban los límites del intervalo de confianza para los valores recomendados de creatinina, pero esto no es motivo de alarma ya que en la mayoría de los casos no hubo el ayuno de 8hrs mínimo recomendado para la prueba por lo que estos factores pudieron haber influido en los resultados, además de que como ya se había mencionado las muestras no fueron tomadas ni cuantificadas por una sola persona, lo que nos lleva a errores de tipo sistémico, además de que no se contaba con suficientes datos para obtener un buen intervalo de confianza.
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