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PROLOGO

En el campo de la medicina veterinaria, tradicionalmente se ha utilizado la refracto-
metria para las determinaciones de los sélidos totales del plasma y de la densidad
urinaria. Las ventajas de esta técnica respecto de la tradicional urinometria que se
utiliza en el laboratorio de andlisis clinicos en humanos comprenden el volumen
minimo de muestra, la rapidez y la sencillez de la medicién. Otra ventaja es el bajo
costo del instrumento utilizado (refractdmetro de mano).

No obstante las ventajas descriptas, hemos observado en la literatura muy escasa
informacion, especialmente en textos utilizados en docencia, acerca de los limites,
interferencias, cuidado y calibraciéon del instrumento. Por estas razones nos pro-
pusimos redactar este pequeio manual en el que hemos priorizado la utilizacién y
practica de esta metodologia analitica.

En el texto se han introducido, bajo el titulo conceptos utiles, los conceptos basicos
necesarios para comprender las bases de la refractometria y los parametros que
se estiman en la practica analitica. También para las determinaciones de proteinas
séricas, sélidos totales y densidad urinaria, las ventajas y limites de cada medicidn,
con especial énfasis en la solucion de los problemas mds comunes que se presentan.

Se describe toda la informacién que puede obtenerse con célculos simples o de
tablas publicadas acerca de pardmetros poco utilizados en la practica médica pero
de indudable valor para el diagndstico.

Finalmente se ha incluido un capitulo acerca del mantenimiento, cuidado vy cali-
bracién de los refractdmetros de mano. También hemos introducido la utilizacién
de una metodologia analitica muy poco empleada en nuestro pais, la osmometria
de suero y orina. En especial hemos comparado metodolégicamente el valor de la
osmometria en la orina con el pardmetro densidad urinaria.

Quienes hemos escrito este texto, como docentes de la Universidad Publica, hemos
decidido que esté disponible libremente en la web para los estudiantes de Veteri-
naria que quieran utilizarlo.



En la redaccidon y experimentos presentados han colaborado docentes de la Facul-
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Joaquin Rodriguez
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CAPITULO 1
Conceptos utiles

Refraccion
La refraccion es el fendmeno producido por el desvio de la luz cuando pasa a través

de dos sustancias transparentes.

Es el cambio de direccion y velocidad que experimenta una onda al pasar de un
medio a otro con distinto indice refractivo.

Sélo se produce si la onda incide oblicuamente sobre la superficie de separacién de
los dos medios. Esto se explica como un cambio de velocidad de la onda.

Ejemplo: ver Figura 1.

Figura 1
Fuente: Wikipedia (https://es.wikipedia.org/wiki/Refracci%C3%B3n#/media/File:Refracci%C3%B3n.svg)
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La refraccién atraviesa mas lentamente los liquidos y sélidos que los gases o el va-
cio. Cambia de direccion al atravesar materiales de distinta densidad. Ese cambio de
direccion se puede medir o estimar y se denomina /ndice de refracciéon (n). Es una
caracteristica fisica de cada material. Esta constante relaciona la velocidad de la luz
en el vacio a la velocidad de la luz en el medio.

Ley de Snell

La ley de Snell define el comportamiento de la luz cuando pasa entre dos medios de
acuerdo al angulo de incidencia (6i) y el rayo refractado (8r), entonces el indice de
refraccidn entre esos dos materiales sera:

ni.sen Bi=nr.senOr

Figura 2

El n en el vacio es 1y en los gases es aproximadamente igual a 1. Para un rayo que
pasa desde el vacio al aire, la ley de Snell es:

n=sen Bi/sen Or
Determinacion del indice de refraccion (n)
El valor de n varia de acuerdo a la longitud de onda (A) de la luz incidente, la luz de
mayor A (luz roja) se desvia menos que la luz de menor A (luz azul). Esta variacion en

n genera que la luz blanca se disperse cuando pasa a través de un prisma de cristal.

Para determinar con exactitud el n de una sustancia se requiere que la luz incidente
tenga un ancho de banda relativamente estrecho. Por ejemplo cuando se necesita
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una mediciéon altamente precisa se utiliza la banda de emisién D del Sodio (luz ama-
rilla - 589 nm). La ecuacion siguiente expresa el n del agua pura:

n** =1.3330
siendo 20° la temperatura a la que se hace la medicion y D la luz del sodio.

Otro ejemplo: una solucién de Glucosa 5% tiene en las mismas condiciones:
n =1.3402

Factores que inciden sobre el indice de refraccién
En solucién acuosa:

1. el soluto

2. su concentracion

3. la temperatura

Cada soluto tiene un n caracteristico para su concentracion en g/dL llamado refrac-
tividad especifica. El n de la solucién y su concentracion son lineales en un amplio
rango de concentraciones, si se aumenta la temperatura, el n disminuye debido a la
expansién de volumen del solvente.

El n de una solucién que contiene una mezcla de solutos con refractividades espe-
cificas similares es proporcional a la concentracion del total de los sdlidos disueltos
independientemente de las proporciones de los mismos.

Si se puede medir el n de una solucién a temperatura estandarizada se puede en-
tonces estimar su concentracion en solutos.

El refractémetro se desarrolld para hacer precisamente esto.

Disefio de un refractémetro de mano, escalas y unidades

El disefio basico del refractémetro de Abbe ha cambiado muy poco desde su in-
vencion en los afios 1900, en cambio el refractdmetro de mano fue disefiado en
el afo 1930 por la empresa inglesa Bellingham + Stanley para la determinacioén de
sacarosa en jugo de cafia de azucar. En la Figura 3, se presenta su disefio, en el que
la luz pasa a través de la muestra y luego por una serie de prismas produciendo
una linea de demarcacion sobre un reticulo. Este conjunto de prismas reducen la
dispersion de la luz blanca permitiendo de esta manera el uso de la luz ambiente
para su iluminacién. Se han desarrollado mecanismos para compensar los cambios
de temperatura (soporte bimetalico). Se miden simultdaneamente la muestra y agua
destilada, reduciéndose asi el error debido a ligeras diferencias de temperatura. La
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diferencia entre el n de la muestra (n ) y el del agua destilada a la misma tempera-
tura (n,) que es (n_- n ) tiene menor variacion referida a temperatura que el n solo
y permite ademas, una mejor comparacion de los resultados entre laboratorios.

Tapa transparente
Tornillo p. calibracién

Lz

liquido
bimetalico

/ '”, -

|
prisma lente reticula

Figura 3. Disefio de un refractdmetro de mano

También se ha formulado una segunda unidad de medicién, la refractividad (r) para
simplificar el informe de los resultados de las mediciones simulténeas de n_y n,.
Muchos refractdmetros incluyen este tipo de escala.

r=10000. (n_-n)

Ejemplo: si tomamos una lectura proveniente de una muestra de un liquido bioldgi-
co, utilizando la escala de indice de refracciéon obtenemos el siguiente valor:

n_=1.3450, le restamos el n, = 1.3330 correspondiente al agua destilada,
la diferencia es 0.0120 que multiplicada por 10.000 nos da un r = 120.

Goldberg inventd el primer refractdmetro de mano con compensacién de tempera-
tura que es el mas caro y exacto de los refractdmetros manuales, incluye escalas de
n, r, proteinas (g/dL) y peso especifico de orina. En la Figura 4A se muestra la escala
del instrumento de mano Reichert TS Meter que contiene las escalas para protei-
nas, Peso especifico de orina (UG) vy la refraccidon (r). En cambio en la Figura 4B se
muestra la reticula del refractémetro clinico de mano Alla France que contiene tres
escalas: SP —serum protein—, ND —refraction index—y UG —urine gravity—.

Un punto importante a considerar para el uso diario del refractémetro es que se
pueda corregir el indice de refraccidn (n) del agua destilada (1.3330) o el 1.000 en
la escala de peso especifico de orina (calibracion del cero del instrumento), sino
es probable que las mediciones realizadas no sean correctas (ver calibracion del
refractdmetro).
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Figura 4A. Reticulo refractdmetro TS Reichert Figura 4B. Reticulo refractémetro Alla France

CAémo se utiliza el refractémetro de mano

En Figura 5 A se muestra cdmo se utiliza el refractémetro de mano. Para ello basta
con colocar una gota de orina o suero (50 uL) sobre el prisma y luego dirigir el ins-
trumento hacia una fuente de luz, se leen las escalas de DU (UG), n o Proteinas (SP)
en el limite entre el campo claro y el campo oscuro (azul). En la Figura 5B se muestra
el reticulo con la lectura de una orina cuya densidad es 1.016 que se corresponde a
un n=1.3380. Es importante que la muestra se distribuya homogéneamente sobre
el prisma (Figura 5B), y no de la manera que se muestra en la Figura 5C ya que daria
una lectura errénea.

Figura 5A. Carga de la muestra
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Figura 5B. distribucion uniforme de la Figura 5C. distribucion no homogénea de la mues-
muestra sobre el prisma tra sefialada por las flechas

Figura 5D. reticula que muestra la DU de una orina (1.016) y el n (1.3380)

Disefio de un refractémetro de mano digital
En la Figura 6 se presenta el disefio de un refractdmetro de mano digital (tomado

de Bellingham + Stanley Ltd / Boletin técnico n2 R001, Titulo: Principios de Refrac-
tometria).
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Rayo en el dngulo critico

I Detector de arreglo de diodos |

Figura 6. Refractdmetro de mano digital

Cémo se utiliza el refractometro de mano digital

El refractdmetro digital funciona con baterias, por lo tanto se enciende, se deja estabi-
lizar un par de minutos, el instrumento pasa a calibracion automaticamente, se coloca
unas gotas de agua destilada y se activa la calibracion, durante este paso se enciende
la luz que ilumina el prisma y el instrumento hace la lectura. Realizado este paso, se
vuelca el agua, se seca con papel tisl y se carga con las muestras de orina o suero, se
activa la medicidn y se obtiene el resultado en segundos. Luego se descarta la mues-
tra bioldgica se seca con papel y se carga con la nueva muestra. Para obviar el feno-
meno de carryover se puede enjuagar el prisma con agua destilada. Por lo general los
instrumentos indican en el visor el nivel de carga de la bateria y sefialan la necesidad
de su cambio mediante sefiales en el visor del instrumento (Figura 7).

Figura 7. Imagen del refractometro digital Atago

PAL-RI para determinacion de indices de refrac-

cién en un rango de valores de 1.3306 a 1.5284.

En el visor puede observarse el nivel de carga de
baterias
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Tratamiento de las muestras de orina y fluidos peritoneales para refractometria
Algunos autores (1) recomiendan centrifugar las muestras de orina antes de hacer
la determinacién refractométrica de la DU, si las orinas fueron congeladas es posi-
ble que pueda observarse precipitacion de cristales. La formacidn de cristales por
el congelamiento a -20 °C estd ligado a la concentracién de calcio en orina, este
proceso es también afectado por el pH urinario. Dichos cristales son mayormente
oxalato de calcio dihidrato y calcio amorfo (32). Estos precipitados pueden depletar
a la orina de proteinas urinarias y de iones Ca++, por ello los sedimentos inducidos
por el congelamiento pueden afectar el analisis proteico y la calciuria (32). Afor-
tunadamente el problema se resuelve facilmente: se deberd llevar la temperatura
de la muestra a la temperatura ambiente y luego agitar vigorosamente la muestra
para redisolver los precipitados. En el caso de turbiedad, utilizar el sobrenadante
después de centrifugar la muestra 3000 g x 5 min (5). En el caso de fluidos perito-
neales, pleurales y pericardicos. George (11) recomienda centrifugar las muestras a
1000 g x 3 minutos.

El problema del "carryover" en las determinaciones refractométricas

En el idioma inglés el término "carryover" se traduce como "remanente" y en nues-
tro caso esta referido a los restos de muestras que permanecen sobre el prisma y
cubierta del refractdmetro después de hacer la medicién. No obstante el procedi-
miento tradicional de medicion indica secar con papel tisu el prisma y la tapa del
instrumento, es posible que si en la muestra previa algin componente tenia alta
concentracion, pueda de esta manera contaminar el resultado de la muestra pos-
terior. Ello fue demostrado por Hunsaker y col. (15) quienes haciendo determina-
ciones con estandares de alto y bajo contenido proteico en un refractdmetro digital
y procediendo con y sin enjuagues entre muestra y muestra. Ellos observaron un
carryover del 8.5%, el que fue llevado al 0% con un simple lavado del prisma con
agua destilada. Los mismos autores (43) realizando la validacién de un refractéme-
tro digital de mano para DU observaron un carryover menos significativo que para
proteinas y recomiendan el lavado con agua destilada entre muestra y muestra de
orina. Por lo tanto aconsejamos enjuagar con un chorro de agua destilada (utilizan-
do una Piseta plastica) el prisma y cubierta del instrumento después de realizada la
medicion refractométrica.
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CAPITULO 2
Determinacion de la concentracion de proteinas totales (PT) en suero o
plasma en medicina humana y veterinaria por refractometria

A partir de los afios 60 la refractometria comienza a ser utilizada como una técnica
rapida para la determinacion de PT en suero o plasma.

El angulo de refraccién producido por una muestra de suero o plasma se debe a la
concentracién combinada de todos sus solutos, también [lamados "Sélidos Totales"
(ST) o "Total Solids" (TS) en inglés. Las proteinas son el soluto predominante en
este tipo de muestra, pero también las sustancias no-proteicas como electrolitos,
glucosa, ureay lipidos, contribuyen al angulo de refraccion.

Para que la determinacion refractométrica de PT sea exacta se requiere la constan-
cia de esos solutos en el suero.

La conversion de n a proteinas totales usando el reticulo del refractdmetro o tablas
publicadas, asume que los solutos no-proteicos deben contribuir al n de una mane-
ra predecible.

Se puede clasificar a la refractometria como una técnica para medir ST basados en
proteinas y puede ser influenciada por los ST en la muestra.

Concepto de Sélidos Totales (ST)

El término Sélidos Totales ha producido mucha confusién cuando se informan los
resultados de la refractometria de proteinas. La corporacion AO (American Optics)
contribuyé a esto cuando llamé a su instrumento "TS Meter" aunque fue calibrado
para medir concentracidn de proteinas.

Algunos autores utilizan equivocadamente el término "concentracion de sdlidos
totales" cuando informan proteinas medidas por refractometria, esto es inexacto
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porque la escala del instrumento estd calibrada en concentracion de proteinas en g/
dL. Seria correcto en el caso de que el instrumento tuviese una escala calibrada en
concentracion de sdlidos totales en g/dL (suelen encontrarse algunos instrumentos
antiguos).

Entonces es importante aclarar que Proteinas totales y ST no son términos inter-
cambiables (9).

En estado de salud la concentracién de ST en suero o plasma es aproximadamente
1.5 a 2.0 g/dL mayor que la concentracion de proteinas. Si en nuestro refractometro
determinamos Proteinas totales y queremos obtener los ST correspondientes a la
muestra, debemos utilizar las tablas provistas por Reichert (37, 38) que se pueden
descargar de la web o referirnos al excelente libro de Wolf (42).

¢Como se realiza la conversion de n a una concentracién de PT?

American Optical basé el disefio de su refractdmetro sobre un factor de conversion
entre ny concentracion de proteinas disefiado por Wolf (40), quien comparé el n de
muestras de suero humano y de roedores a la concentracion de proteinas determi-
nada por Biuret (luego verificados con la técnica de micro kjeldahl). Usé un factor de
6.54% para calcular la cantidad de Nitrégeno en Albuimina. Los refractometros de
Reichert (sucesor de AO) y los de Misco usan este factor de conversién. En cambio
los refractémetros de Atago (Japdn) usan un factor diferente con el que se obtiene
una concentracién menor de proteinas que los obtenidos con el factor de Wolf. Esta
situacion ha llevado a que algunos autores japoneses hayan publicado tablas para
corregir los valores de PT obtenidos con instrumentos japoneses (23).

Causas de error relacionados con las muestras en la determinacion de proteinas
por refractometria

En la determinacién de proteinas totales (PT) mediante refractometria, el aumento
de los sdlidos no-proteicos genera un incremento artificial de la concentracion de
proteinas. Los compuestos conocidos que pueden causar errores reconocibles son
aquellos que pueden agregar cantidades de 0.5 a 1.0 g/dL, tales como el coleste-
rol, la glucosa, la urea, lipoproteinas, etc. Otros autores han demostrado que la
adicién in vitro de urea (273 mg/dL) o glucosa (649 mg/dL) a un suero incrementa
falsamente la conc. de proteinas de 0.4 a 0.5 g/dL (22), el agregado de NaCl a una
concentracion de 250 mmol/L también provoca una determinacion refractométrica
de proteinas aumentada en 0.4 g/dL. Si se adiciona glucosa a una muestra de sangre
canina en concentraciones de 500 y 1.000 mg/dL se incrementa la concentracidn
de proteinas medida por IR, en cambio si se agregan concentraciones de 100 o 200
mg/dL no se verifican cambios en la concentracidn proteica medida (5). Respecto
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a la concentracion de Glucosa, Hunsaker (15) demostro utilizando un refractéme-
tro digital de mano que las concentraciones superiores a 267 mg/dL producen una
interferencia significativa en la determinacién refractométrica de PT. Estos autores,
también encontraron una significativa interferencia por triglicéridos a concentra-
ciones mayores a 580 mg/dL (15). Legendre y col. (16) estudiaron el efecto de las
concentraciones elevadas de urea en suero de perros o gatos sobre la estimacion
de PT y demostraron que a concentraciones de urea > 47 mg/dLy > 64 mg/dL en
el perro y gato respectivamente, incrementan las concentraciones de PT obtenidas
por refractometria. Por ello sugieren que en presencia de uremia alta realizar las
determinaciones de PT utilizando la reaccidn colorimétrica del Biuret.

La hemolisis también aumenta el IR, aunque existen contradicciones en este aspec-
to. Sutton (34) observd que la hemoglobinemia no permite ver claramente la linea
de demarcacién en el reticulo del refractdmetro y esto puede dar una lectura falsa,
por ello se sugiere que solamente se utilice el refractdmetro en presencia de he-
molisis cuando se pueda observar una clara demarcacion de la linea en el reticulo.
También demostrd que la lipemia incrementa el IR. Por otra parte, Rubiniy col. (28)
usando datos experimentales demostraron que las variaciones en la relacion Albu-
mina/Globulinas (A/G) no es una causa de error en la determinacion de proteina
como se detalla en los prospectos de algunos instrumentos. El exceso de EDTA en
tubos que fueron llenados con poca sangre también aumenta falsamente la concen-
tracion de PT(5). Estepa y col. (7) observaron que en la determinacién refractomé-
trica de PT en fluido peritoneal de equinos, la presencia del anticoagulante K.EDTA
(concentracion > 5 umol/mL) produce sobreestimacién del valor de PT, en cambio la
presencia de Litio-Heparina no influencia los valores obtenidos por RF. Con respecto
a la hiperbilirrubinemia también existen contradicciones en la literatura, sin embar-
go Gupta (10) y Stockham (31) han informado que la hiperbilirrubinemia hasta 41.5
mg/dL no interfiere con la determinacion refractométrica de proteinas totales en
muestras de origen canino.

Un punto interesante en la determinacidon de PT por refractometria, cuando se
quiere establecer la linealidad de la respuesta del instrumento con la concentracion
de PT, es el efecto del diluyente de la muestra. En este caso Hunsaker (15) ha de-
mostrado que en el caso de utilizar solamente agua destilada observé una disminu-
cion de la recuperacién respecto de la utilizacidn de solucién fisioldgica (NaCl 0.9%)
como diluyente. Esto estaria indicando que el diluyente contribuyd a la densidad de
la solucidn y a la refraccidn de la misma (24), por eso se recomienda que las mues-
tras de suero o plasma deben ser diluidas con solventes que contengan cantidades
de solidos totales de la fase no proteica de la muestra (12). En este caso la solucion
fisiolégica seria una buena aproximacion a la resolucién del problema.
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Diferencias interespecies en la determinacidn de proteinas totales

La refractometria y el Biuret correlacionan bien con muestras de suero humano.
En muestras de suero y plasma de origen aviar es menos consistente, por ejemplo
Lumeij y col. (19) determinaron que los valores de plasma y suero provenientes de
palomas (Columba livia domestica) determinados por refractometria eran mayores
respecto a los estimados por el Biuret. Una probable causa seria los altos valores de
Glucosa plasmatica en esta especie (20). Dichos autores no recomiendan determi-
nar PT en muestras aviares utilizando refractometria.

Determinacidn de proteinas en otros fluidos corporales

Es posible utilizar la refractometria para determinar las concentraciones de pro-
teinas de fluido peritoneal, pericardial y pleural. En la mayor parte de los refrac-
todmetros la menor lectura posible de proteinas se corresponde a 2.0 g/dL, pero
podemos obtener valores de hasta 0.6 g/dL en tablas de conversién usando la
escala de indice de refraccion (9,11,39,40). En la Tabla 1 se muestran valores de
indice de refraccion y concentracidn de proteinas obtenidas de Wolf (40).

Tabla 1. Valores de indice de refraccién obtenidos con un refractdmetro de mano en fluidos bio-
légicos y sus equivalentes en concentracion de proteinas cuando los valores de lectura directa de
la concentracién de proteinas estan por debajo del limite de la escala (lecturas < 2 g/dL)

indice de Refraccién (n) Concentracion de proteinas | Densidad urinaria (g/mL)
en liquidos corporales (g/dL)
<1.3376 <1.0 <1.013
1.3376 1.0 1.013
1.3378 1.1 1.014
1.3380 1.3 1.014
1.3382 1.4 1.015
1.3384 1.5 1.015
1.3385 1.6 1.016
1.3387 1.7 1.016
1.3389 1.8 1.017
1.3391 1.9 1.017
1.3391 1.9 1.017
1.3393 2.0 1.018
1.3395 2.1 1.018
1.3397 2.2 1.019
1.3399 2.3 1.019
1.3401 24 1.020
1.3402 2.5 1.020




Se incluye la tabla de valores de DU para el caso en el que el refractdmetro utilizado
no tenga una escala de indice de refraccidn, pero es importante aclarar que esta
escala no es exacta para determinar la concentracién proteica de fluidos corporales
y no deberia ser utilizada para esto de forma rutinaria, sino como una aproximacion
rapida. Esta escala esta calibrada especificamente para orina y da resultados altos si
se utiliza en fluidos peritoneales (18,41).

Matthews y col. (21) han demostrado el valor de la refractometria en andlisis del
fluido peritoneal en equinos con crisis abdominal aguda. Los resultados de este
trabajo sugieren que el analisis de una muestra de fluido peritoneal puede con-
tribuir a la decisién sobre la necesidad de cirugia aunque no es una panacea
diagndstica. Cuando se evalua el color y la concentracion de proteinas totales en
muestras de fluido abdominal podemos tener la confianza de identificar equi-
nos con una patologia que responde a tratamiento médico respecto de aquellas
con lesiones que requieren cirugia. Las concentraciones de proteinas totales es-
timadas por refractometria < 2 g/dL son consideradas normales, mientras que las
concentraciones > 2 g/dL seran consideradas patoldgicas. Mientras que el color y
aspecto del fluido normal serd amarillo y transparente. Un aspecto turbio y de co-
lor naranja a rojo (serosanguinolento) y otros colores (rojo oscuro) sera indice de
anormalidad que en conjunto con el valor anormal de proteinas sera determinan-
te de la necesidad de cirugia.

Estimacidn de Fibrinégeno mediante refractometria

La hiperfibrinogenemia es un indicador estandar de inflamacidn en herbivoros. Pue-
de hacerse como una extension de la determinacién de PT por refractometria, pre-
cipitandolo de la muestra de plasma por calentamiento a 56 °C (35). Brevemente: se
obtiene sangre en dos tubos de microhematocrito y se centrifugan. Del primero se
determina la concentracion de PT por refractometria, el segundo se calienta a 56 °C
por 10 minutos, aqui el Fibrindgeno se precipita por desnaturalizacién térmica, se
centrifuga nuevamente y se determina por refractometria la concentracion de PT.
Se asume que la diferencia obtenida entre las dos lecturas es la concentracién de
Fibrindgeno. Este procedimiento determina la concentracién de Fibrindgeno dentro
de los valores normales y en hiperfibrinogenemia.

El limite de deteccion de la refractometria para proteinas es de 100 mg/dL por tanto
no deberia utilizarse esta técnica para determinar fibrindgeno si el paciente tiene
hipofibrinogenemia (6).

Estimacidn del agua sérica en suero
Utilizando el refractdmetro podemos determinar la concentracion de H,O sérica:
gramos de H,0 por decilitro de suero (gHzo/dL).
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Cuando la concentracion de proteinas séricas se incrementa ésta desplaza al H,0
disminuyendo su concentracion. Las tablas desarrolladas por Wolf incluyen la con-
centracidn de agua sérica y concentracion de proteinas en un amplio rango expre-
sadascomonor.

Los electrolitos como el Na*, K* y CI- estdn disueltos en la fase acuosa del suero
(mmoI/LHzo) y se miden como mmoI/Lsuem. Los electrodos idn selectivo dan el valor
de electrolitos en mmoI/LHzo en muestras no diluidas. La conversion de electrolitos
desde mmoI/LSuero a mmoI/LHzo cuando han sido determinados por otra técnica dife-
rente a electrodos idn especificos es simple. Se debe determinar el agua sérica por
refractometria y luego las concentraciones obtenidas en electrolitos se dividen por
el agua sérica.
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CAPITULO 3
Determinacion de la concentracidn de solutos en orina por refractometria

Conceptos utiles
Densidad
Los pesos relativos de iguales volimenes de sustancias se muestran por sus densi-
dades o pesos especificos (33).
Densidad: es la masa por unidad de volumen de una sustancia. Ej: g/mL
Se expresa en g/cc, como el gramo es la masa de 1 cc de H,0 a 4 °C, la densidad
del H,0 es 1 g/cc. Como la USP (United States Pharmacopeia) establece que 1 mL
puede ser equivalente a 1 cc, para nuestros propdsitos la densidad (p) del H,0 es 1
g/mL.
Otros ejemplos: 1 mL de Hg pesa 13.6 g entonces su P = 13.6 g/mL
La p se calcula dividiendo la masa por el volumen: 10 mL de H,SO, pesan 18 g en-
tonces la

pH,SO, =18 g/10 mL=1.8 g/mL

Peso Especifico (PE) - (specific gravity en inglés)

El PE es la relacién del peso de una sustancia al peso de igual volumen de otra sus-
tancia elegida como estandar al mismo tiempo.

EI'H,0 se utiliza como estandar para los PE de liquidos y sélidos (para los gases es el H,).

El PE se puede calcular dividiendo el peso de una sustancia por el peso de igual
volumen de agua.
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Ejemplo:
10 mL de H,SO, pesan 18 gy 10 mL de H,O pesan 10 g, entonces el
PE H,SO, = peso 10 mL H,SO,/peso 10 mL de H,0 = 18/10 = 1.8,
el PE no tiene unidades.

La temperatura a la que se determina el PE en la USP es a 25 °C (a excepcion del
alcohol que se hace a 15.56 °C).

Densidad versus Peso Especifico
La densidad de una sustancia es un nimero concreto. Ejemplo: 1.8 g/mL, mientras
gue el PE es una relacion entre cantidades, es adimensional. Ejemplo: 1.8.

Mientras que la densidad puede variar de acuerdo al sistema de medidas usado, el
PE no, es un valor constante para cada sustancia. Para el sistema métrico decimal
el PE y la Densidad son iguales como resultado de la definicion de gramo pero no lo
son cuando se utilizan sistemas como el apotecario.

Determinacion de la Densidad/Peso especifico urinario mediante la refractometria
Los refractémetros clinicos tienen una escala indicada como UG (urine gravity) o
USG (urine specific gravity) o PE urinario, la que es en nuestro caso equivalente a la
densidad de la orina (DU). Por lo tanto de ahora en adelante usaremos la sigla DU
como sindnimo de PE urinario/UG o USG.

El método de referencia para la determinacién de la Densidad de la orina esta basa-
do en la comparacién del peso de un volumen de orina antes y después de llevarlo
a sequedad (determinado por picnometria). Como sabemos se utiliza el PE/DU para
informar la concentracidn de solutos urinarios.

En el refractdmetro la escala de PE/DU esta basada en datos provenientes de orinas
normales.

Hay ciertos solutos que alteran la relacidn entre refractividad y DU, por ejemplo la
acetona que es mas densa que el H,0 y por lo tanto disminuye la DU y sin embargo
incrementa la refractividad. Wolf propuso informar la refraccién de la orina pero no
tuvo eco y no se adoptd en la practica médica ni veterinaria.

Osmometria

El método mas exacto para medir la concentracidn de solutos urinarios es la osmo-
metria (2). En el Anexo 1 se describe en mas detalle la osmometria y su importancia
en la estimacion de las concentraciones de solutos urinarios y del plasma.
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El indice de refraccidon puede utilizarse como un método de rutina para estimar
la DU cuando no esté disponible la osmometria (4). En humanos hay una buena
correlacion entre osmolalidad de orina (OSM) e indice de refraccion. Densidades
urinarias de 1.001 y 1.030 se corresponden a OSM de 40 y 1200 mOsm/Kg H,0
respectivamente, sin embargo esta relacién es alterada por la presencia en la orina
de glucosa y proteinas. En la Figura 8, se muestra la correlacién entre osmolalidad
de la orina y DU por refractometria obtenida en muestras de caninos en nuestro
laboratorio (27).

Relacion entre la densidad de la orina medidas por refractometria (DU)
con la osmolalidad de la orina (mOsm/Kg HZO)

-:-7 DU = 1.0016 + 0.0000251 OSM R= 0.9862
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Figura 8. Se muestra la relacion entre las osmolalidades de orinas, determinadas por
descenso crioscopico y las DU estimadas por refractometria
Nota: Esta grafica fue obtenida analizando 44 muestras de orinas provenientes de perros sanos.
En el caso de muestras que excedieron el limite de medicion del instrumentos (PE> 1.050), las mismas fueron
diluidas de acuerdo a lo expresado mas abajo (Calculos del PE de orinas muy concentradas).

é¢Qué hacer cuando nos encontramos con muestras cuya DU excedieron el limite
de medicion del instrumentos (DU>1.050)?

Calculo de la DU de orinas muy concentradas (DU> 1.050) (30,39)

Supongamos que la DU de una orina medido por refractometria nos da un valor
fuera de escala (DU> 1.050), se debe proceder de la siguiente manera:
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1. diluir 50 uL de orina con 50 pL de H,O destilada (dilucion 1/2)

2. determinar la nueva DU de la dilucién, Ej: 1.030

3. para calcular la DU de la dilucion se debe multiplicar la porcién decimal de la nue-
va lectura por la dilucién: 0.030 x 2 = 0.060, luego la DU final sera: 1.060

Estimacion de la Osmolalidad de la orina a partir de la DU medida por refracto-
metria

Es posible hacer el célculo aproximado de la OSM de la orina utilizando el dato
obtenido por refractometria. En humanos la OSM y la DU estan relacionadas por la
siguiente relacion (17,25):

1000 x (DU - 1)/ OSM =0.0318 £ 0.0053

urinaria

expresién que se aproxima a: OSM = (DU -1). 40.000

urinaria
Hendricks (14) ha publicado una férmula obtenida de correlacionar datos de DU de
orinas de caninos obtenidos por refractometria y estimada su OSM por descenso
crioscopico.

OSM (mOsm/Kg H,0) = 36.000 x (DU -1)

urinaria

numero de muestras = 56, r = 0.99, para un rango de DU: 1.002 - 1.050

La forma simple de hacer el calculo es multiplicar por 36 las dos ultimas cifras de la DU
Ej: DU =1.040
OSM_ . ... =36x40=1.440 mOsm/Kg H,0
En nuestro laboratorio hemos obtenido una ecuacién muy similar a la de Hendricks
(14), en la Figura 8 se muestra la relacion entre DU y OSM determinada experimen-
talmente en muestras de orina de caninos. En este caso la ecuacion obtenida es:

OSM_ . ... =39.840 x (DU-1.0016).
En la Figura 9, puede observarse la excelente correlacién entre la OSM calculada a
partir de la DU y la OSM determinada por descenso crioscépico obtenida a partir del
analisis de 44 muestras de orina provenientes de caninos sanos.

Por otra parte, Galambos (8) ha informado que debe ser extremadamente caute-
loso en predecir la OSM de la orina en base a la determinacién de la DU por densi-
metria debido al amplio intervalo de confianza de la medicidn, la temperatura de
la muestra, etc.
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Relacion entre la osmolalidad calculada a partir de la
Densidad de la orina versus la osmolalidad determinada
por descenso crioscépico

— Osm
cal

=-5.7035+ 1.0071 Osm _ R=0.98586
Ic det b

2

Osm Calculada
mOsm/Kg H O

T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Osm determinada por descenso crioscopico
mOsm/Kg H,0

Figura 9. Se muestra la relacion entre la osmolalidad de orinas, obtenida por descenso criocdpico y la
osmolalidad calculada a patir de la DU estimada por refractometria.
Nota: Esta grafica fue obtenida analizando 44 muestras de orinas provenientes de perros sanos.
En el caso de muestras que excedieron el limite de medicion del instrumentos (PE>1.050), las mismas fueron
diluidas de acuerdo a lo expresado en el parrafo anterior (Calculos del PE de orinas muy concentradas).

Efecto de los constituyentes anormales de la orina sobre la determinacion
refractométrica de la DU: Correcciones a realizar en la DU debida a la presencia de
altas concentraciones de Glucosa o proteinas en orina

De las evidencias aqui presentadas, sabemos:

e La DU y al OSM urinaria se correlacionan positivamente en orinas normales.

¢ En presencia de Glucosa o proteinas se producen desviaciones de la DU, entonces
la DU no representa la OSM real de la orina

e ¢Qué correcciones deberiamos entonces realizar para eliminar el aporte de la
glucosa o proteinas en el valor de DU medido y de esta manera obtener el valor real
y representativo de la OSM de la Orina?

Cuando la muestra de orina contiene glucosa o proteinas (29), ambas son sustancias
de un peso molecular considerable que incrementan la DU y no estan relacionadas
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a la capacidad de concentracién renal. Por estas razones para obtener un dato mas
exacto de la capacidad de concentracidn renal es necesario sustraer a la DU medida
la contribucién de estas sustancias. Sabemos que 1 g /dL de proteina en orina incre-
menta la DU en 0.003 unidades y 1 g/dL de glucosa lo hace en 0.004 unidades (3).

Ejemplo: analizamos una muestra de orina cuya DU = 1.040 y contiene ademas 1 g/
dL de proteinay 1 g/dL de glucosa.

DU = 1.040 - 0.003 (aporte de proteina) = 1.037 - 0.004 (aporte de glucosa) = 1.033
DU corregida.

En la Figura 10 se presenta el esquema completo del andlisis de orina y la determi-
nacion de la DU por refractometria en los casos de orinas normales y con la presen-
cia de glucosa o proteinas.

Es de Andlisis de Orina

9 prop

Muestra
l— Muestra + Tira Reactiva — | INFORMAR RESULTADOS
I Estimar [Glucosa) l | Proteinas + I Centrifugar (400 G/ 5 min)
l Corregir DU x [Glucosa) ” Estimar [Proteinas] | Sobrenadante Sedimento -Obse{microscépica
[ INFORMAR RESULTADOS |
REFRACTOMETRIA
| Corregir DU x [Proteinas] I/l DU < 1.050 | I DU > 1.050 I—-l Dil.1/2 con H,0 dest. ]* | REFRACTOMETRIA |
| INFORMAR RESULTADOS |

¥
| INFORMAR RESULTADOS I

INFORMAR RESULTADOS |

I Correccién por [Proteinas] : 1 g/L = 0.003 Unidades de DU I

I Correccién por [Glucosa] : 10 g/L = 0.004 Unidades de DU l

[ INFORMAR RESULTADOS I

Figura 10. Esquema completo del analisis de orina por refractometria (27)

El problema de la refractividad de la orina de felinos
Rubiniy col. (28) en 1956, basados en el analisis de 190 muestras de orina humana,
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22 de felinos y 21 de caninos, en las que analizaron el indice de refracciéon, la DU y
el peso por desecacion, establecieron que la orina felina se comporté de manera
similar a la humana y canina respecto del andlisis refractométrico, es decir hubo un
incremento lineal del indice de refraccidn con el incremento de sélidos totales en
las muestras. Sin embargo los resultados de la picnometria mostraron que la DU
de felinos era mas baja que la esperada comparada con las de humanos y caninos.
Un aspecto importante de ese estudio era que las 22 muestras de felinos eran mas
concentradas que las de humanos y caninos, por lo general las DU de felinos son
>1.030, en cambio para humanos DU>1.020 (26) son consideradas concentradas.

El uso de la escala para DU de humanos/caninos en los refractdmetros clinicos para
la determinacidn de DU en orina de felinos da valores aumentados falsos, especial-
mente para muestras con mayor concentracion de solutos. Hay algunas marcas de
refractémetros que incluyen una escala separada para orina de felinos, esta escala
esta basada en los trabajos de Rubini (28).

Basados en que la orina de felinos tiene una mayor refraccién que la de humanos
y caninos cuando se utiliza un instrumento con la escala para humanos/caninos y
por lo tanto sobreestima los valores de DU, se ha sugerido un factor de conversién
(9) para corregir los datos de orinas de felinos:
DU, ... (0.846xDU ) +0.154

Tvedten y col (36) (en un estudio con un bajo nimero de muestras) han reafirmado
las observaciones de Rubini (28) y demostrado que los refractémetros con escala
para DU de felinos dan resultados con valores mas bajos comparados con la re-
fractometria y métodos de referencia. Se ha sugerido (9) que el alto contenido de
proteinas en la dieta de felinos podria estar asociado al fenémeno de refractividad
descripto.

En la actualidad, existen aplicaciones para teléfonos celulares que permiten hacer
esta correcion rapidamente (app USG converter para smartphones).

Valores de DU de orinas de animales sanos

Los DU de animales normales varian de acuerdo a la ingesta de agua y al estado de
hidratacidn (40), se sugieren los siguientes valores de DU considerados normales:
e caninos (1.015 - 1.045)

e felinos (1.035 - 1.065).
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CAPiTULO 4

Informacion que podemos obtener con el refractdmetro de uso clinico

Se adjunta la direccién web addnde obtener las tablas provistas con el refractéme-
tro Reichert (Mod. 1310400A), las mismas son de gran utilidad para la obtencion
de datos adicionales (37). Con el refractémetro podemos obtener tres lecturas, una
para la escala de proteinas (g/dL), otra para indice de refraccion (n) o para la refrac-
tividad, r=1000 . (n_- n ) y la tercera para la DU de orina (UG).

Con estos datos podemos obtener otros pardmetros por interpolacién en la tablas
adjuntas, las abreviaturas de los parametros se expresan en inglés en las tablas.

Refractometria de Plasma o suero (temperatura 20 °C)

¢ Sélidos totales (TS) (g/100 mL de suero o plasma) (temperatura 20 °C), se expresa
como C_ (Concentracion de TS). Ejemplo: Concentracion de proteinas 7.0 g/dL, en
tabla C: 8.6 g/100mL.

e Sélidos totales en % en peso (TS %)(g/100g suero). Con la lectura de proteinas
obtenida con el refractémetro buscamos en la tabla la columna C, (Concentracion
de ST, ). Ejemplo: Concentracion de proteinas 5.7 g/dL, en tabla C,: 7%.

* H,0 % en peso (g/100g de suero). Calcular 100 - TS %,
Ejemplo: 100 -7 % = 93, gHzO/IOOg de suero.

* Concentracién de H,0 (CW)(gHzo /100 mL de suero).
Ejemplo: Concentracion de proteinas 5.7 g/dL, en tabla C,:94.9, gHzO/loo mL suero.

¢ Densidad del suero o plasma (DZO/DZO). Con la lectura de proteinas obtenida con

el refractémetro buscamos en la tabla la columna DZO/DZO. Ej: Concentracion de pro-
teinas 5.7 g/dL, en tabla D, /D, : 1.0219
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* Concentracion de Sélidos totales relativos al H,0 (g TS/100 g H,0). Se calcula
como (C .+ C ) x10°=gde TS/ 100 g H,0. Concentracién de proteinas 5.7 g/dL en
tabla 7.5 g de TS/ 100 g H,0.

Refractometria de orina (temperatura 20 °C)
Densidad de orina. Lectura directa en escala UG.

e Solidos totales en % en peso (TS %)(g/100g orina). Con la lectura de DU obtenida
con el refractometro buscamos en la tabla la columna C, (Concentracion de TS%).
Ejemplo: PE 1.032, en tabla TS, : 7.7%.

* H,0 % en peso (g/100g de orina). Calcular 100 - TS %, Ejemplo: 100 - 7.7 % = 92.3,
gHzo/loog de suero.

¢ Sélidos totales (TS) (g/100 mL de orina). Con la lectura de DU obtenida con el
refractometro buscamos en la tabla la columna C (Concentracion de TS). Ejemplo:
PE 1.032, en tabla C_.: 7.9 g/100mL de orina.

* Concentracion de H,0 (CW)(gHzo /100 mL de orina). Ejemplo: PE 1.032, en tabla
C,: 95 gHzO/loo mL orina.

Concentracién de Sélidos totales relativos al H,0 (g TS/100 g H,0). Se calcula como
(C+C,)x10*=gdeTS/100gH,0. DU 1.032, en tabla 8.3 g de TS/ 100 g H,0.

En la Figura 11 (pagina siguiente) se muestra la relacién entre la DU obtenida por
refractometria de 44 orinas de caninos sanos y la concentracion de sdlidos totales
(ST) y concentracion de H,O calculada utilizando las tablas citadas (37).

indice de refraccion (n) de soluciones de solutos conocidos (temperatura 20 °C)
Con la lectura directa de n obtenida con el refractdmetro buscamos en la tabla la co-
lumna cuyo pardmetro necesitamos obtener. Esto se puede utilizar para determinar
las propiedades concentrativas como % en peso, concentracion, etc. para sustancias
varias. En el caso de necesitar determinar la concentracidn de sustancias mediante
el n, es necesario consultar las tablas publicadas en el manual de Wolf (41). De la
misma manera es posible usar el refractémetro para controlar preparaciones de
medicamentos (13). Reichert ha publicado una tabla para uso con su refractémetro
veterinario (38).
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Densidad urinaria (DU), concentracion de Sélidos Totales (ST)
y concentracién de Agua (CW) en muestras de orinas caninas
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Figura 11. Se muestra la relacion entre la DU estimada por refractometria y la concentracion de
solidos totales (ST) y la concentracién de H,0 (CH,0) en orinas
Nota: Esta grafica fue obtenida utilizando orinas de 44 perros sanos.
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CAPiTULO 5

Seleccidon y mantenimiento de refractémetros

Es indispensable que el refractémetro tenga compensacidon automatica de tempe-
ratura, sino el dato obtenido no es referenciable a otras mediciones realizadas en
otros laboratorios o a tablas publicadas.

Los refractémetros para uso clinico disponibles en el mercado pueden ser refracto-
metros de mano, de mesa, ambos pueden obtenerse también en versiones digita-
les. Los primeros son mds econdmicos y puede encontrarse una enorme variedad
de marcas, nuestro criterio de seleccion se centra en la claridad y graduacién del
reticulo del instrumento que se va a adquirir, por eso es importante que quien lo
vaya a operar lo pruebe. Ejemplo, en la Figura 4 se muestran dos tipos de reticulos
mostrando el primero una graduacion de la escala UG/DU mucho mas facil de leer
qgue la segunda. También es importante que el instrumento incluya el indice de
refraccion, lo que da versatilidad al instrumento y nos permite determinar otros
parametros (ver caso determinacion de proteinas en fluidos corporales, etc.).

Para el caso de determinacion de la DU de orina de felinos hay dos marcas que ofre-
cen instrumentos dedicado a esta determinacion: Leica Microsystem y Misco Corp.

El mantenimiento de refractdmetros es muy simple, hay que limpiar el prisma
con agua destilada y un papel tisu después de cada medicién. Una vez finalizado
el trabajo diario, colocar una gota de solucién con detergente de laboratorio en
el prisma y limpiarla con papel tisu, posteriormente hacer dos o tres lavados con
agua destilada.

Los refractémetros digitales de mano son de muy facil mantenimiento, requieren
de la calibracién diaria con agua destilada y del lavado entre muestra y muestra
para eliminar el carryover y secado con papel tisu. Por lo general la necesidad del
cambio de bateria es indicado en el panel de lectura.
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Control de calidad para los refractometros de mano

Antes de utilizarlo cada dia hay que chequear con agua destilada el 1.000 de DU o
1.3330 de ny si estd desplazado ajustarlo con el tornillo superior (previamente hay
gue retirar la proteccidon del tornillo) tal como se muestra en la Figura 12. También
el instrumento puede validarse, utilizando soluciones de concentraciones conoci-
das disponibles en el mercado. Otros calibradores conocidos que pueden preparar-
se en el laboratorio son:

5% NaCl - (1.022 £ 0.001).

El NaCl debe ser previamente desecado por calentamiento a 120-130 °C durante
3-4 hs.
9 % Sucrosa - (1.034 + 0.001)

Figura 12A. Calibracion del refractometro con Figura 12B. Vista del reticulo
agua destilada

En el caso de refractometros digitales de mano, el procedimiento de calibracién es
automatico al encender el instrumento.

No utilizar los sueros patrones de proteinas provistos para analisis clinicos porque
tienen solutos conservantes en distintas concentraciones respecto del suero que
normalmente se utiliza para calibrar la escala de proteinas del instrumento, por ello
los valores refractométricos obtenidos con estos estandares no coincidiran con las
concentraciones de proteinas enunciadas en los estandares.
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ANEXO: OSMOMETRIA

Definiciones

La osmometria puede definirse como la medicién directa de la concentraciéon molar de
los solutos totales en un litro de una solucién acuosa. También podemos decir que es
la medicion directa de la concentracion molal de los solutos contenidos en 1 Kg H,0.

Osmolalidad de soluciones puras

La osmolalidad de una solucién acuosa es la suma del nimero de moles de todos los
iones disueltos y moléculas no disociadas en 1 Kg H,0. Los datos se expresan como
osmoles/Kg H,0 (Osm/Kg H,0) o miliosmoles/Kg H,0 (mOsm/Kg H,0).

Una solucidn que contiene 1 Osm/Kg H,O (o 1.000 mOsm/Kg H,O) tiene un punto
de congelamiento de -1.86 °C, por lo que la Osm de soluciones puede determinarse
midiendo la depresidn del punto de congelamiento de dichas soluciones.

Por ejemplo, si disolvemos 1 mol de glucosa (180 g) en 1 Kg H,0, tendremos una
solucién que contiene 1 osmol/Kg H,0 porque la glucosa no se disocia en iones.

Buscando en un manual de quimica fisica el punto de congelamiento de un mol de
glucosa encontramos que es muy préximo a -1.858 °C, veremos que es ligeramente
superior a -1.858 °C debido a la hidratacion de la molécula de glucosa.

Si disolvemos 1 mol de NaCl (58.45 g) en un Kg H,0, esperamos que esta solucion
tenga un tenor de 2 Osm/Kg H,0, ya que la molécula se disocia en dos iones (valor
que observamos ligeramente menor debido a que el NaCl no se disocia totalmente).

Para corregir estas desviaciones del comportamiento ideal, se introdujo el término
coeficiente osmético (8). Por ejemplo el 6 del NaCl es funcidon de la concentracion
del mismo y varia entre 0.91 y 0.95 para concentraciones de 0.05 a 1.1 molal. Por lo
general se utiliza un © de 0.93 en los andlisis clinicos.
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Entonces si 1 osmol disminuye el punto de congelamiento del agua por -1.858 °Cy
1 osmol es un mol de particulas osméticamente activas en un Kg H,0:

10sm=60.n.c siendo
0 = coeficiente osmotico, n = nimero de particulas resultantes de la disociacion de
cada molécula en solucién y ¢ = concentracién de cada molécula en mol/Kg H,0.

Consideremos el siguiente ejemplo:

- disolvemos 29 g de NaCL en 1 Kg H,0O, siendo 6 = 0.93

- n =2 (dos particulas disueltas por molécula; 1 Na*y 1 CI

- si disolvemos 29 g de NaCL en 1 Kg H,O y el Peso molecular del NaCl =58, la c =
0.5 mol/Kg H,0,

Entonces la
Osm=0.n.c=0.93x2x0.5=0.93 Osmol/Kg H,O =930 mOsmol/Kg H,O

La depresion del punto de congelacién sera:
Depresion Punto Congelacion (°C) = 0.93 Osmol/Kg H,0 x -1.858 °C/Osmol/Kg H,0
=-1.728 °C

De otra forma, si tenemos una Depresion del Punto de congelaciéon (PC) =-0.278 °C,
¢Cual serd la osmolalidad de esa solucién?

-0.278 °C + (- 1.858 °C/Osmol/Kg H,0) = 0.150 Osmol/Kg H,0O =
150 mOsmol/Kg H,0

Osmolalidad y Osmolaridad

Hemos establecido que la Osmolalidad expresa la suma del nimero de moles de
todos los iones disueltos y moléculas no disociadas en 1 Kg H,O. Es decir, se pesa 1
Kg H,O y se le afiaden los solutos.

La Osmolaridad expresa la suma del numero de moles de todos los iones disueltos
y moléculas no disociadas en 1 Litro de solucion. Aqui se afiaden los solutos al H,O
y la solucién se completaa 1 L.

* ¢Por qué la Osmolalidad se expresa por 1 Kg H,0 y no por 1 L de solucién?
Sabemos que la solubilidad de sustancias en agua depende de la temperatura, si
referimos nuestros solutos como disueltos en 1Kg H,0, hacemos las mediciones
independientes de la temperatura.
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¢ ¢Cudl es entonces la diferencia entre Osmolalidad y Osmolaridad en los liquidos
biolégicos?

En la osmolaridad, los solutos estan disueltos en 1 Litro de solucién por lo tanto
estaran ligeramente mds concentrados que en la solucién osmolal, ademas de su
dependencia de la temperatura.

Recordar entonces que una solucidn 1 Osmolar sera ligeramente mas concentrada
gue una 1 Osmolal.

Para calibrar los osmdmetros se utilizan soluciones Osmolales, por ejemplo de 300,
500, 800, 1000 y 2000 mOsm/Kg H,O, por ello los valores obtenidos se expresan en
dichas unidades.

e {Como se determina la Osmolalidad de liquidos biolégicos?

El método mas utilizado es el del descenso crioscdpico, que consiste en determinar
el punto de congelamiento del liquido biolégico cuya OSM queremos determinar,
para luego compararlo con el punto de congelamiento de una solucién standard
de OSM conocida. Por ejemplo para suero se utiliza un standard de 300 mOsm/Kg
H,O, para orinas se utilizan standards cuyas OSM oscilan entre 600 a 2000 mOsm/
Kg H,O. Los instrumentos que se utilizan se denominan osmémetros y funcionan de
la siguiente manera:

1. se estima el punto de congelamiento del agua destilada 0 0 mOsm/Kg H,O.
2. se calibra el instrumento con un standard de 300 mOsm/Kg H,O
3. se determina el punto de congelamiento del liquido bioldgico es cuestion.

El laboratorista no ve en el instrumento los puntos de congelamiento, sino que el
mismo directamente registra los valores en mOsm/Kg H,O. Por ejemplo, para el
osmometro Osmomat Gonotec 030 (Figura 13), se pipetea la muestra (50 uL) en
un pequefio tubo tipo Eppendorf y se inserta en el equipo en un soporte espe-
cialmente disefiado que contiene un termistor que monitorea continuamente la
temperatura de la muestra durante el proceso de enfriamiento de la misma. Al ac-
tivar la medicién, el tubo comienza a ser enfriado por un sistema Peltier, en el caso
del osmdmetro Gonotec, la temperatura de la muestra desciende hasta -7 °C, mo-
mento en el cual un dispositivo siembra automdticamente un cristal de hielo en la
muestra iniciando asi la cristalizacién del agua de la muestra, el termistor registra
la liberacién de calor producida por la formacién del hielo en la muestra, ello hace
gue la temperatura se incremente espontaneamente y luego alcance su punto de
congelamiento.
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Si la muestra consiste en agua pura se obtendra el punto de congelamiento corres-
pondiente a la mismay a una OSM de 0 mOsm/Kg H,O. Para los standares los puntos
de congelamiento serdn mas bajos de acuerdo al incremento de la concentracion
de solutos de los mismos. El instrumento realizara la interpolacidn correspondiente
cuando se determine el punto de congelamiento del liquido bioldgico en analisis.

Figura 13. Osmometro Osmomat 030, se puede observar el tubo conteniendo la muestra insertado
en el portamuestras que contiene el termistor que monitorea la temperatura del proceso de
enfriamiento. Para activar la medicién, el porta muestras se inserta en el sistema de enfriamiento
(SE) mediante un aditamento dispuesto a tal fin.
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