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INTRODUCCION

Los célculos renales son la tercer patologia mas comuan del tracto urinario. En Argentina,
la prevalencia de nefrolitiasis es de 1-3%, aunque se estima que llegaria al 12% al
considerar los calculos asintomaticos. Es un trastorno con alta recurrencia, siendo
ademas responsable de un alto nimero de internaciones (13-20%) por complicaciones
urolégicas o infecciosas (Brusau y col.,, 2009). El éxito en la prevencion y en los
tratamientos depende del conocimiento de los parametros fisicoquimicos, y de los
estudios metabdlicos, que permitan dilucidar la etiologia de la formacién de los célculos.
Los factores de riesgo se dividen en “factores metabdlicos”: concentraciones urinarias de
calcio, oxalato, acido urico, citrato y pH; “factores ambientales o dietarios™ volumen
urinario, sodio, sulfato, fosfato y magnesio urinarios y “factores fisicoquimicos”
representados por la saturacion de diversas sales que originan la matriz de los célculos
(Pak, C. y col., 1985; Millan-Rodriguez y col., 2011; Tobill, J. Y col., 1996). La
concentracion de estos analitos es requerida por los programas informaticos que estiman
el riesgo litogénico. Es importante la cuantificacion de sulfato en orina ya que su
incremento puede contribuir a la formacion directa de célculos de CaSO, (muy poco
frecuentes) y de manera indirecta, a la formaciéon de otros célculos célcicos. Altos
contenidos de sulfato urinario sugieren dietas con alta carga acida que ocasionan
hipocitraturia compensadora. Al disminuir el citrato urinario aumenta la cantidad de calcio
disponible para unirse con aniones que generan sales poco solubles (Orozco, R. y col.,
2011; Salha Villanueva, J. Y col., 2007).

OBJETIVO

Determinar la concentracion de sulfato en orina de 24 horas de alumnos de la carrera de
bioquimica de la UNL, para luego utilizar esta informacién en la estimacion del riesgo
litogénico con el programa EQUIL-AT y calcular valores de referencia para este analito en
la poblacién seleccionada.

MATERIALES Y METODOS

Muestra: Orina de 24 h de alumnos voluntarios (18 a 28 afos), que firmaron su
consentimiento luego de que se les informé sobre la enfermedad, medidas de prevencion,
forma de recoleccién y conservacion de la muestra. Se midié el volumen, pH y densidad
de las orinas. Se centrifugaron; el sobrenadante se acidific6 con acido clorhidrico y se
fraccioné en viales que se mantuvieron a -20°C, hasta su procesamiento (CLSI, 2001).
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Método: El i6n sulfato presente en la muestra se precipité en medio acido con ién bario.
Se estabiliz6 en suspension por accion de la gelatina, se midié la turbidez. Validacion del
método: Se modificO el método de Lundquist y co0l.1980, por lo cual se determind:
Linealidad; Rango de trabajo; Limite de Deteccion y Cuantificacion; Efecto Matriz;
Precision y Veracidad; Error Total (Duffau, 2010). Equipos: Centrifuga Rolco CM 2036,
bafio termostatizado DALVO BMKI-2, heladera con freezer, vortex, espectrofotbmetro
Metrolab 1600 plus, balanza OHAIUS. Reactivos: Cloruro de bario dihidratado marca
Cicarelli, lote 48184. Gelatina (RG) Se agita con vortex. Timol, marca MercK; Acido
Tricloroacético (TCA), marca Biopack, acido clorhidrico, marca Cicarelli; Sulfato de
Amonio marca Biopack. Procedimiento: 50 microlitros de orina o solucién acuosa de
sulfato de amonio se mezclaron con 1 mL de TCA 8% (se centrifuga si precipita), luego
se agreg6 0,5 mL de RG y agua suficiente para obtener 2,5 ml, se vortered la mezcla final.
Se incubd 10 a 20 minutos a temperatura ambiente. Se volvié a vorterear, y se leyé la
turbidez a 600 nm contra blanco de agua destilada. Andlisis estadistico de los
resultados: se utilizo el programa estadistico Statgraphic Plus 5.1.

RESULTADOS

Se comprobd linealidad en el rango de 0 a 50 mM, con un p=0,279 para la falta de ajuste
(Figura 1). Las muestras que excedieron el valor 50 mM, se diluyeron y procesaron
nuevamente, afectando los célculos, por la dilucion realizada. El limite de deteccion del
método es 4,1 mM; el limite de cuantificacién 12,4 mM. La figura 2 permite observar las
curvas de calibrado (solucién acuosa de (NH4),SO,) y adicién estandar (pool de orinas
normales + adiciones de diferentes cantidades de solucion acuosa de (NH,),SO,). El
ANOVA demostrd que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
pendientes de las curvas comparadas (p-valor= 0,396), con una confianza de 95%, por lo
tanto no hay efecto matriz. La precision fue 5,1 y 4,5; la veracidad 0,7 y 2,0; el error total
9,1y 9,5 para las muestras 1y 2 respectivamente. Si bien no hay criterios clinicos sobre
los valores de precision y veracidad, los datos obtenidos se pueden considerar
aceptables. El error total menor al 10% para un intervalo de confianza del 95%; indica que
el método puede ser incorporado como método definitivo en la practica de nuestro
laboratorio.
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Figura 1: Curva de calibrado para el rango lineal Figura 2: Estudio del efecto matriz

La determinacién de sulfato en muestras de orina de los alumnos, se utiliz6 para calcular
el riesgo litogénico con el programa EQUIL-AT. El 61,5 % de los alumnos presento
riesgos. Predomingd el riesgo de formacién de célculos de &cido Urico (58 %) y urato acido
de sodio (38%). Fue muy bajo el de oxalato de calcio (1,6%). Estos resultados difieren a
los reportados por la bibliografia (Alken, 1979; Tobilli, 1996; Del Valle y col., 1999; Patifio



y col., 2005), lo que se podria vincular con consumo muy frecuente de proteinas animales,
sal e hidratos de carbono.
Se calculd el intervalo de valores normales para nuestra poblacion. Para obtenerlo se
siguieron las recomendaciones del Expert Panel de la International Federation of
ClinicalChemistry and Laboratory Medicine (IFCC) que sefiala que se puede calcular con
al menos 30 resultados que presenten distribucién normal. El andlisis descriptivo de los
resultados se muestra en la tabla 2, donde ademas se los discrimina por sexo y con dos
criterios de seleccion diferentes:
e Criterio de seleccién 1: Se retiraron los resultados de alumnos con tasa de filtrado
glomerular baja (TFG<90 ml/min/1,73m?).
e Criterio de seleccién 2: Se retiraron los resultados de alumnos con antecedentes
personales o familiares relacionados a litogénesis, TFG baja o alteraciones en los
resultados del analisis de orina.

Tabla 1: Andlisis descriptivo de los resultados

Resultados sin Resultados Resultados Resultados Resultados
seleccionar hombres mujeres Seleccion 1 Seleccion 2

Frecuencia 63 12 51 55 32
Media* 10,72 10,81 10,71 10,69 11,64
Varianza* 21,65 32,76 19,64 22,39 24,18
Desviacion * 4,65 5,72 4,43 4,73 4,92
Rango * 4,00-20,0 4,00-19,36 4,00-18,95 4,00-20,0 4,00-20,0
Asimetria -0,045 0,030 -0,106 -0,224 -0,721
Curtosis -0,996 -0,501 -0,877 -0,959 -0,283

*Datos expresados en mM sulfato/dia. ** 95%. Seleccionl: se retiran los resultados de alumnos con TFG baja.
Seleccion 2: Se retiran los resultados de alumnos con antecedentes personales o familiares relacionados a
litogénesis, TFG baja o alteraciones en los resultados del andlisis de orina.

La distribucién es normal en todos los casos (asimetria y curtosis comprendidos entre +
2). El rango hallado es inferior al de la Lic. Cristina Servetto de la Facultad de Quimica,
Carrera Bioquimico Clinico de la Universidad de la Republica de Uruguay ( 5 a 25 mM/24
h).

En la figura 3 se muestran los histogramas separados por sexo. Se hizo el t-test para
comparar las medias de las dos muestras y se demostré que no existe diferencia
significativa entre ambas para un nivel de confianza del 95% (p-valor=0,947). En la figura
4 se muestran los histogramas construidos con los resultados sin seleccionar y los del
grupo con criterio de seleccion 2, con el proposito de hallar un intervalo de valores
normales para describir a nuestra poblacion. Al hacer el t-test para comparar las medias
se pudo demostrar que no existe diferencia significativa entre ambas para un nivel de
confianza del 95% (p-valor=0,379).
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CONCLUSION

Se modifico y valid6 un método turbidimétrico para determinar sulfato en orina. Se
procesaron 63 muestras hallando concentraciones entre 4,00 y 20,0 mM/24h. El intervalo
de valores normales se desplaza hacia valores menores que los citados por la bibliografia,
resultando mas protectores para la poblacién. El 61,5 % de los alumnos presentd riesgo
litogénico, con 1,6% de riesgo de formacion de célculos célcicos que pueden ser influidos
por concentraciones de sulfato elevadas, entre otras causas.
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