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LAS PRACTICAS DE BIOQUIMICA. EL TRABAJO EN EL LABORATORIO

Las practicas de Bioquimica son una parte esencial en la formacién de un alumno/a en esta
materia. Para el buen aprovechamiento de las mismas es necesario leer con atencion estas no-
tas y, en particular, cada practica antes de entrar en el laboratorio. En este guion, al final de
cada protocolo se reserva un espacio para que el alumno/a anote sus observaciones, calculos,
haga las representaciones graficas, etc. Asimismo, debera contestar a las preguntas que se
efectien a lo largo del guidn.

Normas de seguridad que deben seguirse en el laboratorio

- No se puede fumar, comer ni beber en el laboratorio.

- La bata de laboratorio es, ante todo, un elemento de proteccion. Su utilizacién es obligato-
ria. La bata y, en general, cualquier prenda, debera mantenerse abrochada. En ningtin caso
se utilizara la ropa del laboratorio fuera de éste (en la cafeteria, biblioteca, etc.).

- Cuando lo indique el profesor/a, se utilizaran guantes, mascarillas y/o gafas de seguridad.

- Los cabellos deben llevarse recogidos, y no deben llevarse pulseras, colgantes ni mangas
anchas durante la realizacién de las practicas.

- No oler ni aspirar las sustancias en ningun caso.
- Nunca pipetear con la boca.
- Asegurarse de enfriar los materiales antes de aplicar directamente las manos para cogerlos.

- No manejar aparatos eléctricos con las manos mojadas o cuando se esta sobre superficies
humedas.

- Tener especial cuidado en no eliminar por el desagiie, ni siquiera en pequefias cantidades,
productos que reaccionan violentamente con el agua, muy téxicos, inflamables, pestilentes,
lacrimégenos, no biodegradables y cancerigenos.

Es muy importante que el alumno/a aprenda a trabajar en el laboratorio con orden y limpieza.
Para ello deben seguirse las siguientes recomendaciones:

- Evitar acumular objetos como prendas de ropa, carteras, mochilas, etc., en las areas de trabajo.

- Si se cae algun reactivo sobre uno mismo, especialmente en los ojos, lavarse inmediata-
mente. En el laboratorio hay lavaojos y una ducha para estas emergencias. Si se cae acci-
dentalmente cualquier liquido o reactivo sélido en la mesa y, especialmente sobre cual-
quier instrumento, debe limpiarse inmediatamente.

- Al finalizar la practica, recoger los materiales y reactivos y apagar los equipos. Dejar las
mesas limpias y las botellas de reactivos ordenadas en los estantes de las mesas.

- Deben lavarse las manos después de terminar las practicas o en los descansos si implican la
salida del laboratorio.
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Material o productos peligrosos

- Manejo de material de vidrio: examinar siempre el material de vidrio antes de usarlo.
Ocasionalmente, podemos encontrarnos con material roto que puede causar cortes en las
manos. Una vez usado el material de vidrio debe ser aclarado con agua y colocado en las
bandejas de material sucio.

- Sustancias toxicas y corrosivas. El manejo de productos quimicos téxicos o corrosivos,
tales como sosa, acidos fuertes, etc.; debe de llevarse a cabo con gran cuidado.

iESTA PROHIBIDO PIPETEAR PRODUCTOQS CON LA BOCA!

- Solventes inflamables. El riesgo de producir fuego en el laboratorio debe ser tenido en
cuenta siempre que se utilicen solventes inflamables como alcohol, éter, acetona, etc. Cuan-
do se trabaja con ellos hay que hacerlo lejos de los aparatos eléctricos o de la llama.

- Centrifugas. Cuando se utilicen centrifugas, hay que asegurarse de que los tubos estan
equilibrados.

- Uso de material biolégico. Para la medida de volimenes de sangre o suero hay que utili-
zar siempre pipetas automaticas. Todos los tejidos animales empleados deben ser, asimis-
mo, manejados con cuidado. Pueden presentar riesgo inmunologico.
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NOTAS SOBRE ESPECTROFOTOMETRIA

La medida de la absorcién de la luz por una sustancia en solucién es un método importante en
el analisis bioquimico. La cantidad de luz absorbida es proporcional a la concentracion de la
sustancia en solucidn. La absorcidn varia con la longitud de onda de la luz, debiendo efectuar-
se la medida usando luz de longitud de onda de maxima absorcién (Amax), que es caracteristica
de cada sustancia. Las sustancias coloreadas tienen una Amax en la region visible del espectro.
Otras sustancias absorben luz de otras regiones del espectro (por ejemplo los acidos nucleicos
absorben luz ultravioleta) y no son detectadas por el ojo humano.

Para conocer la concentraciéon de una sustancia coloreada en solucion se podria comparar vi-
sualmente la intensidad de color de dicha solucién con una o varias soluciones de concentra-
cion conocida. Sin embargo resulta mas preciso utilizar un aparato, el espectrofotémetro, que
mide la cantidad de luz que atraviesa una solucién.

Ley de Lambert-Beer

La fracciéon de luz incidente absorbida por una solucién a una longitud de onda determinada
es proporcional al espesor de la capa absorbente (paso 6ptico) y a la concentracion de sustan-
cia absorbente. Estos dos parametros estan combinados en la ley de Lambert-Beer:

log Io/I = ecl
[o: intensidad de la luz incidente.
[: intensidad de la luz transmitida.
e: coeficiente de absorcién molar (en unidades de litros/mol x cm).
c: concentracidn de la sustancia absorbente (en moles/1).
I: paso optico de la muestra que absorbe luz (en cm).
La expresion log I,/I se denomina absorbancia y se designa por A. Es una medida de la canti-

dad de luz absorbida por la solucion. La transmitancia, que se expresa en porcentaje, es una
medida la cantidad de luz que atraviesa la solucién (%T =1/I, x 100).

La ley de Lambert-Beer se cumple si la luz incidente es paralela y monocromatica y si las mo-
léculas de soluto y disolvente estan orientadas al azar. Con una capa absorbente de paso dpti-
co fijo la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion del soluto absorbente.

El coeficiente de absorcién molar es una constante fisica que representa la absorbancia de una
sustancia cuando el espesor de la capa absorbente es 1 cm y la concentracion de la sustancia
absorbente es 1 mol/l. El coeficiente de absorcién molar varia con la naturaleza del compues-
to absorbente, el disolvente y la longitud de onda de la radiacién.



UC

BIOQUIMICA ESTRUCTURAL Y BIOLOGICA course

José Carlos Rodriguez Rey, Javier Ledn Serrano, M2 Dolores Delgado Villar y Jestis Navas Méndez

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

EL ESPECTROFOTOMETRO

El espectrofotémetro es un aparato que mide la cantidad de luz que pasa a través de una
solucion. Esta compuesto por las siguientes partes:

- FUENTE DE ENERGIA: lampara que emite un haz luminoso que contiene un rango de lon-
gitudes de onda.

- MONOCROMADOR: se llama también selector de longitud de onda. Consiste en una red de
difraccion que separa las diferentes radiaciones procedentes de la fuente y selecciona la
longitud de onda requerida.

- RENDIJA: es un dispositivo que sirve para seleccionar un haz fino de radiaciéon que sera el
que incida sobre la muestra, evitando que la atraviese la luz difusa.

- COMPARTIMENTO DE MUESTRA: en él se coloca la solucién problema, que va a absorber
un haz fino de luz monocromatica.

- DETECTOR: es un sistema que transforma la energia luminosa que atraviesa la muestra en
energia eléctrica. Posee ademas un amplificador de la sefial eléctrica recibida que posibilita
su medicion posterior.

- MEDIDOR: traslada la energia eléctrica producida en el paso anterior hasta un galvanéme-
tro de aguja donde figuran dos escalas graduadas; una mide la absorbancia y la otra el tan-
to por ciento de transmitancia. Cuando se mide la concentracién de una solucién se usa la
escala de absorbancia. Los espectrofotdmetros mas modernos dan una lectura digital y al-
gunos incluso pueden transformarla en concentracion.

En la Figura 1 se representa un esquema de un espectrofotometro basico.

0 N e

7 X~
| >

Fuente Monocromador Rendija Cubeta Detector Medidor

Figura 1. Esquema de un espectrofotometro.
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PRACTICA 1
ESTRUCTURA Y PROPIEDADES ACIDO-BASE DE LOS AMINOACIDOS

Objetivos

- Aprender a medir el pH de una disolucion.
- Preparacién de tampones. Calculo teérico y preparacion practica.

- Conocer la estructura de los 20 aminoacidos que forman parte de las proteinas. Diferenciar
los isdmeros L y D y los distintos estados de ionizacidn, desarrollando sus estructuras en el
plano y en tres dimensiones, utilizando modelos moleculares de bolas y varillas.

- Estudio experimental de las propiedades acido-base de los aminoacidos.

Dia 1. Explicacién y propuesta de experimentos y ejercicios.
Dia 2. Preparacién de un tampon. Titulacion de un aminoacido

Dia 3. Estructura de los aminoacidos. Discusion de resultados.

1. Medida del pH de una disoluciéon

El pH metro es un sensor electroquimico que sirve para medir el pH de una disolucién. Consta
de dos electrodos, uno de vidrio y otro de calomelanos (cloruro de mercurio). Al medir el pH
se mide la diferencia de potencial entre dos soluciones separadas por una fina membrana de
vidrio. El electrodo de vidrio tiene un bulbo sensible, que se llena con HCI saturado con cloru-
ro de plata. El potencial dentro de este electrodo es constante (pH 7), de manera que la medi-
da va a depender solamente de la concentracién de protones de la solucion exterior. El alam-
bre que se sumerge al interior permite conducir el potencial hasta un amplificador.
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Figura 1. pHmetro de laboratorio.
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Calibracion del pHmetro

El electrodo de vidrio debe calibrarse para asegurar su precision. Se utilizan buffers de cali-
brado, de pH conocido.

Calibrar el pHmetro con los tampones pH 7,02 y pH 4, siguiendo las instrucciones del profe-
sor/a.

Precauciones

- El electrodo del pHmetro se conserva siempre sumergido en la solucién de conservacion
(KCI 3M).

- Lavar y secar el electrodo cada vez que se cambia la solucion en la que se sumerge.
- No debe dejarse el electrodo en seco mas de 5 minutos.

- El bulbo del electrodo debe quedar sumergido completamente y no tocar las paredes o el
fondo del vaso.

2. Preparacion de soluciones tampo6n

Un tampodn esta compuesto por un acido débil y su base conjugada. El pH del tampdn depende
de las proporciones de acido y base. La ecuacion de Henderson-Hasselbalch relaciona el pH
con el pK, del 4cido y las concentraciones de acido y base:

pH = pKa. + log [base] / [acido]

Problema. Partiendo de soluciones 0,1 M de acido y base, calcular los volimenes que tienen
que mezclarse para preparar los siguientes tampones:

50 ml de tampdn fosfato sédico 0,1 M pH 7,68 (pKa =7,2).
50 ml de tampdn acetato sodico 0,1 M pH 5,45 (pKa=4,75).

3.2.- Preparar los tampones segun los calculos anteriores: para cada tampoén, medir con la
probeta los voliumenes calculados de acido y base, mezclarlos en un vaso de precipitados, agi-
tar y medir el pH en el pHmetro.

3.3.- Comparar los valores de pH tedricos con los obtenidos experimentalmente.
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3. Titulacion de una solucion de un aminoacido

Los aminoacidos son compuestos anféteros, es decir, que en solucién acuosa se comportan co-
mo acidos o como bases, dependiendo del pH de la solucion. Los aminoacidos poseen dos gru-
pos ionizables (amino y carboxilo). El punto isoeléctrico es el valor medio de los pKas de estos
dos grupos. Los aminoacidos de caracter acido (aspartico, glutamico) o basico (histidina, argi-
nina, lisina, triptéfano) poseen un tercer grupo ionizable, en la cadena lateral. Esto influye en
su punto isoeléctrico.

Partiendo de un aminoacido en solucion a pH extremo (basico), vamos afiadiendo HCl 1M y
midiendo el pH a intervalos hasta llegar a pH 1,5. Representando los valores de pH obtenidos
frente al volumen de acido afiadido obtenemos la curva de titulacién, que nos permite conocer
los pKas de los grupos ionizables y el punto isoeléctrico del aminoéacido.

Procedimiento
- Lavar la bureta con agua destilada. Llenarla con HCl 1 M hasta el cero de la bureta.

- Afiadir a un vaso de precipitados pequefio, 30 ml de la solucién de aminoacido. Medir el pH
inicial de la solucion.

- Llevar a cabo la titulacién afladiendo HCI desde la bureta en fracciones de 0,5 ml. Agitar con
una varilla de vidrio después de cada adicion de HCL

- Anotar en una tabla el pH y el volumen de acido correspondiente. Afiadir acido hasta llegar
a pH 1,5 aproximadamente.

1Y
OO/ .-':.f:.-':

Figura 2. Esquema de la titulacién de una solucion.
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Curva de titulacion de la glicina:

pH ml HCl

10
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Resultados

1. Representar los valores de pH (en el eje de ordenadas) frente al volumen de acido afiadido
(en el eje de abscisas) en la titulacién del aminoacido.

2. A partir de la representacion grafica, obtener los valores aproximados de los pKa de los
grupos ionizables del aminoéacido y su punto isoeléctrico (pI).

3. Indicar qué pKa corresponde al grupo amino y cual al carboxilico.

4. Escribir las formas de disociacion de la glicina (las estructuras) e indicar qué carga
presentara el aminoacido al pH inicial de la titulacion, al pH igual al pl y al pH final.

11



UC

BIOQUIMICA ESTRUCTURAL Y BIOLOGICA

José Carlos Rodriguez Rey, Javier Ledn Serrano, M2 Dolores Delgado Villar y Jestis Navas Méndez

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

4. Estructura de biomoléculas (aminoacidos y péptidos).

Objetivos

- Conocer la estructura tridimensional de aminoacidos y péptidos.

Se utilizaran los modelos moleculares de bolas (elementos) y varillas (enlaces).

Elementos Color
Hidrégeno H BLANCO
Carbono C NEGRO
Nitrégeno N AZUL
Oxigeno 0 ROJO
Azufre S AMARILLO
Fésforo P PURPURA

Longitudes de enlace

En la escala que se utiliza 100 picometros equivalen a 3 cm.

C-H,O-H, N-H, S-H 2.0 cm
C=0 2.5cm
C=C S-C P-0 3.0cm
C-C, C-N,C-0 3.5cm

Estructura de aminoacidos y péptidos

Formas Do L

Busca el Co asimétrico, con el H orientado hacia ti.

Mira el orden de los sustituyentes en el sentido de las agujas del reloj:
COO--R-NH3*......... forma L.

COO--NH3*-R.......... forma D.

12
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Estereoisomeria de los aminoacidos

(a)

(b)

(c)

L-Alanina
COO~
H,N— (:3 —~H
CH,
L-Alanina
CIOO*
HgltlfCI—H
CH,4
L-Alanina

D-Alanina

CO0~
H—C—NH,

CH;
p-Alanina

CO0O~
H—?—ﬁm
CHj
p-Alanina

Aminoacidos estandar

COO
H,;N—C—H
H

Glicina

Grupos R apolares alifaticos

CcOo0
H,N—C—H

CHy

Alanina

(‘T()()
HsN—C—H

CH

A
CH; CH,

Leucina

C00 Ccoo
H . |
. C H,N—C—H
H,N "CH, |
2 2 /Cl{{
0= onCHy CH, CH,
Prolina Valina
CO0O CcOO
H,N—C—H HN <‘ H
H—C—CH; (fH,
CH, (‘TH,
CH, ‘b
CH,4

Isoleucina Metionina

Grupos R polares sin carga

COO

|
HyN—C—H

CH,OH

Serina

CO0 COO

H,N—C—H H;N—C—H
H—C—OH CH,
CH, SH
Treonina Cisteina

COO COO

HN—C—H  H,N-C—H
CH, CH,

/C\§ CH,
H,N (6] C
7N

H,N (0}

Asparagina Glutamina

Grupos R arométicos
COO
HN-C-H  HN
o,

Tirosina

Grupos R cargados positivamente

Coo

|
,(r‘,H

Triptéfano

(‘f()() COO (17()()
H.N—C—H  HN—C—H HyN ¢-H
(;‘,H, (I:u., (|:Hz
CH, (liH., T‘ N\ll
|
CH, CH, 4
| | (i"N
(')H., I;IH }
*NH, (, NH,
NH,
Lisina Arginina Histidina

|

|

| (“,()() (‘IO()
: HN-C-H  H,;N—C—H
[ ?Hz llH-z
‘ €00 (|:H2
|

| (6{0]0]
| Aspartato Glutamato

Grupos R cargados negativamente

13
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Resultados
1. Identificar los aminoacidos que se suministran:
a) Nombrar.
b) Decir si presentan forma D o L.
c) Dibujar la estructura (con el estado de ionizacién).

2. Construir un aminoacido. Cada pareja hara el mismo aminoacido, uno el D y otro el L, y
comparara los enantiémeros.

3. Construir un tripéptido. Observar las propiedades del enlace peptidico. Dibujar la estructu-
ra, sefalar los extremos N y C terminales, enlaces peptidicos y cadenas laterales.

14
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PRACTICA 2
ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

Objetivos

- Introducir en la determinacion de la concentracion de proteinas en plasma sanguineo.
- Entender y practicar los principios de la espectrofotometria.

- Aprender a manejar pipetas automaticas.

- Familiarizarse con el concepto de actividad enzimatica y su utilizacion en clinica.

- Calcular velocidades de reaccidn.

- Utilizar métodos graficos para el calculo de Ku y velocidad maxima de los enzimas.

1. Introduccién a la determinacion de proteinas totales

La sangre esta formada por una solucién acuosa que contiene moléculas de tamafio variable y
diversos tipos de elementos celulares. Los elementos formes de la sangre se encuentran for-
mando una suspension en agua denominada plasma. Aunque el plasma es el medio natural de
las células sanguineas, la mayoria de las determinaciones quimicas se hacen en suero. Las
proteinas del plasma pueden clasificarse en dos grupos: las que son sintetizadas por el higado
(albimina) y las inmunoglobulinas (producidas por las células plasmaticas de la médula
0sea). El plasma humano tiene una concentracion en proteinas de 60-80 g/L (frecuentemente
se expresa en g/dL; 6-8 g/dl). Casi la mitad de esta proteina plasmatica es albiimina, cuyo
rango de concentracién es 35-45 g/L. La albumina es una proteina de 62.000 D que actua co-
mo proteina de reserva, ademas de importante transportador (acidos grasos, bilirrubina y far-
macos) y regulador osmotico. Es producida por el higado. Su concentracién aumenta en casos
de deshidratacion y disminuye en casos de ascitis/edema y dafio hepatico severo.

La determinacion de la concentracion de proteinas en sangre puede ser llevada a cabo por di-
ferentes métodos. En esta practica vamos a utilizar uno de los métodos que se utilizan con
mas frecuencia: el método de Biuret. En él la disolucién de proteina se mezcla con un reactivo
que determina que aparezca o se intensifique un color (azul) que se cuantifica midiendo la ab-
sorbancia a una determinada longitud de onda frente a un blanco de reactivo. El color genera-
do es poco estable y depende de las condiciones de reaccidn, por lo que hay que realizar una
curva patron con soluciones de una proteina de concentracion conocida (albumina bovina).

La base teorica de la aplicacion de la espectrofotometria para medir la concentracién de una
sustancia en solucion se explica en la Introduccion de este Manual de Practicas.

Materiales

- Soluciones de suero sanguineo A y B de concentracion desconocida.

- Soluciones de proteina patrén (albiumina de suero bovina) de concentraciones conocidas.
- Reactivo de Biuret.

- Pipetas.

- Tubos.

- Agitadores.

- Rotulador.

- Espectrofotémetros (Colorimetros).

15
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Determinacion por el método de Biuret

La concentracion de proteinas se medira utilizando el método del Biuret, que se basa en la for-
maciéon de un complejo coloreado o cromoéforo, de color azul-ptrpura, entre el idn cobre y los
enlaces peptidicos a pH alcalino. Se requiere un minimo de dos enlaces peptidicos para la for-
macion del complejo coloreado, que se mide a 550 nm. Es un método poco sensible pero muy
preciso, ya que la abundancia de grupos peptidicos (por unidad de masa de proteina) es prac-
ticamente la misma en cualquier proteina.

Método
1) Numerar 7 tubos.
2) Anadir al tubo 1 100 pl de agua destilada (tubo “blanco”).
! ! 2 100 pl de solucién de proteina 20 g/L.
" " 3 "ol " " 40 g/L.
" " 4 "ol " " 60 g/L.
“ “ 5 "ol " " 80 g/L.
! ! 6 VI " " problema A.
" " 7 "ol " " problema B.

3) Afiadir 4 ml de reactivo de Biuret a todos los tubos.
4) Mezclar el contenido de cada tubo.

5) Esperar 5 min. para que se desarrolle el color. Medir la absorbancia a 550 nm ajustando a
cero con el tubo 1 ( blanco).
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Resultados

- En una hoja de papel milimetrado construir una grafica de A55( (eje y) frente a concentra-

cion de proteina (eje x) de las soluciones patrdn (tubos 2-5). Marcar el eje de las x en g/l de
proteina.

- Determinar la concentracién de las soluciones problema A y B interpolando en la grafica
patrén los valores de las soluciones problema A y B. Expresarlo en g/L.
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2. Introduccion al estudio de la cinética enzimatica. Fosfatasa Alcalina

Los enzimas son los catalizadores de las reacciones bioquimicas. La medida de la actividad de
un enzima y la comprension de las variables que la afectan es importante no s6lo para enten-
der la biologia de la célula sino también para el diagnoéstico clinico. Cuando se producen lesio-
nes celulares como inflamacioén o necrosis de los tejidos, ciertas enzimas pasan al plasmay sus
niveles en él aumentan. Estos niveles enzimaticos en plasma se analizan para detectar la en-
fermedad y llegar al diagnostico diferencial. Una concentraciéon anormalmente alta de una en-
zima en sangre (reflejada en una alta actividad enzimatica) puede ser debida a la destruccion
de células de un tejido rico en dicho enzima o al aumento del nimero de células, como ocurre
en los tumores. Por el contrario una baja actividad enzimatica puede indicar un trastorno del
tejido en cuestion. Los niveles enzimaticos también son utiles para vigilar el curso del trata-
miento. Por tanto, la enzimologia clinica es un aspecto fundamental del laboratorio clinico.

En esta practica, emplearemos el enzima fosfatasa alcalina como modelo. Las fosfatasas alcali-
nas son un grupo de enzimas que presentan su maxima actividad a pH 9-10,5 y catalizan la hi-
drélisis de ésteres monofosfato. La reacciéon enzimatica general de la fosfatasa alcalina es:

H,0 + R-PO,H* —» R-OH + PO,H,

Las distintas fosfatasas alcalinas son isoenzimas, catalizan la misma reacciéon aunque poseen
propiedades diferentes. Se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos humanos tales
cono hueso, placenta, intestino, bazo y rifién y se desconoce su funcién biolégica precisa. Los
niveles de fosfatasa alcalina en plasma son la suma de los isoenzimas procedentes de los dis-
tintos o0rganos. Los valores normales de actividad fosfatasa alcalina en plasma son de 30 a
100U/L (upmoles/min/L de suero). El aumento de actividad fosfatasa alcalina en plasma se ob-
serva en diversas afecciones y su significado clinico se relaciona principalmente con la detec-
cion de enfermedades dseas (tumores 0seos, osteomalacias) y hepaticas (obstruccidén biliar,
cancer).

Ademas en esta practica aprenderemos a calcular los dos principales parametros cinéticos de
los enzimas (constante de Michaelis y velocidad maxima) para lo cual se utilizara la represen-
tacion de dobles reciprocos desarrollada por Lineweaver y Burk.
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Descripcion de la practica

En la presente practica se usara suero como fuente de fosfatasa alcalina. La actividad enzima-
tica se medira utilizando el p-nitrofenil-fosfato (p-NFF) como sustrato. Por accion del enzima
éste se hidroliza a fosfato y p-nitrofenol (pNF) segun la siguiente reaccion:

p-aitrofenilfosfato p-nitrofenol [on fostato

El p-nitrofenol (pNF) en solucidn alcalina es amarillo y su concentracion puede ser determina-
da espectrofotométricamente. La absorbancia de la soluciéon (intensidad del color amarillo) es
una medida de la concentracién del producto.

La practica tiene dos partes:
1. Construccién de la curva patron del p-nitrofenol. Se determinara la relacion entre absorban-
ciay concentracion del p-nitrofenol.

2. Efecto de la concentracion de sustrato. Se calculara la Kmy Vmax de la fosfatasa alcalina.

Materiales
- Tubos y pipetas.
- Agua destilada.
- Tampon Tris 10 mM pH 9,6.
- Soluciones de p-nitrofenol (pNF).
- Soluciones de p-nitrofenil-fosfato (p-NFF).
- NaOH 0,2N.
- Suero humano.
- Espectrofotémetro.
- Bano a 37°C.

- Calculadora.
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1. Recta patron de p-nitrofenol

Preparar los siguientes tubos patrén de p-nitrofenol (pNF, producto):

TUBO Blanco i | 2 3 4
Tris pH 9,6 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml
Agua destilada 1 ml
1ml 1ml 1ml 1ml
Soluciones patréon pNF
(15uM)  (30uM) (60uM)  (90uM)

- Mezclar bien.

- Seleccionar en el espectrofotometro la longitud de onda de 400 nm (maximo de absorcién
del pNF).

- Ajustar el "cero" de absorbancia con el tubo del blanco.

- Medir la absorbancia de todos los tubos y anotar los valores obtenidos.

Resultados

Representar graficamente la recta patrén: absorbancias (en ordenadas) frente a concentracio-
nes de p-nitrofenol (en abscisas).

Recta patrén
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2. Efecto de la concentracion de sustrato y calculo de la K y Vimax

Preparar 6 tubos marcados convenientemente y afadir lo siguiente:

TUBO 1 2 3 4 ) 6

T Tris pH 9,6 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 (ml)
Agua destilada 1 “
PNFF * 1(2,5) 1(5) 1(7) 1(10) 1(15) “
Suero 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 “

* Volumenes en ml. 1(2,5) significa 1 ml de una solucién 2,5 mM de p-nitrofenol fosfato

- Mantener los tubos en hielo. Mezclar bien e incubar 5 min a 37°C.
- Afiadir 0,3 ml NaOH 0,2N para detener la reaccion. Mezclar.

- Ajustar el "cero" del spectronic con el tubo del blanco y medir la A,,, nm.

Resultados
9. Calcular la velocidad inicial (V) en cada tubo expresada aen nmoles p-N-fenol/min.

10. Representar 1/V frente a 1/S (representacion de Lineweaver-Burk) en la grafica de la pa-
gina siguiente.

11. Calcular la Km ¥ Vimax. {Cudles son sus unidades?

Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6

[S]
A400nm

[pNF] calculada en la recta patron

Vo (nmoles pNF/min)

1/[8]
1/Vo
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Representacién de 1/V frente a 1/S
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PRACTICA 3

VALORACION DE LA DIABETES: DETERMINACION DE LA GLUCEMIA
Y HEMOGLOBINAS GLUCOSILADAS

1. Introduccién general

El mantenimiento de la glucemia, (concentracion de glucosa en suero o plasma) dentro de ni-
veles fisiologicos en los organismos superiores es fundamental para el funcionamiento de to-
dos los érganos, al ser la glucosa un metabolito energético principal para la mayoria de las cé-
lulas, prioritario para las neuronas e imprescindible para los hematies.

La coordinacién de los procesos metabolicos implicados en este cometido esta regulada me-
diante la relacién entre las hormonas insulina y glucagén.

En personas sanas, tras ingerir glucosa por via oral o parenteral esta glucosa pasa a la sangre
aumentando su concentracidn basal. Este aumento activa el mecanismo regulador hormonal
que por accion, fundamentalmente, de la insulina, hormona pancreatica de tipo polipeptidico,
inducira un aumento de la utilizacién de glucosa, aceleracién de la glucogenogénesis y dismi-
nucién de la glucogendlisis, o inducira la sintesis y almacenamiento de triglicéridos en el teji-
do adiposo.

En la entrada inducida por insulina de la glucosa en el interior de las células participa el
transportador GLUT4 inducible por insulina.

En el caso de que la produccion de insulina esté disminuida, la glucosa no puede ser utilizada
por las células, ya que no entra facilmente en la célula, lo cual ocasiona niveles elevados de
glucosa en sangre (hiperglucemia); asi ocurre en las personas que sufren diabetes del tipo de-
nominado "dependiente de insulina" o "tipo 1".

El diagndstico de la diabetes dependiente de insulina se basa en antecedentes, sintomas clini-
cos y comprobacién de una hiperglucemia significativa. Los valores de referencia en humanos
son de 60-110 mg/dl de glucosa en plasma en individuos sanos. Las determinaciones de glu-
cemia basal permiten el diagndstico de la diabetes, pero constituyen valores puntuales y aisla-
dos en el tiempo que no reflejan los niveles medios de glucemia ni la duracién de la misma.
Por lo tanto, es necesario disponer de pruebas que indiquen el grado del control metabélico
de la enfermedad a corto y medio plazo. Estas pruebas estan basadas en el fen6meno de unién
de la glucosa a diversas proteinas como albiumina, colageno, hemoglobina, etc. Esta glucosila-
cion tiene lugar por una reacciéon no enzimatica. La intensidad de la glucosilacién depende de
varios factores, siendo los mas importantes los niveles medios de glucemia, la duracion de la
hiperglucemia, la vida media de las proteinas y la concentracion de éstas. Como consecuencia,
la medida de la glucosilacién proteica constituye un buen marcador bioquimico del grado de
compensacion del enfermo diabético.

El objetivo de esta practica es la valoracion de la diabetes mediante la determinacién de los
niveles de glucosa en plasma y de hemoglobinas glucosiladas. Como modelo se emplearan ra-
tas diabéticas, en comparacién con ratas control. La diabetes en la rata se provoca mediante
una Unica inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (45 mg/Kg de peso). La estreptozoto-
cina actua provocando la destruccion de los islotes 3 del pancreas, por lo que ocasiona una
diabetes de tipo 1 o dependiente de insulina.

Con el fin de no prolongar con tiempos muertos la jornada de practicas se recomienda
comenzar con la preparacion y empaquetamiento de la columna cromatografica para la
separacion de Hemoglobinas, ver Parte B, 2.
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Parte A
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN PLASMA

Descripcion de la practica

En esta practica se utilizara el método de la glucosa oxidasa y peroxidasa (GOD-POD) para me-
dir los niveles de glucosa sanguinea de ratas diabéticas y controles. En el método GOD-POD,
en un primer paso la glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de la D-glucosa a acido D-gluconico
con formacién de peréxido de hidrégeno. Este es utilizado por la peroxidasa para oxidar a la 4-
aminofenazona y al fenol, dando lugar a una quinonaimina coloreada. La intensidad de color
serd proporcional a la concentracion de glucosa presente inicialmente.

El esquema de la reaccion es el siguiente:

glucosa acido glucdnico d-gluconolactona

()_t' ".(,

T |

| |

S T T
e I om _‘ﬁ—~_...>l M _.._4 on l

|_ glucosa oxidus&'\ | |

I | |

(Y oM HLO,  wy " GO
1 L

2X l
4-aminofenazona

. S fenol qumona|mina
(4-aminoantipirina)
(coloreada nax=205 nm)

H3(.\‘,
N
N | +
) NH, peroxidasa G
o

Materiales

- 6 tubos de ensayo.

- Pipetas automaticas.

- Espectrofotémetro.

- Disolucién patrén de glucosa 0,4 mg/ml.

- Disolucién de coloracion que contiene:
- Glucosa oxidasa.
- Peroxidasa.
- 4-Aminofenazona.
- Fenol.
- Tampon Tris pH 7,4.
- Plasma de ratas normales y/o diabéticas.
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Procedimiento experimental

1. Preparar la recta patrén con la disolucién patrén de glucosa y el correspondiente volumen
de agua hasta un total de 200 ul, como se indica en la tabla.

2. En otro tubo mezclar 10 pl de plasma + 190 pl de agua ( ver tubo n? 6 en la tabla inferior).

Tubo | Patrén Glucosa Agua Solucion Absorbancia ng de
n° (0,4 mg/ml) destilada GOD-POD 505 nm Glucosa
1 0 pl (Blanco) 200 wl 1,8 ml
2 25ul 175 ul 1,8 ml
3 50 ul 150 wl 1,8 ml
4 100 ul 100 ul 1,8 ml
5 150 ul 50 ul 1,8 ml

Tubo Solucién | Absorb. ug de Conc.Glucosa | Conc.Glucosa

n° Plasma| Agua GOD-POD | 505 nm | Glucosa ug/ul mg/dl
plasma plasma

6 | 10ul | 190p | 1,8ml

3. Afiadir 1,8 ml de disolucion de coloracion de glucosa oxidasa-peroxidasa (reactivo GOD-POD)
alos 6 tubos.

4. Mezclar el contenido de los tubos e incubarlos 10 minutos en el baiio a 37°C.

5. Secar bien los tubos. Leer las absorbancias de los patrones y de la muestra a 505 nm utili-
zando como blanco el tubo n° 1.

6. Construir la recta de calibrado representando en el papel milimetrado las absorbancias
a 505 nm (eje Y) frente alos pg de glucosa (eje X).

7. Extrapolando en la recta de calibrado, calcular los pg de glucosa en el tubo problema. Cal-
cular los pg de glucosa/ pl de plasma.

8. Calcular la concentracion de glucosa del plasma problema. Expresarla en mg/dl.
Comparar los resultados de glucemia obtenidos con los de los otros compafieros. Identifi-
car los valores de glucemia normales y los de diabéticos.
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Representacion: Asosnm (ordenadas) frente a mg de glucosa (abcisas).
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Parte B
DETERMINACION DE HEMOGLOBINAS GLUCOSILADAS

Descripcion de la practica

El control de la diabetes no se valora solamente por el control glucémico, sino que hay otra se-
rie de parametros, como la Hemoglobina Glucosilada (Hb Alc), que indican el grado de con-
trol que, a largo plazo, ha mantenido el paciente diabético.

La hemoglobina (Hb) de los seres humanos adultos esta constituida principalmente por: Hb A
(97% del total), Hb A2 (2,5%) y Hb F (0,5%). La Hb A esta constituida por 4 cadenas polipepti-
dicas: 2 globinas a y 2 globinas 3. La hemoglobina glucosilada es una fracciéon de la hemoglo-
bina A normal del adulto, que tiene la propiedad de unir, de forma irreversible, cantidades de
glucosa proporcionales a la concentracion glucémica. Al conjunto de todas ellas se les denomi-
na hemoglobina A1l o “hemoglobina glucosilada”. Dentro de la hemoglobina A1 se pueden se-
parar varias fracciones, HbAla, HbAlb y Hb Alc, siendo la de mayor interés y la que se en-
cuentra en un porcentaje mas elevado la Hb Alc, que es la que se encuentra unida a la glucosa
de manera mas especifica.

La Hb Alc es el resultado de la glucosilacion de la hemoglobina normal (Hb A), como conse-
cuencia de la reaccion no enzimatica entre la glucosa presente en el plasma y los grupos ami-
no de la hemoglobina, como se muestra en la figura. La unién de glucosa a la valina N-terminal
de las cadenas (3 de la HbA da lugar a la Hb Alc, que es la mas abundante de las HbA1 (aproxi-
madamente el 80%).

La cantidad de hemoglobina glucosilada es proporcional a la concentraciéon de glucosa en
sangre, por lo que en la diabetes hay mayor proporcién de Hb Alc de lo normal. Los valores
de referencia en humanos oscilan de 5,5-8,5 % en individuos sanos y del 12-20 % en diabéti-
cos no controlados. Entre los factores que condicionan la intensidad de la glucosilaciéon pode-
mos destacar: la concentracion de glucosa sanguinea, el tiempo que se mantiene esa cantidad
de glucosa y la vida media de la proteina. En el caso de la hemoglobina, y teniendo en cuenta
que la vida media del globulo rojo es aproximadamente de 120 dias, su determinacién nos
servira para evaluar el control de las cifras medias de glucosa en sangre que ha mantenido un
diabético durante los 2 a 3 meses precedentes. Cuanto menor sea el nivel de hemoglobina glu-
cosilada, mejor es el control del diabético, y mejor se podran prevenir las posibles complica-
ciones a largo plazo de la diabetes. Ademas los valores de hemoglobina glucosilada no estan
influidos por las fluctuaciones diarias de glucosa sanguinea ni tampoco por el ejercicio ni por
la ingesta reciente de alimentos.

HN-Val-HbA
|
H-C-0 H-C-H
. H-C-OH C=0
HiN-Val-HbA + HoO-C-H HO-CF-H
H-C-OH H-C-OH
H-C-OH H-C-OH
. CH,0H CH,OH
HbA
H lobina NO HbA1c
emoglobina Glucosa H obi
glucosilada c—‘-imog '(Ij c!lna
glucosilada
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 En esta practica separaremos la fraccion de hemoglobina glucosilada HbA1c mediante cro-
matografia en una microcolumna que contiene una resina de intercambio catiénico.

e Mediante la cromatografia de intercambio i6nico, se logra la separacion de las fracciones de
hemoglobina en base a las diferencia en sus cargas eléctricas.

e Al tener su grupo amino sustituido con glucosa (-NH-R), la hemoglobina Hb Alc posee me-
nos carga positiva que la Hb A no glucosilada, cuyo grupo -NH; intacto se puede protonar a
-NH3*; como consecuencia, la HbA1c es menos retenida que la Hb A y eluye con la diso-
lucion de lavado (tampoén fosfato).

e Empleando después un medio de mayor fuerza iénica (NaCl) se consigue liberar la interac-
cion de la resina con la Hb Ay asi se recupera ésta.

Materiales
- 3 tubos de ensayo largos de vidrio (para soportar las columnas y recoger los eluatos).
- Pipetas automaticas.

- Columna con resina de intercambio catidnico (polimero acrilico con grupos carboxilato).

- Espectrofotémetro.

- Solucién hemolizante Biftalato potasico 50mmol/L y detergente, pH 5,0.
- Solucidn de lavado Tampon fosfato 72 mmol/L pH 6,4.

- Solucidn de elucién Cloruro sédico 1 M.

- Sangre completa de ratas normales o diabéticas (con heparina o EDTA)

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Preparacion del hemolizado (nota: este hemolizado se proporciona ya preparado
al alumno/a)

Se prepara un hemolizado (al romper las membranas de los hematies) mezclando la sangre
total con la disoluciéon hemolizante:

SANGRE DISOLUCION HEMOLIZANTE
50 ml sangre normal 200 ml
50 ml sangre de diabético 200 ml

Agitar y dejar a temperatura ambiente durante 10-15 minutos para que se produzca la lisis.
Este hemolizado se pasara por una microcolumna en donde las hemoglobinas son reteni-
das por una resina de intercambio catidnico.
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2. Preparacion y empaquetamiento de las columnas de Cromatografia (esta parte
es lo primero que se realiza en el laboratorio, para aprovechar el tiempo)

e Dar vuelta a las columnas y mantenerlas con el tap6n hacia abajo durante 10 minutos.
e Colocar la columna sobre un tubo largo de vidrio.

e Retirar los tapones superior e inferior de la columna. Bajar el disco superior hasta el nivel
de la resina, evitando comprimirla, con ayuda del extremo plano de una pipeta. Dejar go-
tear justo hasta que se vea desaparecer el liquido en la parte superior de la columna (alcan-
za la superficie de la resina) desechando el eluido.

¢ No dejar que se seque la columna.

3. Fraccionamiento de las hemoglobinas

e Aplicar cuidadosamente sobre la columna 50 uL del hemolizado y dejar que el liquido sea
absorbido completamente (desaparece por la parte superior).

¢ Anadir a la columna 200 ml de la solucidon de lavado para arrastrar los posibles restos del
hemolizado y dejar que penetren en la columna (desaparece, por la parte superior).

e Desechar el eluido.

* Se necesitan 2 tubos de vidrio para recoger la hemoglobina glucosilada (HbA1c) y la nor-
mal (HbA). Rotular convenientemente los tubos para no confundirlos como tubo1l y tubo 2.

3.1. Separacién de la hemoglobina glucosilada HbA1c.

e Colocar bajo la columna el tubo de vidrio rotulado como tubo 1 para recoger la fraccién de
HbAlc.

¢ Afiadir a la columna 2 ml de soluciéon de lavado (tampodn fosfato) y dejar que todo el li-
quido salga de la columna. Una vez que desaparezca el liquido por la parte superior, retirar
el tubo 1.

3.2. Elucién de la hemoglobina no glucosilada HbA
« Colocar bajo la columna el tubo de vidrio rotulado como tubo 2 para recoger la fraccion de HbA.

 Anadir a la columna 2 mL de la solucién de elucion (NaCl) y recoger todo el liquido eluido
de la columna, hasta que desaparezca por la parte superior.
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4. Determinacion cuantitativa de las hemoglobinas (absorbancia a 415 nm, pico de
absorcién de la hemoglobina)

e Preparar tres tubos de ensayo limpios.
¢ En un tubo de ensayo afiadir 3 ml de agua destilada (blanco).

e Pasar el contenido del TUBO 1 a un tubo de ensayo.
- Medir su absorbancia a 415 nm frente al agua destilada.
(fraccion de hemoglobinas glucosiladas, HbA1c).

e La absorbancia del TUBO 2 es muy alta, por lo que hay que diluir,
- Dilucion de la muestra:
- Pasar 1 ml del eluido a un tubo de ensayo; afadir 2 ml de agua destilada (diluciéon 1:3).
- Agitar.

- Medir la absorbancia frente a agua destilada (Tubo blanco) a 415 nm.
Esta es la fraccion de hemoglobinas no glucosiladas, HbA)
- multiplicar el valor de absorbancia obtenida por tres.

5. Resultados
Calculo del porcentaje de hemoglobina glucosilada frente a hemoglobina total:
A415 HbAlc = A415 HbA = As15 Hb total (HbA+ HbA1) =
As15 HbAlc

x 100 = % HbA1lc
Aa1s Hb total

Comparar los resultados de hemoglobinas glucosiladas con los de los otros compafieros.
Identificar los valores de hemoglobinas glucosiladas de muestras normales y de diabéticos.

6. Completar

Se ha realizado un cromatografia de ..........cccecvviivirrnnnene utilizando una resina con grupos con
(0721 o2 KOO OO

En el tubo 1 se ha recogido la hemoglobina ..................... (Hb......), que al tener carga ..............
no ha quedado retenida en la columna. Esta carga .............. se debe a la unién de la

........................ al grupo N-terminal de la ..........c.ceee

En el tubo 2 se ha recogido la hemoglobina .............. (Hb ......), que al tener carga ....... quedo
retenida en la columna.
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Ensayo de tolerancia a la glucosa
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Se realiza un ensayo de tolerancia a la glucosa (o curva de glucemia) a 3 personas diferentes,
midiendo la glucemia en diferentes momentos tras la toma oral de 100 g de glucosa disuelta
en agua.

Asigna las curvas obtenidas (A, B y C) a las siguientes situaciones:
- Paciente sano.
- Diabetes leve.
- Diabetes grave.
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