\a

(8 Y

.ECA PCSTAL: Bellaterra - Barcelona - Tels. 692 02 00-~692 11 66 Telex 52040

AD"

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA

FACULTAT DE VETERINARIA
BELLATERRA (Barcelona)

PLR-ACIT. 1 .CFAS

(1983 - 1984)




(4)

PRACTICA N° 1

DETERMINACION DE GLUCOSA

1. Introduccién

La determinacidén de glucosa es de gran interés en un gran n° de importantes enferme-
dades tales como:diabetes mellitus , acromegalia , sindrome de Cushing , feocromocitoma,
stress , enfermedades hepaticas , enfermedades de almacenamiento de glucdgeno , etc .

2. Valores normales
La concentracién normal de glucosa en plasma o suero es de 3.57-6.05 mmol/L (65-110
mg/dL)

3. Técnicas determinativas

Se han desarrollado un gran n° de técnicas para la determinacién de glucosa en flui-
dos corporales , basadas todas ellas en medidas espectrofotométricas . En esta préctica
determinaremos este metabolito mediante un método enzimdtico colorimétrico : METODO DE
LA GLUCOSA OXIDASA .

3.1. Fundamento del método de la Glucosa Oxidasa

La glucosa oxidasa es un enzima que cataliza la oxidacidén de la glucosa a acido glu-
cébnico y perdxido de hidrbgeno.
Este enzima es altamente especifico para la beta-D-glucosa. La introduccién del enzima
peroxidasa y de un crombgeno aceptor de oxigeno , tal como fenol-aminopirona (FAP) ,
forma un derivado coloreado .

H-G=0 GOOH

H-C-OH H-C-OH

HO-g—H GOD HO-C-H

H-C-OH +70 + HO = ———————— > H-C-OH + H.0

H-C-OH % - H-G-OH 272
CH,OH CH,OH

glucosa ac. glucbnico

El compuesto quinoide rojo resultante es proporcional a la concentracién de beta-D-
glucosa presente en la muestra ensayada .

-D-glucosa + O2 + HZO Lol > Ac. glucénico + H,0

2140
HO, + FAP.H Pt 1 g g U
3.2. Reactivos
-GOD-FAP . Contiene un vial de mezcla enzimitica y un vial de fenol . Concentracién fi-
nal/ensayo : Glucosa oxidasa 9,000 U/L ; Peroxidasa 1,100 U/L ; Ampirona 0.8 mmol/L ;
Fenol 5 mmol/L ; Tampén fosfatos 100 mmol/L , pH 7.0 .
-Control de glucosa (100 mg/dL) 5.5 mmol/L

3.3. Material necesario

-Pipetas de 5.0 mL y 20 uL

-Matraces aforados de 250 mL

-Fotémetro espectral o de filtros . Lectura a 510 nm (+ 10 nm)

3.4. Muestras
Suero y soluciones estandar de glucosa . e

3.5. Reconstitucidn de los reactivos

-Solucibn enzimatica pH 6.9 . Transferir el polvo de un vial de mezcla enzimatica a un
matraz aforado de 250 mL . Disolver por rotacién suave en unos 150 mL de agua destilada.
Enrasar y mezclar por inversién repetida . Estable dos meses a 2°C-8°C . '
-Fenol 10 mmol/L . Con la ayuda de un embudo verter el contenido completo de un vial de
fenol 0.5 mol/L a un matraz aforado de 250 mL . Completar con agua destilada . Mezclar.
Estable 1 ano de 2-8°C
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Reactivo de trabajo : Mezclar volimenes iguales de cada una de las soluciones anteriores
El monorreactivo , es estable 2 semanas en nevera .

3.6. Técnica determinativa

Trabajando en la longitud de onda que posee la mixima absorcién efectuar las lecturas
de diferentes concentraciones del patrén y del problema (suero) . En primer lugar reali-
zar 5 diluciones del patrén con las que construiremos una recta de calibracibén (A en or-
denadas y concentracién en abcisas) mediante la cual se interpolard el valor de A del
problema , para hallar su concentracién

Para ello debemos pipetear en tubos de ensayo :

BLANCO PROBLEMA PATRONES
Problema - 0.04mL -
Patrones - - 0.04 mL
Monorreactivo 3.0 mL 5.0 ‘mL 500 smly

(Se prepararan tantos tubos patrén como diluciones se hayan realizado)

Mezclar e incubar los tubos 10 minutos a 37°C o a temperatura ambiente (18-20°C) durante
30 minutos .

Empleando el blanco de reactivos , ajustar el aparato a O y efectuar la lectura de las
extinciones (A) de los tubos patrdn y problema a 510 nm . El color . es estable
durante 60 min como minimo .

3.7. Calculos

a) calcular la concentracién del problema mediante la recta de calibracidn construida
con las soluciones standar .

b) calcular la concentracidén del problema matemdticamente expresidndola en moles/L .

(B) DETERMINACION DE UREA

1. Introduccién

Se conocen cerca de 15 compuestos nitrogenados no proteicos (NPN) en el suero de im-
portancia clinica . Pero solo algunos de ellos son determinados clinicamente en el labo-
ratorio . El m&s importante es 1la urea que constituye el 457 del NPN total , seguido
en importancia por los aminodcidos , creatinina , creatina y amonio .

2. Significacién clinica

Los niveles de urea y &4cido Girico nos dan idea del funcionalismo renal.

La urea es el producto final del metabolismo proteico .

Los valores normales en humanos son 3.3-7.5 mmol/L (20-45 mg/dL) . Se observan valo-
res altos (Uremias) en la insuficiencia renal , destruccién aumentada de tejidos (neumo-
nia , escarlatina, etc) , en la insuficiencia suprarrenal ; y pequefios aumentos después
del trabajo muscular , por el hambre y por excitacidén del simpatico . Se observan peque-
nos descensos en la insuficiencia hepdtica aguda y a veces en nefrosis lipoideas puras.

3. Técnicas determinativas
Realizaremos la determinacibén en suero . La técnica que emplearemos es colorimétrica
(método de Berthelot-Searcy)

3.1. Fundamento

La ureasa escinde la urea presente en la muestra formando anhidrido carbdbnico y amo-
niaco . El amoniaco reacciona con salicilato e hipoclorito , en presencia del cataliza-
dor nitroprusiato , para formar un indofenol verde . La intensidad de color es directa- -
mente proporcional a la concentraciéon de urea en la muestra ensayada .

Urea + H,0  —————---— > CO2 + 2NH3

NH3 + Salicilato. + Hipoclorito NEEEBEE§E§E9) Indofenol
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Esta (ltima reaccién de una forma mis detallada :

OH 3
C00
NH + NaOCl + o [N | (R S PR 1 I L S
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0
indofenol
3.2. Muestras problema
Suero:, plasma u orina
La urea en suero o plasma se conserva al menos 5 dias a 2°-10°C

3.3. Reactivos

Solucibén que contiene Ureasa y Salicilato
Hipoclorito alcalino

Patrén de Urea (50 mg/100 mL)

3.4. Técnica
Pipetear en tubos de- ensayo :
TUBOS Blanco Problema Patron

Muestra - 0.02 mL -
Patrén - - 0,02 ml,
Ureasa-salicilato 2.5 mL 2.a54,ml 2. Stmk;

Mezclar e incubar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente . Después anadir :

Hipoclorito alcalino 2.5 mL 2.5 mL 2.5, mL

Mezclar e incubar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente .
Empleando el Blanco ajustar el aparato a cero y efectuar las lecturas de las extinciones
de los tubos patrdn y problema a 600 nm . (El color es estable 2 horas) .

3.5. Calculos
Calcular la concentracién del problema en mmol/L y en mg/dL . (p.m. de la urea = 60.06)
El ensayo es lineal hasta 300 mg/100 mL .

3.6. Valores normales
Suero y plasma : 18-40 mg/mL (3.0-6.7 mmol/L) .




PRACTICA N° 2
PROTEINAS SERICAS

(A) FRACCIONAMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS SERICAS .

Una mezcla de proteinas que difieran en su carga neta pueden ser separadas en fraccio
nes por un campo eléctrico .

Las proteinas séricas son separadas corrientementemente mediante electroforesis uti-
lizadndose como soporte tiras de acetato de celulosa , las cuales tienen poros suficien-
temente anchos para que las moléculas proteicas puedan moverse libremente . Este medio,
tiene una estructura uniforme y permite un fraccionamiento ripido y definido ; ademas
puede ser trasparentado lo que permite una mejor exploracién .

Los buffers de Barbital (veronal) a pH 8.8 son estandars para las electroforesis de
rutina de proteinas séricas .Si se anade lactato cdlcico , se obtienen un total de sie-
te bandas con sangre fresca ( prealbumina , albumina , ol ,<l,, A4 ,/3; y ¥ .

Se han descrito muchos colorantes diferentes para tefiir las las bandas de proteina ,
uno de los mds utilizados es el Negro Amido .

Solo 15 proteinas estan presentes en suero normal en una concentracidén suficiente
para influir en el patrén electroforético después de la tincibén para proteinas o grasas.
Debido a que muchas de estas proteinas tienen movilidades semejantes , aparecen sbdlo 6
bandas claras cuando se tinen las tiras de acetato de celulosa con colorantes protsicos
La banda /: sblo aparece claramente separada de la/g} cuando el buffer contiene Ca .

y se ve unicamente en suero fresco . La banda de prealbumina se puede detectar Gnicamen
te mediante luz trasmitida . Por tanto , en nuestra separacién electroforética de las

proteinas séricas detectaremos solo las bandas correspondientes a : albumina , oy, X5,
V2R 4~ . Sin embargo , este modelo electroforético puede verse alterado en diferentes

)

enfermedades .

1. Reactivos

- Tamp6n de cubetas : Veronal sbédico 0.04 M

- Solucién de colorante Amidoschwartz (Negro Amido)

- Solucién decolorante : Metanol 50% : Acético 103 : HZO 407%
2.Material

Alimentador de corriente continua

Cubeta de electroforesis

Tiras de Cellogel (Acetato de celulosa)

3. Técnica

Introducir la solucién tampbén en la cémara electroforética , procurando que quede al
mismo nivel en ambos lados de la cémara .

- Sumergir la tira de acetato de celulosa en la solucién tampén durante 10 minutos . Al
cabo de los cuales se saca la tira y se elimina el exceso de tampén secéndola entre dos
papeles de filtro .

- Colocar la tira sobre el puente de la camara electroforética , cuidando que la super-
ficie penetrable (opaca) queda dirigida hacia arriba. La tira debe quedar tiesa y plana.
- Aplicar el suero problema a unos 2 cm del borde catédico con ayuda del aplicador.

- Introducir el puente en la cédmara , taparla y conectarla a la fuente alimentadora re—
gulando la corriente a 200 voltios .

- Esperar 30 minutos .

- Al cabo de este tiempo , desconectar la fuente , y después de sacar la tira del puen-—
te introducirla en un bano de la disolucidn colorante 2 minutos , agitando suavemente .
Luego introducirla en los sucesivos bafos de disolucién decolorante hasta eliminar el
exceso de colorante .

- Una vez eliminado el exceso de colorante podremos observar la presencia de cinco ban-
das
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(B) DETERMINACION DE LAS PROTEINAS SERICAS TOTALES (Método del Biuret)

1. Fundamento

Las sustancias que contienen dos o mas uniones peptidicas forman un complejo de color
plirpura con las sales de cobre en solucién alcalina . La sustancia que da nombre a la
reaccién , el biuret , es un dimero de la urea formado con pérdida de una molécula de
amoniaco .
NHZ—CO—NH

+ NHZ—CO—NH2 —————————— > NHZ—CO—NH—CO-NH + NH

2 2 3

La coloracién que aparece se debe a la formacibén de complejos cipricos de coordinacién.
La intensidad de la coloracidén esta en funcién de la cantidad de proteina total presen-
te en la muestra ensayada .

La reaccidén del biuret para la determinacién de proteinas fue uno de los primeros mé-
todos desarrollados para el anadlisis colorimétrico de proteinas y todavia goza de un ex-
tenso uso hoy en dia . Se emplea con mds frecuencia en aplicaciones que requieren rapi-
dez , no elevada exactitud y con una concentracibén elevada de proteina .

2. Material

Pipetas de ImL , 5 mL , 100 uL

Tubos

Patréon de albumina : 10 mg/ mL
Colorimetro . Lectura a 550 nm (+ 10 nm)

|

3. Muestra problema
Suero exento de hembélisis . Realizaremos una dilucién 1:10 de la muestra y determi-
naremos su concentracién proteica .

4. Técnica
CURVA PATRON : Partiendo de un patrén de albumina de 10mg/mL , poner en 5 tubos las
cantidades necesarias del mismo para un volumen total de 1 mL con el fin de realizar une
curva patrén en que las concentraciones de proteina oscilen entre 1 y 10 mg/mL.
PROBLEMA : se tratara de la dilucidén del suero realizada previamente (1lmL)
BLANCO: Poner 1 mL de agua en un tubo de ensayo .

Una vez preparados los tubos de la curva patrdén , problema y blanco se anaden a cada
uno de ellos 4 mL de reactivo de biuret , se agita y se deja durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente . Se determina la densidad Optica a 550 nm .

5. Calculos i
Representar graficamente la curva patrén y calcular sobre ella la concentracién de
proteina del suero problema en mg/mL .




PRACTICA N® 3 : CROMATOGRAFIA
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE AMINOACIDOS

Fundamento

La cromatografia es una técnica de separacién de substancias que aprovecha la distri
bucién de dichas substancias entre una fase mbévil i una estacionaria.

La cromatografia en capa fina es una cromatografia de reparto liquido-liquido en la
que son muy importantes las interacciones por adsorcién. Utiliza como soport? gel de
silice, celulosa, poliaminas, gel de 6xido de aluminio, gel de silicato magnesico.
El gel se extiende sobre una placa rigida, produciendo una capa fina cuyo espe-

sor puede ajustarse a conveniencia. El agua retenida en la capa fina actua como

fase estacionaria y diversas mezclas de disolventes organicos actuan como fase
mbévil. La cromatografia en capa fina se aplica a la separacién de azlcares, amino-
acidos, péptidos, lipidos, esteroides, nuclebtidos y en general a las substancias

de interés biolbgico de bajo peso molecular. La cromatografia en capa fina suele
realizarse de forma ascendente y puede realizarse en dos dimensiones, combinando dos
sistemas diferentes de disolventes. Las substancias se localizan en la placa, una
vez desarrollada, mediante su color, absorcidén ultravioleta o el revelado especi-
fico con un reactivo que produzca un compuesto coloreado. las substancias una vez
separadas en la placa pueden eluirse raspando el soporte y extrayéndolas con los
disolventes adecuados.

Aplicacién de la muestra:

Sobre una placa de silicagel de 20 x 20 cm (cuidando de no tocar con los dedos ni
con ninglin otro objeto su superficie y a unos 2 cm de uno de los bordes) se hace

la aplicacién de una muestra de aminodcidos utilizando un capilar y ayudéndose de
un secador. Se hace un pequefio toque del capilar en la placa y se seca rapidamente
con el secador. Se repite el proceso sucesivamente hasta haber aplicado el conteni-
do del tubo capilar (unos 3 ul). Se ha de procurar que la mancha de la muestra sea
lo més reducida posible (di&metro inferior a 5 mm)

Desarrollo ,

Las placas se introducen en una cémara de cromatografia preparada previamente (equi
librada durante 30 min con los solventes).La mezcla de solventes a utilizar es
propanol:agua (70:30). Se ha de procurar que las placas queden verticales y que el
liquido que las moje forme una linea horizontal.

Se deja correr el solvente durante el tiempo suficiente como para que llegue a 2cm
del limite superior de la placa. Al cabo de este tiempo se sacan las placas de la
camara marcando con una raya el frente del solvente. Se secan con ayuda de un seca-
dor hasta la desaparicién total del olor del solvente.

Revelado

Una vez secas, se visualizan las manchas pulverizando las placas con ninhidrina

que forma compuestos coloreados con los aminoacidos después de tratamiento con ca-
lor en una estufa a 70°C (10 min).

Calculos

Calcular el Rf de cada aminoacido en las condiciones experimentales descritas.

Rf-__Distancia recorrida por el aminoacido en cuestidn
Distancia recorrida por el frente

Identificar cada uno de los aminodcidos presentes en la mezcla con la ayuda
de los patrones que se suministran.




PRACTICA 3. GEL FILTRACION (CROMATOGRAFIA DE PENETRABILIDAD)

Este tipo de cromatografia separa las moléculas en funcién de las propiedades fisi-
cas, forma y tamafio molecular. La fase estacionaria es un gel, polimero o anhidro
fuertemente hidrofilico, que se hincha al sumergirlo en agua o disoluciones electro-
liticas, y la fase mbévil es agua o cualquier disolucién electrolitica. La separa-
cibén de las moléculas (elucién ) es independiente del tipo de fase mévil utilizada
(eluyente), de sus caracteristicas de pH y fuerza iénica, y sblo es funcién de la
forma, del tamano molecular y de las dimensiones de los poros del gel.

Uno de los tipos de geles mads utilizados es el Sephadex. El Sephadex es un gel de
dextrano, polimero ramificado de glucosa. Existen distintos tipos de geles, dependien
do del contenido de dextrano y del grado de porosidad, lo que da la posibilidad de
separar moléculas de tamafios muy diferentes.

El mecanismo de separacién de la cromatografia de penetrabilidad puede comprenderse
observando la figura 3.1.
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Sobre el lecho del gel se aplica la muestra con dos tipos de moléculas de distinto
tamafio molecular. Al afadir el eluyente, las moléculas con un radio hidrodindmico tal
que no puedan penetrar en el gel pasan por los espacios intersticiales o "huecos" que
dejan entre si los granos del gel, mientras las moléculas con radios hidrodindmicos
pequefios, ademas de recorrer los espacios intersticiales penetran en el grano de gel,
recorriendo un camino mas largo, por lo que su elucidén se producirad ma$ tarde que las
de las moléculas de peso molecular superior. De esta manera, en la cromatografiia

de penetrabilidad la elucién se produce en orden decreciente de pesos moleculares.
Esta técnica ha adquirido un amplio uso en el laboratorio para la purificacibn de
enzimas, proteinas en general, determinacidén aproximada de pesos moleculares y como
criterio de pureza para algunas substancias de origen biolégico. También puede utili-
zarse para separar las sales acompafiantes de una substancia de elevado peso molecular.
En la indistria se utilizan a gran escala para aislar productos de disoluciones
complejas.

CALIBRACION: Colocar en la parte superior de una columna de Sephadex G-25 (limite

de exclusibén 5.000) previamente hinchado, manteniendo cerrada la salida, 0.5 ml

de una mezcla de azul dextrano (PM 2 x 10°) y cromato potasico (PM 194). La mezcla
presenta un color verde intenso por superposicidén del azul dextrano y del amarillo de
cromato. Dejar que la solucibén penetre en la columna, a continuacién afadir agua
hasta que se consiga la elucién de ambos compuestos, que deben hacerlo en bandas
separadas. Finalmente lavar la columna con un volumen de agua igual al del lecho.
Calculos: Calcular el volumen de exclusién (Vo) o volumen de agua de los espacios
interparticulas, es decir ml de agua recogidos antes de empezar a eluirse el azul
dextrano . Calcular el volumen total de la columna o volumen (Vt) en ml hasta que
empieza a eluirse el color amarillo.




PRACTICA N° 4
DETERMINACION DE ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA EN SUERO

1. Introduccién
Las fosfatasas constituyen un grupo de hidrolasas de baja especificidad caracteriza-
das por su capacidad de hidrolizar una amplia variedad de esteres fosfato orgénicos .
La reaccidn catalizada por las fosfatasas consiste en la transferencia de un grupo
fosfato desde un compuesto dador a un compuesto aceptor conteniendo un grupo -OH . Si
el aceptor es HZO el efecto neto observado es una hidrblisis .

R -0-POH, + R-O-H ——-> R,-0-H ~+ R,-O-PO_H

1 1 2 32
R,-0-PO,H, + H-O-H BECroRASis s R;-0-H + H-0-POH,
eSter fos%ato alcohol
dador aceptor

1.1. Fosfatasa alcalina en suero

Este grupo de enzimas se caracterizan porque presentan la actividad mdxima a un pH
alrededor de 10 ; variando dicho pH éptimo seglin la naturaleza y concentracién del sus-
trato , tipo de tampdn empleado , tipo de aceptor de fosfato , composicidén de isoenzimas
presentes en suero , etc ,se han detectado hasta ocho isoenzimas diferentes , pero en
un suero normal raramente se encuentran mas de tres o cuatro . La forma enzimitica pre-
sente en el suero de adultos normales proviene principalmente del higado , del tracto
biliar y también existe una pequefna cantidad procedente del hueso . La fosfatasa alcali-
na sérica se denatura rapidamente a 56°C pero es relativamente estable a menor tempera-
tura . La significacién clinica de la medida de la actividad fosfatasa alcalina viene
dada precisamente por su interés en el diagnéstico de a) enfermedades hepatobiliares y
b) enfermedades 6seas asociadas a un aumento de la actividad osteobléstica .

2. Medida de la actividad fosfatasa alcalina . Fundamento del método
Las fosfatasas alcalinas catalizan la hidrélisis del para-nitrofenilfosfato a pH 10.5
de acuerdo con la reaccibén siguiente :

para-nitrofenilfosfato + HZO ————— > para-nitrofenol + fosfato

La cantidad de para-nitrofenol liberado , determinada colorimétricamente (405 nm) en
medio alcalino (color amarillo) , es directamente proporcional a la actividad enzimati-
ca ensayada.

3. Muestras
Suero o plasma heparinizado exento de hemélisis

4. Reactivos

Tampén de glicina 50 mmol/L , pH 10.5 ; MgCl, 0.5 mmol/L
para-Nitrofenilfosfato sbédico 5.5 mmol/L

control de para-Nitrofenol , 2 mmol/L

NaOH 0.02 M

S. Procedimiento

Disponer en tubos de ensayo los vollimenes siguientes :

Blanco Problema Control
Sustrato tamponado 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL
Preincubar aproximadamente 5 min a 37°C
Suero - 0.05 mL -

Control 2 mmol/L - - - 0205 mL
‘ Mezclar e incubar exactamente 20 minutos

NaOH 0.02 N S mL 5 mL 54mL
Mezclar y leer
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Empleando el blanco de reactivos ajustar el aparato a O y efectuar las lecturas de las
extinciones (E) de los tubos control y problema a 405 nm . El color es estable durante
60 minutos .

6. Calculos
El control 2 mmol/L , empleando esta técnica , equivale a 6 unidades Bessey (UB)
Aplicar :

E del problema =
E del control * 6 Rl

El color es lineal hasta las 10 U.B. . Para valores superiores , diluir la muestra al
1:10 con solucibén salina y repetir el ensayo multiplicando el resultado obtenido multi-
plicando por 10 .

7. Unidades

- La unidad Bessey-Lowry , conocida también como unidad mili-molar , corresponde a la
cantidad de enzima que , en las condiciones del ensayo , libera por hidrélisis :

1 mmol/L dep-nitrofenol/hora/litro (37°C) .

- La unidad internacional (UI) es la cantidad de enzima que convierte 1 umol de sustrato
por minuto (25°C) . La actividad se expresa en unidades por litro de suero (U/L) .

Para convertir las U.B. a U.I. , multiplicarlas por el factor 16.67 .

8. Valores normales

Nifos (hasta 15 afos) 2.3-8
Adultos 0.8-3
Embarazo (Gltimo trimes.) 1.5-7

3 UB/mL (38-138 U/L)
0 UB/mL (13-50 U/L)
2 UB/mL (25-120 U/L)

9. Causas de error

- No haber determinado la actividad en el mismo dia . Si no se ha de congelar el suero .
Material de vidrio sucio.

Tiempos de incubacién irregulares .

Instrumento desajustado o longitud de onda erronea .




