DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR Il
FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

CUADERNO DE PRACTICAS

REGULACION DEL METABOLISMO

Grado en Nutricion y Dietética

CURSO ACADEMICO 2014/2015




INDICE

1. Practica #1:

Determinacion cuantitativa de glucosa y valoracion clinica

2. Practica #2:

= Electroforesis de proteinas plasmaticas.
= Cuantificacion de proteinas séricas por el método de Biuret



3
PRACTICA #1: DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLUCOSA Y
VALORACION CLINICA

1. SIGNIFICADO CLINICO

La glucosa es la mayor fuente de energia para las células del organismo. El nivel de glucosa es la
cantidad de glucosa (azlicar) que contiene la sangre, también se denomina glucosa en suero 6
glucemia y se mide en milimoles por litro (mmol/L) o en miligramos por decilitro (mg/dL).

En condiciones fisiologicas, la concentracion de glucosa plasmatica no debe sobrepasar los 11
mmol/L, incluso tras la ingesta de grandes cantidades de hidratos de carbono. Tras la ingesta de
alimentos, la absorcion intestinal de carbohidratos hace que las concentraciones de glucosa en sangre
aumenten con rapidez y ello estimula la secrecion pancredtica de insulina. Gracias a la actividad
hormonal, los adipocitos, las células musculares y los hepatocitos captan la glucosa sanguinea. La
insulina controla el consumo y la movilizacién de compuestos energéticos en el estado postprandial,
gracias a sus diversos efectos sobre las células sensibles a la hormona. Su efecto central es permitir la
entrada de glucosa a las células, en particular del higado, tejido graso y musculo, para su utilizacion
ya sea en la via oxidativa, en la cual da lugar a energia, agua y didxido de carbono, o no oxidativa, en
la que la glucosa es almacenada como glucoégeno hepatico o muscular.

Se considera que hay una intolerancia a la glucosa cuando se sobrepasa esta concentracion en
condiciones postprandiales, e hiperglucemia basal si la concentracion de glucosa en ayunas esta por
encima de los valores normales. Si la alteracion es grave, se excretan cantidades elevadas de glucosa
por la orina ya que se sobrepasa la capacidad de los tiibulos renales para reabsorberla. Esto lleva
unido una sintomatologia caracteristica de polidipsia, polifagia y poliuria. En una fase mas avanzada,
si el control no es adecuado pueden aparecer micro o macroangiopatias. Este sindrome es definido
como DIABETES y es el mas comun de los desordenes metabdlicos, afectando al 5-10% de la
poblacién en las paises occidentales.

La diabetes mellitus es un desorden metabolico cronico, caracterizado por niveles persistentemente
elevados de glucosa en sangre, como consecuencia de una alteracion en la secrecion y /o accion de la
insulina, que afecta ademas al metabolismo del resto de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas.
Hasta el momento se han postulado varias clasificaciones de la diabetes, la Gltima de las cuales fue
emitida por un comité de expertos internaciones, reunidos por la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA), cuyos miembros clasificaron la enfermedad con base en la etiologia de la misma.

Las normas de la ADA y de la organizacién mundial de la Salud (OMS) recomendaron las siguientes
categoria de diabetes:

- Diabetes tipo 1

- Diabetes tipo 2

- Diabetes mellitus gestacional (DMG)
- Otros tipos de diabetes

Si bien existen varios tipos de diabetes, la gran mayoria de casos corresponde a dos clases
principales; la diabetes mellitus tipo 1 y la tipo 2 . En la primera, el evento patogénico mas relevante
es la destruccion masiva de las células  del pancreas, de manera que la secrecion de insulina es nula
o insignificante. En la diabetes tipo 2, la deficiencia hormonal no es tan marcada y el trastorno
principal es la resistencia de los tejidos periféricos a la accion de la hormona.

La prueba bioquimica caracteristica para el diagnostico de la diabetes es la determinacion de glucosa
en sangre. Se determina en condiciones basales o tras la sobrecarga oral. La determinacion de los
niveles de glucosa en ayunas se considera de valor diagnostico, y como ya se ha indicado, niveles
por encima de 11mmol/L son indicativos de diabetes tipo 1.
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La determinacién de glucosa tras sobrecarga oral sirve para evaluar la tolerancia a la glucosa en
aquellas personas que tienen niveles basales intermedios entre los fisiologicos y diabéticos. Para ello
se administra al paciente 75 gr de glucosa por via oral y se determinan los niveles de glucosa en
sangre a diferentes tiempos. En un individuo normal se debe alcanzar el maximo entre 30 y 60
minutos; a partir de este momento se produce un descenso gradual de forma que a los 120 minutos se
regresa a valores basales. En los casos de disminucion de tolerancia a la glucosa estos valores estan
elevados aunque no existe una frontera bien definida entre la respuesta fisioldgica y la alterada. En
general se considera que la concentracion de glucosa a los 120 minutos es el valor con mayor
capacidad discriminante, lo que permite clasificar como diabéticos a aquellos sujetos con valores
mayores de 11 mmol/L y con disminucion de tolerancia a la glucosa, los que tienen valores entre 7.8
y 11,1mmol/L

2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE__GLUCOSA POR EL __METODO
ENZIMATICO DE LA HEXOQUINASA

La Hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa por ATP a glucosa-6-fosfato (G6F). La
glucosa-6-fosfato originada es reducida a 6-fosfogluconato en presencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6F-DH) con reduccion paralela de NAD a NADH:

Glucosa+ ATP _HK 5 Glucosa-6-fosfato + ADP

G6F + NAD' G6F -DH , 6 —Fosfogluconato + NADH +H"

El aumento en la concentracion de NADH en el medio es proporcional a la concentracion de glucosa
presente en la muestra ensayada.

REACTIVOS
Tris pH 7,5 4 mmol/L
R1 ATP 2,1 mmol/L
Tampon Mg 0,8 mmol/L
NAD" 2 mmol/L
R2 Hexoquinasa (HK) 1000 U/L
Enzimas Glucosa-6-fosfato (G6F-DH) 1000 U/L

PREPARACION DE REACTIVO ENZIMATICO

Se disuelve el contenido de un vial de R 2 en un frasco de R 1. Se tapa el vial y se mezcla
suavemente hasta disolver su contenido.

PROTOCOLO

A partir de la disolucion estandar de glucosa (100 mg/dl), se preparan las siguientes disoluciones
para la curva patrén de glucosa:

Solucion estandar A (100 mg/dl)
Solucion B (40 mg/dl)......ccceeevieviieniieniieiieeieeieees 500 pl de solucién A + 750 ul de H,O
Solucion C (20 m@/dl).....cc.eeveevviiiiieiieieeieeeeeeene 500 pl de solucion B + 500 pl de H,O

Solucion D (10 m@/dl)......c.coevevciieviieiieieeeeeeeee 500 pl de solucion C + 500 ul de H,O



Tubo Glucosa H,O0 Reactivo Absorbancia
(100 pl) Enzimatico (340 nm)
Blanco |  ---—--- 100 pl 1 ml
1 Sol. D | 1 ml
(100 pl)
2 Sol. C | 1 ml
(100 pl)
3 SolB | e 1 ml
(100 pl)
Muestra 1
4 0 min 90 ul 1 ml
(10 ul)
Muestra 2
5 30 min 90 ul 1 ml
(10 )
Muestra 3
6 60 min 90 ul 1 ml
(10 ul)
Muestra 4
7 120 min 90 ul 1 ml
(10 ul)
PROCEDIMIENTO
e  Pipetear en cada uno de los tubos las cantidades indicadas y agitar en vortex
e Incubar a 37°C en bafio termostatico durante 5 minutos.
e  Parar la reaccion anadiendo a todos los tubos 1 ml de NaCl 0.9 %
e  Ajustar el espectrofotometro a cero con el blanco y leer las absorbancias a 340 nm
CUESTIONES

e Representar la curva de calibrado poniendo en ordenadas absorbancias y en abcisas
concentracion de las soluciones de glucosa.

e Interpolar los valores de absorbancia de las muestras problema para determinar su
concentracion.

e Expresar los resultados en mg de glucosa/dl y en mmoles de glucosa /L

e Representar los valores de glucosa frente al tiempo e interpretar los resultados de la curva

obtenida.
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PRACTICA #2 PRIMERA PARTE. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS
PLASMATICAS

1.1. FUNDAMENTO

La electroforesis es una técnica muy empleada para la separacion de proteinas en funcion, entre
otros factores, de su carga eléctrica. Las proteinas, moléculas anfoteras, adquieren en medio basico
una carga global negativa que hace que migren del catodo hacia el anodo. En particular, la
electroforesis sobre membranas de acetato de celulosa es la mas empleada en los andlisis rutinarios
de proteinas en liquidos bioldgicos, como las realizadas con fines diagnosticos en sangre y orina. Sus
ventajas principales son la reproducibilidad y la sencillez. Su resolucidn, sin embargo es menor que
la obtenida con otras técnicas electroforéticas.

A partir del plasma sanguineo se obtienen habitualmente 5 fracciones :
- Albumina
- o globulinas
- oy globulinas
- P globulinas
- v globulinas

Una vez obtenida la separacion de distintos tipos de fracciones proteicas, se mide la cantidad de
colorante que se combina con cada una de ellas, una vez que se ha eliminado la coloracion de fondo.
En el aparato de medida (densitometro) se hace pasar a través de la tira una radiacion luminosa,
cuya intensidad se mide en una fotocélula, después de atravesar la tira. La absorcion de radiacion es
proporcional al grosor o densidad de las bandas y, por tanto, a la concentracion de proteinas en
plasma.

1.2. MATERIALES

Soporte
Tiras de Acetato de celulosa (2,5 x 17 cm), que se conservan en disolucion de metanol al 30% en
agua desionizada.

Reactivos
e Tampodn de electroforesis (Tris- hipurato, pH 8,8)
e Colorante Rojo Ponceau
e Decolorante (acido acético 10%- metanol 45%)
e Transparentador (ac. acético 18%- metanol 82%). Preparar en el momento.

Otros materiales
¢ Fuente de alimentacion
e (ubetas de electroforesis
Aplicador semimicro
Cubetas para bafios
Estufa
Tijeras, placas de vidrio y papel de filtro



1.3. METODO

1.

a) Diluir el tampdn de electroforesis (250 mL + 750 mL H,0)
b) Rellenar una cubeta con 100 mL del tampdn anterior.
c¢) Rellenar la cubeta de electroforesis (se puede utilizar el mismo tampdn para 4 migraciones)

a) Diluir la disolucion colorante (250 mL + 750 mL H,0).
b) Preparar un bafio con 100 mL de la disolucién colorante (sirve para 10 tiras)

Preparar 3 bafios con la disolucion decolorante

Sacar la tira de acetato de celulosa de la disoluciéon de metanol y absorber el exceso de
metanol con un papel de filtro.

Sumergir la tira en el bafio con tampoén de electroforesis durante 10 min.

Absorber el exceso de tampon con papel de filtro y montar la tira en la cdmara con la cara
absorbente hacia arriba (esquina perforada hacia la derecha y hacia abajo) y situarla en la
cubeta de electroforesis.

Aplicar la muestra con el semimicro aplicador. Para ello:
a) Tomar la muestra de suero

b) Aplicarla con cuidado sobre el borde catddico (negro)
c) Lavar el aplicador varias veces.

Cerrar la cubeta de electroforesis y conectarla al alimentador (negativo con negativo, positivo
con positivo).
Encender la fuente de alimentacion y aplicar 210 voltios durante 50 min.

(DURANTE ESTOS 50 MIN, HACER LA REACCION DEL BIURET).

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Desconectar las cubetas de la fuente de alimentacion y desenchufar ésta.

Introducir la tira de acetato de celulosa en la disolucidon colorante por la cara absorbente y
dejarla durante 3 min.

Decolorar la tira utilizando los 3 bafios decolorantes.
Sumergir la tira durante 3- 4 min en cada bafio, agitando manualmente.

Introducir la tira en un bafo con disolucion transparentadora 90 segundos (nunca mas de 2
min).

Colocar la tira sobre una placa de vidrio quitando las burbujas que queden entre ambas.

Introducir en una estufa a 60- 90 °C. Cuando la tira esté transparente, se esperan 5 min antes
de sacarla.

Sacar de la estufa, dejar enfriar a temperatura ambiente y quitar el papel con una lanceta.

Leer las tiras en un densitometro utilizando un filtro verde (530 nm).
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PRACTICA #2 SEGUNDA PARTE. CUANTIFICACION DE PROTEINAS
SERICAS POR EL. METODO DE BIURET

1. INTRODUCCION

Proteinas plasmaticas.

El plasma sanguineo contiene en solucion coloidal una gran cantidad de proteina, cuya
concentracion normal varia en funcion de la edad:

a) Recién nacidos................... 5,2-9,1 g/100 mL
b) Nifios mayores de 6 afios... 5,6-8,5 g/100 mL
c) Adultos.......coevveeeiiieiinns 6,2 - 8,2 g/100 mL

Dichas proteinas tienen diferente composicion, presentandose en distintos estados de estabilidad e
hidratacion.

Las funciones generales de las proteinas del plasma se podrian resumir en cuatro puntos
fundamentales;

1) Mantenimiento de la presion osmotica sanguinea.

2) Intervencion en el equilibrio electrolitico.

3) Mantenimiento del pH.

4) Transporte de macromoléculas bioldgicas (ej. lipidos).

5) Funcidn nutritiva o de recambio con proteinas tisulares.

Ademas de las funciones generales, citadas anteriormente, los diferentes tipos de proteinas
plasmaticas, presentan funciones especificas, p. €j.:

¢ [a albiimina actia como reserva de aminoacidos.

e Las lipoproteinas (VLDL, LDL, HDL) transportan lipidos.

e Las gammaglobulinas intervienen en procesos inmunitarios.

e Fibrindgeno, fibrina y trombina intervienen en el proceso de coagulacion sanguinea, etc...

Alteraciones de los valores normales de albiumina sérica.

La albiimina constituye aproximadamente el 70% del total de proteinas plasmaticas, oscilando sus
valores normales entre 4-5,2 g/l00 mL de plasma. No se conocen casos de “hiperalbuminemia”
siendo frecuente sin embargo las “hipoalbuminemias” (presentes en todos los tipos de
disproteinemias) que aparecen en tres circunstancias patogénicas fundamentales:

1. Pérdidas cuantiosas por hemorragias, albuminuria y catabolismo elevado.

Sintesis defectuosa debido a hepatopatias.

Por carencia de materiales plasticos: deficiencias alimentarias, trastornos de absorcion
intestinal. Las “analbuminemias” (ausencia casi total de albimina) aparecen en los siguientes
Ccasos.

bl

- Sindrome nefroticos.

- Insuficiencia hepatica avanzada: Cirrosis, Necrosis, Hepatitis, Colelitiasis
obstructiva...etc.

- Enteropatia exudativa: pérdida gastrointestinal de albumina = enteritis, colitis,
linfogranuloma. etc.



Meétodos de valoracion de proteinas.

Existen diferentes métodos de valoracion cuantitativa de proteinas: Analisis de nitrogeno por el
método de Kjendahl; precipitacion controlada, absorcion de ultravioletas, métodos colorimétricos..
etc. Los mas frecuentemente utilizados en la clinica son estos tltimos, entre los que se encuentran el
método del Biuret (GORNALL y cols. 1949) y el método de Lowry (LOWRY vy cols, 1951), cuya
sensibilidad en la valoracion cuantitativa oscila entre 1 - 200 microgramos para el método de Lowry
y 0,25-200 miligramos para el método del Biuret.

2. VALORACION DE PROTEINAS TOTALES. METODO DEL BIURET

Fundamento.

La reaccion del biuret, es una reaccion coloreada producida por compuestos quimicos como el biuret
(NH,-CONH-NH,), etc, cuando son tratados con sales de cobre en medio alcalino (Rising y col,
1928).

La reaccion fué primeramente observada por WIEDEMANN en 1848, sin embargo, fué SCHIFF a
finales de siglo pasado, el pionero en el estudio del mecanismo quimico de dichas reacciones.

El descubrimiento por RITTHAUSEN en 1873, de que las proteinas y péptidos adoptaban un
comportamiento similar al del Biuret, al ser tratadas con los mismos reactivos, tuvo su aplicacion
practica con el desarrollo posterior de un método sensible para la determinacion cuantitativa de
proteinas.

Este método, se fundamenta en la capacidad que presentan los “enlaces peptidicos” (...-CO-NH-...)
de las proteinas y de los péptidos, para formar complejos con el ién Cu’", en medio alcalino, de color
rosa-violeta. La intensidad de la coloracion es proporcional al nimero de enlaces peptidicos, y por
tanto a la cantidad de proteina presente en la muestra analizada.

Reactivos y Materiales.

A) Reactivos

* Sulfato de cobre: SO4Cus H>0.
* Hidroxido sédico al 10%. NaOH (0.2 N).
* Tartrato Sodico-Potasico: Na K C4H4O6H,0

El tartrato sédico-potésico, se emplea como agente estabilizador, ya que disminuye la cantidad de
alcali necesaria para evitar la formacion de precipitado de hidroxido cuprico. (SHAFFER y col 1933).
* Albumina sérica (1%).

B) Preparacion del reactivo del Biuret

1) 1,5 g de sulfato de cobre y 6 g de tartrato sddico-potésico, se llevan a un matraz aforado de vidrio
de 1000 mL de volumen.

2) Se afiaden 500 mL de agua destilada y se agita hasta su disolucion total.

3) A continuacion se afiaden 300 mL de la solucién de hidroxido sodico al 10%, previamente
enfriada. Después de agitar se enrasa a 1000 mL con agua destilada.
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C) Material necesario por alumno

11 tubos de ensayo.

3 pipetas de 1 mL.

1 pipeta de 5 mL.

1 frasco con solucidn estandar de albimina al 1%
1 frasco con reactivo de Biuret.

Método (Recta de calibrado).

Consiste en medir la Densidad optica (Absorbancia) de una serie de patrones de albumina de
concentracion conocida.

Posteriormente representamos graficamente los valores experimentales de absorbancias en ordenadas
frente a las concentraciones conocidas de albimina, con lo que obtenemos una linea recta.

Mediremos ademas, la absorbancia de la muestra problema, y al aplicarla sobre la curva estandar
conoceremos, mediante el célculo apropiado, su concentracion proteica.

Tanto los puntos de la curva, como la muestra problema (suero bovino) se pipetearan por duplicado
segun el siguiente protocolo.

TUBO CANTIDAD DE ALB. SUERO H,O0 BIURET D.O.
ALBUMINA 1% (550 mm)
B - - - 1,0 mL 4 mL
1 2 mg 0,2 mL - 0,8 mL 4 mL
2 2 mg 0,2 mL - 0,8 mL 4 mL
3 4 mg 0,4 mL - 0,6 mL 4 mL
4 4 mg 0,4 mL - 0,6 mL 4 mL
5 8 mg 0,8 mL - 0,2 mL 4 mL
6 8 mg 0,8 mL - 0,2 mL 4 mL
7 10 mg 1,0 mL - - 4 mL
8 10 mg 1,0 mL - - 4 mL
9 ? - 0,1 mL 0,9 mL 4 mL
10 ? - 0,1 mL 0,9 mL 4 mL

En primer lugar se pipetea la albumina y el suero en los tubos correspondientes. A continuacion se
afiade el agua destilada a cada tubo. Y por ultimo se pipetea el reactivo de Biuret.

Se agitan los tubos y se lee la absorbancia en fotocolorimetro a una longitud de onda de 550 nm.

Los valores obtenidos los apuntara cada alumno en la columna correspondiente.
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Resultados vy calculos.

Sobre papel milimetrado representamos la curva estandar. En ordenadas los valores obtenidos de
densidad optica (Absorbancia) y en abcisas los valores de concentracion de proteina en mg.
Determinaremos la concentracion total de proteinas en el suero problema interpolando en la recta el
valor de absorbancia del problema.

Absorbancia

mg Proteina

Cada alumno har4 la transformacion en gramos de proteina por 100 mL de suero.

BIBLIOGRAFiA
1. Balcells, A. y cols. “Patologia General” Ed. Marin. 1974
2. Balcells, A. “La clinica y el laboratorio”. Ed. Marin. 1974
3. Gornall, A.G. y cols. J. Biol. Chemistry. 177 : 751. 1949
4. Lowry, O.H.y cols. J. Biological Chemistry. 193: 265. 1951
5. Plummer, D.T. “Introducciéon a la bioquimica practica”. pg.: 136. Ed: Mc Graw-Hill

0 %0 N o

Latinoamericana. 1981

Rendina, G. “Técnicas de bioquimica aplicada”. Pg. : 60. Ed. Interamericana. 1974
Rising, M.M., Johnson, C.A. J. Biological Chemistry 80 : 709. 1928

Ritthausen, H. J. Prakt. Chem. VII, 351, 1873

Shaffer y Somogyi. J. Biological Chemlstry 100 : 695. 1933

10 Tamarit, J. y Delso, J.L. “Practicas de Bioquimica y Fisiologia”, pag. 51. Ed. Marban. 1977
11. Wiedemann, G. Ann. Chem. LVIII, 323, 1848.

CUESTIONES
1. ;Qué sucederia si la electroforesis se hiciera exactamente igual pero a pH 4?
2. (Por qué unas proteinas se desplazan mas que otras en una electroforesis?
3. En el método de Biuret. ;Por qué hay mas color en los tubos en los que es mayor la
concentracion de proteinas?
4. En el método de Biuret. ;Por qué se lee la absorbancia a una longitud de onda concreta (550

nm)?



i : T ‘ xs T T FR
B T I t
T : ! +
: - ne £
T ; 3 }
- 2
:
i
3
- -l
amm=cz : o ai F 1
- s : H
: ; i ¥ H
z . E
i T = + | :
jSanEs T } T | 1 I
- :
I T I -
¥ T
4 e -
H T
$ T =T
:
- +
- : ariam -
+
i ;s :
:
:
;
T EREE
T
T
:
: i+ :
:
i = -+ :
1 :
- ; .
B - ¥ .
I - ¥ 3
Ty
| i
: :
: T ahed
= 5o
H -
1 T
- I
. i
i
1 = ?
T : i
s 1 3 -
- :
meaE s i
t
1 T
= + i
I ¥ i
za 3 > ¥ =23
1 = 1 I
I ¥
;: 3 i T :
+ 1 : i T " = T
= - - - t i
T : 3 ¥ I s - B
[ 8 T - %
i ; s : : : t I 5 f H




