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CONCEPTOS TEORICOS INICIALES



EL METODO CIENTIFICO

La cultura no puede comprenderse sin hacer referencia al método
cientifico. La ciencia no es un sector de la civilizacion que pueda
separarse del resto de ella, sino un esfuerzo creativo con su
propio sistema de valores que, poco a poco, ha llegado a formar
parte de los valores generales en la sociedad moderna.

La ciencia esta basada en el método cientifico; su
capacidad y limitaciones estan definidas por él y dondequiera que
el método cientifico sea aplicable, puede haber ciencia.

El origen de la ciencia se pierde en el mas remoto
pasado. Mucho antes de que existieran los registros histéricos de
la humanidad, la magia primitiva dio origen también a la religién vy,
mucho antes, al arte. Ciencia, religiéon y arte difieren en métodos,
pero coinciden en metas: comprender e interpretar al universo y
la interaccion de sus partes para promover el progreso material y
espiritual de la humanidad.

El objetivo de la ciencia es hacer teorias. Las teorias
cientificas explican los hechos y predicen con alto grado de
probabilidad la ocurrencia de hechos similares.

La secuencia del método cientifico es: observar, plantear
problemas, hacer hipétesis, experimentar y formular teorias.
Cada uno de los procesos del método cientifico, tomado
aisladamente, forma parte de la actuacion cotidiana de todos los
seres humanos, pero, en su conjunto,
sistematicamente, constituyen la mas poderosa herramienta que
ha disefiado la humanidad para conocer y controlar a la
naturaleza.

utilizados

Observacion

El método cientifico se inicia con la observacién. Lo que no puede
observarse, directa o indirectamente por medio de instrumentos o
de modificaciones de la conducta, no puede ser investigado por la
ciencia.

La observacién debe ser repetida en forma independiente
por observadores diversos. Las observaciones Unicas, que no se
repiten ni actual ni potencialmente, no pueden ser objeto de
estudio cientifico.

Problema

Después de que una observacion se hace y se repite, el segundo
tiempo del método cientifico es plantear un problema; en otras
palabras, se hacen preguntas sobre la observacion: ;Como es
que los hechos ocurren de esta manera? ;Qué es lo que
determina su desarrollo, evolucion y término? Es en este punto
donde el cientifico difiere del hombre comun; ambos hacen
observaciones pero solo el primero muestra curiosidad cientifica
sobre ellas.

Plantear un problema es hacer preguntas, pero, hacer
“buenas preguntas” al igual que hacer “buenas observaciones” es
un arte muy preciado. Para que tengan valor cientifico los
problemas deben ser significativos y tener respuestas
comprobables por técnicas apropiadas.

Las preguntas que se inician por ;como? o ;qué? se
resuelven mejor, cientificamente, que las que comienzan con
ipor qué?, pero los investigadores pueden formular los
problemas para que adopten la forma adecuada.



Hipétesis

Una vez planteado un problema adecuado, el cientifico
procede al tercer tiempo del método: formular una explicacion o
hipétesis. Por supuesto que un problema puede tener varias
explicaciones posibles, pero sélo una de ellas es la verdadera.
Las respuestas casuales a un problema son generalmente
erréneas; pero el cientifico con su intuicién, su experiencia y, a
veces por incidentes afortunados, acierta en la hipoétesis. Esto se
sabe al emplear el cuarto tiempo del método cientifico.

Experimentacion

El objetivo de la experimentacion es comprobar la validez de la
hipotesis. Si los experimentos demuestran que la hipétesis es
errénea, se hace una nueva y se la sujeta a comprobacion. El
procedimiento puede prolongarse por mucho tiempo al formular
nuevas hipétesis y tratar de comprobarlas experimentalmente.

La situacion ideal en la experimentacion consiste en
reducir el problema a dos alternativas posibles que puedan
contestarse con claridad, afirmativa o negativamente; pero en
muchas ocasiones los resultados del experimento sélo conducen
a soluciones parciales.

La experimentacién es la parte mas ardua del método
cientifico. Cada experimento es un caso en si mismo; el
conocimiento anterior y la experiencia ayudan técnicamente para
decidir la forma en que una hipotesis puede ser comprobada
experimentalmente. La eleccion correcta del experimento y su

interpretacion es lo que separa al profesional del aficionado a la
investigacion.

Teoria

Las pruebas experimentales son la base del quinto peldano,
final del método cientifico: la formulacion de una teoria. Cuando
una hipotesis se ha sostenido por pruebas convincentes,
obtenidas por muchos laboratorios e investigadores
independientes, se propone una teoria que consiste en una
afirmacién con limites mucho mas amplios que los experimentos
en que se basa y que expresa la creencia o probabilidad de que
sea valedera en cualquier combinacion de sujeto, tiempo y lugar
en donde se retunan condiciones similares.

Desde este punto de vista una buena teoria permite hacer
“predicciones.” Las predicciones cientificas tienen siempre un
soporte experimental muy sélido y aun cuando no afirman que un
hecho ocurrira con certidumbre, si plantean que tiene una gran
probabilidad de ocurrir.

Unas pocas teorias han probado su validez tan
universalmente, y expresan tan alto grado de probabilidad, que se
las conoce con el nombre de leyes naturales. Por ejemplo,
ninguna excepcion se conoce al hecho de que una manzana
desprendida de su arbol caera al suelo si no es sostenida de
alguna manera. La ley de gravitacion se basa en esta
observacion.



Las leyes naturales orientan la investigacion cientifica. Si en el
andlisis de un hecho se elimina lo imposible, aquello que es
contrario a las leyes naturales, lo que resta, aunque sea muy raro
y poco probable, debe ser la verdad. La verdad son los hechos
que nos rodean. Aunque acontecen sin cesar a nuestro
alrededor, muy pocas personas y muy pocas veces se hace un
analisis cientifico de ellas.

Si se emplean las leyes naturales para marcar lo imposible,
con el resto posible se hacen nuevas hipétesis, se comprueban
por experimentos, se formulan nuevas teorias y se acumula el
conocimiento cientifico que ha permitido al hombre situarse en un
Universo observable que tiene un radio de millares de millones de
afos luz y que incluye un microcosmos tan pequefio que se
expresa en 6rdenes de magnitud menores de 10_20 m y adquirir
un dominio incuestionable sobre su ambiente.

SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

Los resultados de todos los experimentos en que se basan las
teorias cientificas y las leyes naturales derivan de las mediciones
de objetos o de sus propiedades.

Medir es comparar magnitudes; toda medicién comprende un
ndmero y una unidad. La unidad identifica la clase de dimension y
el nUmero expresa las veces que la unidad esta contenida en el
objeto o la propiedad medida. La medicion es un arte muy
refinado; en la actualidad emplea instrumentos muy complejos y
alcanza una precisién extraordinaria.

Un sistema de medidas preciso requiere unidades bien
definidas. La Oficina Internacional de Pesas y Medidas revisa
periodicamente el sistema para incorporar los adelantos
tecnoldgicos y mejorar la exactitud y precision de las medidas.

Se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar un
sistema de unidades universalmente aceptable. El producto de
estos esfuerzos es el Sistema Internacional de Unidades (cuya
abreviatura es Sl en todos los idiomas). A partir del creciente
intercambio de informacion cientifica este sistema ha sido
aceptado por toda la comunidad y en especial en medicina. El SI
es esencialmente una versién ampliada del sistema métrico
decimal.

El SI comprende tres tipos de unidades: las unidades de
base, las unidades derivadas, las unidades suplementarias y una
serie de prefijos que permiten tomar multiplos y submultiplos
decimales de las unidades utilizadas.

Unidades de base

El SI consta de siete unidades basicas que son
dimensionalmente independientes. Las unidades basicas estan
anotadas en el cuadro I.1, junto con los simbolos que hay que
utilizar para indicar estas cantidades.

Unidades Sl derivadas
Al multiplicar una unidad de base por si misma o al asociar dos

0 mas unidades de base por una simple multiplicacion o division,
se puede formar un amplio grupo de unidades llamadas Sl



derivadas (cuadro 1.2). Ejemplo: la unidad derivada de volumen
es el metro elevado al cubo, o metro cubico.

La combinacion de unidades de base para formar las
unidades derivadas es una de las grandes ventajas del Sl. En el
S| no es preciso memorizar factores de conversion; el factor a
que se recurre para formar las unidades derivadas es 1 (unidad),

cualidad que hace al S| coherente.

Cuadro I.1. Unidades basicas del Sl.

Magnitud Nombre | Simbolo
Longitud Metro m
Masa kilogramo kg
Tiempo Segundo S
Cantidad de mol mol
sustancia
Temperatura kelvin K
termodinamica
Intensidad luminosa candela cd
Intensidad de ampere A
corriente eléctrica

Cuadro |.2. Algunas unidades derivadas simples

Magnitud Nombre Simbolo

Superficie metro m’
cuadrado

Volumen metro m’
cubico

Concentracion | mol/metro mol/m"

de sustancia cubico

Velocidad metro  por | m/s
segundo

A cierto nimero de unidades Sl derivadas se les ha dado
nombres especiales, en su mayor parte tomados de los hombres
de ciencia que han hecho contribuciones notables al
conocimiento del tema de estudio correspondiente (cuadro 1.3).

Prefijos SI

Cuando las unidades Sl derivadas resultan demasiado
grandes o demasiado pequefias para determinados fines (seria
desproporcionado, por ejemplo, utilizar el metro cubico para
expresar el volumen de sangre del cuerpo humano), el Si
contiene una serie de prefijos que permiten formar multiplos y
submultiplos decimales de las unidades Sl (cuadro 1.4).

Los prefijos S| se anteponen directamente al nombre de la
unidad, sin signo de puntuacién alguno (ejemplo: nanémetro y no
nano-metro).

El simbolo del prefijo se antepone también directamente al
simbolo de la unidad, sin espacios intermedios ni signos de
puntuacion (ejemplo: mm, milimetros; nmol, nanomol que
equivale 10 moles).



Cuadro 1.3. Unidades Sl derivadas con nombres especiales Cuadro 1.4. Prefijos Sl.

Magnitud Nomb Simbol Definicié . ,
agnitu ombre Imbolo e IﬁlCIO:I Factor Prefuo Simbolo
F Newt N kgm/ 18
uerza ewion gm/s 10 exa E
Presid Pascal P N/m2 15
resion asca a m 10 Peta =
Trabajo; Joul J N 12
rabajo; oule m 10 Tera T
energia; 9 .
g 10 Giga G
cantidad de 6
10 Mega M
calor 3 .
As 10 Kilo K
Carga Coulomb C ’ -3 -
10 Mili M
eléctrica; -6 .
10 Micro J
cantidad de 9
10 Nano N
electricidad 12
10 Pico P
Potencia; Watt w Jis 15
) 10 Femo F
flujo 18
» 10 ato Q
energético
Tension Volt \Y WIA
eléctrica;
potencial . .
. Unidades no pertenecientes al Sl
eléctrico
Temperatura Grado °C K_273.16 . . .
. , <l Ciertas unidades ajenas al Sl son de uso tan frecuente que en
Celsius Celsius . . L 3
cierto modo forman parte de nuestra vida cotidiana y se acordo

utilizarlas juntamente con el Sl (cuadro 1.5).

Algunas de estas unidades, en especial el litro y las unidades
de tiempo, son de gran importancia en las profesiones de la
salud. Conviene sefalar que el litro es un nombre especial que se
da al submultiplo, decimetro cubico, de la unidad S| de volumen.
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Cuadro 1.5. Algunas unidades no pertenecientes al Sl.

Magnitud | Unidad Simbolo | Valoren
S/
Tiempo minuto min 60 s
hora H 3600s
Dia D 86 400 s
Volumen Litro loL 10° m®
Energia caloria cal 4.185J

Reglas de escritura de simbolos y cifras.

Los simbolos de las unidades no toman la terminacién del
plural (ejemplo: dos mililitros se escribe 2 ml, y no 2 mLs).

Los simbolos de las unidades jamas van seguidos de un
punto, salvo si estan al final de una frase (ejemplo: 5 mL y no 5
mL.).

Cuando se escriben cifras, la coma sélo se puede utilizar para
indicar los decimales; las cifras deben agruparse en ftrios,
dispuestos a la derecha y a la izquierda de la coma, y separados
entre si por un pequefio espacio. Ejemplo:

forma correcta: 1 000 000
0,003 278
0.003 278

forma incorrecta: 1,000,000
0.003,278

La multiplicaciéon de las unidades se indica con un punto a
nivel o elevado (newton. metro=N.m) o un espacio (N m). La
division se puede indicar mediante una barra oblicua o por
exponentes negativos:

-1
1/s=s
mol por metro cubico puede expresarse por:

3 -3
mol/m o mol.m

El Sl tiene muchas ventajas y algunas desventajas, pero se
reconoce la realidad del esfuerzo para implantarlo como una
forma de expresar los datos cientificos, comprensible para todos.
Se recomienda desechar las unidades que no pertenecen al Sl a
la mayor brevedad posible, pero la realidad del uso de otras
unidades en textos y comunicaciones cientificas no se puede
negar. En este Manual las unidades S| se anotaran entre
paréntesis cuando se juzgue conveniente.

Algunas recomendaciones para utilizar el Sl en bioquimica

PARA EXPRESAR CONCENTRACIONES

La concentracion de sustancias cuya masa molecular se
conoce se expresa en forma de cantidad de sustancia, es decir,
en moles (0 en submultiplos como el milimol o el nanomol) por
litro. Ejemplo:
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Acido drico en el suero o plasma:

Varones: 0.18 a 0.53 mmol/L.

Mujeres: 0.15 a 0.45 mmol/L.
Colesterol en el suero o plasma: 3.9 a 7.2 mmol/L.
Glucosa en el suero o plasma: 3.6 a 6.1 mmol/L.
Vitamina A en el suero: 0.53 a 2.1 ymol/l.

La concentracidon de sustancias cuya masa molecular se
desconoce o es dudosa se expresa en kg/L, g/L, mg/L, etcétera.
Ejemplo:

Proteina sérica total: 60 a 80 g/L.

Albimina sérica: 33 a 55 g/L.

Globulina sérica: 20 a 36 g/L.

Fibrin6geno en el plasma: 2 a 6 g/L.

Hormona antidiurética en plasma: 2 a 12 pg/mL

Concentracion de sustancias en tejidos. Se expresa en
unidades de masa (si no se conoce la masa molecular) o en
moles (si se conoce la masa molecular) por kilogramo de tejido
seco o humedo. Ejemplo:

g/kg, mg/kg o mol/kg, mmol/kg, etcétera.

Concentracion de iones hidrégeno. La concentracion de
hidrogeniones en los liquidos bioldgicos se expresa en nmol/l, asi
como en unidades de pH. El valor del pH se define como el
logaritmo negativo de la actividad de los iones hidrogeno (pH = -
log H"), esta actividad puede determinarse potenciométricamente
con la ayuda de un pH-metro.

Actividad enzimética. La unidad S| de actividad catalitica es
mol por segundo: mol/s (también llamado katal, simbolo: kat) y

corresponde a la cantidad de enzimas que se necesita para
transformar un mol de sustrato por segundo.

La actividad también puede ser expresada en términos de
unidades (simbolo: U). Por definiciéon, una unidad es igual a la
cantidad de enzima necesaria para la formaciéon de un micromol
de producto por minuto (umol/min). La actividad especifica de
una enzima se define como la cantidad de producto que se forma
por 1 miligramo de enzima por minuto.

MATEMATICAS PARA EL LABORATORIO
Notacion cientifica o exponencial

Cuando se expresan cantidades muy grandes o muy
pequefias, como es el caso frecuente en bioquimica, la dificultad
de escribir y manipular muchos ceros se evita con el uso de la
notacién exponencial o cientifica.

En la notacion exponencial todo nimero puede expresarse como
una potencia entera de 10, o como un producto de dos nimeros,
uno de los cuales es una potencia entera de 10. Ejemplo: el
ndamero de Avogadro, seiscientos dos sextillones, se escribe:

602 000 000 000 000 000 000 000
y en la notacidon exponencial como una cantidad decimal
multiplicada por 10 elevada a la potencia apropiada = 6.02 x 1023.
Como ejercicio, examine las cantidades siguientes:

200=2x10x10=2x 10"

205 =2.05 x 10
205 000 = 2.05 x 10

12



0.205=2.05x 10"
0.000 205 = 2.05x 10

-7
0.000 000 1= 1/10 000 000 = 1 x 10

El exponente de la base 10 para numeros mayores de la
unidad es el nimero de lugares desde la coma o punto decimal
separada de la primera cifra significativa:

205 =2.05x 102 = 2 lugares

Para fracciones decimales menores de la unidad se separa la
primera cifra distinta de cero después de la coma decimal y se
cuentan los lugares hacia la izquierda hasta la coma decimal,
incluso la cifra separada y el nUmero es el exponente negativo:

0.000 205 = 0.000 “2"05

del 2 a la coma decimal son 4 lugares; por lo tanto, es :
2.05x 10~

Las operaciones de multiplicar y dividir, elevar a potencias o
extraer raices se facilitan manipulando los exponentes segun
reglas muy sencillas. La porcidon decimal no exponencial se opera
en forma ordinaria, lo que reduce el manejo a tres cifras
significativas como maximo; los exponentes se suman
algebraicamente para multiplicar, se restan para dividir, se
multiplican por una potencia deseada para tener el exponente de
la misma y para encontrar raices se divide el exponente entre el
indice de la raiz. Ejemplos:

6 3 9 10
6x10 por3x10 =18x10 =1.8x10

6+3 9
yaque6x3=18y 10 =10

6x 10 entre 3x10 =2x10°
6-3 3
yaque6/3=2y10 =10

Para la adicion y la sustraccion usando notacién cientifica,

primero se escribe cada cantidad con el mismo exponente n.
Luego se realiza la operacion deseada entre los valores N1 y N2,

donde N7 y N2 son los ndmeros obtenidos con el mismo
exponente; estos ultimos permanecen iguales. Ejemplo:

(5.1x10°) + (3.4 x 10°) = (0.51 x 10°) + (3.4 x 10°) = 3.91 x 10"
El método del factor unitario en los calculos

El procedimiento que se utilizara para resolver problemas que
incluyan conversion de unidades se denomina método del factor
unitario. Esta técnica se basa en las propiedades del numero 1,
es decir

» Cualquier niumero al ser multiplicado por uno, sigue siendo el
mismo numero (1 x 5 = 5).

* El nimero 1 puede ser escrito como el cociente de cualquier
namero dividido por si mismo (3/3 6 6/6).

* Se puede tomar cualquier ecuacion y dividirla por uno de los
miembros para obtener una razén igual al niumero 1.

Por ejemplo, dada la ecuacion:
1 minuto = 60 segundos, obtener la razén igual al nimero 1.
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1 minuto = 60 segundos
1 minuto 1 minuto

1= 60segundos 6 1= 1 minuto
1 minuto 60 segundos

Estas razones o factores que son equivalentes al nimero 1 se
conocen como factores unitarios, factores de conversion o
coeficientes de conversion.

El reciproco de cualquier factor unitario es también un factor
unitario.

En ambos casos el numerador y el denominador describen la
misma cantidad, por lo que se puede efectuar conversiones entre
diferentes unidades que miden la misma cantidad.

El método del factor unitario consiste en:

1. Tomar una relacion entre unidades y expresarla en forma de
una ecuacion,

2. Luego expresar la relacion en forma de una fraccion (llamada
factor de conversién) y, por ultimo;

3. Multiplicar la cantidad dada por ese factor. En esta
multiplicacion, las unidades idénticas se multiplican o
cancelan como si fueran numeros.

Ejemplo: ;Cuantos pl hay en 0.00005 L (5 x 10° L)?

1)1uL =10°L 6 1L=10"pL

2) 10°% uL
1L

5 [-5+ 6] 1
3)5x10 Lx= 5x10 =5x10 pL =50pL.

En este método las unidades se acarrean en todo el
proceso del célculo. Por lo tanto, si la ecuacion se establece en
forma correcta, todas las unidades se cancelan excepto la
deseada.

Logaritmos

El logaritmo de un numero es el exponente o potencia de
unabase determinada que se requiere para obtener el nimero. Si
el numero “a” elevado a la potencia “n” (an) es igual al numero
“N”, entonces “n” es el logaritmo de base “a” del nimero “N.” Es
decir:

sia’ =N entonces n = log, de N

La base “a” puede ser cualquier nimero; en la practica médica
se usa como base el numero 10 y los logaritmos resultantes se
conocen como logaritmos “comunes” o de Briggs. Su simbolo es:
log o log.,,

Los logaritmos son indispensables para manejar los datos
bioquimicos y los estudiantes deben familiarizarse con el uso de
logaritmos en las operaciones comunes.

El logaritmo del producto de dos numeros es igual a la suma
de sus logaritmos:

logaxb=loga+logb
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El logaritmo del cociente de dos numeros es igual al logaritmo
del dividendo menos el logaritmo del divisor:

loga/b=loga-logb

El logaritmo de la potencia “n” de un numero es igual a "n"
veces el logaritmo del niumero:

Iogas=3xloga

El antilogaritmo es el nimero que corresponde a un logaritmo
dado, es decir:

Si x es el logaritmo de y, entonces y es el antilogaritmo de x. Por
ejemplo, si 2 es el logaritmo de 100, entonces 100 es el
antilogaritmo de 2.

If x is the logarithm of y, then y is the antilogarithm of x.
Graficas

"Una figura equivale a mil datos en una tabla numérica" y asi
como se construye un modelo para visualizar un conjunto
complejo de hechos, se utiliza una grafica para presentar los
datos experimentales en tal forma que facilmente se asimilen y
aprecien sus relaciones cuantitativas.

Se llama gréfica a la representaciéon esquematica de las
variaciones que sufren las distintas magnitudes que intervienen
en los fendmenos fisicos, quimicos, bioldgicos, sociales o de
cualquier ofra indole. Tiene por objeto mostrar rapida e

intuitivamente la relacidbn que guardan las magnitudes
comparadas.

Entre las diferentes clases de graficas que existen las mas
importantes son:

Gréfica poligonal. Consiste en expresar las variaciones de un
fendmeno continuo por medio de puntos y de representar la
marcha de dicho fendmeno por medio de una linea que une esos
puntos.

Para elaborar una gréfica poligonal se trazan en un papel, de
preferencia milimétrico, dos rectas perpendiculares entre si que
se corten en cero. En cada una de ellas se representara una de
las magnitudes que se van a relacionar. El punto cero (0) se
llama origen y la rectas son los ejes. Para referirse al eje X
generalmente se dice: eje horizontal o eje de las abscisas
(variable independiente) y para el eje Y: eje vertical o eje de las
ordenadas (variable dependiente).

Los ejes dividen su propio plano en cuatro regiones llamadas
cuadrantes que se numeran |, Il, Il 'y IV. En el laboratorio
utilizamos habitualmente sélo el primer cuadrante.

Las distancias a la derecha de 0, a lo largo del eje X, se
consideran como positivas y las de la izquierda como negativas.
Similarmente, hacia arriba de 0, a lo largo del eje Y, se miden las
distancias positivas y hacia abajo de 0, los valores negativos.

Después se trazan los puntos cuyas distancias a uno de los
ejes sean proporcionales a la magnitud que se va a representary,
finalmente, al unir estos puntos por medio de segmentos de recta,
se tiene la grafica poligonal.
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Grafica posicion vs. tiempo
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Nota: por lo general, es mejor que la curva llene una parte
considerable de la pagina. Muy bien puede usarse la misma
unidad de medida sobre los dos ejes, pero a menudo los valores
tienen un campo de variabilidad muy amplio, lo cual hace
necesario usar diferente escala para cada uno de los ejes.

Diagrama en barras. Cuando se quieren expresar simples
comparaciones de medidas entre si o para representar un
fendbmeno discontinuo se emplean las barras, que pueden ser
horizontales o verticales.

Barras verticales. Las magnitudes se representan por medio
de rectangulos, barras de base igual que descansan en el eje de
las abscisas y cuya altura es proporcional a la intensidad del
fendmeno y se mide en el eje de las ordenadas.

Seats European Parliament Election 2004

EUL PES EFA EDD ELDR EPP UEN Otos
Group

Barras horizontales. Las barras descansan sus bases en el eje
de las ordenadas y el fendbmeno se mide en el eje de las
abscisas.

Grafica de sectores circulares. Para hacer una grafica de este
tipo hay que tener en cuenta que el circulo debe tener el total de
las magnitudes que se van a representar.

PROGRAMA TELEVISIVO

*Documentales

Los sectores circulares son proporcionales a las magnitudes
que representan, magnitud que se mide en grados de
circunferencia. Para determinar el nimero de grados que deben
tener dichas partes se plantearan una serie de reglas de tres para
cada una de ellas en las cuales se consideran: como 100% a la
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suma total de las magnitudes que se quieren graficar; para
obtener en cada caso el porcentaje correspondiente, se pasara a
grados, considerando 360° como 100% y procediendo entonces
a hacer la gréfica.
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Fig.1.1. Curva patréon de glucosa.

ALGUNOS METODOS UTILIZADOS EN BIOQUIMICA

Centrifugacion

Un método muy util en el laboratorio para separar sustancias
de diferente densidad suspendidas en un liquido es la
centrifugacion; en ella, la accion de la fuerza centrifuga da como
resultado que las particulas pesadas se sedimenten rapido que
las particulas ligeras.

La fuerza centrifuga depende de la masa (m), de las
revoluciones por minuto (n) y de la distancia radial (r) y se
expresa por la férmula:

f (en dinas) = 0.01096 n° m r

En el sistema métrico decimal, la unidad de f es la dina, la de
m es el gramo y la de r es el centimetro. Ejemplo: si se coloca un
gramo de agua en un tubo de centrifuga y se rota a 2 000 rpm
(revoluciones por minuto) a una distancia radial de 16 cm, la
fuerza es:

f=0.01096 x 2000° x 1 x 16 = 701 440 dinas

Una masa de un gramo de agua (que corresponde a un
mililitro) es atraido al centro de la Tierra con una fuerza de 980
dinas, de acuerdo con la ley de la gravitacién de Newton. En la
Tierra ese mililitro de agua pesa 1 gramo. Si se saca el cociente
de las dos fuerzas:

From =701440dinas =716
I:reposo 980 dinas

Es decir, sobre ese mililitro de agua, a esas revoluciones por
minuto, se ejerce una fuerza que corresponde a 716 veces la de
la gravedad, por lo que pesaria, en el fondo del tubo, 716 veces
mas que en el tubo en reposo, es decir, 716 g. Ese mismo mililitro
pesaria en la Luna 0.16 g, porque la fuerza de gravedad de la
Luna es 0.16 veces la de la Tierra. Recordar que masa (cantidad
de materia) y peso (fuerza) son dos conceptos diferentes.
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La centrifugacion y ultracentrifugacion son operaciones que se
basan en el principio anterior y que permiten separar los
componentes de una mezcla.

Las centrifugas ordinarias operan a rotaciones menores de
10 000 revoluciones por minuto (rpm). En cambio, las
ultracentrifugas operan en camaras refrigeradas, evacuadas de
aire, y se alcanzan velocidades de 20 000 a 70 000 rpm.

La sedimentacion en la ultracentrifuga se expresa en unidades
Svedberg (simbolo: S) y se aplica a la comparacién practica de
tamafos moleculares que no soélo dependen de la masa de las
moléculas implicadas sino también de su forma. Es importante
considerar que los valores de Svedberg no son aditivos, es decir,
dos particulas 5S no crean una particula 10S. Sin embargo, hay
una correspondencia tosca que para las proteinas esféricas es
de:

2S = 10kdal
4S8 = 50 kdal
8 S = 160 kdal
16 S = 400 kdal

La unidad Svedberg es igual a 10_13segundos; no pertenece al
S| y puede suplirse por 0,1 picosegundos (ps) o 100
femtosegundos (fs). En las moléculas menos densas que el
medio de suspensiéon, como las lipoproteinas, el desplazamiento
es hacia la superficie y se expresa en Svedberg de flotacion (Sf) y
permite la clasificacién en: LDL, HDL y VHDL (low density, high

density y very high density) con Sf de 0 a 10, 10 a 400 y las muy
densas que no flotan y tienen una densidad mayor de 1.

El peligro del mal uso de la centrifuga deriva de la enorme
fuerza que alcanza en el radio de rotacion y el “peso” de las
sustancias colocadas en el campo gravitacional del aparato.

Se debe tener cuidado con los siguientes puntos:

1. Los tubos en las centrifugas deberan colocarse por pares
para que no haya diferencia de peso en un lado de la centrifuga.
Enfrente de un tubo de un peso determinado debe estar otro, en
la misma posicion, con el mismo peso. El descuido de esta regla
implica un desnivel que, a las velocidades y fuerzas sefialadas,
puede romper los tubos y dafiar el aparato. Para balancear por
pares los tubos lo mejor es usar una balanza de dos brazos y
ajustar el peso hasta que sea idéntico.

2. Para no forzar el motor arranquese gradualmente la centrifuga
hasta alcanzar la velocidad requerida.

3. Nunca se frene una centrifuga; déjese parar por su propia
inercia; el no hacer esto conduce a que se agite el contenido
de los tubos y se eche a perder el trabajo.

4. No alzar las tapas de la centrifuga cuando esta en
movimiento.

5. Ante cualquier dificultad o duda consulte al profesor.

Potenciometria
Muchas de las reacciones que se realizan en las células son

reacciones de oxidacion y de reduccion, es decir, en las que se
transfieren electrones.
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La electroquimica estudia las reacciones quimicas en las que
hay transferencia de uno o mas electrones. La oxidacion es la
pérdida o liberacion de electrones y la molécula que los cede se
denomina agente reductor. La reduccion es la ganancia de
electrones y la molécula que los acepta se denomina agente
oxidante.

Cuando se oxida un agente reductor, se transforma en su
forma oxidada y como la reaccion es reversible las formas
oxidada y reducida del compuesto constituyen un par conjugado
llamado par redox o par de oxidorreduccion.

El proceso de oxidacidén siempre va acompanado del proceso
de reduccidon ya que los electrones que cede una molécula
reductora son aceptados por una molécula oxidante, lo cual
constituye las reacciones de oxidorreduccion o reacciones redox.

La determinacién cuantitativa de la concentracion de las
moléculas oxidantes y reductoras en una solucion es el objeto de
estudio de la potenciometria. En esta técnica se determina el
potencial eléctrico generado por la transferencia de electrones en
una reaccién redox en la cual estén involucradas las moléculas a
estudiar. Este potencial se mide en una celda electroquimica. La
celda mas comun es la de Daniell (Fig. 1.2), en la que en dos
compartimientos separados que contienen MgSO, y CdSO, se
colocan magnesio y cadmio metalico, respectivamente; las dos
soluciones se conectan por un puente salino (un tubo que
contiene agar embebido en una solucion de un electrolito como el
KCI). Cuando los dos electrolitos se conectan por un alambre
metalico, ocurre un flujo de electrones del electrodo de magnesio

al electrodo de cadmio, el cual puede ser medido por medio de un
voltimetro. Cuando el magnesio cede los electrones se convierte
en ion soluble, mientras que el cadmio disuelto, al aceptar los
electrones, se convierte en cadmio metalico que se deposita en el
electrodo. El puente salino cierra el circuito eléctrico entre las dos
soluciones.

El hecho de que fluya una corriente eléctrica del polo negativo
(catodo, que en este caso es el electrodo de magnesio) al polo
positivo (anodo, que en este caso es el electrodo de cadmino),
significa que hay una diferencia de potencial entre los electrodos
denominada fuerza electromotriz (fem) de la celda. Dado que el
potencial de un electrodo esta relacionado con la magnitud de
cargas negativas existentes, la diferencia de potencial compara
las cargas relativas existentes en dos puntos. Se denomina
potencial de electrodo (E) a la diferencia de potencial respecto a
un electrodo de referencia arbitrario y depende de la
concentraciéon de las moléculas en la solucién y de la
temperatura.

En general, el potencial de los electrodos se mide con
referencia al electrodo de hidrégeno al que se le ha asignado.
En general, el potencial de los electrodos se mide con referencia
al electrodo de hidrégeno al que se le ha asignado
arbitrariamente un potencial de cero a 259 C a una concentracién
de 1 mol/L y una presién del gas de una atmoésfera. Sin embargo,
en la practica es inconveniente porque se trata de un electrodo
gaseoso.
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Fig. 1.2 Celda de Daniell

Es por ello, que se usan otros electrodos de referencia, como
el de calomel, en el cual el sistema de medicién es mercurio y
cloruro mercuroso. En el caso de este electrodo, como sucede
con todos los pares redox, debe calibrarse con respecto al
electrodo de hidrogeno.

Los pares redox de interés para el bioquimico incluyen a
menudo al ion hidrégeno como reactivo o como producto, por lo
que tales sistemas dependen del pH del medio.

Hay diferentes tipos de electrodos: los metalicos (como los de
la celda de Daniell), los metalicos-sal insoluble (como el de
plata/cloruro de plata), los gaseosos (como el de hidrégeno, que
se adsorbe sobre platino), los electrodos selectivos de iones (que
pueden ser para aniones o para cationes) y los de vidrio (que son
electrodos selectivos de iones, especiales para determinar H+).

La determinacion mas precisa del pH se realiza en un pH-
metro que consiste, fundamentalmente, en un potenciémetro
diseflado para emplearse con un sistema de electrodo de vidrio.
Como una unidad de pH corresponde a 59 milivoltios a 25° C, el
mismo medidor se puede usar con dos escalas para hacer
lecturas en mv o en pH. El electrodo de vidrio consiste en una
membrana de vidrio situada al final de un tubo de vidrio o plastico
de paredes mas gruesas. El pH se determina midiendo la
diferencia de potencial a través de la membrana de vidrio que
separa la solucién a la cual se quiere determinar el pH, de la
solucion de referencia en el interior del electrodo cuya
concentracién de hidrogeniones se conoce.

El esquema del circuito de un potenciometro tipico se
encuentra en la figura 1.3. La sensibilidad del medidor se puede
ajustar para cambios de acuerdo a la temperatura (botén de
control de temperatura).. El medidor se calibra antes de usarlo,
primero con una solucién reguladora de pH 7; se lava el electrodo
con agua destilada o desionizada y se calibra con una segunda
solucién reguladora de pH 4 6 10. Luego se determina el pH de la
solucién problema.

Fig. 1.3. Esquema de un potenciémetro
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Electroforesis

Una particula coloidal o un ion provistos de carga eléctrica
migran hacia el anodo o el catodo bajo la influencia de un campo
eléctrico externo. Si las particulas de una mezcla tienen
diferentes velocidades de desplazamiento, puede aprovecharse
esta propiedad para separarlas. El empleo de fuerzas eléctricas
para lograr esta separacién se llama electroforesis y depende
fundamentalmente de la carga y no de la masa molar de las
particulas cargadas. Esta técnica se ha empleado en la
separacion de proteinas, péptidos, nucleétidos, acidos organicos
y porfirinas, entre otros compuestos. Es importante considerar
que en el caso de una proteina su carga depende del pH del
medio, por lo que es posible emplear la técnica para determinar el
punto isoeléctrico de la misma.

Si se aplica un campo eléctrico a través de una solucion, la
fuerza que actia sobre las moléculas cargadas depende de la
carga eléctrica (e); del nimero de cargas en la molécula (z), y de
la fuerza del campo eléctrico (E). Inmediatamente después de
poner a funcionar el campo eléctrico se alcanza una velocidad
constante de migracion de las particulas, ya que la fuerza
impulsora dada por el campo eléctrico se iguala con la fuerza
friccional. La velocidad por unidad de campo eléctrico se
denomina movilidad electroforética. Dado que la friccion depende
del tamafio de la particula y de la viscosidad del medio en que se
mueve, la facilidad con la que se mueve una particula cargada
depende directamente de su carga e inversamente de su tamafio
y de la viscosidad del medio.

Tipos de electroforesis

Electroforesis en geles de agar y agarosa. El agar es una
mezcla de polisacaridos que se obtiene de ciertas especies de
algas marinas. Esta constituido de dos componentes principales:
uno lineal o agarosa y uno ramificado y muy acido llamado agar o
pectina. El agar y la agarosa son solubles en soluciones acuosas
a 1000C vy solidifican a temperatura ambiente; forman geles de
buena firmeza cuando se usan a una concentracion de 0.5 a 2%.
Su estructura se mantiene por numerosos puentes de hidrégeno
entre cadenas adyacentes de polisacaridos. El gel de agarosa
ofrece ciertas ventajas sobre otros soportes; posee una porosidad
elevada y uniforme, lo que favorece la migracion regular de las
sustancias cargadas, lo cual se traduce en una mayor resolucion.

Para realizar la electroforesis en estos medios se prepara el
gel sobre una superficie de vidrio. Una vez solidificado el gel, se
colocan las muestras en los pocillos y se aplica el campo
electrico. La electroforesis en agarosa ha permitido el estudio de
las moléculas del DNA, cuyo tamafo impide que puedan penetrar
en los geles de poliacrilamida, pero que penetran facilmente en
geles de agarosa a 0.2%, si tienen un peso hasta de 150 x 106, o}
a 0.8% si pesan hasta 50 x ‘IOG.

Es posible separar moléculas de DNA que difieren so6lo 1% de
peso molecular segun sea la concentracion de la agarosa. Para
detectar las bandas, se sumerge el gel en una solucion de
bromuro de etidio el cual se pega al DNA vy fluoresce cuando se
excita con luz ultravioleta. El peso molecular se determina por la
distancia de migracion. También se han usado estos geles de
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agarosa para la obtencién de mapas de restriccion, los que
permiten ver diferencias entre dos moléculas de DNA, localizar
mutaciones, detectar recombinaciones de fagos, aislar
fragmentos de DNA deseados, distinguir entre el DNA lineal,
circular o superenrollado.

Electroforesis en geles de poliacriamida. Los geles de
poliacrilamida son geles totalmente sintéticos que han sustituido a
los geles de almidon en el estudio rutinario de proteinas por
métodos electroforéticos. Esto ha sido posible gracias a la gran
facilidad con que puede variarse el poro del gel segun el
contenido total del monémero y su grado de entrecruzamiento.
Dada su capacidad de filtrador molecular, se ha empleado para
separar compuestos con base en su peso molecular para lo que
se usa lauril sulfato de sodio (SDS) con el objeto de evitar las
diferencias individuales en las cargas de las proteinas.

Los sistemas electroforéticos que se usan pueden ser
continuos, en los que se utiliza el mismo amortiguador en los
tanques de los electrodos y en el gel, y discontinuos, en los que
se utiliza un amortiguador en los tanques de los electrodos y otro
diferente para el gel. En uno de los sistemas discontinuos mas
utilizado se utiliza un gel concentrador de poro abierto (para
concentrar en una sola banda los componentes de una mezcla) y
un gel separador de poro cerrado, en donde se resuelven los
componentes de la mezcla. A los geles se les puede incorporar
sustancias disociantes como la urea y el SDS. También pueden
emplearse agentes reductores como el 2 mercaptoetanol o
ditiotreitol para romper los puentes disulfuro de las proteinas.

Las dos aplicaciones principales de la electroforesis
discontinua son la determinacién de la pureza de proteinas y el
analisis de los componentes de una mezcla. La electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS también se ha
empleado en la determinacion de los pesos moleculares de
proteinas.

Electroenfoque. Si se coloca una proteina en un gradiente de
pH sujeto a un campo eléctrico, se movera hasta alcanzar su
punto isoeléctrico, donde permanecera sin moverse. Esta técnica
es lo que se conoce como electroenfoque. Para formar un
gradiente estable y continuo de pH se usan anfolitos sintéticos de
una gran variedad de pesos moleculares y rangos de pH. Cuando
se establece el campo eléctrico, los anfolitos migran y generan el
gradiente de pH segun sus propios puntos isoeléctricos. Esta
técnica ha sido utilizada en combinacién con la separaciéon por
pesos moleculares en la electroforesis bidimensional como
método de analisis de proteinas.

SOLUCIONES

Una solucién es una mezcla homogénea de por lo menos dos
componentes: una fase dispersa, que es el soluto (sustancia que
se disuelve), y una dispersora que constituye el solvente o
disolvente (la sustancia que disuelve al soluto) y que,
generalmente, se encuentra en mayor proporcion. Las soluciones
mas utilizadas en bioquimica son las que tienen agua como
solvente.
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La solubilidad de un soluto en un solvente depende de la
naturaleza de éstos, de la temperatura y, en el caso de un gas,
de la presion. La solubilidad generalmente esta dada en gramos
de soluto por 100 g de solvente.

Se llaman soluciones diluidas las que contienen una
proporciéon relativamente pequefia de soluto; se llaman
soluciones concentradas las que contienen una gran cantidad de
soluto. Sdélo son posibles soluciones concentradas cuando el
soluto es muy soluble.

Una solucion saturada contiene la cantidad de soluto disuelto
necesaria para la existencia de un equilibrio entre las moléculas
disueltas y las moléculas en exceso que no estan disueltas. Esta
solucion se forma por medio de una vigorosa agitacién con
exceso de soluto. Existe una solucion sobresaturada cuando en
la solucidon hay presente mas soluto que en una solucion
saturada. Para prepararla se forma una solucién saturada a
temperatura elevada y se enfria cuidadosamente para evitar la
cristalizacion. Las soluciones sobresaturadas son inestables y
con facilidad se convierten en soluciones saturadas.

Las mencionadas soluciones son poco precisas y no indican,
de manera cuantitativa, la cantidad del soluto y del solvente; los
métodos cuantitativos mas comunes, que sirven para expresar la
concentracién (la medida numérica de la cantidad de soluto en la
solucion) de las soluciones, son las porcentuales, las molares y
las normales.

Soluciones porcentuales

En las soluciones porcentuales no se toma en cuenta el peso
molecular o peso formula del soluto. En este tipo de soluciones
se debe especificar si la relacion es peso a peso (p/p), peso a
volumen (p/v) o volumen a volumen (v/v). Ejemplos:

Solucién porcentual p/p. Solucién al 10% de NaCl contiene 10
g de la sal por 100 g de solucion. El peso/peso porcentual
expresa el numero de gramos del soluto en 100 gramos de la
solucién final.

% p/p = gde soluto x 100
100 g de solucion

Solucién porcentual p/v. Solucién de NaCl a 10% p/v: 10 g de
NaCl en 100 mL de solucién. Esto expresa el numero de gramos
de soluto en 100 mL de la solucién final. En bioquimica, si no se
especifica otra situacién, las soluciones porcentuales deben
entenderse como p/v.

% p/lv = gdesoluto x 100
100 mL de solucién

Solucién porcentual v/v. Se utiliza cuando el soluto y el
solvente son liquidos. El v/v indica los mililitros de soluto por 100
mililitros de solucién. Por ejemplo, una solucién de etanol al 30%
v/v tiene 30 mL de éste en 100 mL de solucién. Esto quiere decir
que por cada 100 mL de solucion, 30 mL corresponden al soluto y
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el resto, hasta completar 100 mL, al agua destilada o al solvente
empleado.

% viv = mL de soluto  x 100
100 mL de solucion
Es importante insistir que los términos porcentuales expresan
siempre una relacién, es decir, podemos variar los volimenes
siempre y cuando no perdamos dicha relacion. Por ejemplo, si
nos pidieran preparar 50 mL de una solucién de alcohol etilico al
20%, seguiriamos el siguiente planteamiento:

100 mL de sol. tienen 20 mL de alcohol puro
50 LI de sol. tienen x mL de alcohol puro

X=20x50 x10
100
Resultado: necesitamos 10 mL de alcohol puro y completar un
volumen de 50 mL.

El alcohol etilico comun es de 96% de pureza (v/v). Por lo
tanto, si no contamos con alcohol puro y quisiéramos preparar
una solucidon de alcohol  20%, seguiriamos el siguiente
planteamiento:

100 mL de sol. tienen 96 mL de alcohol puro
X mL de sol. tienen 20 mL de alcohol puro

X=20x 100 = mL de solucién
96
Resultado: necesitamos 20.83 L de solucion de alcohol a
96% y completar a un volumen de 100 mL.
Si tan sélo queremos 50 mL de esta nueva solucion,
entonces:

100 mL de sol. de alcohol a 20% tienen 20.83 mL de alcohol a
96%
50 mL de sol. de alcohol a 20% tienen X mL de alcohol a 96%

X=50x20.83 =10.41 mL
100
Resultado: necesitamos 10.41 mL de alcohol de 96% y completar
con agua destilada hasta un volumen final de 50 mL.

Soluciones molares

Una solucion molar se define como el nimero de moles de
soluto en un litro de solucioén:
M= No. de moles
litro de solucién

donde un mol es igual al peso atémico o molecular expresado en
gramos (atomo gramo o molécula gramo). Un mol contiene el
namero de Avogadro (6.023x1023) de particulas, atomos o
moléculas.

Si un mol de una sustancia se disuelve en agua hasta un
volumen de un litro, se obtiene una solucion 1 molar (1M).

Por ejemplo, si quisiéramos preparar una solucién 1 molar de
NaCl, tendriamos que considerar, primero, su peso molecular
(Na: 23 + ClI: 35.5 = 58.5) y este valor en gramos disolverlo en
agua, hasta completar un litro.

Ahora bien, si nos piden preparar 400 mL de una solucion
0.5 M de NaCl: 4 cuantos gramos de NaCl deben pesarse?
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1. Sabemos que un mol de NaCl es de 58.5 g.
2. Haremos el siguiente planteamiento:

Una sol. 1M tiene 58.5g de NaCl.

Una sol. 0.5M tiene X g de NaCl.

X=0.5x58.5 =29.25 g de NaCl
100
3. De acuerdo con la definicidon de solucién molar, los 29.25 g de
NaCl los consideramos en un litro de solucién, pero como nos
piden preparar 400 ml haremos el siguiente planteamiento:
En 1000 mL de sol. hay: 29.25g de NaCl
En 400 mL de sol. hay: X g de NaCl

X=400x29.25 = 11.7 g de NaCl
1000

Resultado: necesitamos 11.7 g de NaCl y disolverlo hasta
completar un volumen de 400 mL

Soluciones normales
Una soluciéon 1 Normal es la que contiene el peso equivalente de
una sustancia en gramos por litro de solucion:

1 N = peso equivalente
litro de solucion

donde el peso equivalente corresponde a los gramos de una
sustancia que se combina con un gramo de hidrégeno.

Peso equivalente = peso molecular
n

n = numero de hidrégenos sustituibles o valencia o # de
carga positiva dada por los cationes

El peso equivalente de un éacido se calcula dividiendo el peso
molecular entre el nimero de atomos de hidrégeno sustituibles en
la molécula. El acido sulfdrico (H,SO,), de peso molecular 98,

tiene dos atomos de hidréogeno sustituibles en la molécula
(valencia de 2); por lo tanto, su peso equivalente es: 98/2 = 49 g.

H,SO4 > 2 H" + SO%,
dos hidrégenos con carga positivas por lo tanto valencia = 2

El peso equivalente de un hidroxido se calcula dividiendo el

peso molecular entre el nimero de grupos hidroxilo (OH ) de la
molécula. El hidroxido de aluminio Al (OH), contiene tres grupos

OH por molécula (valencia de 3) y su peso molecular es de 78;
por lo tanto, su peso equivalente es 78/3 = 26 g.

AI(OH); --> AI"* + 3 "OH
Tres cargas positivas del Al por lo tanto valencia = 3

El peso equivalente de una sal se calcula dividiendo el peso
molecular entre la valencia total de los cationes (cargas positivas)

que contenga la formula. La valencia del sodio es 1, y el sulfato
de sodio Na,PO, tiene un peso molecular de 163.9 y tres iones

de sodio en cada molécula (valencia de 3); por lo tanto, el peso
equivalente del fosfato de sodio sera 163.9/3 = 54.6 g.

Na,PO,—-> 3 Na" + PO,*
Tres cargas positivas de los 3 sodios por lo tanto valencia = 3
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El peso equivalente de un oxidante (reductor) se calcula
dividiendo el peso molecular entre el nimero de electrones que
puede ganar o perder la molécula (valencia).

Si se disuelve un peso equivalente de un compuesto hasta un
volumen de un litro se obtenie una solucién 1 normal (1 N). Por
ejemplo, si quisieramos preparar una solucion 1 N de NaCl,
tendriamos que calcular primero su peso equivalente. Para esto
hay que considerar el peso molecular (Na* :23 + CI": 35.5 = 58.5
g) y su valencia (1).

NaCl -> Na" + CI
una carga positiva de Na* por lo tanto valencia 1

Peso equivalente = Peso equivalente
Valencia

= 58.56 =58.5¢
1

y estos gramos se disuelven en agua hasta completar un litro.

Ahora bien, si se nos piden 150 mL de una solucién 0.5 N
NaCl ¢ Cuantos gramos de NaCl deben pesarse?
1) Sabemos que una solucion 1N de NaCl tiene un peso
equivalente de 58.5 g en un litro.
2) Hacemos el siguiente planteamiento:

una solucion 1N tiene 58.5 g de NaCl

una solucion 0.5 N tiene X g de NaCl

X = (0.5 N)(58.5) = 29.25 g

3) De acuerdo con la definicion de solucion Normal, los 29.25 g
de NaCl los consideramos en un litro de solucién, pero como nos
piden preparar 150 mL hacemos el siguiente planteamiento:

En 1000 ml de solucién hay 29.25 g de NaCl
En 150 ml de solucién hay X g de NaCl

X'=(150)(29.25)=4.38 ¢
1000

Resultado: se necesita pesar 4.38 g de NaCl y disolverlos hasta
completar un volumen de 150 mL para obtener una solucién 0.5
N.

Soluciones osmolares

El fendmeno de la 6smosis se presenta cuando una solucion
estd separada de su solvente o de una soluciéon con una de
diferente concentracion de soluto por una membrana
semipermeable. La 6smosis es la difusion de solvente a través de
la membrana desde la parte de menor a la de mayor
concentracion. La presidon osmoética es la presidon que debe
aplicarse sobre la soluciéon de mayor concentracion a fin de
impedir el paso del solvente (6smosis) a través de la membrana.

Las membranas biolégicas tienen permeabilidades distintas y
se dice que son semipermeables, es decir, que son permeables
de forma selectiva para las moléculas del solvente o pequefias
moléculas, pero no permiten el paso libre de todas las moléculas
disueltas.
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Las mediciones cuantitativas demuestran que la presion
osmoética es proporcional a la concentracion molar (para
sustancias no disociables) del soluto, por lo que una soluciéon
osmolar es aquella que contiene un mol de la sustancia en un litro
de solucion; el osmol es una medida del numero total de
particulas en solucién. La concentracion expresada en osmol por
litro se llama osmolaridad; el osmol por kilogramo de disolvente
se denomina osmolalidad; en las soluciones muy diluidas, como
son las del cuerpo humano, las dos medidas son tan cercanas
que con gran frecuencia se utilizan indistintamente.

La presion osmotica depende del niumero de particulas y no de
su carga, ni de su masa; la misma fuerza osmotica es ejercida
por una molécula grande, como una proteina, con peso molecular
de varios miles y muchas cargas, como por una molécula de
glucosa o un ion de Na' o de CI. Asi, para determinar el efecto
osmético de una solucion hay que sumar los efectos de todas las
particulas incapaces de membrana
independientemente de su peso molecular.

atravesar la

Por ejemplo: el cloruro de sodio en solucién acuosa se disocia
casi completamente en iones sodio (Na+) y cloruro (ClI). Por lo
tanto, cada molécula da origen a dos particulas osmoéticamente
activas, y una solucién 1 molar contiene un mol de catién de Na*
y otro mol de anién de CI por litro, o sea:

1 molNaCl=58.5¢

1 M NaCl = 1 mol Na* + 1 mol CI' = 2 mol de particulas

1 litro 1 litro

=2 osmol = 2 Osmolar
1 litro

Por ejemplo, supongamos que se quiere preparar 300 mL de una
solucién de NaCl 0.2 Osmolar.

Sabemos que una solucion 2 osmolar contiene 58.5 g de NaCl
en 1 L de solucion. Por tanto se hace el siguiente planteamiento:

Una solucién 2 osmolar tiene 58.5 g de NaCl en 1 litro
una solucion 0.2 osmol tiene X g de NaCl en 1 litro.
X =(0.20sm)(58.1)=5.85¢
2 0sm

Estos 5.85 g se encuentran en un litro de solucion, pero como
nos piden preparar 300 ml, hacemos el siguiente planteamiento
para una solucién 0.2 osmolar:

En 1000 mL de solucién hay 5.85 g
En 200 mL de soluciéon hay Xg
X =(5.85)(300 mL)=1.75¢g
1000 mL

Necesitamos 1.75 g de NaCl y disolverlos hasta completar un
volumen de 300 mL y la solucién seria 0.2 Osmolar.

En cambio, la glucosa en solucién no se disocia y para
esta sustancia una solucién 1 osmolar contiene un mol por litro:

1 mol de glucosa/L = 180 g/L = 1 osm/L = 1 Osmolar

La mayoria de los liquidos corporales tiene una
osmolaridad que concuerda con la de una solucién de cloruro de

27



sodio a 0.9 % y se dice que esta solucidn es isosmoética con los
liquidos fisioldgicos.

Soluciones isoténicas

Dos soluciones isoténicas ejercen la misma presion osmética;
es decir, contienen la misma concentracién de particulas
osmoéticamente activas. Cuando se habla de soluciones
isoténicas en el laboratorio, suele tratarse de las que tienen la
misma osmolaridad que el plasma sanguineo, que es
aproximadamente de 0.3 osmolar (300 miliosmoles/L). Las
soluciones fisiologicas de concentracion menor a 300 mosm/| se
llaman hipoténicas; cuando su concentracion es mayor de 300
mosm/l se denominan hiperténicas.

Una solucién es isoténica con respecto a una célula cuando no
ocurre ganancia ni pérdida neta de agua en la célula, y por tanto
no hay un cambio en el volumen de la célula cuando ésta entra
en contacto con la solucion.

El término isotdnico, que significa igualdad de tono, se emplea
en medicina como sinénimo de isosmotico; pero los términos
isoténico y tonicidad so6lo deben emplearse en relaciéon con un
cambio de volumen. Por ejemplo, una solucién de acido bdrico
que es isosmotica con la sangre (porque tiene la misma
osmolaridad que la sangre), pero es hipotonica ocasiona
hemdlisis de los eritrocitos porque las moléculas de acido bérico
atraviesan libremente la membrana del eritrocito a favor de su
gradiente de concentraciéon. En consecuencia, isotonicidad
connota compatibilidad fisioldgica (no hay cambio de volumen),
mientras que isoosmoticidad, no necesariamente. Por tanto, la
tonicidad de una solucién no se puede predecir Unicamente por

su composiciéon ya que intervienen también las propiedades
distintivas de la membrana limitante.

Calculo y expresion de diluciones

La dilucién consiste en preparar una solucibn menos
concentrada a partir de una solucién inicial mas concentrada. Las
diluciones se expresan usualmente como una razén matematica,
como 1:10. Esto significa una unidad de solucion original diluida a
un volumen final de 10, esto es, 1 volumen de solucién original
con 9 volumenes de solvente (volumen final = 10).

Para calcular la concentracion de la solucion diluida se
multiplica la concentracion de la solucion original por la dilucién
expresada como fraccion.

Ejemplo: una solucién de 300 mg/100 mL se diluye en la
razon 1:10. La concentracion de la solucién final es:

(300 mg) (1/10) = 30 mg /100 mL.

100 ml
Si se hace mas de una dilucion a partir de una misma solucion,
la concentraciéon de la solucion final se obtiene al multiplicar la
concentracioén original por el producto de las diluciones. Ejemplo:
la solucion anterior se diluye a su vez en la razén 1:100. La
concentracién de la solucion sera: 300 x 1/10 x 1/100 = 0.3
mg/100 mL.

La dilucién y redilucion sistematicas de una solucién se llaman
diluciones seriadas. Para encontrar la concentracién en un tubo
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dado de la serie, se multiplica la dilucidon en ese tubo por cada
una de las diluciones precedentes, incluida la del tubo original.

Ejemplo: hacer una dilucién seriada 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16, a un
volumen final de 1 mL.

Paso 1: a 0.5 mL de la solucién a diluir, afiadirle 0.5 mL
del diluyente y etiquetarlo como tubo 1 (diluciéon 1:2, volumen 1
mL).

Paso 2: transferir a otro tubo 0.5 ml de la dilucién anterior
(tubo 1) y agregarle 0.5 ml de diluyente (dilucién 1:2, tubo 2). La
dilucién final obtenida se calcula al multiplicar la dilucién del tubo
1 (o anterior) con la nueva diluciéon (1/2 x 1/2), igual a 1:4. Los
pasos siguientes se hacen igual que para el paso 2. En el
siguiente cuadro se muestra un resumen de lo anterior.

Paso 3: transferir a otro tubo 0.5 mL del tubo 2 y
agregarle 0.5 mL del diluyente (dilucion Y2, tubo 3) La dilucién
final saria : %2 x 2 x ¥2 = 1/8. Los pasos siguientes se hacen igual
que para los pasos 2 o 3.

Tubo Dilucién

1. 0.5mL(4) =0.5miL(s) = 1:2(4)
0.5mL (4) + 0.5 ml (p) 1 mL (35)

2. 0.5mL(s) =0.5mL (1) =1:4 (4)

0.5 miL(5) + 0.5 ml (;) 1 mL (5)

es decir: 1/2 x1/2 =14

3. 114 x 1/2 =1:8

4, 1/8 x 1/2 =1:16

5. 1716 x1/2 =1:32

(1) Volumen de la solucidn original a diluir.

(2) Volumen del agua necesaria para la dilucion.
(3) Volumen final.

(4) Dilucion obtenida.

(5) Volumen de la solucion diluida 1:2 (o anterior).

MANEJO DE MATERIAL BIOLOGICO

Se le llama material biolégico al conjunto de seres vivos o sus
productos utilizado en el desarrollo del trabajo en el laboratorio.
La utilidad e importancia de este material es muy grande ya que
muchos fendmenos de los seres vivos so6lo pueden estudiarse en
ellos mismos, por ejemplo, la experimentacién de nuevos
farmacos o los mecanismos que se presentan en entidades
patologicas y la produccién de las mismas en forma experimental.
Del correcto manejo dependera en gran parte el éxito de la
experimentacion y la veracidad de los resultados obtenidos. A
continuacion se daran algunas generalidades sobre el manejo del
material bioldgico utilizado en las practicas de este Manual.

Animales

El animal utilizado mas comunmente en el laboratorio de
bioquimica es la rata. Para su correcto manejo es importante la
forma como se sujeta, lo cual se hara con firmeza, pero a la vez,
en forma suave para no lesionarla; no debe demostrarsele miedo
O repugnancia para evitar que se ponga nerviosa e intranquila, lo
que puede ocasionar que muerda.

La palma de la mano se coloca sobre el dorso del animal; la
cabeza de éste entre el dedo pulgar y el dedo indice; de esta

29



manera se logra su inmovilidad y es posible levantar el animal y
moverlo de lugar.

Muchas veces es necesaria la inyeccion intraperitoneal de
alguna sustancia, para lo cual se sostendra al animal con una
mano, como se indicé antes, mientras con la otra se introduce la
aguja de la jeringa formando un angulo de 10° con la pared
abdominal en el cuadrante inferior izquierdo, ligeramente a la
izquierda de la linea media; es importante mantener el angulo de
la aguja porque, si éste se abre, la aguja puede llegar a la vejiga
o al intestino. Para tener la seguridad de estar en la cavidad
peritoneal, hay que jalar el émbolo de la jeringa para que se haga
el vacio; si el vacio no se hace y, por el contrario, se extrae
liquido, es probable que se haya puncionado la vejiga.

Para la extraccion de visceras, como el higado, es necesario
sacrificar al animal, lo cual se logra facilmente y con menor
sufrimiento para la rata anestesiandola o descerebrandola, o
sea, seccionando la médula espinal a nivel del cuello mediante un
golpe certero en este lugar contra el borde de una mesa.
Después se prosigue a la extracciéon de la viscera y se abre la
pared abdominal con unas tijeras o bisturi.

Extraccion de sangre para analisis

El profesor a cargo del grupo debera estar presente en el
momento de la extraccién; de lo contrario, por ningun motivo, el
alumno podra hacerla por su cuenta.

Procedimiento para obtener una muestra de sangre venosa:

1.

Para que un alumno sea considerado como voluntario
deberan tomarse en cuenta algunos antecedentes como: no
padecer o haber padecido hepatitis o alguna otra enfermedad
infectocontagiosa; no tener problemas de coagulacion y no ser
muy aprensivo. El donador (de preferencia con las venas
visibles), estara sentado con el brazo sobre la mesa.

Con una ligadura elastica, aplicar un torniquete en el brazo
por encima del sitio de la punciéon (esto causa congestion
venosa y evita el retorno de la sangre). El uso prolongado del
torniquete causa estasis de la sangre y hemoconcentracion. Si
las venas no se hacen prominentes, pedir al donador que
cierre y abra la mano varias veces. Escoger una vena fija y de
buen calibre, localizarla y palparla con el dedo para sentir su
consistencia y trayectoria; antes de puncionar, asegurarse de
que la jeringa no contenga aire y que el émbolo se deslice
suavemente. Las dimensiones de la aguja y la jeringa
dependen de la cantidad de sangre que se necesita asi como
del tamanio e integridad de la vena que se usa. También se
puede usar el sistema Vacutainer que consiste en un tubo al
vacio, un mango y una aguja recolectora de muestras
multiples.

Limpiar minuciosamente la zona con una torunda humedecida
con alcohol de 70° y dejar secar espontaneamente. Sujetar la
piel con el pulgar izquierdo; puncionar primero la piel y luego
penetrar la vena con el bisel de la aguja hacia arriba siguiendo
el trayecto de la vena.

Después que se ha entrado a la vena, la sangre llenara los
tubos vacios del sistema Vacutainer. Si se usa jeringa, se
necesita una ligera succion con ésta para obtener la muestra
(por lo general, aparece una gota de sangre en la base de la
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aguja). Una succién excesiva puede causar colapso de la
vena. Tirar del émbolo de la jeringa hasta que se haya
extraido la cantidad de sangre deseada.

5. Soltar la ligadura antes de extraer la aguja con un movimiento
rapido y uniforme mientras que se ejerce una presién sobre la
herida con una torunda.

6. Mantener la presion por un momento o hasta que se haya
detenido el sangrado. Cubrir la puncién con una cinta
adhesiva.

7. Retirar la aguja de la jeringa en el contenedor de
punzocortantes y vaciar lo mas pronto posible la muestra de
sangre en un tubo de centrifuga procurando deslizar la sangre
suavemente por la pared del tubo (si es que no se utilizé el
sistema Vacutainer).

Alerta clinica

Si es dificil detener el sangrado de la puncién, elevar la zona y
aplicar una cubierta que presione. Los hematomas se pueden
evitar:

» Usando una buena técnica.

+ Aflojando el torniquete antes de retirar la aguja.

» Aplicando la presién suficiente sobre el sitio de puncién

después de completar el procedimiento.
La sangre obtenida puede tratarse de diferentes maneras
segun el empleo que se le vaya a dar.

Para obtener suero. La sangre se recibe en un tubo de ensayo
o de centrifuga seco y se deja coagular a temperatura ambiente o
en una estufa o bafio de agua a 37° C. Si se va a trabajar
inmediatamente con el suero, separar con un aplicador de

madera el coagulo y centrifugar el resto del tubo. Si se desea la
separacion espontanea del suero, se deja a temperatura
ambiente por unas horas para que el coagulo se retraiga. Debe
evitarse que el suero se mezcle con porciones de coagulo; si esto
sucede, es necesario centrifugar y volver a separar el suero con
una pipeta Pasteur.

Para obtener plasma. Hay que evitar la coagulacién por medio
de un anticoagulante (heparina, citrato de sodio o EDTA) en el
tubo que recibe la sangre.

Mezclar suavemente por inversion. Centrifugar a 2 500 rpm
durante 5 minutos y extraer enseguida el plasma sobrenadante
con una pipeta Pasteur; pasarlo a otro tubo.

La sangre, el plasma o el suero y todos los recipientes que los
contengan deben considerarse como material potencialmente
infectante, por lo que (torundas, agujas, tubos, etcétera) deberan
depositarse, de acuerdo a su clasificacion, en envases que
tengan impreso el simbolo de riesgo biologico y entregarse a la
coordinacién del laboratorio para su desinfeccion y desecho.

MEDIDAS DE SEGURIDAD
Durante el desarrollo del curso de bioquimica, en el laboratorio

se pueden llegar a utilizar sustancias o muestras bioldgicas que,
en ocasiones representan riesgos potenciales a la salud, debido a
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que pueden ser: corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas,
inflamables o biolégico infecciosas.

Aunque los laboratorios se consideran en general lugares de
trabajo seguros, esto es asi s6lo cuando conocemos y seguimos
las normas de seguridad existentes en la materia acerca de la
clasificacion, manejo y disposicion final de estas sustancias, lo
cual nos permite identificar los peligros y disminuir los riesgos.

Manejo de materiales peligrosos y/o biolégico infecciosos

Precauciones generales: Se refieren a las medidas para
difusion de enfermedades transmisibles,
especialmente hepatitis B o SIDA y para evitar incendios,
cortaduras o exposiciones simples, de corta duracion o
accidentales a sustancias quimicas peligrosas.

minimizar la

1. Manejar cualquier liquido corporal, sangre, plasma, suero,
tejido, cadaver o cultivo como potencialmente
infeccioso. Todas las sustancias quimicas proporcionadas,
equipos y materiales del laboratorio deberan ser utilizados con
el maximo cuidado, atendiendo a las indicaciones de
peligrosidad y cuidados especificos, segun el caso.

orina,

2. Se debe conocer los simbolos y los codigos de color sobre las
precauciones y los peligros en el laboratorio. Asegurarse de
conocer la localizacion de extinguidores, del botiquin y de las
salidas de emergencia.

3. Usar bata en el laboratorio, la cual debera estar cerrada
durante todo el tiempo que se permanezca en el laboratorio.

a)

b)

Lavar las manos y usar guantes. Los guantes deben usarse
para efectuar punciones vasculares y para manipular sangre,
liquidos corporales, cultivos de microorganismos, sustancias o
superficies contaminadas. Después del uso de cualquier
material bioldgico, se procede al lavado de manos con los
guantes puestos. Después de quitarse los guantes debemos
lavarnos nuevamente las manos.

Todos los materiales desechables y no desechables se deben
descontaminar en una solucion 1:10 de hipoclorito de sodio de
4 a 7 % de concentracion, durante mas de 20 minutos antes
de ser desechados.

Los elementos punzocortantes deben desecharse en
recipientes especiales destinados para ello, los cuales deben
estar etiquetados con la leyenda que indique "Peligro,
residuos punzocortantes biologico-infecciosos" y marcados
con el simbolo universal de riesgo biolégico. Nunca
reencapuchar las agujas

Limpiar las superficies potencialmente contaminadas con
hipoclorito de sodio al 1%, con alcohol al 70% o con agua
oxigenada.

Todas las sustancias quimicas son potencialmente toxicas y
peligrosas, por lo que se debera:

Conocer las propiedades (venenosas, causticas o corrosivas)
y el uso correcto de las mismas.

Nunca probar, asi como tampoco inhalar, directamente las
sustancias. Para determinar el olor se acerca la tapa del
frasco cuidadosamente a la nariz, o bien, si se trata de
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10.

11.

sustancias volatiles o vapores acercar éstos con la mano a la
nariz.

Evitar el contacto de sustancias con la piel, especialmente la
cara; usar bata y guantes para proteger la ropa y el cuerpo;
nunca dirigir un tubo de ensayo o la boca de un matraz con
liquidos en ebullicion o material de reaccion hacia el vecino, o
a si mismo, ya que puede proyectarse el contenido; para las
sustancias que no tienen un efecto pronunciado sobre la piel,
pero cuya ingestion es peligrosa, evitar la contaminacién de
alimentos, cigarros o manos que después se llevaran a la
boca o con las que se tocaran alimentos (nunca ingerir
alimentos en el laboratorio). Por ultimo, nunca pipetear con la
boca, especialmente los acidos fuertes, productos causticos,

oxidantes fuertes y compuestos venenosos.

Seguir las indicaciones del profesor y del personal a cargo del
area de practicas. Es una regla de laboratorio que todos los
accidentes personales, por triviales que sean, se comuniquen
inmediatamente al profesor. Nunca actividades
experimentales sin la supervision del responsable del grupo.

realizar

Manejar adecuadamente los residuos peligrosos derivados de
las practicas, identifique su nivel de riesgo y el mecanismo
para su desecho. Queda prohibido desechar sustancias a la
tarja o por cualquier otro medio, sin autorizacion del
responsable del grupo. Las hojas de seguridad
correspondientes incluyen qué hacer en caso de accidentes y
la forma correcta de desechar los residuos.

Indicaciones generales para evitar incendios o explosiones al
utilizar solventes inflamables. Los solventes inflamables

a)
b)

d)

(alcohol, éter, cloroformo, acetona, tolueno, xilol, etcétera) se
utilizan en todos los laboratorios, por lo que se recomiendan
las siguientes precauciones:

No fumar en el interior del laboratorio.

No utilizar la llama del mechero sin cerciorarse de que no hay
cerca liquidos inflamables. No mantener el mechero
encendido cuando esté fuera de uso.

Si se vierten accidentalmente sobre las mesas, secar de
inmediato con un trapo humedo y enjuagar éste en el chorro
de agua, exprimiéndolo.

Nunca calentar un liquido organico sobre una flama. Para
calentar, usar bafio de agua o parrilla eléctrica.

En caso de incendio debe hacerse lo siguiente: para un

incendio pequefo en un vaso, un matraz, etcétera, éste se

cubrira con un recipiente mayor o se ahogara el fuego con un
trapo mojado o se combatira con un extinguidor.

Cuando el fuego sea de un solvente derramado sobre la

mesa o el piso, se utilizara un extinguidor de biéxido de carbono.
Si el fuego no puede vencerse de inmediato, se evacuara el
laboratorio y se avisara al departamento contra incendios de la
institucion.

12.Los accidentes mas frecuentes que ocurren en el laboratorio

son las lesiones debidas a cortes, laceraciones, etcétera, por
cristaleria rota.
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En caso de heridas pequefias dejar que sangre unos
segundos; tener cuidado de no dejar particulas de vidrio en la
herida y aplicar un desinfectante.

Las heridas de mayor importancia deben ser atendidas
por un médico. Mientras tanto, evitar el sangrado aplicando
presion en un punto mas arriba la herida o antes de ella (no
mantener la presion por mas de 5 minutos).

10. Casi siempre, los choques eléctricos en el laboratorio son de
poca importancia; las precauciones de seguridad se deducen
de la naturaleza del peligro. Nunca tocar un aparato eléctrico
con las manos humedas o cuando se esté parado sobre un
piso humedo. Siempre apagar y desconectar los aparatos
antes de cualquier manipulacion.

Pictogramas de seguridad

En las etiquetas de productos quimicos de uso en el
laboratorio ademas de la identificacién del contenido, calidad y
limite de pureza de lo que contiene, podemos encontrar
pictogramas  (simbolos internacionalmente aceptados y
reconocidos) que indican los riesgos principales. Los pictogramas
de seguridad son:

RIESGO BIOLOGICO

SEBEy

X

Todo aquello que pueda contener bacterias, virus u otros
microorganismos con capacidad de infeccion o cuando contiene
toxinas producidas por microorganismos que causen efectos
nocivos a los seres vivos. Ejemplo: jeringas, sangre.

Medidas de prevencion: evitar el contacto con los ojos, la piel y
las vias respiratorias. Utilizar elementos de proteccién personal.

E = EXPLOSIVO

Es toda sustancia sélida o liquida o mezcla de sustancias
que pueden desprender gases a una temperatura, presiéon y
velocidad tales que pueden detonar, producir violentas
deflagraciones, o explotar al exponerse al calor cuando estan
parcialmente confinadas. Ejemplo: azida de plomo, fluoruro de
carbono.
Medidas de prevencion: almacenarlas alejadas de otros
productos, evitar todo choque, friccion y mantener alejadas de
fuentes de calor, chispas o fuego.
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O = OXIDANTE

Sustancias capaces de aportar oxigeno cuando reaccionan
con otra sustancia, por lo que cuando entran en contacto con
combustibles o inflamables avivan la reaccion pudiendo
desarrollar reacciones violentas. Ejemplo: nitrito de sodio,
hiposulfito de sodio.

Medidas de prevencion: mantener alejadas de las sustancias
combustibles o inflamables, ya que pueden favorecer los
incendios y dificultar su extincion.

n

Xn = NOCIVO

Sustancias de menor toxicidad pero pueden causar dafios a la
salud. También se incluyen aquellas mezclas o preparados que
tienen alguna sustancia que puede ser toxica pero que se
encuentra a una baja concentracion en la mezcla.

Xi = IRRITANTE
Sustancias que pueden causar irritacion a la piel, mucosas, o
los ojos, por contacto inmediato, prolongado o repetido, pudiendo
también provocar inflamacion. Ejemplo: cloroformo, SDS,
hipoclorito de sodio, aminoantipirina.

Medidas de prevencion: evitar el contacto con los ojos, la piel y
las vias respiratorias. Utilizar elementos de proteccién personal.

F+ = EXTREMADAMENTE INFLAMABLE
Sustancias cuyo punto de ignicién es menor de 0°C y su punto de
ebullicion maximo de 35°C.

F = INFLAMABLE
Sustancias liquidas cuyo punto de ignicion es menor a 40°C.
Ejemplo: etanol, tolueno, éter dietilico.

Medidas de prevencién: mantener alejado de fuentes de
calor, de ignicion o eventuales chispas, de materiales
combustibles y oxidantes.
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N = NOCIVO PARA EL MEDIO AMBIENTE
Aquellas sustancias o preparados que cuando son liberados al
medio ambiente pueden presentar un efecto inmediato o diferido,
poniendo en peligro a alguna especie. Ejemplo: tiourea, o-
toluidina.

Medidas de prevencion: evitar que los derrames alcancen los
desagulies, tratar los residuos en condiciones ambientalmente
adecuadas.

T+ = ALTAMENTE TOXICO, T TOXICO

Sustancias que pueden causar dafio en forma aguda o crénica
a la salud o causar la muerte si son inhaladas, ingeridas o se
absorben por la piel, aun en pequefas cantidades. Ejemplo: azida
de sodio, dinitrofenol, bromuro de etidio.

Medidas de prevencion: evitar todo contacto directo. Utilizar
elementos de protecciéon personal. Emplear estrictas medidas de
higiene personal y del ambiente del laboratorio.

T

T

A '

Jal \E ¢
s e\
Ram &=

C = CORROSIVO
Sustancias capaces de atacar y destruir los tejidos organicos si
entran en contacto con ellos o bien atacar ciertos metales o
materiales. Ejemplo: hidréxido de sodio, acido clorhidrico, acido
acético.

OO D=t

Medidas de prevencion: evitar el contacto con los ojos, la piel y
las vias respiratorias. Utilizar elementos de proteccién personal.

Identificacion sobre los riesgos especificos y los consejos
de prudencia

Frases "R" éstas advierten acerca del riesgo mas comun
asignado a esa sustancia quimica, por medio de la enumeracion
de riesgos especificos en frases cortas que son adaptables a las
distintas sustancias.

Las frases "S" brindan los consejos de prudencia o las
medidas de prevencidn mas importantes relacionadas con el
riesgo asignado a esa sustancia quimica y que permitiran su
manipulaciéon y almacenamiento en forma segura. En algunos
casos se mencionan combinaciones de frases R o de frases S,
cuando dos o mas riesgos tienen relacion entre si (cuadro 1.6).
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El simbolo de la N.F.P.A.
(National Fire Protection Association)

El simbolo de la N.F.P.A. es un sistema de identificacion de
riesgos de un producto quimico, en tres categorias principales:
"salud", "inflamabilidad" y "reactividad" indicando el grado de
severidad por medio de una escala numérica desde (4) que indica
el riesgo mayor, (3) riesgo severo, (2) riesgo moderado, (1) riesgo
menor, hasta (0) que representa ausencia de riesgo.

Este simbolo es util para alertar acerca del riesgo de ese
producto y, a su vez, puede ayudar a determinar los cuidados a
tener en cuenta en el almacenamiento y en caso de emergencias,
de derrames o salpicaduras.

La informacion se presenta por medio de una estructura
espacial en forma de rombo principal, dividido a su vez en otros
cuatro.

El rombo azul a la izquierda identifica el riesgo para la salud. El
rombo rojo en la parte superior indica el riesgo por inflamabilidad.

El rombo amarillo a la derecha sefiala el riesgo por reactividad
o inestabilidad. El rombo blanco en la parte inferior indica riesgos
especiales tales como: W reactivo al agua, COR corrosivo, AIR
reactivo al aire, OXY oxidante. Ejemplo:

Acido clorhidrico

Hojas de seguridad

Cada practica cuenta con las hojas de seguridad para cada
reactivo o sustancia que se utilice en el laboratorio.
Las hojas de seguridad proveen informacién sobre (cuadro 1.7,
pag. 100):
* Los componentes de un producto, su reactividad, las medidas
precautorias principales o las advertencias mas importantes.
» Los elementos de proteccion personal que se recomienda
emplear en la manipulacion.
+ Las vias de ingreso y los 6rganos blanco.
» Las medidas por derrame accidental y de primeros auxilios.
+ La informacion toxicoldgica.
» Las recomendaciones para su almacenamiento.
» Las condiciones para la disposicién de los residuos.

Clasificacion de los residuos

Los residuos que se generan en laboratorios de instituciones
de ensefianza o investigacion asi como en hospitales y clinicas
contienen residuos no peligrosos o municipales, residuos
biolégicos infecciosos y residuos especiales.
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Residuos peligrosos biolégico infecciosos (RPBI): es todo
aquello que ha entrado en contacto con pacientes o animales,
sus muestras bioldgicas y/o cepas de microorganismos, se
clasifican en: sangre, cultivos, patologicos (tejidos, érganos,
partes vy fluidos corporales, etcétera), no anatémicos (gasas,
algodones, jeringas, etcétera) y punzocortantes (lancetas, agujas,
pipetas Pasteur, etcétera).

Residuos municipales: son aquellos que no representan
peligro para la salud y sus caracteristicas son similares a los
residuos domésticos comunes.

Residuos especiales CRETI: son aquellos residuos que
constituyen un peligro para la salud por sus caracteristicas
agresivas tales como: Corrosividad, Reactividad, Explosividad,
Toxicidad e Inflamabilidad Es importante no olvidar que, la
mezcla de residuos municipales con residuos bioldgico
infecciosos hace que se consideren en su totalidad como
bioldgico infecciosos, mientras que la mezcla de residuos
bioldgico infecciosos con peligrosos CRETI se deben consideran
como peligrosos CRETI.

Envasado y etiquetado de RPBI para su desecho.

Los residuos RPBI deben ser envasados de acuerdo con sus
caracteristicas fisicas y biolégico infecciosas conforme la norma
oficial mexicana 087-ECOL-95 (cuadro 1.8).

Es importante destacar que todos los envases tengan
impreso el simbolo universal de riesgo bioldgico y leyendas que

indiquen la peligrosidad de los residuos y el tipo de residuos que
contienen.

Los contenedores para punzocortantes deben de ser:

* De color rojo.

* De paredes rigidas.

* De polipropileno.

* Resistentes a fracturas y pérdida del contenido al caerse.

* Destruibles por métodos fisicoquimicos.

« Esterilizables y con tapa, la que puede tener o no separador de

agujas.
Precauciones: depositar los RPBI, de acuerdo a su
clasificacion, inmediatamente después de su generacion.

No compactar los residuos durante el envasado y no mezclar
residuos de diferente clasificacion.

Una vez identificados, separados y envasados correctamente
los residuos peligrosos, el personal responsable del laboratorio se
encargara de su recoleccion, tratamiento y disposicion final asi
como de las medidas necesarias para la desinfeccion,
esterilizacion y limpieza del material y equipo utilizado en el
laboratorio.

De manera general, los envases destinados a los residuos
CRETI deben ser de cristal de color ambar, con capacidad de uno
a cuatro litros, latas de aluminio para solventes (capacidad
maxima de 20 litros) y, en algunos casos recipientes de plastico,
siempre y cuando las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia a envasar lo permita. Cada residuo debe envasarse en
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forma individual y colocar en el frasco respectivo el pictograma de
seguridad correspondiente.

Manejo de residuos CRETI

El manejo, consistente en la separacion, envasado vy
almacenamiento de cada uno de los reactivos peligrosos CRETI
utilizados en las practicas debera realizarse de acuerdo a cada
reactivo en cuestion segun lo indicado en las hojas de seguridad.

El manejo de accidentes, tales como derrames, ingestion o
salpicaduras, asi como la aplicacién de primeros auxilios deberan

de realizarse de acuerdo al reactivo en cuestion segun lo indicado
en la hoja de seguridad. Las hojas de seguridad seran
proporcionadas para cada practica en el laboratorio.

De manera general, los envases destinados a los residuos
CRETI deben ser de cristal de color ambar, con capacidad de uno
a cuatro litros, latas de aluminio para solventes (capacidad
maxima de 20 litros) y, en algunos casos recipientes de plastico,
siempre y cuando las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia a envasar lo permita. Cada residuo debe envasarse en
forma individual y colocar en el frasco respectivo el pictograma de
seguridad correspondiente.

Frases R Frases S Combinacion de frases

R7 Puede provocar S3 Conservar en sitio fresco R 20/21 Nocivo por inhlaciéon y contacto
incendios por la piel

R 23 | Toéxico por S 20 | No comer ni beber durante la manipulacién | R 39/25 Toxico: peligro de efectos
inhalacion irreversibles graves por ingestion

R 36 | Irrita los ojos S 29 | No tirar los residuos por los desagiies S 317 Mantenga el contenedor bien

cerrado y en un lugar fresco

R 45 | Puede ser S 37 | Llevar guantes de proteccion adeacuados S 36/37/39 | Utilice ropa protectora adecuada

cancerigeno guantes y proteccion facil o gafas

Cuadro 1.6 Ejemplos de frases Sy R
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TIPO DE RESIDUO ESTADO FisICO ENVASADO COLOR
Sangre Sdlido Bolsa de plastico Rojo
Liquido Recipiente hermético
Cultivos y cepas de Soélidos Bolsa de plastico Rojo
| agentes infecciosos Liquidos Recipiente hermético
Residuos no anatémicos Soélidos Bolsa de plastico Rojo
Liquidos Recipiente hermético
Patoldgicos Sélidos Bolsa de plastico Amarillo
Liquidos Recipiente hermético
Objetos punzocortantes
usados y sin usar Soélidos Recipientes rigidos Rojo

Cuadro |.7 Envasado y etiquetado de RPBI para su desecho.



Acido clorhidrico

Identificacion

Férmula quimica: HCI

Apariencia y olor: solucién de color ligeramente amarillo o incolora
con olor caracteristico muy penetrante.

Marcaje liquido corrosivo

Sindénimos: acido muriatico, cloruro de hidrégeno.

Generalidades

Esta presente en el sistema digestivo de muchos mamiferos y una deficiencia
de éste provoca problemas en la digestion; un exceso provoca Ulceras
gastricas. La disolucién acuosa grado reactivo contiene aproximadamente
38% de HCI.

Propiedades fisica y quimicas

PM: 36.46

Solubilidad: soluble en agua

pH de disoluciones acuosas: 0.1 (1.0N), 4.0(0.001N).

Reacciona con la mayoria de los metales desprendiendo hidrégeno.

Con agentes oxidantes como peroxido de hidrogeno genera cloro, el cual es
muy peligroso.

Niveles de toxicidad.

DLso (oral en conejos): 900 mg/Kg, inhalacion en ratas): 3124 ppm/1 h.

CLMo (concentracion letal minima publicada): (inhalaciéon en humanos) 1300

ppm/30 min; 3000ppm/5 min.

Riesgos

Produce gas inflamable cuando se encuentra en contacto con metales. Se
generan v apores toxicos e irritantes de cloruro de hidrogeno cuando se
calienta.

Inhalacion: elgas causa dificultad para respirar, tos, inflamacion y ulceracion
de nariz, traquea y laringe. Exposiciones severas causan espasmo de la
laringe y edema en los pulmones.

Contaco con los ojos y piel: es un irritante severo de ojos y piel, puede causar
quemaduras serias, dermatitis, reducir la visiéon o, incluso, la pérdida total de
ésta.

Ingestion: produce corrosion de las membranas mucosas de la boca, eséfago
y estébmago, causa nausea, vomito, disfagia, sed intensa y diarrea

Primeros auxilios
Ojos: lavar inmediatamente con agua corriente durante 15 mi nutos.

Piel: quitar ropa y zapatos contaminados, lavar inmediatamente la zona
dafiada con abundante agua.

Inhalacion: mover a la persona al aire fresco; si se dificulta la respiracion
proporcionar oxigeno y mantenerlo caliente y en reposo, no dar a ingerir
nada.

Ingestion: no provocar vomito y dar a beber agua continuamente, por
ejemplo, una cucharada cada 10 minutos o dar a beber leche de
magnesia.

En todos los casos de exposicion, el afectado debe ser transportado al
hospital tan pronto como sea posible.

Manejo y almacenamiento

Peligro: corrosivo y venenoManténgase en envase de vidrio, en lugares
secos, bien ventilados, alejados de materiales oxidantes y fuentes de
ignicion o calor.

Tratamiento en caso de accidente

Control de fuego: en caso de accidente utilizar CO,, polvo quimico seco
0 arena seca. Los extinguidotes de fuego se eligen dependiendo de los
alrededores, ya que el HCI no arde.

Fugas y derrames: ventilar el area y protegerse con el equipo de
seguridad necesario. Cubrir el derrame con bicarbonato de sodio o una
mezcla de 50:50 de hidroxido de calcio y cal sodada, mezclar
cuidadosamente. Mantener el materil lejos de fuentes de agua y drenajes
hasta no ser neutralizado como se indicé anteriormente.

Desechos

Neutralizar las soluciones concentradas de acido clorhidrico con
carbonato de calcio o cal y diluir con agua cuidadosamente. La disolucion
resultante puede verterse al drenaje, con abundante agua. En caso de
soluciones diluidas,

Cuadro 1.8 Hoja de seguridad para el acido Clorhidrico







PRACTICAS DE LABORATORIO
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Practica 1
Soluciones

Tiempo de la practica: 3 horas
Objetivos
Que el alumno:

1. Identifique la existencia de soluciones en los sistemas
bioldgicos.

2. Explique los calculos y procedimientos para preparar
soluciones porcentuales, molares y normales, asi como las
diferentes diluciones de éstas.

3. Que conozca algunas de las soluciones utilizadas en
medicina (solucién isotonica, Ringer, Darrow y Hartman).

Responda a las siguientes preguntas:

1.- ¢, Qué es una solucion?

2.- i Cuantas clases de soluciones existen?

3.- ¢,Qué significan los siguientes términos: mol, solucién
molar, solucién normal, solucién osmolar?

4.- ; Qué significan: v/v, pl/v, p/p?

5.- ;Cuadles son los tipos de soluciones que existen in vivo?
Mencionar ejemplos.

6.- ¢/ Qué es una solucién isoténica?

7.- i Como se calcula la osmolaridad de una solucién?

8.- iQué les pasa a los eritrocitos cuando se ponen en
contacto con soluciones salinas de diferente osmolaridad?

9.- ;Qué se entiende por dilucién y dilucion seriada de las
soluciones?

INTRODUCCION

Las soluciones son mezclas homogéneas de dos o
mas sustancias. La sustancia que se disuelve se llama soluto
(la cual se encuentra en menor cantidad) y el medio en que se
disuelve es el solvente o disolvente, presente en mayor
cantidad (en muchas ocasiones, una solucidn consta de varios
solutos). En el ser humano los solutos estan representados
por iones inorganicos (Na *, K *, CI, Ca?*, Mg®") y moléculas
organicas de mayor peso molecular (glucosa, urea, proteinas).
El solvente universal en los sistemas biolégicos es el agua,
que en el caso de la especie humana representa
aproximadamente el 60% del peso corporal total en un
individuo adulto promedio. Estos componentes se distribuyen
en dos compartimientos principales, intracelular y extracelular,
como se muestra en la figura 1.

El cuerpo se mantiene en un equilibrio hidrico, lo que
significa que cada uno de los compartimentos tiene las
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cantidades necesarias de agua y solutos. Sin embargo, cabe
recordar que el intercambio de agua y solutos entre los
diferentes compartimentos es continuo a través de la filtracion,
la osmosis y otros procesos fisicos; el volumen de liquido en
cada compartimento permanece casi constante sin que se
altere el equilibrio hidroelectrolitico.

/-
INTERSTICIAL
16%
-

Figura1. Distribucién del agua corporal en el ser humano. El agua corporal total es el 60%, que equivale
a42 L. El liquido intracelular (LIC) 28L (40% del peso corporal) el liquido extracelular(LEC) 14L (20 %
peso corporal ) del LEC el plasma es 2.8L (4% del LEC) y el liquido intersticial 11.2L ( 16% del LEC)

La 6smosis constituye el medio primario para el
desplazamiento del agua entre el liquido intracelular y el
intersticial, y la concentracion de solutos en ellos — dada como
osmolaridad - determina la direccion en la cual se va a
desplazar el agua.

La osmolaridad de las soluciones refleja la
concentracién total de los solutos osmoéticamente activos
disueltos en el solvente, definiendo osmolaridad como el
nuamero de moles de soluto por litro de solucién (un osmol

representa un mol de particulas osméticamente activas,
independientemente de su naturaleza quimica).

La osmolaridad del plasma sanguineo humano es de
290-310 mOsm/L (1 Osmol = 1000 mOsmoles), y se puede
medir con un osmometro o calcularse mediante la siguiente
férmula:

Glucosa Nitrégeno ureico
mOsm/L = Na*x 2 + +
18 6

En esta ecuacion, el factor de 2 que multiplica a la
concentracion de sodio considera la concentracion de los
aniones (principalmente los iones cloruro y bicarbonato) que
contrarrestan la carga positiva de los cationes y que también
son osmoticamente activos. Las concentraciones de glucosa y
nitrégeno ureico estan dadas en mg/dL, y los numeros 18 y 6
que aparecen en el denominador respectivo representan el
resultado final de los factores de conversion para transformar
de mg/dL a mOsm/L.

Para mantener o restablecer el equilibrio hidrico y
electrolitico en un paciente se necesitan determinadas
soluciones, las cuales se han de calcular y preparar con
precision; éstas van desde el simple suministro de agua y sal
(en el caso de pacientes con deshidratacion o quemadura
mayor a 2° grado), hasta la correccién de posibles deficiencias
de otros iones - por ejemplo potasio - o bien aporte de
aminoacidos o calorias en forma de solucién glucosada (para
pacientes en terapia intensiva o falla organica multiple).
Algunas de estas soluciones requieren ademas un compuesto
amortiguador para tratar estados de acidosis o alcalosis. Para
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poder realizar un calculo adecuado de las soluciones que se
necesita se deben considerar los siguientes aspectos:

1.- Existen compartimientos celulares (intracelular y
extracelular) en los que se lleva a cabo el intercambio de
sustancias entre ellos para mantener un equilibrio integral
(homeostasis).

2.-El agua corporal total (TBW) de un individuo depende del
porcentaje de masa muscular y del tejido graso, como se
muestra en la tabla 1.

AGUA CORPORAL TOTAL (%)
COMPLEXION LACTANTE HOMBRE MUJER
Delgado 80 65 55
Promedio 70 60 50
Obeso 65 55 45

Tabla 1. Porcentaje de agua corporal total por género y complexién

INGRESOS PERDIDA

Liquido ingerido 2100 ml Insensible: piel 350 mL

Del metabolismo 200 mfi Insensible: pulmones 350 mL

Sudor 100 mL

Heces 100 mL

Orina 1400 mL

Total de ingresos 2300 ml Total de pérdidas 2300

Tabla 2. Ingresos y pérdida de agua diarios (mL/dia) (Gayton y Hall Tratado de
Fisiologia médica 2011 Elsevier)

Con base en las consideraciones anteriores, para un individuo
masculino de 70 kg de peso de complexién promedio:

TBW = (peso Kg) (% agua corporal total)
TBW= (70Kg) (0.60)=42 litros

Si se tienen 42 litros de agua corporal total y el volumen de
liquido extracelular (LEC) corresponde al 40%, entonces:

42 litros------- 100% del agua corporal total
Xmmmmmmmmmam 40% del LEC
LEC

x=16.8 litros de

3.- En cada compartimento los electrolitos se distribuyen de
manera diferente; esto se debe a la permeabilidad selectiva de
las membranas celulares, la presencia de transportadores y
canales que permiten su difusién. La concentracién de solutos
determina la distribucién del agua y la osmolaridad de la
solucién. Por ejemplo, en el liquido extracelular el sodio
representa un porcentaje importante de las particulas
osméticamente activas, por lo que si hay cambios en su
concentracion cambiara la osmolaridad debido al
desplazamiento del solvente hacia otros compartimentos.

4.- Necesidades de mantenimiento: para que se metabolice
una caloria se necesita 1 mL de agua, por lo que las
necesidades caldricas — y por lo tanto de agua - son
proporcionales al peso corporal. Los datos que se mencionan
a continuacion pueden servir de guia para el calculo de los
requerimientos de agua:

0 a 10 Kg de peso corporal — 100 cal/Kg

11 a 20 Kg de peso corporal — 50 cal/Kg adicionales por cada
Kg después de los 10 Kg
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Mas de 20 kg de peso corporal: 20 cal/Kg adicionales por cada
Kg después de los 20 Kg

De acuerdo con lo anterior, las necesidades diarias de agua
se calcularian asi:

1 a 10 Kg de peso corporal: 100 mL/Kg dia (= 4 mL /Kg h)
11 a 20 Kg de peso corporal: 1000 mL + 50 mL/Kg dia (= 2 mL
/Kg h adicional)
>20 Kg de peso corporal: 1500 mL + 20 mL /Kg dia (= 1 mL
/Kg h adicional)
3mEqg/Kg/dia
5.- Existen factores que modifican las necesidades vasaies ue
agua, tales como:
Fiebre: por cada grado centigrado que aumente la
temperatura por arriba del valor basal, se incrementa
en un 12% las necesidades de agua.
En estados hipometabdlicos - como en el estado de
coma - las necesidades de agua disminuyen
aproximadamente 20%.

6. La osmolaridad de los distintos compartimentos depende
principalmente de los electrolitos mas abundantes disueltos en
ellos. Asi, la osmolaridad extracelular depende de la [Na'], y la
osmolaridad intracelular de la [K']; por lo que es necesario
mantener los requerimientos basales de tales electrolitos, de
acuerdo con el siguiente esquema:

2mEqg/Kg/dia

( Na+

o OD%
Y@

3mEqg/Kg/dia
3mEqg/Kg/dia

2mEqg/Kg/dia

Figura 2. Requerimientos basales de sodio y potasio.

Para ilustrar lo anterior, tomemos como ejemplo un
individuo que pesa 60 Kg; en este caso, sus requerimientos
seran:

1) Necesidades diarias de liquido:

1000 mL + 500 mL + 40 Kg x 20 mL/Kg/dia= 2300 mL
2) Necesidades de sodio

3 mEq /Kg/ dia x 60 Kg de peso = 180 mEq/L
3) Necesidades de potasio:

2 mEqg/Kg/ dia x 6 Kg de peso= 120 mEq /L

Con base en esta informacién, sera mas facil poder
decidir que solucion se requerira.
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Material

Por equipo:

* 3 vasos de precipitado de 10 mL

* 1 vaso de precipitado de 50 mL

* 1 pipetade 1.0 mL

* 1 pipetade 5.0 mL

* 1 pipetade 10.0 mL

* Cloruro de sodio en cristales (NaCl)
* Balanza granataria

* 1 Portaobjetos y 3 cubreobjetos

* Lanceta

Por grupo:
* 1 Microscopio marca Leica.

Procedimiento

1. Hacer los célculos correspondientes para comprobar que la
solucion de NaCl al 0.9% es isotdnica con respecto al plasma
Considerar que:

a) El cloruro de sodio se disocia completamente en solucién
acuosa en los iones sodio y cloruro, por lo que su
concentracion osmolar sera el doble de su concentraciéon
molar (1 mol/L = 2 osmol/L).

b) La presion osmética normal del plasma es de 290-310
mosm/L.

2. Preparar 20 mL de una solucién de NaCl al 4.5% (etiquetar
como solucion 1).

3. A partir de la solucion1, preparar 25 mL al 0.9% (solucion 2)
y 50 mL al 0.045% (solucion 3).

4. De las 3 soluciones preparadas colocar una gota por
separado en un porta-objetos, adicionar a cada gota de
solucion una de sangre (la cual se tomara de la puncion de la
yema del dedo con una lanceta) y observarlas al microscopio
para valorar el efecto de la osmolaridad de las soluciones
sobre los eritrocitos, como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Distribucion del las gotas de sangre en el porta-objetos.

Resultados

1. Expresar en forma ordenada los calculos efectuados para
cada uno de los ejercicios.

48



2. Deducir el movimiento neto del solvente — en caso de que lo
haya — cuando se ponen en contacto eritrocitos con soluciones
hipo, hiper e isoosméticas.

Problemas adicionales.

1.- Preparar 250 mL de una solucién de Na,C03;0.20 M

2.- Preparar 150 mL de una solucién de NaCl al 4.5%.

3.- Preparar 250 mL de una solucion de NaOH al 35%.

4.- Preparar 1.5 litros de H3PO, 0.75 M

5.-Preparar 150 mL de una solucién 0.6 M de KMnO4

6.-Preparar 400 mL de una solucion de histidina al 0.03M (PM
= 155.15/mol).

7.-Preparar 25 mL de una solucion 0.25 M de KOH a partir de
una solucién de KOH 0.4 M. ;Cuantos mL de esta solucion
concentrada debera utilizar?

8.-Cuantos miliequivalentes estan presentes en una solucion
de Ca*"al 0.1%.

Referencias
1. Villazén SA, Céardenas CO,Villazén DO, Sierra UA. Fluidos y
electrolitos. México: JGH Editores; 2000.

2. Pefa-Diaz A, Arroyo BA, Gémez PA, Tapia IR, Gémez EC.
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Editorial Limusa; 2004.

3. Laguna J, Pifa E. Bioquimica de Laguna. 5a.ed. México:
Editorial EI Manual Moderno; 2002: p. 41-56.

4. Holum JR. Fundamentos de quimica general, organica y
bioquimica para ciencias de la salud. México: Editorial Limusa
Wiley; 2001.

5. Farias GM. Quimica clinica. Décima ediciobn México:
Editorial El Manual Moderno; 1999.

6. Bloomfield MM. Quimica de los organismos vivos. México:
Editorial Limusa; 1997.

7. Lieberman Allan. D. Marks. Bioquimica Basica de Marks, un
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clinicos de agua y electrélitos. Vol. 1. pag. 04. Mc Graw Hill. 2004.

49



Practica 2
Regulacion del equilibrio acido-base por los rinones después
del ejercicio muscular intenso y de la ingestion de bicarbonato de
sodio

Tiempo de practica: 3 horas
Objetivos

1. Al finalizar la practica, el alumno constatara el papel de los
rifiones en el mantenimiento del equilibrio acido-base en una
situacion de alcalosis metabdlica y en una de acidosis
metabdlica.

2. Mediante la determinacion del pH en la orina, observara la
variacion de la concentracion de hidrogeniones en un individuo
que ha realizado ejercicio muscular intenso y en otro que ha
ingerido una carga de bicarbonato.

3. Relacionara los resultados obtenidos con los cambios
metabdlicos originados por el ejercicio muscular intenso.

Conteste las siguientes preguntas:

1. ¢Por qué es importante que el pH del organismo se
mantenga constante dentro de un intervalo estrecho?

2. ;Cuales son las fuentes de iones H* en el organismo?

3. ¢ Cuales son los sistemas reguladores que intervienen en la
eliminacion del H* producido en el organismo con el fin de
mantener constante el pH sanguineo?

4. Escriba las reacciones de formacion del acido carbdnico
(H2CO3) a partir de CO, y H,0, y de su disociacién para formar
el ion bicarbonato.

5. ¢ Qué sistemas amortiguadores participan directamente en
la regulacion del pH sanguineo?

6. ;Cuales son los sistemas extrasanguineos que tienden a
mantener el pH extracelular?

Escriba la ecuacién de Henderson y Hasselbach aplicada al
sistema HCO3;/CO; y, con base en ella, conteste la siguiente
pregunta:

., Como participan el aparato respiratorio y los rifidnes en el
control del pH sanguineo?

INTRODUCCION

Entre los mecanismos de regulacion de que dispone el
organismo para mantener la integridad fisiolégica, aquellos
involucrados en la homeostasis del pH en los fluidos
extracelulares desempefian un papel crucial para la
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supervivencia del individuo. En este sentido cabe sefalar que,
como resultado de la oxidacion de los alimentos, un humano
adulto promedio produce alrededor de 20 moles de CO, al
dia. Al difundir a la sangre, gran parte de dicho gas se
combina con el agua en el interior de los eritrocitos,
produciendo acido carbdnico (H,CO3;) que se disocia para
producir el anion bicarbonato (HCOs™ ) y un i6n hidrégeno (HY).
Dado el caracter de acido deébil del H,COs, la fraccién
disociada del mismo es pequefia; sin embargo, considerando
la gran cantidad de CO, que produce el organismo, la
acidificacion de los fluidos extracelulares seria considerable en
ausencia de mecanismos reguladores. En el hombre, la
intervencion de los pulmones y los rifiones evita que ocurra tal
acidificacion, lo que permite mantener en un nivel constante la
concentracion de H' y, por consiguiente, el pH.

Para entender el papel que juegan ambos dérganos en
la homeostasis del equilibrio &acido-base, debe tenerse
presente que el sistema del acido carbdénico implica la
participacién de un componente gaseoso o volatil (el CO,) y
dos componentes no volatiles (el HCOs y el HY). En la sangre,
el equilibrio entre dichos componentes determina el valor del
pH sanguineo, que puede evaluarse mediante la bien
conocida ecuacion de Henderson-Hasselbach. En el individuo
normal, dicho valor fluctia en un promedio de 7.4, siendo la
sangre venosa — enriquecida en CO; — ligeramente mas acida
en relacion con la sangre arterial. Ahora bien, ya que a
temperatura ambiente el CO, existe en estado gaseoso, la
concentracion de CO; disuelto en la sangre dependera de la
presion parcial (Pcoz) ejercida por el mismo a nivel de los
alvéolos pulmonares. En el humano, la magnitud de dicha Pco>

es de aproximadamente 40 mmHg, lo que se traduce en una
concentracion de CO, sanguineo de aproximadamente 1.2
mEg/L. Si se incluye ademas al acido carboénico y el
bicarbonato, el CO, total disuelto es de 25.2 mEq/L Al
considerar el pH sanguineo normal en sangre venosa (7,4) y
el pKa del sistema bicarbonato-acido carbdnico (6.1), la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch da un cociente [HCO3
JV[CO,] igual a 20. Es precisamente la Pgo, la que es
controlada por los pulmones, ya que durante el proceso de la
exhalacion se elimina CO,, manteniendo constante la Pco, en
los alvéolos y evitando asi que aumente el nivel de CO,,
disuelto en la sangre. Todo proceso o patologia que se
manifieste en una alteracién en la frecuencia y/o profundidad
del proceso de inhalacién-exhalacion, dara como resultado
una alteracibn de la Pco, alveolar — aumentandola o
disminuyéndola — con la consecuente modificacion del nivel de
CO.disuelto en sangre y, por consiguiente, del pH.

Por lo que respecta a los rifiones, su participacion en el
mantenimiento de un pH extracelular constante se da a través
de dos mecanismos: la excrecion de equivalentes acidos (H")
hacia la orina y la regulacion de la cantidad de HCOgs
reabsorbido hacia la sangre desde el filtrado glomerular. A
diferencia del intercambio gaseoso en los pulmones, los
mecanismos de regulacién renal son de largo plazo, por lo que
su efecto sera manifiesto en cuestién de horas o incluso dias.
Su importancia se enfatiza en situaciones patoldgicas donde
se altera el intercambio de gases pulmonar (es decir, en la
acidosis y alcalosis respiratorias), en cuyo caso es necesario
aumentar o disminuir la tasa de reabsorcion del HCO3™, o bien
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en estados fisiolégicos que producen cantidades importantes
de acidos organicos (por ejemplo, en la diabetes no controlada
o durante el ejercicio intenso) donde se incrementa la
excrecion de H*. Gran parte de este ultimo aparece en la orina
acomplejado con el amoniaco en forma de i6n amonio (NH4"),
0 asociado con el fosfato en forma de fosfato monobasico de
sodio (NaH,PO,), representando este ultimo la llamada acidez
titulable. En general, el pH de la orina sera un reflejo de la
produccién de acidos no volatiles por el organismo, por lo que
su valor dependera de diversos factores, pudiendo alcanzar un
minimo de 4.5. El resultado final de los mecanismos
fisiolégicos que participan en el mantenimiento del equilibrio
acido-base es el de mantener el pH extracelular en un
intervalo compatible con el funcionamiento adecuado del
organismo.

HIPOTESIS

Si los rifiones contribuyen al mantenimiento del
equilibrio acido-base del cuerpo excretando iones hidrogeno
(H") en la orina y modulando la reabsorcion de bicarbonato,
entonces el pH de la orina cambiara en respuesta a procesos
que generan un aumento en la concentracién sanguinea de
iones hidrégeno o bicarbonato.
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Figura 5 Equilibrio acido base. Los pulmones, los rifiones y los eritrocitos contribuyen a mantener el equilibrio acido base. Los pulmones controlan el intercambio gaseoso con el aire atmosférico. El didxido
de carbono que se genera en los tejidos, se transporta en el plasma como bicarbonato; la hemoglobina (Hb) del eritrocito contribuye también al trasporte del CO.. La hemoglobina amortigua el ion hidrégeno derivado del
&cido carbonico. Los rifiones reabsorben el bicarbonato en los tibulos distales, donde hay una secrecion neta del ion hidrogeno
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Material
Vasos de precipitado.
Orina.
Potenciémetro.
Frasco para muestra.

Método

Un alumno por equipo desayunard o comera
normalmente (evitar ingestion de jugos acidos y bebidas
alcohdlicas); después hara lo que se indica a continuacion.

1. Tomar 250 mL de agua una hora antes de la clase
practica. Vaciar la vejiga y descartar esa orina.

. 2. Tomar 250 mL de agua inmediatamente antes de la clase
practica.

3. Recolectar aproximadamente 25 mL de orina en el frasco
para muestra

4. Realizar ejercicio muscular intenso, como subir y bajar
varias veces las escaleras de tres o cuatro pisos u otro
ejercicio sugerido por el profesor.

5. Obtener muestras de orina cada 15 minutos, hasta
completar por lo menos cinco muestras.

6. A cada muestra se le determinara el pH inmediatamente
después de haber sido obtenida, ya que con el tiempo su
valor tiende a aumentar debido a la pérdida de didxido de
carbono y a que el crecimiento bacteriano produce amoniaco
a partir de la urea.

Analisis de resultados

Una vez obtenido el valor del pH para cada una de las 5
muestras de orina, trazar una grafica de pH contra tiempo;
interpretar los resultados y discutirlos en grupo.

Objetivos (Segunda parte)

1. El alumno constatara el papel de los rifibnes en el
mantenimiento del equilibrio acido-base en una situacion de
alcalosis metabdlica (provocada por la ingestion de
bicarbonato de sodio) y en una de acidosis metabdlica
(debida al ejercicio intenso)

Material
* Vasos de precipitados
* Orina.

e Soluciéon de bicarbonato de sodio al 3%.
e Potencidmetro.

Método

1. Tomar 250 mL de agua una hora antes de la clase
practica. Vaciar la vejiga y descartar esa orina.

2. Tomar 250 mL de agua inmediatamente antes de la clase
practica.

3. Recolectar aproximadamente 25 mL de orina en el frasco
para muestra

4. Ingerir 250 mL de agua con 7.5 g de bicarbonato de sodio.
5. Obtener muestras de orina cada 15 minutos, hasta
completar por lo menos 5 muestras.

6. A cada muestra se le determinara el pH inmediatamente
después de haber sido obtenida.
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Analisis de resultados

Una vez obtenido el valor del pH para cada una de las cinco
muestras de orina, trazar una gréafica de pH contra tiempo;
interpretar los resultados y discutirlos en grupo.

Referencias
1. Devlin TM. Bioquimica. Libro de texto con aplicaciones
clinicas. 4a. ed. Barcelona: Editorial Reverte; 2004.

2. Montgomery R. Bioquimica: casos y texto. 6a. ed. Editorial
Harcourt-Brace; 1998: cap.4.

3. Baynes W. Jhon PhD. Bioquimica médica. 3 ed. Editoral
ELSEVIER; 2011 cap 24.

4. Villazén SA, Cardenas CO, Villazon DO, Sierra UA
Fluidos y electrolitos. México: JGH Editores; 2000.
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Practica 3
Cinética enzimatica.
Efecto de la concentracion del sustrato
sobre la velocidad de reaccion enzimatica

Tiempo de practica: 2 horas

Objetivo
El alumno:

1. Explicara el efecto de la concentracion del sustrato sobre
la velocidad de una reaccion enzimatica.

2. Calculara por métodos graficos la velocidad maxima y la
constante de Michaelis de una reaccion enzimatica.

3. Conocera los diferentes tipos de inhibidores enzimaticos
que existen y estudiara su efecto sobre la Km y la V max.

Para lograr los objetivos de esta practica debera contestar
las siguientes preguntas:

1. ¢Qué es la velocidad de una reaccion enzimatica?

2. ;Cbémo se define la constante de Michaelis (Km) de una
reaccion enzimatica?

3. ¢Cémo se define la velocidad maxima (Vmax) de una
reaccion enzimatica?

4. ;Para qué le sirve a un médico la determinacién de la
actividad de algunas enzimas?

5. ¢Cuales son las enzimas cuya determinacién tiene valor
diagnéstico?

INTRODUCCION

Las enzimas desempeifian un papel central en los
procesos biologicos, ya que son las responsables de
degradar y sintetizar las moléculas que nos forman asi como
de extraer, transformar y utilizar la energia relacionada con
estos procesos. Las enzimas son las proteinas mas notables
de la naturaleza; sin ellas, la vida como la conocemos no
seria posible. Las enzimas son catalizadores, esto es,
aceleran la velocidad de las reacciones sin consumirse en el
proceso. El poder catalitico de las enzimas es mucho mayor
que el de los catalizadores inorganicos; en los casos mas
notables, su actividad solo esta limitada por la velocidad con
que colisionan con sus sustratos.

Aunque muchas de las reacciones que ocurren en la

célula son termodinamicamente favorables, la velocidad a la
cual transcurre la mayoria de ellas — en ausencia de un
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catalizador - es extremadamente lenta; sin la presencia de
las enzimas, las reacciones necesarias para sostener la vida
ocurririan a una velocidad incompatible con ésta. Ademas de
su enorme poder catalitico, las enzimas son altamente
especificas por sus sustratos y tienen la capacidad de ser
reguladas en su actividad en respuesta a las
concentraciones de sustrato, asi como frente a diversos
compuestos que actuan como inhibidores, activadores,
reguladores alosteéricos, etc. Por ultimo, las enzimas son las
responsables de regular y coordinar todas las reacciones que
ocurren en un organismo para lograr el delicado balance que
representa la vida.

El primer modelo matematico que explic6 de manera
general la cinética de las enzimas no alostéricas — es decir,
aquellas en las cuales la velocidad de la reaccion se
incrementa  hiperbdlicamente  conforme aumenta la
concentracién de sustrato - fue propuesto en 1913 por
Leonor Michaelis y Maud Menten a partir de los trabajos
previos de Victor Henri y Archibald Hill. Para el caso mas
simple de una enzima que cataliza una reaccion irreversible y
que actua sobre un unico substrato, el modelo postula la idea
central de que la enzima y el sustrato libres forman
rapidamente un complejo enzima-sustrato; en un segundo
paso mas lento, este complejo se rompe liberando el
producto y regenerando la enzima libre. Lo anterior puede
resumirse en la siguiente reaccion:

E+S <« ES - E+P

La ecuacion de Michelis-Menten da la relaciéon entre

la velocidad de la reaccion catalizada por una enzima y la
concentracién del sustrato a través de los dos parametros de
la ecuacion, V. ¥ Kn (puesta en forma grafica, la ecuacion
describe un segmento de hipérbola que parte del origen). La
ecuacion de Michaelis-Menten puede ser re-arreglada
matematicamente para obtener su forma lineal (ec. de
Lineweaver-Burk), lo que permite determinar de manera
sencilla los parametros cinéticos de una enzima. Esta ultima
ecuacion es de gran utilidad en el analisis de las diferentes
formas de inhibicién enzimatica.

Dentro de las ciencias médicas, el estudio de las
enzimas es de suma importancia, ya que estan implicadas en
el origen, diagndstico y tratamiento de una gran cantidad de
patologias, y es claro que en el futuro su preponderancia
sera cada vez mayor. La actividad anormalmente elevada de
una enzima particular en el torrente sanguineo ayuda a
diagnosticar el dafo especifico de un cierto tejido; tal es el
caso de la amilasa y lipasa en las patologias pancreaticas y
de las transaminasas en las enfermedades hepaticas. Por
otra parte, las enzimas también son el blanco de una gran
cantidad de farmacos. Se estima que alrededor de un 50%
de los medicamentos disponibles comercialmente ejercen su
efecto terapéutico actuando sobre una enzima particular (por
ejemplo, la aspirina inhibe a la ciclooxigenasa, el omeprazol
a la ATPasa de protones y el captoprii a la enzima
convertidora de angiotensina). La capacidad de producir
enzimas recombinantes abridé la posibilidad de utilizarlas
rutinariamente con fines terapéuticos; tal es el caso de la
estreptocinasa para la terapia fibrinolitica en el infarto agudo
al miocardio. Es claro que todas estas aplicaciones no
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hubieran sido posibles sin el conocimiento previo de la
estructura y funcion de estas moléculas fascinantes.

Hipotesis

Si la velocidad de una reaccion enzimatica depende
de la formacién de un complejo activo entre la enzima y el
sustrato, entonces la velocidad de la reaccion variara en
funcion de la concentracion del sustrato, alcanzando un valor
maximo cuando toda la enzima se sature, es decir, cuando
se encuentre en la forma de complejo enzima-sustrato.

La enzima que sirve de modelo en esta practica es la
glucosa oxidasa acoplada a la peroxidasa.

Fundamento

Para la practica se utilizara un ensayo acoplado que
implica el uso de dos enzimas: aquella cuya actividad se
quiere estudiar pero que no es posible monitorear
directamente, y una enzima que servira como auxiliar para
poner de manifiesto la actividad de la primera. En el presente
caso se utilizaran las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa,
fungiendo esta ultima como enzima auxiliar.

La glucosa oxidasa (R-D-glucosa:oxigeno oxido-
reductasa, EC1.1.2.4) es una proteina dimérica con un peso
molecular de 160 000 y que contiene dos moles de FAD" -
como grupo prostético - por mol de enzima. La glucosa
oxidasa es altamente especifica, hecho que ha permitido su
empleo para el analisis cuantitativo de la glucosa. El ciclo
catalitico de la enzima consiste de dos pasos

Glucosa + glucosa oxidasa-FAD ——»
glucosa oxidasa-FADH2

&-gluconolactona +

Glucosa oxidasa-FADH,+ 0O, — 3 glucosa oxidasa-FAD + H,0,

La 04-gluconolactona se hidrata espontaneamente dando
acido glucénico. La reaccion global se expresa:

El peroxido de hidrégeno que se forma en el curso de
la reaccion se descompone mediante la peroxidasa. Esta
ultima cataliza la transferencia de oxigeno del peréxido a un
aceptor que es cromogeno, como por ejemplo la
ortotoluidina, la ortodianisidina, la 2,2-azino-bis (3-
etilbencentiazolin-6-sulfénico) o la 4-amino-antipirina (y
fenol), que se colorean al oxidarse, por lo que la intensidad
de la coloracion del cromdégeno oxidado sera proporcional a
la cantidad de glucosa transformada por la glucosa oxidasa.

Tabla 3.1. Preparacién de tubos

Tubo H,O | Solucién de Solucion de
No. (mL) | glucosa (mL) enzimas (mL)

1 1.0 0.0 3

2 0.9 dil 1:10 0.1 3

3 0.75 |dil1:10 0.25 3

4 0.5 dil 1:10 0.5 3

5 0.9 0.1 3

6 0.75 0.25 3

7 0.5 0.5 3

8 0.0 1.0 3




Material y reactivos

2 Gradillas con 8 tubos de ensaye cada una.

*1 Pipeta de 5 mL.

*2 Pipetas de 1 mL.

* Fotocolorimetro con filtro azul.

* Solucion estandar de glucosa 40 mmol/L y una dilucién 1:10
de ésta para los tubos 2, 3 y 4 del experimento.

«2 frascos con solucién de enzimas: 41.6 UmL=1 de glucosa
oxidasa, 4.6 UmL~1 de peroxidasa, ortodianisidina 0.21
mmol/L .

* Solucion de azida de sodio 400 mmol/L (inhibidor).

* Gotero con HCI.

Método | (sin inhibidor)
1.- Preparar una serie de tubos como lo indica la tabla 1.

2.- Considerar un intervalo de 30 segundos entre cada tubo
antes de agregar la enzima.

3.- Agitar cada tubo e incubar a temperatura ambiente y el
tiempo de incubacién para la reaccién enzimatica se
indicara al inicio de la practica * de inmediato detener la
reaccion agregando 3 gotas de HCI concentrado. Considerar
un intervalo de 30 segundos para cada tubo al agregar el
HCI.

Leer ambas series de tubos en el fotocolorimetro; utilizar
como blanco el tubo 1. Todos los tubos en la gradilla son
tubos Kilett.

Método Il (con azida de sodio)

1. Preincubar 20 minutos la soluciéon de enzimas con 0.5 mL
del inhibidor.

2. Preparar una segunda serie de tubos tal como se preparé
para el experimento en ausencia de inhibidor (tabla 1).

3.- Considerar un intervalo de 30 segundos entre cada tubo
al agregar la enzima.

4.- Agitar cada tubo e incubar a temperatura ambiente y el
tiempo de incubacién para la reaccién enzimatica se
indicara al inicio de la practica, transcurrido el tiempo de
incubacion detener la reaccion agregando 3 gotas de HCI
concentrado. Considerar un intervalo de 30 segundos para
cada tubo al agregar el HCI.

*NOTA: El tiempo de incubacién para la
reaccion enzimatica se indicara al
inicio de la practica

Resultados (cuadro 5.2)

1. Calcular la concentracién micromolar inicial de sustrato en
cada tubo; tomar en cuenta que la soluciéon concentrada de
glucosa contiene 40 ymolas mL~=1.

2. La velocidad sera igual a las unidades Klett divididas
entre el tiempo de incubacion (UK min™)

3. Con los datos obtenidos completar el cuadro 5.2 y hacer
las dos graficas en papel milimétrico.
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4. Elaborar una segunda grafica con los valores de 1/v vs
1/[S] (grafico de Lineweaver-Burk).
5. A partir del grafico doble reciproco calcular el valor de la
velocidad maxima (Vmax) y de la constante de Michaelis

(Km) con y sin inhibidor.

6. Determinar el tipo de inhibidor de acuerdo con las graficas

del punto anterior.

7. Analizar si los resultados obtenidos estan de acuerdo con

la hipotesis planteada.

Tabla 3.2 . Resultados

Tubo Concentracion de

Velocidad de la

Velocidad de la

sustrato (wmolas de reaccion reaccion con el
glucosa L™ (unidades inhibidor
ABCISAS (X) Klett/min) (unidades Kilett/
ORDENADAS (Y) min)

O NP WN=
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Practica 4
Estudio del bombeo de protones por levaduras; efecto de los
inhibidores y de los desacoplantes sobre la cadena de transporte de
electrones

Tiempo de practica: 2 horas

Objetivos

1. Que el alumno relacione el consumo de glucosa con los
cambios de pH producidos por las levaduras.

2. Que el alumno describa las vias por las cuales la glucosa
genera los cambios de pH.

3. Que el alumno interprete el efecto de los inhibidores y los
desacoplantes sobre la salida de protones.

Responda a las siguientes preguntas:

1. ¢ Cuales son las fuentes de carbono que usa la levadura?
2. iCuadles son las vias metabdlicas que catabolizan a los
carbohidratos?

3. ¢En qué consisten la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa?
4. ;Cuales son los productos finales del catabolismo de los
carbohidratos en las levaduras?

5. ¢Cudles son los inhibidores de los sitios I, Il y Il de la
cadena respiratoria? Describa su efecto sobre el consumo de
O, y la sintesis del ATP.

6. ¢;Cual es el mecanismo por medio del cual los
protonoforos desacoplan la fosforilacion oxidativa? Describa
su efecto sobre el consumo de O,y la sintesis del ATP.

INTRODUCCION

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae son organismos
unicelulares que se dividen por gemacion. En comun con
otras células eucariontes, las levaduras tienen un nucleo -en
donde reside la informacion genética de la célula-,
mitocondrias -en donde se lleva a cabo la sintesis de ATP-y
un reticulo endoplasmico y aparato de Golgi que se encargan
de la sintesis de proteinas cuya localizacion final es la
membrana plasmatica o el exterior.

A nivel de la membrana plasmatica, las levaduras tienen
una ATPasa de H* que acopla la hidrdlisis del ATP con el
bombeo de protones hacia afuera de la célula. Desde un
punto de vista estructural y funcional, esta proteina es
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semejante a la ATPasa de Na'/K" de las células animales vy,
al igual que la bomba de sodio/potasio, se inhibe con
concentraciones micromolares de vanadato. Como resultado
de la actividad de la ATPasa de H" en la levadura, se genera
un gradiente electroquimico de protones que se utiliza para
impulsar el transporte de nutrientes al interior de la célula,
proceso catalizado por sistemas de transporte llamados
simportadores o uniportadores. Para darse una idea de la
importancia de esta enzima en la economia celular y en la
energizacion de la membrana celular, basta decir que la
ATPasa de H' de la levadura consume hasta un 25 % del
ATP que se sintetiza en la célula.

Ademas de esta ATPasa de H' de la membrana
plasmatica, las levaduras tienen la ATP sintasa convencional
localizada en la membrana interna de la mitocondria, que se
encarga de la sintesis del ATP. En contraste con la enzima
de la membrana plasmatica, el flujo de protones a través de
la ATP sintasa induce la sintesis de ATP. Uno de los
inhibidores mas efectivos de esta enzima es la oligomicina.

Asi, se puede proponer uno de los muchos ciclos en los
que interviene el ATP en la levadura: por un lado, el ATP se
sintetiza en la mitocondria por medio de la ATP sintasa, y a
nivel de la membrana plasmatica, la ATPasa de H' lo
hidroliza para bombear protones al exterior de la célula. En
ambos casos, el factor comun es un flujo de protones a
través de la membrana.

Hipotesis

Si las levaduras consumen glucosa para metabolizarla y
producir ATP, y un porcentaje importante de este ultimo es
utilizado por la ATPasa de H* de la membrana plasmatica,
entonces se observara una disminucion progresiva en la
concentracion de glucosa en el medio de cultivo, asi como
en el pH extracelular.

Material

* Tres vasos de precipitado de 100 mL.

* Pipetas de 5y 10 mL.

» Potenciémetro.

* Piceta para enjuagar el electrodo del potenciometro.

* Levadura (Saccharomyces cerevisiae) 200 mg/mL.

* Solucién de glucosa (10%) para una concentracion final de
1%.

* Solucién de dinitrofenol 40 mmol/L en etanol.

* Solucién de azida de sodio 400 mmol/L.

» Agua destilada.

Método
Experimento 1 (control)

1. Diluir 5 mL de la levadura con 35 mL de agua destilada.

2. Determinar el pH de la solucién y repetir la lectura dos
veces mas con intervalos de 3 minutos para obtener la linea
basal.

3. Adicionar 5 mL de glucosa al 10 %, agitar y medir el pH.

4. Determinar el pH de la solucion 4 veces con intervalos de
5 minutos, y luego cada 10 minutos 2 veces mas.
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EXPERIMENTO 2 (DINITROFENOL)

1. Diluir 5 mL de la levadura con 35 mL de agua destilada.

2. Anadir por decantacion (no pipetear) 0.2 mL de la solucion
de dinitrofenol 40 mmol/L para obtener una concentracién
final de 200 pmol/L.

3. Determinar el pH de la solucién y repetir la lectura dos
veces mas con intervalos de 3 minutos para obtener la linea
basal.

4. Esperar 5 minutos.

5. Adicionar 5 mL de glucosa al 10 %, agitar y medir el pH.

6. Determinar el pH de la solucién 4 veces con intervalos de
5 minutos, y luego cada 10 minutos 2 veces mas.

EXPERIMENTO 3 (AZIDA)

1. Diluir 5 mL de la levadura con 35 mL de agua destilada.

2. Anadir por decantacion (no pipetear) 0.5 mL de la solucion
de azida de sodio 400 mmol/L para obtener una
concentracion final de 5 mmol/L. Agitar con cuidado.

3. Determinar el pH de la solucidn y repetir la lectura dos
veces mas con intervalos de 3 minutos para obtener la linea
basal.

4. Esperar 5 minutos.

5. Repetir los pasos 3 y 4 del experimento control.

6. Registrar sus datos en la tabla 1

Analisis de resultados

1. Hacer una gréafica de cada uno de los experimentos,
utilizando los valores de las lecturas de pH contra tiempo.

2. Analizar el significado de los cambios de pH en el
experimento control, con dinitrofenol como desacoplante y
con azida de sodio.

3. Hacer una relacion de las vias que producen estos
cambios; tomar en cuenta que las levaduras poseen una
ATPasa de protones en la membrana mitocondrial que se
encarga de sintetizar ATP y que tienen otra ATPasa de
protones en la membrana plasmatica cuya funcién es similar
a la bomba de Na'/K" en las células de los mamiferos (ver
fig.7.1).

Glucosa

ADP + Pi

/7T Glucosa
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pH

Tiempo
(min)

Control

Dinitrofenol

Azida de
sodio

0 (basal)

3 (basal)

6 (basal)

Agregar 5m

L de glucosa

0

5

10

15

20

30

40

Tabla 7.1.- Resutados

Referencias

1. Pefia A. Studies on the mechanism of K* transport in

yeast. Arch Biochem Biophys. 1975; 167:397-409.

- 2. Pardo JP. La ATPasa de H" de la membrana plasmatica
de los hongos. Mensaje Bioquimico. 1990; 13: 119-172.
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Practica 5

Determinacién de glucosa en sangre total

Tiempo de la practica: 3 horas
Objetivos

1. Que el estudiante comprenda el metabolismo de la glucosa
en sujetos sanos en diferentes condiciones.

2. Que el estudiante corrobore los cambios de la glucosa y la
insulina después de la ingesta de alimentos y en condiciones
de ayuno.

3. Que el alumno sea capaz de entender las curvas de indice
glicémico obtenidas con glucosa de diferentes fuentes.

INTRODUCCION

La glucosa representa una fuente de energia
importante en el humano; el funcionamiento adecuado de
organos como el cerebro y células como los eritrocitos
depende de un aporte continuo de dicho carbohidrato. Por
consiguiente, la concentracién de glucosa en sangre debe
mantenerse dentro de un intervalo adecuado para satisfacer
los requerimientos energéticos del organismo.

En la practica clinica, la determinacién de la
concentracion de glucosa sanguinea — en condiciones de

ayuno — le permite al médico realizar un diagndstico adecuado
acerca de la homeostasis de la glucosa en un individuo,
ayudandole a detectar alteraciones potenciales en dicha
homeostasis (p. e]. diabetes).

La concentracion de glucosa en sangre esta
determinada por factores como el estado de alimentacion del
individuo, situaciones que generen estrés, los niveles de
hormonas e incluso la edad.

Algunos minutos después de la ingesta de una comida,
aumentan los niveles de insulina sanguinea. La glucosa y
algunos aminoacidos de la dieta — tales como la leucina, la
isoleucina y la lisina — son estimulantes potentes de las células
beta del pancreas, haciendo que éstas secreten insulina. La
mayor parte de las células del cuerpo responden al aumento
en la concentracion de la glucosa sanguinea con un
incremento en la velocidad de transporte de la misma hacia el
interior de las células. De esta manera, los niveles de glucosa
sanguinea aumentan solamente de un 20% a un 40% en los
individuos no diabéticos. Es importante sefialar que
aproximadamente el 80% de la captacion de glucosa por los
tejidos no depende de la insulina (p. €j. el cerebro, los glébulos
rojos, el higado y los intestinos) El masculo y el tejido adiposo
son los tejidos mas importantes que dependen de insulina (ver
Tabla anexa). Por otra parte, los niveles crecientes de insulina
y glucosa sanguineas inhiben la lipdlisis, asi como
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aproximadamente el 60% de la liberacién normal de glucosa
producida por la gluconeogénesis hepatica.

La velocidad con la que aumenta la concentracion de
glucosa en sangre depende notablemente de la fuente del
azucar en la dieta, asi como de su abundancia. Asi, la ingesta
de una solucidn de glucosa se manifestara mas rapidamente
en el nivel de glucosa en sangre en comparaciéon con la
ingesta de una comida sdlida rica en carbohidratos. Ello se
debe a que la glucosa contenida en los alimentos no se
encuentra en forma libre, sino que esta unida en forma
covalente a otras moléculas, ya sea a otros monosacaridos
como la galactosa o la fructosa — como en la lactosa y la
sacarosa, respectivamente — o a otras moléculas de glucosa —
como en el almidon — y los enlaces correspondientes deben
ser hidrolizados por enzimas especificas en el intestino
delgado antes de quedar disponible para su absorcion.

En el estado de postabsorcion (ayuno temprano) de los
individuos normales, disminuye la concentracién de insulina en
sangre y se incrementa la concentracion de glucagén, por lo
que baja la relacion insulina/glucagon sanguinea, favoreciendo
que el glucogeno muscular y hepatico sea degradado como
una fuente de glucosa. Si el ayuno es de largo plazo, entonces
ocurre la degradacién de las proteinas a aminoacidos en el

musculo esquelético, y la lipdlisis de los triacilgliceroles a
acidos grasos y glicerol en el tejido adiposo. El aminoacido
alanina y el glicerol son usados para sintetizar glucosa por
medio de la gluconeogénesis estimulada por glucagon. Por
otra parte, los acidos grasos libres pueden ser usados como
combustible por el corazén, los musculos esqueléticos y el

higado.

Transportador Organo o Tejido Propiedades
GLUT 1 Eritrocitos, barrera hematoencefalica, Ingreso basal de glucosa.
placenta, retina, Km 1.6 mM.
rindn y cerebro.
GLUT 2 Higado, pancreas Transportador de
e intestino delgado glucosa, galactosa y
fructosa.
Sensor de glucosa en
pancreas.
Km de 15 mM o mas.
GLUT 3 Cerebro, placenta, Ingreso basal de
higado, rifién glucosa.
y corazon. KM 2 mM.
Transportador de
glucosa y galactosa.
GLUT 4 Tejido adiposo, Dependiente de
corazon y musculo esquelético. insulina.
Km de 5 mM.
GLUT 5 Yeyuno, espermatozoides, rifdn, | Transportador de
cerebro. fructosa.
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Figura 8. CONTROL HORMONAL DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA. La concentracion de glucosa plasmatica refleja el equilibrio entre la accion hipoglucemiante (disminucién de la glucosa) de la insulina y la accién
hipergluceminate (aumento de glucosa) de las hormonas antiinsulinicas. En el grafico inferior se muestra el patrén diario de secrecion de la insulina y del glucagon, asi como las variaciones correspondientes en la concentracion de
glucosa plasmatica como resultado de la ingesta de alimentos. La concentracion de glucosa se mantiene dentro de un margen relativamente estrecho durante el dia.
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Determinacion de glucosa.

Requisito para la practica: ayuno de 6-8 horas

Podra participar un integrante por equipo, de manera que
en todo el grupo se puedan trabajar las diferentes
condiciones.

Glucémetros “One Touch Ultra”

Tiras reactivas “One Touch Ultra” [Glucosa Oxidasa
(Aspergillus niger)].

Lancetas estériles.

Recipiente para material punzo cortante.

Recipiente para material biolégico infeccioso

Jabdn para manos.

Torundas de algodon con alcohol.

Tres voluntarios que hayan ingerido alguna de la siguientes
fuentes de glucosa:

a) 15 gramos de glucosa (1er Equipo)
b) 15 gramos de sacarosa (2° Equipo)
c¢) 15 gramos de cereal (3er Equipo)

Método.
Determinacion de glucosa.

A cada uno de los sujetos se le determinara la
concentracion de glucosa en sangre total — por medio de un
glucémetro — en los siguientes tiempos:

0 minutos (antes de ingerir la carga de los diferentes
carbohidratos) y a los 30 minutos, 60 minutos y 90 minutos,
después de la ingesta.

Para realizar la determinacion de glucosa en sangre total
seguir los siguientes pasos:

1.- Inserte la tira reactiva en el puerto de
analisis, con el extremo de las barras de
contacto al frente y mirando hacia arriba.
Empujela hasta que no avance mas.

2.- Los estudiantes voluntarios deben lavar l
SuUS manos con agua y jabon y desinfectar

la zona donde se realizara la puncion
utilizando una torunda con alcohol.

3.- Puncione el dedo con una lanceta y
apligue un masaje suave a la punta de su
dedo, lo que le ayudara a obtener una gota
de sangre adecuada; no exprima en
exceso el area de puncion.

4. Acerque y mantenga la gota de sangre
en el canal estrecho del borde superior de
la tira reactiva.
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Para asegurarse de que la cantidad de
sangre es adecuada, utilice como guia los
esquemas adjuntos:

a) Muestra adecuada

5.- Llene el capilar del glucometro, lo que
inicia la cuenta regresiva para dar la '
concentraciéon de glucosa ,

Con los datos obtenidos completar el cuadro anexo y
hacer una grafica en papel milimétrico de todas las variantes
usadas en la practica

Nombre:
Edad: Sexo:
Tiempo (min) Glucosa (mg/dL)
0
30
60
90

b) Muestra insuficiente

Es importante desechar con mucho cuidado la lanceta

usada, con el fin de evitar que se produzcan lesiones accidentales
con la punta de las mismas.

Para el desecho de las lancetas y del material contaminado
con sangre siga los siguientes pasos:

* Deposite la lanceta en un recipiente para material
punzo cortante.

* Deseche las tiras reactivas, junto con las torundas de
algodon empleadas en la practica, en una bolsa para

* Materialbiolégico-infeccioso.

Referencias

1. Kaplan LA, Pesce AJ. (2002). Quimica Clinica. Teoria,
analisis y correlacion. 32 Edicion. Ed. Pesce Kaplan
Publicaciones, Capitulos: 32.

2. NORMA OFICIAL MEXICANA, NOM-015-SSA2-1994, “Para
la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus en
la atencion primaria”. Listado de Normas Oficiales Mexicanas
de la Secretaria de Salud.

3. MODIFICACION a la Norma Oficial Mexicana NOM-015-
SSA2-1994, Para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes. Listado de Normas Oficiales Mexicanas de la
Secretaria de Salud.
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Nacional de Vigilancia Epidemiolégica SSA. México. Edicion ELSEVIER MOSBY, Espana. Capitulo 21
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Practica 6
Determinacion de colesterol y lipoproteinas plasmaticas

Tiempo de practica: 2 horas

Objetivos

1.Recordar la estructura de los diferentes lipidos circulantes y sus
funciones.

2.Describir las diferentes fuentes de colesterol, su funcién y la
dinamica del colesterol plasmatico.

3.Investigar el papel del colesterol y otros lipidos en el desarrollo
de la aterosclerosis.

4.Describir la composicién y la funcién de las lipoproteinas.
5.Describir los principios analiticos para la determinacion del
colesterol total, colesterol de HDL y de LDL, apolipoproteinas y
triacilgliceroles plasmaticos.

6.Calcular la concentraciéon de colesterol de VLDL y de LDL a
partir de las concentraciones de colesterol total, de colesterol de
HDL vy triacilgliceroles.

INTRODUCCION

Los dos lipidos de la sangre con un gran interés en el
diagndstico clinico son el colesterol y los triacilgliceroles (TAG);
ambos se transportan en las lipoproteinas, que son particulas
globulares de alto peso molecular con un nucleo formado por
lipidos hidrofébicos -TAG y ésteres de colesterol-, los cuales
aportan la mayor parte de la masa de la particula, y por una sola

monocapa de fosfolipidos, colesterol y proteinas o polipéptidos
que rodean al nucleo y estabilizan la particula para que
permanezca en solucién dentro del plasma. Las principales
lipoproteinas que circulan en el plasma humano son los
quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). La cantidad de colesterol y triacilgliceroles
presentes en cada tipo de lipoproiteina es variable.

El colesterol es esencial para el crecimiento y la viabilidad
de las células de los organismos superiores; sin embargo, los
niveles elevados de colesterol sérico se consideran como un
factor de riesgo importante de enfermedad y muerte ya que
contribuyen a la formacién de placas ateroscleréticas. La mayor
parte del colesterol sanguineo es transportado por tres diferentes
lipoproteinas: LDL, HDL y VLDL. Los estudios epidemioldgicos
han establecido con claridad que mientras mayor sea el valor del
colesterol asociado a las LDL, mayor sera el riesgo de
enfermedad cardiaca aterosclerética; por el contrario, mientras
mayor sea la concentracion del colesterol asociado a las HDL,
menor sera el riesgo de enfermedad cardiaca coronaria. En otras
palabras, las cifras elevadas de LDL son indicadores
aterogénicos, en tanto que las de HDL son protectoras, por lo que
el calculo del cociente colesterol-HDL/colesterol-LDL — que
normalmente es de 0.34 + 0.11 — constituye un indice de
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aterogenicidad (mientras menor sea dicho cociente, mayor es el
riesgo de enfermedad cardiaca aterosclerética). En general, se
cree que las lipoproteinas que contienen apoB 100 — un tipo de
proteina asociado con las LDL y las VLDL — son potencialmente
aterogénicas.

ALTERACIONES DE LAS LIPOPROTEINAS
PLASMATICAS Y ATEROGENESIS

Desde el punto de vista clinico, se ha atribuido a
determinadas lipoproteinas el papel de factores esenciales
directos en el desarrollo o en la prevencion de ciertas
enfermedades, principalmente de tipo vascular. Las anomalias en
el transporte de lipidos ocurren en los sitios de produccion o en
los de utilizacion de las lipoproteinas del plasma y provocan varios
tipos de hipo e hiperlipoproteinemias; es decir, disminucion o
elevacion de los niveles plasmaticos de lipoproteinas.

El analisis de las lipoproteinas plasmaticas tiene valor
diagndstico, ya que permite el reconocimiento de defectos
primarios — p. ej. hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia
familiares, deficiencia familiar de lipoproteina lipasa o apoproteina
Cll, etc — y es de gran valor para describir la alteracion
lipoproteica subyacente a otros trastornos clinicos, como la
diabetes, la obesidad, la hepatitis, el hipotiroidismo, el consumo
de alcohol, el uso de anticonceptivos orales.

Cabe destacar que la mayor parte de las hiperlipo-
proteinemias — aquellas que consisten de una elevacién en la
concentracion de colesterol de LDL, de VLDL y de Lp(a) —
conllevan un alto riesgo de producir accidentes cardio y
cerebrovasculares, necrosis o pérdida de la funcién en las
extremidades, lo cual se debe a que el colesterol es el agente
causal de la aterosclerosis subyacente en dichos padecimientos.

De ahi el interés actual por el diagnéstico temprano y el
tratamiento de estas hiperlipoproteinemias.

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual la
hipercolesterolemia conduce a la aterosclerosis. Sin embargo, se
cree que al alterarse la relacion colesterol/fosfolipido — que lleva
consigo un incremento en la viscosidad y maleabilidad de las
membranas — se inducen cambios en el endotelio y en los
monocitos con un aumento en su migracion y adherencia,
probablemente la primera anomalia celular de la aterogénesis.

Segun la hipétesis mas aceptada sobre la patogénesis de la
aterosclerosis (hipotesis de respuesta a la lesion), cualquier lesion
en el endotelio o en el musculo liso de la pared vascular —
causada por diversos factores tales como la hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, el estrés mecanico de la hipertension arterial,
agresiones quimicas como el tabaquismo, etc. — produce una
alteracién en la relacién existente entre el endotelio vascular, las
células del musculo liso, los monocitos, los macréfagos, las
plaguetas y los componentes de la sangre circulante (en particular
los lipidos) y genera una respuesta inflamatoria fibroproliferativa,
que implica la participacion de un gran numero de factores de
crecimiento, citocinas y moléculas vasorreguladoras, que dan
origen a las placas ateroscleroticas.

Por otro lado, se ha observado que las particulas LDL
oxidadas por los macréfagos — que es un proceso que ocurre
normalmente — causan lesién al endotelio, lo que puede ser
aterégeno. La formacién de anticuerpos contra las LDL oxidadas
también puede ser un factor importante en la formacién de la
placa. Por lo tanto, hay un interés clinico cada vez mayor en la
funcion de los compuestos antioxidantes, como las vitaminas C, E
y el B-caroteno. Los estrogenos también pueden actuar como
antioxidantes en la prevencion de aterosclerosis. Inclusive, se ha
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reportado que las lipoproteinas HDL tienen efectos antioxidantes
in vitro.

Tradicionalmente, las anomalias en la concentracidon de los
lipidos sanguineos se han valorado con un examen global de
colesterol y TAG. En la actualidad, estos datos son insuficientes
para valorar correctamente una hiperlipidemia, por lo que se
deben investigar también las diferentes fracciones lipoproteicas.

FUNDAMENTO DE LAS DETERMINACIONES

La evaluacidon de pacientes en los que se sospecha alguna
alteracion en los lipidos plasmaticos puede incluir la determinacion
de colesterol total y TAG, asi como de una o mas lipoproteinas.
Adicionalmente, la cuantificaciéon de Lp(a), apoAl y apoB, o la
actividad de la lipoproteina lipasa u otras enzimas, esta siendo
ampliamente valorada para incluirla como procedimiento clinico de
rutina.

Determinacion del colesterol plasmatico total. El colesterol total en
plasma es igual a la suma del colesterol contenido en las tres
lipoproteinas que lo transportan:

Colesterol total = Colesterol VLDL + Colesterol HDL — Colesterol LDL

Ademas, el colesterol existe en el organismo en dos
fracciones: una en estado libre y otra esterificado — esta ultima
representa del 60 al 75%— por lo que, para la determinacion del
colesterol total, se utiliza una serie de reacciones enzimaticas que
comienza con una hidrélisis para dejar libre el grupo 3-OH del
colesterol. En la segunda reaccion dicho grupo se oxida y se
obtiene, como uno de los productos, el peroxido de hidrogeno el
cual, por efecto de la peroxidasa, transfiere uno de sus oxigenos a
un aceptor cromégeno. La absorbencia del cromdégeno (4-
benzoquinona-monoimino-fenazona) se determina a 520 nm y es

proporcional a la concentracion de colesterol. Las reacciones
correspondientes, asi como las enzimas involucradas, son:

Esteres de colesterol

Colesterol esterasa

Esteres de colesterol s Colesterol + &cidos grasos

Colesterol oxidasa ~
,

Colesterol + O, 4 colestoma + H,0,

2H,0, + 4 aminoantipirina + fenol 2&reXidasa s, ~romageno + H,O
p g

Determinacioén de triacilgliceroles. El método utilizado se basa en
la hidrolisis completa de los TAG por una lipasa, seguido de la
determinacion del glicerol liberado en la reaccion. Esta ultima
etapa implica la fosforilacion del compuesto por la glicerol cinasa,
formando (glicerol-3-fosfato, el cual es oxidado por Ila
glicerolfosfato oxidasa a fosfato de dihidroxiacetona, generando
en la reaccion peroxido de hidrégeno. Finalmente, la peroxidasa
cataliza la transferencia de oxigeno del perdxido a un aceptor que
es cromogeno — como la 4-aminoantipirina (4-AAP) o el 3,5-
dicloro-2-hidroxibencensulfonato (DHBS) — que se colorea al
oxidarse. La absorbencia del cromoégeno oxidado a 520 nm es
proporcional a la concentracion de TAG.

La secuencia completa de reacciones es:
TAG P23y glicerol + acidos grasos

Glicerol + ATP Glicerolcinasa o glicerol-3—fosfato + ADP

Glicerol-3—fosfato + O, glicerolfosfato oxidasa o djhidroxiacetona fosfato + H,O,

H,O, + 4 AAP + DHBS FPeredesa s, cromégeno oxidado + H,O

Determinacién de colesterol-HDL. Por regla general, el analisis de
las lipoproteinas del plasma requiere de la separacién de las
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diferentes clases de lipoproteinas, seguido de la determinacion de
la lipoproteina o del componente lipoproteico de interés.

La determinacion es relativamente simple si se precipitan
con un polianién (p. ej. heparina, dextran o fosfotungstato
acomplejados con Mn?* o Mgz+) todas las lipoproteinas que
contienen apoB100 — es decir, VLDL, IDL, LDL y Lp(a) — y se
determina el colesterol-HDL que queda en solucion por el método
descrito para el colesterol total.

La relacion colesterol total/colesterol-HDL se considera
como un indicador de riesgo coronario. Normalmente esta relacion
es menor de cinco; mientras menor sea el valor, mejor sera el
prondstico para el paciente.

Determinacion de colesterol-VLDL. En general, la concentracién
de TAG en el plasma sanguineo es un indicador excelente de la
concentracién de las lipoproteinas ricas en TAG como las VLDL.
Esta apreciacion parte de que en condiciones de ayuno no se
encuentran quilomicrones en el plasma, y la relacion
TAG/colesterol de las VLDL es invariable — de 5:1 en mg/dL o de
2.2:1 en mmol/L —, de tal modo que la cuantificacion de la
concentracién de TAG es suficiente para calcular la concentracién
de las VLDL con un porcentaje de error pequefio en la estimacion.
Si la concentracién de colesterol-VLDL es la quinta parte de la
concentracion de TAG cuando ésta se expresa en mg/dL,
entonces:

Colesterol VLDL = %

0 si las concentraciones se expresan en mmol/L:

Colesterol VLDL = TAG

2.2

Es importante enfatizar que estas relaciones no son
apropiadas para muestras con una concentracion de TAG mayor a
400 mg/dL (10.390 mmol/L) o en muestras que contengan
quilomicrones.

Determinaciéon del colesterol-LDL. Aproximadamente las dos
terceras partes del colesterol plasmatico total son transportadas
en las LDL, de tal manera que la concentracion de dicho esteroide
proporciona una estimacion bastante precisa del nivel sanguineo
de las LDL en la mayoria de las personas. Por ello es posible
evaluar, con bastante exactitud, la concentracién de las LDL sobre
la base de la cuantificacion de la concentracion de las VLDL —
estimada por los TAG -y la del colesterol total. No obstante, para
determinar con mayor exactitud la concentracion de las LDL, debe
cuantificarse la concentracion de colesterol contenido en las HDL,
lo cual es relativamente simple. La concentracién de las LDL se
estima como sigue:

Colesterol LDL = colesterol total — (colesterol HDL y colesterol VLDL)

Si se determina la concentracién de lipidos en moles/L en
lugar de en masa/dL y se sustituye el valor estimado de las VLDL
— a partir de la concentracién de TAG — la formula equivalente se
transforma en la expresion descrita por Fridewald (1972):

Colesterol LDL = colesterol total — (colesterol HDL + %)

Otra forma sencilla de determinacion del colesterol-LDL,
aunque indirecta, es el método que utiliza polivinilsulfato (PVS). El
PVS provoca la precipitacion de las LDL y deja en el
sobrenadante las VLDL y las HDL. El valor del colesterol-LDL se
calcula restando al valor del colesterol total (colesterol en VLDL,
LDL y HDL) el valor del colesterol en el sobrenadante obtenido por
la precipitacion (colesterol contenido en las VLDL y las HDL).

Colesterol LDL = colesterol total — (colesterol HDL y colesterol VLDL)
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La determinacion de las LDL se puede hacer directamente
mediante procesos inmunoquimicos que requieren una destreza
especial y un equipo especifico, por lo que resulta de dificil
adaptacién para su uso en docencia. La técnica consiste en hacer
reaccionar esferas de latex revestidas de anticuerpos contra
apolipoproteinas de las LDL. Estas particulas se separan del resto
y se determina el colesterol.

Quilomicrones. Cuando existen quilomicrones pueden ser
detectados si el tubo de ensayo que contiene el plasma sanguineo
se almacena en el refrigerador durante una noche. Los
quilomicrones, de mayor tamafio y menor densidad — pero no las
VLDL — se ubicaran en la superficie del tubo formando una capa
cremosa que puede detectarse visualmente. La presencia de
quilomicrones en el plasma de un individuo en ayunas se
considera anormal.

Determinaciéon de Lp(a). Al igual que las LDL, la cuantificacion de
la Lp(a) se realiza directamente por métodos inmunoquimicos v,
como ya se dijo, su evaluacion constituye un factor independiente
de riesgo coronario. Normalmente, la Lp(a) se precipita junto con
las lipoproteinas que contienen apoB, por lo que la determinacién

del colesterol de las LDL incluye la contribucion de colesterol de la
Lp(a).

Determinacion de apoAl y apoB. La determinaciéon de
apolipoproteinas — particularmente la apoA y la apoB — es un dato
complementario que ayuda a evaluar si un individuo tiene un
riesgo aumentado de cardiopatia coronaria, sobre todo en los
estados hiperlipidémicos donde hay un aumento de TAG en los
quilomicrones o en las VLDL, asi como cuando las LDL y las HDL
contienen menor cantidad de ésteres de colesterol y mas TAG en
su nucleo debido al intercambio de dichos componentes entre las
lipoproteinas. En tales circunstancias, la cuantificacién de las
apoproteinas proporciona calculos mas seguros y utiles de la
concentracion de particulas lipoproteicas.

La mayoria de los métodos de cuantificacién, todos los
cuales requieren un equipo especial, se basan en la identificacion
inmunoldgica de las apolipoproteinas. La técnica mas usada es el
inmunoanalisis ligado a enzimas y a compuestos fluorescentes
(ELIHDL).
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Figura 9. Metabolismo de lipidos.
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Material
* Gradilla con 6 tubos de ensayo.
* Pipetas de 5y 10 mL.
* Pipetas automaticas
* Puntas para pipetas automaticas
*Solucion de enzimas para la determinacién de colesterol, que
contiene: amortiguador Tris 100 mmol/L (pH 7.7); MgCI, 50
mmol/L; 4-amino-antipirina 1 mmol/L; fenol 6 mmol/L; colesterol
esterasa = 160 U/L; colesterol oxidasa = 100 U/L y peroxidasa = 2
000 U/L.
*Solucion patron de colesterol para la determinacién de colesterol
total (200 mg/dL = 5.17 mmol/L).
*Solucion de enzimas para la determinacion de TAG, que
contiene: amortiguador Tris 100 mmol/L (pH 6.7); ATP 0.7 mmol/L;
MgCl, 4 mmol/L; 4-aminoantipirina 0.4 mmol/L; 3,5-dicloro-2-
hidroxibencen-sulfonato 0.8 mmol/L; lipasa 21000 U/L; glicerol
cinasa = 1000 U/L, glicerol fosfato oxidasa 4000U/L y peroxidasa
> 2000 U/L.
*Solucién patrén de TAG (trioleina) (200 mg/dL = 2.8 mmol/L)
*Reactivo precipitante para la determinacion de HDL: sulfato de
dextran 10g/l, MgCl, 0.5 mol/L.

*Espectrofotdmetro para leer densidad 6ptica.
Método

Determinar colesterol total, TAG y colesterol-HDL como se
describe a continuacion:

1.- A un tubo eppendorf que ya contiene 20 yL de la solucién
precipitante agregarle 50 yL de plasma; mezclar perfectamente y
dejar reposar 10 minutos. Transcurrido dicho lapso, centrifugar
durante 10 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante que contiene
solamente a las HDL sera utilizado para determinar el colesterol-
HDL.

2.- Para la determinacion de colesterol total y colesterol-HDL
preparar la siguiente serie de tubos:

Preparacion de los tubos (volumen en pL)

Tubo 1 2 3
Estandar de 10 yL - -
colesterol
Plasma -

10 pL -

Sobrenadante con - -
HDL

3.- Agregar a todos los tubos 1 mL de la solucién de enzimas para
la determinacion de colesterol. Mezclar e incubar a temperatura
ambiente durante 10 min.

20 pL
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1 mL de solucién de enzimas para colesterol 1 mL de solucién de enzimas para TAG

—)

10 uL 10 uL
Estandar de TAG Plasma
10 uL
Estandar 10 yL 20 uL Sobrenadante
de Plasma con HDL
colesterol

Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 10 min.

5. Leer la absorbancia (A) a 520 nm en el espectrofotometro;

calibrar a cero con el blanco.
4.-Leer la absorbancia (A) a 520 nm en el espectrofotémetro;

calibrar a cero con el blanco. Resultados

Para determinar los TAG preparar la siguiente serie de tubos: 1. Utilizando la concentracion de colesterol de la solucion

estandar, calcule la concentracion de colesterol correspondiente a
Preparacion de los tubos (volumen en ul). los tubos 2 y 3 (tubos que contienen el plasma y el sobrenadante)
de la siguiente manera:

Tubo 1 2
Estandar de TAG 10 L - _ GCs
— - 10 0L [Colesterol] = = X Ap

Agregar a todos los tubos 1 mL de solucién de enzimas para TAG.  Cg = Concentracion del estandar en mg/dL o mmol/L.
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Ag = Absorbancia del estandar.
Ap = Absorbancia del problema.

2.-Para el calculo de la concentracién de triacilgliceroles se
procede de un modo similar:

[Triacilgliceroles] = o X Ap

Cg = Concentracion del estandar en mg/dL o mmol/L.
Ag = Absorbencia del estandar.
Ap = Absorbencia del problema

3.-Compare los resultados obtenidos con los valores normales de
colesterol total, del colesterol-HDL y de los triacilgliceroles en el
plasma.
4.-Calcule la concentracién de colesterol-VLDL mediante la
formula:
TAG

4
5.-Calcule la concentracién de colesterol-LDL a partir de las
concentraciones de colesterol total, HDL y VLDL utilizando la

férmula correspondiente incluida en la introduccion de la practica.

Crlesterol — FLONE =

6.-Con los datos obtenidos, estime los cocientes colesterol-
HDL/colesterol-LDL y colesterol total/colesterol-HDL (indices
aterogénicos).

7.-Analice el significado de los datos obtenidos y haga un informe
de los resultados y de las conclusiones que de éstos se deriven.

10.

. Pennachio D.
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Practica 7
Integracion Metabolica

Tiempo de practica: 3 horas

Objetivos

1.-Que el alumno pueda integrar las vias metabdlicas de los
carbohidratos, de los lipidos y proteinas en una persona sana.
2.-Que el alumno reconozca los sitios denominados
encrucijadas metabdlicas y las enzimas reguladoras de las
distintas vias.

3.-Que el alumno pueda correlacionar el papel que tienen las
hormonas en la regulacién de las vias.

4.-Que el alumno sea capaz de analizar los datos de las
pruebas clinicas en un sujeto normal.

5.-Que el alumno conozca las vias que estan alteradas en un
paciente diabético.

INTRODUCICON

Los alimentos que ingerimos deben estar constituidos
por los 6 componentes basicos que son: proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales y agua. La
cantidad que se requiere ingerir de cada uno de los
componentes varia de acuerdo con la constitucion, la edad y
la actividad fisica que se realiza; tanto la falta como el exceso
de consumo de alguno — o algunos — de los componentes
basicos lleva a diversos trastornos metabdlicos.

Metabolismo de los carbohidratos

Aproximadamente entre el 40 y el 45% de nuestra
ingesta calorica diaria proviene del consumo de carbohidratos
complejos los cuales, al ser digeridos, dan lugar a los
diferentes monosacaridos entre los que sobresale la glucosa.
Esta ultima se distribuye por la sangre a las células, siendo la
principal fuente de energia. Algunos tipos celulares dependen
de la insulina liberada por el pancreas para captar la glucosa,
como es el caso de las células musculares. Si el nivel de
insulina no es el adecuado, la glucosa permanece en la
sangre causando un aumento en su concentracion; a esto se
le denomina hiperglucemia. Una de las enfermedades que se
caracteriza por la hiperglucemia es la diabetes mellitus, la cual
se caracteriza por un defecto en la secrecion de insulina, en la
accion de la insulina o en ambas. La hiperglucemia crénica de
la diabetes puede conducir a lesiones, asi como disfuncion y
fallo de varios érganos (especialmente de los ojos, los rifiones,
el corazoén y los vasos sanguineos).

En el desarrollo de la diabetes estan implicados varios
procesos patogénicos; estos van desde una destruccion
autoinmune de las células B del pancreas — con la
consiguiente deficiencia de insulina — hasta anormalidades en
las que el pancreas produce suficiente insulina pero los tejidos
dependientes no responden a ella. La accién deficiente de la
insulina en los tejidos diana es la responsable del metabolismo
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anomalo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas en la
diabetes. Frecuentemente coexisten en el mismo paciente una
secrecion inadecuada de insulina asi como defectos de la
accion de ésta.

A nivel celular, la accién deficiente de la insulina
ocasiona una respuesta inadecuada en uno o mas puntos de
la compleja red de sefalizacion en la que esta hormona tiene
un papel esencial.

La mayoria de los casos de diabetes pueden incluirse
en dos amplias categorias etiopatogénicas. En el primer caso
(diabetes tipo I) la causa es una deficiencia absoluta en la
secrecion de insulina debido a la destruccion de las células B
de los islotes de Langerhans. Los individuos con alto riesgo de
desarrollar este tipo de diabetes pueden ser identificados
mediante evidencias seroldgicas de un proceso autoinmune
que se produce en los islotes pancreaticos y también mediante
marcadores genéticos. En la segunda categoria (diabetes tipo
II), mucho mas prevalente, la causa es una combinacion de
una resistencia a la accion de la insulina y de una inadecuada
respuesta secretora compensadora. La diabetes tipo Il se
caracteriza por estar presente muchos afos antes de que
aparezcan los sintomas clinicos (sed, pérdida de peso), pero
suficiente para ocasionar cambios patoldgicos y funcionales
sobre los 6rganos blanco. Durante este periodo asintomatico
es posible demostrar trastornos en el metabolismo de los
carbohidratos determinando la glucosa plasmatica en ayunas

o después de una sobrecarga de glucosa por via oral.

Metabolismo de los lipidos

El exceso en la ingesta de carbohidratos no solamente
mantiene la reserva de energia en forma de glucégeno, sino
que una parte importante de dicho exceso es convertido en
triacilgliceroles. En el higado, los triacilgliceroles se sintetizan
a partir de acil CoA y glicerol 3-fosfato, son empaquetados
para su exportacion en lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y secretados al torrente sanguineo. Cuando las VLDL
llegan al tejido adiposo, los triacilgliceroles son degradados y
los acidos grasos que se liberan se incorporan nuevamente en
triacilgliceroles para su almacenamiento. Para su utilizacion,
los triacilgliceroles son hidrolizados a glicerol y acidos grasos.
En la dieta es crucial la presencia de lipidos, ya que son
precursores de diferentes componentes de la célula (p.ej. los
fosfolipidos). Un lipido particularmente importante es el
colesterol, ya que proporciona rigidez a las membranas
celulares y es precursor de las sales biliares, asi como de
hormonas esteroideas. El colesterol se puede obtener
mediante la alimentacion y por la sintesis de novo en el propio
organismo, siendo las células hepaticas y las suprarrenales
las de mayor actividad biosintética. Para llevar a cabo la
sintesis de colesterol se requiere de acetil-CoA, el cual
proviene de la degradacion de glucosa, acidos grasos y
aminoacidos. Debido a que el acetil-CoA puede tener
diferentes destinos en su metabolismo, se le denomina un
metabolito de encrucijada metabdlica.

El colesterol es insoluble en agua, por lo que su
transporte en la sangre requiere de tres tipos de lipoproteinas,
que son las de muy baja densidad (VLDL), las de baja
densidad (LDL) y las de alta densidad (HDL). En un individuo
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adulto, los niveles normales de colesterol total en sangre en
un adulto son de < 200 mg/dL; cuando estos valores se ven
aumentados se asocian a la formacién de placas
aterosclerdticas, que pueden ocluir los vasos sanguineos vy
provocar alteraciones cardiovasculares e incluso infarto al
miocardio.

Por lo anterior, es importante la cuantificacion de las
LDL en sangre, ya que concentraciones elevadas indican el
desarrollo de la aterosclerosis.

En el caso de las HDL se presenta una situacion
inversa, ya que al disminuir su concentracion aumenta el
riesgo de desarrollar aterosclerosis.

Metabolismo de los compuestos nitrogenados

Las proteinas constituyen la fuente primaria del
nitrogeno en el organismo. Los aminoacidos producidos por la
digestion de las proteinas que se consumen en los alimentos
son utilizados por el cuerpo para la sintesis de sus propias
proteinas y de compuestos nitrogenados, o bien pueden ser
oxidados para producir energia.

El higado es el érgano principal en donde se realiza la
oxidacién de los aminoacidos. El nitrdgeno de los aminoacidos
forma amoniaco, el cual es téxico para el organismo. El
amoniaco y los grupos amino se convierten en urea en el
higado, molécula que no es toxica y se elimina facilmente por
la orina, ya que es hidrosoluble.

Otro de los componentes del metabolismo nitrogenado
son los nucleétidos, que contienen purinas y pirimidinas.

Los nucledtidos son precursores del DNA y el RNA,
forman parte de la estructura de muchas coenzimas, y
participan en el metabolismo energético, como el ATP.

La degradacién de las purinas no genera energia y el
producto de la degradacion del anillo purinico es el acido
urico, que se elimina por la orina. Debido a que tiene una
solubilidad limitada, su exceso da como resultado la
formacion de cristales en regiones del organismo como los
dedos gordos del pie, trastorno que se conoce como gota.

Los valores elevados de acido urico se presentan en:
ingestion de alimentos ricos en nucleoproteinas, insuficiencia
renal, azoemias prerrenales.

Otro de los componentes del metabolismo nitrogenado es la
creatina que en el musculo en su forma fosorilada sirve como
almacén de alta energia y se transforma con facilidad en ATP
por la enzima creatina fosfocinasa. La creatina es inestable y
se cicla espontaneamente para formar la creatinina que se
elimina en la orina. La produccion de creatinina es
proporcional a la masa muscular corporal. La cantidad de
creatinina que se elimina diariamente puede utilizarse como
indicador de la normalidad de la funcién renal.
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MATERIALES

Determinacion de glucosa
*  Glucémetros One Touch Ultra.
* Tiras reactivas One Touch Ultra
[Glucosa oxidasa (Aspergillus niger)].
* Lancetas estériles
* Recipiente para material punzo cortante.
* Recipiente para material biolégico-infeccioso.
e Jabdn para manos.
* Torundas de algodén con alcohol.

Determinacion de colesterol y triacilgliceroles.
Dichas determinaciones solo se realizaran al tiempo 0
* Accutrend Roche para determinacion de colesterol y
triacilgliceroles.
* Tiras reactivas para determinacion de colesterol.
» Tiras reactivas para determinacién de triacilgliceroles.
* Lancetas estériles

Las determinaciones de urea, creatinina y acido urico, se
realizaran en orina.

Las muestras de orina se realizaran solo al tiempo 0 y a
los 120 minutos.

Nota: La muestra de orina del tiempo 0 es a la que se le
realizara el EGO

La muestra de orina debera ser del alumno a quien se
le haya determinado glucosa, colesterol y triacilgliceroles para

poder discutir todos los valores en conjunto y poder enlazar en
un mismo individuo el efecto que tiene la dieta sobre el
metabolismo.

Determinacion de urea
* Pipetas automaticas (10 a 200pL)
* Puntas para micropipetas
* Propipetas.
* Reactivo para determinacion de urea.
* Estandar de urea (50 mg/dL).
* Espectrofotometro.
* Celdas.
* Agua destilada.

Determinacioén de acido urico
* Pipetas de 5 ml.
* Gradilla con 2 tubos de ensaye
* Reactivo para acido urico
» Estandar de acido urico (6 mg/dL)
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METODO

Determinacion de glucosa
Podra participar un integrante por equipo, de manera que en
todo el grupo se puedan trabajar las diferentes condiciones.

1.-Dos sujetos, uno de los cuales consumira una dieta rica en
carbohidratos y el otro una dieta rica en proteinas.

2.-A cada uno de los sujetos se les determinara la
concentracion de glucosa en sangre total por medio de un
glucémetro en los siguientes tiempos:

v 0 minutos (antes de ingerir los alimentos).

v" 30 minutos, 60 minutos y 120 minutos, después de ingerir
los alimentos.

Para realizar la determinacion de glucosa en sangre total

seguir los siguientes pasos:

1.- Lave sus manos y limpie con una
torunda de algodon con alcohol la zona Wz
donde se realizara la puncion. (7t

2.- Aplique un suave masaje a la punta de
su dedo que le ayudara a obtener una
gota de sangre adecuada No exprima en
exceso el area de puncion.

3.-Acerque y mantenga la gota de sangre en
el canal estrecho del borde superior de la
tira reactiva.

4 a) Muestra adecuada
b) Muestra insuficiente

5.- Inserte la tira reactiva en el puerto de
analisis, con el extremo de las barras de
contacto de primero y mirando hacia
arriba. Empujela hasta que no avance
mas.

6.- Hasta que la ventana de confirmacion este completamente
llena de sangre, antes que el medidor comience la cuenta
regresiva.

7.-Lectura el resultado de la prueba de

glucosa de su sangre aparecera _
después de que el medidor cuente en “ “ ,
forma regresivade 5a 1. ' , , T
- mg/dL
0-10 145
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Anotar el resultado en la tabla correspondiente

8.-Es importante desechar con mucho cuidado la lanceta
usada luego de cada uso, con el fin de evitar que se
produzcan lesiones accidentales con las puntas de la
lancetas, coldéquelas en un recipiente para material punzo
cortante.

9- Deseche las tiras reactivas en una bolsa para material
biolégico-infeccioso junto con las torundas de algodon
empleadas en la practica.

10.-Con los datos obtenidos completar el cuadro 10.1 y hacer
una grafica de todas las variantes en papel milimétrico.

Cuadro 7.1 Resultados

Fecha:

Nombre:
Edad: \ Sexo:
Tiempo [Glucosa mg/dL]
(min.)
0

30

60

120

Determinacion de colesterol y triacilgliceroles

1.-Lavarse las manos cuidadosamente
esto es con la finalidad de retirar residuos
de crema o grasa en las manos para evitar
determinaciones erroneas principalmente
cuando se realiza la determinacién de
triacilgliceroles.

2.- Con la ayuda de unas pinzas extraer una tira reactiva del
envase y taparlo inmediatamente para evitar que las tiras se
sequen.

3.-Con la tapa cerrada inserte en la
ranura, en la direccion indicada por la
flecha, la tira reactiva con el cuadrado
amarillo hacia arriba hasta que encaje y
deje verse la marca TG o CHOL impresa
en la tira reactiva.

4.-Frote y masajee la yema del dedo para
facilitar la extraccion y aplicacion de la
sangre.
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NOTA: Tener cuidado al realizar la determinacion, ya que
solo cuentan con una tira reactiva para cada prueba.

8.-Anote la lectura
Determinacion de urea en orina

La urea presente en la muestra reacciona con el o-ftaldehido
en medio acido originando un complejo coloreado puede
identificarse espectrofotométricamente.

- i
Yron 4 o, readde ks — ivonudolone:

La urea es estable 5 dias a 2-8 °C.
1.-Para la determinacién de urea en orina, tomar la muestra
como se esquematiza en el cuadro.

Tubo 1 2
Muestra 10 L --
Estandar -- 10 pL

Solucién reactiva 1mL 1mL
para urea

La determinacién se realiza en tubos de ensaye

9.-Realice la lectura de la concentracion de colesterol y Estandar de urea (50 mg/dIL).
triacilgliceroles segun sea el caso. Mezclar e incubar 20 minutos a temperatura ambiente.
16 el
ity
oMt 2l test

219-

"n.
oM 2mD
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Tubo 1 2
Orina 100 pL -
Estandar - 100
ML
Solucion reactiva 1mL 1mL
de acido urico

Determinacion de acido urico en orina
1.-Para la determinacién de acido urico en orina, tomar la
muestra como se esquematiza en el cuadro.

La determinacion se realiza en tubos de ensaye.

Estandar de acido urico (6 mg/dl)Mezclar e incubar 10 minutos
a temperatura ambiente. Leer la absorbancia (A) en el
espectrofotdmetro frente a blanco de reactivos a 520 mn.
Calculo de la concentracién de acido urico.

Abs Muestra X [Estandar] = [Acido urico]
Abs Estandar

El resultado se obtiene en mg/dL

Referencias
1. Koolman J, Roehm KH (2004). Bioquimica Texto y Atlas: 32
Edicion, Ed. Médica Panamericana, pp.: 158, 308-310.

2. Smith, C; Marks, A. D. & Lieberman, M. (2005). Marks’
Basic Madical Biochemestry. 2% Edicion. Ed. Lippincott
Williams & Wilkins. Pag. 24-26.

3. Kaplan LA, Pesce AJ. (2002). Quimica Clinica. Teoria,
analisis y correlacion. 32 Edicion. Ed. Pesce Kaplan
Publicaciones, Capitulo: 32.

4. NORMA OFICIAL MEXICANA, NOM-015-SSA2-1994, “Para
la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus en
la atencion primaria”. Listado de Normas Oficiales Mexicanas
de la Secretaria de Salud.

5. MODIFICACION a la Norma Oficial Mexicana NOM-015-
SSA2-1994, Para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes. Listado de Normas Oficiales Mexicanas de la
Secretaria de Salud.

6. Manual para el manejo de las insulinas 2001. 22 Edicion.
Subsecretaria de Prevencién y Proteccion de la Salud. Centro
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. SSA. México.

7. NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-030-SSA2-1999, Para
la prevencion, tratamiento y control de la
hipertension arterial. Listado de Normas Oficiales Mexicanas
de la Secretaria de Salud.
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Practica 8
Examen general de orina (EGO)

Objetivos

1.-Que el estudiante sea capaz de interpretar o analizar los
resultados de un examen general de orina (EGO).

2.-Que el estudiante sea capaz de correlacionar los resultados
del examen general de orina (EGO) en un sujeto sano.

3.- Que el estudiante conozca la utilidad del empleo de las tiras
reactivas para un diagnoéstico presuntivo de las diversas
patologias.

INTRODUCCION

Los riflones excretan de 0.5 a 10 | aproximadamente de
orina al dia, siendo 0.5 | el minimo necesario para eliminar los
productos del metabolismo, en condiciones fisiol6gicas normales
la orina no presenta glucosa, asi como tampoco aminoacidos y
pueden presentarse mayores cantidades de aminoacidos debido
a diversas fisiopatologias el rifdn permite la salida de diferentes
compuestos como proteinas.

El analisis de orina se puede llevar a cabo con tiras
reactivas, éstas contienen los reactivos y las enzimas en un
soporte de plastico que al interaccionar con la orina se
desencadena una reaccion que se manifiesta con un producto
coloreado.
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En una tira reactiva se llevan a cabo las siguientes
determinaciones:

Urobilindbgeno, glucosa, cuerpos cetdénicos, bilirrubina,
proteinas, nitritos, leucocitos, indicios de sangre, pH y densidad.

La realizacion del Examen General de Orina (EGO),
proporciona informacion que puede ser util en el diagndstico
diferencial de enfermedades que se pueden presentar no solo a
nivel renal, sino también a nivel hepatico, la diabetes asi como la
preeclampsia.

Examen Fisico

El examen comprende la evaluacion de color, olor,
volumen y densidad.

Color: el color normal de la orina es amarilla y transparente, la

presencia de otros colores sugieren una patologia.

A continuaciéon se presentan una serie de colores que
puede presentar la orina y su posible causa

Color Posible causa

Palido Orina diluida

Obscuro Fosfatos, uratos, oxalatos,

leucocituria, bacteriruria, y
contaminacion fecal.

Blanquecino Leucocituria, lipiduria y quiluria

Amarillo-naranja Orina  concentrada o la
presencia de bilirrubina

Amarillo verdoso Presencia de bilirrubina-
biliverdina

Rojizo Hemoglobina, eritrocituria,
mioglobinuria, porfiria,

contaminacion menstrual, asi
como ingestion de betabel o
tratamiento con rifampicina

Café-negruzco Metahemoglobina y melanina

El olor de la orina en condiciones normales es
caracteristico, sin embargo algunos padecimientos pueden
alterarlo

Olor amoniacal Infeccidn urinaria

Olor a rancio Tirosinemia

Olor a ratén Fenilcetonuria
Jarabe de arce Enfermedad de jarabe de arce
Olor a pies Acidemia glutarica

El volumen de la orina solo es influido por la ingesta de
agua. Un adulto puede presentar un volumen urinario de 600 a
2,000 ml al dia, sin embargo algunas patologias pueden
aumentar el volumen de orina como es el caso de la diabetes,
también la diuresis osmotica, por el contrario en algunos casos el
volumen de excrecion puede ser menor y esto como
consecuencia de la obstruccién del tracto urinario o la
disminucion del volumen plasmatico.
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Gravedad o densidad especifica: Indica la cantidad relativa de
solutos que contiene un volumen definido de orina, del 70 al 80 %
de estos solutos corresponde a la urea.

Electrolitos como el sodio, cloro, urea, fosfatos y sulfatos
intervienen de manera importante en la densidad de la orina.

El examen quimico comprende: pH, proteinas, glucosa,
cetonas, hematuria, bilirrubina, urobilinbgeno, nitritos vy
leucocitos.

pH: Rifiones y pulmones trabajan de manera equilibrada
para mantener un equilibrio acido-base en todos los liquidos
corporales.

La orina es normalmente acida, los valores de pH oscilan
entre 4.5a8.5
Alteraciones del pH urinario

Disminucién en el pH Aumento en el pH

Acidosis metabolicas Ingestion de bicarbonato

Dietas ricas en proteinas | Utilizacion de acetozolamida

Cetoacidosis diabética Neomicina kanamicina

Alcalosis hipokalémica Kanamicina

Proteinas: Las proteinas circulantes acceden a las
células renales y no deben de excretarse mas de 150 mg de
proteina en la orina de 24 horas, de esta -cantidad

aproximadamente la tercera parte es albumina y el resto se
refiere a a, B y y-globulinas.

La proteina de Tamm-Horsfall (uromucoide) se investiga
para confirmar si el sitio de sangrado se localiza a nivel renal.

La presencia en la orina de un exceso de albumina es un
indicador de lesidn glomerular o tubular.

Por la cantidad de proteina excretada se puede clasificar en:

Proteinuria leve: menos de 1 gr/dia
Proteinuria moderada: entre 1 y 4 gr/ dia
Proteinuria grave: mayor de 4 gr por dia

Patologias que presentan proteinuria

* Glomerulonefritis

* Enfermedad renal poliquistica

* Fiebre

* Diabetes mellitus

* Lupus eritematoso generalizado

e Sindrome nefrético

* Intoxicacidon con mercurio, opiaceos

* Obstruccion crénica de las vias urinarias
* Trombosis de la vena renal

Glucosa: Se presentan cantidades detectables de glucosa en
la orina, cuando los valores de glucosa sérica se encuentran por
arriba de los 180 mg/dl, debido a que superan la capacidad de
reabsorcion tubular.

Cetonas: La presencia de cuerpos cetdénicos como el

acetato y el hidroxibutirato productos del metabolismo de acidos
grasos, refieren algun defecto en la utilizacion de los
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carbohidratos de la dieta, por lo que se asocia a diabetes mellitus
descontrolada.
Sangre: La tira reactiva positiva indica tres posibilidades

* Hematuria: La presencia de células sanguineas en orina
y puede presentarse en traumatismos de los 6rganos
urinarios, lesiones neoplasicas, hemofilia,
glomerulopatias, calculos, lupus eritematoso
generalizado, asi como en padecimientos hematolégicos y
pacientes que utilizan anticoagulantes.

* Mioglobinuria: Indica la presencia de mioglobina en orina
y es una proteina que se libera de las células musculares
y la patologia asociada es el dafio muscular severo que
puede ser causado por convulsiones, ejercicio
prolongado, shock eléctrico.

* Hemoglobinuria: Es secundaria a crisis hemoliticas de
cualquier etiologia

Bilirrubina: Una reaccion positiva indica enfermedades
hepaticas. La presencia de trazas refiere realizar una
investigacion con enzimas hepaticas.

Este metabolito proviene de la hemoglobina de los
eritrocitos que son destruidos en el sistema reticulo endotelial
distribuido en todo el organismo, la Hb es transportada al higado
donde se lleva a cabo su conjugacion, misma que le permite ser
filtrada a través del glomérulo renal. Por el contrario la bilirrubina
no conjugada o indirecta no es capaz de pasar a la orina.

Urobilinégeno: Este deriva principalmente de la
bilirrubina transformada por acciéon de bacterias intestinales,
parte del urobilinégeno es excretada por las heces y una minima
fraccion es removida por el higado, llevado al rindn para ser
excretada y finalmente dar color a la orina.

Se encuentra en la orina cuando hay un aumento de
bilirrubina no conjugada en sangre, por ejemplo en anemias
hemoliticas.

Alteraciones del urobilindgeno y la bilirrubina

Color Enfermedad | Enfermeda | Enfermedad
hemolitica d hepatica | obstructiva
Urobilinégeno | Normal Incremen Incremen Bajo o]
urinario Tado tado ausente
Bilirrubina Negativa Negativa Positiva o | Positiva
urinaria negativa

Nitritos: Su presencia en orina sugiere la posibilidad de
infeccion urinaria, incluso en pacientes asintomaticos. El acido
ascorbico puede dar resultados falsos negativos y esto no indica
ausencia de infeccién, ya que algunos gérmenes no producen
nitritos. La enzima reductasa bacteriana metaboliza los nitratos
urinarios en nitritos, lo que indica presencia de bacterias.

Leucocitos y bacteriuria: Se aceptan 5 células por
campo y cuando esta cifra es superada se sugiere infeccion, la
presencia de leucocitos en orina, se denomina piuria.

Las tiras reactivas detectan a estas células por la
presencia de esterasas producidas por los neutréfilos. La
leucocituria es muy valiosa para detectar infeccion.
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Material

Vaso con tapa para la muestra de orina
Muestra de orina

Tira reactiva para examen general de orina
Recipiente para desechos bioldgicos

Método

1.-Para la toma de muestra: EI alumno debera recolectar
del chorro intermedio de la orina y debera ser la primera orina de
la mafana

2.-Una vez obtenida la muestra, observar el color y la
claridad de la muestra.

3.-Tomar con una pinza la tira reactiva.

4 .-Poner en contacto la tira reactiva con la orina evitando
el exceso de la misma. Leer los resultados de acuerdo con la
etiqueta de colores del frasco.

5.-Anotar los datos en la tabla de resultados.

NOTA: Debido a los horarios en que se realizan las
practicas y considerando que en la practica de integracién
se requiere de una muestra de orina, la determinaciéon de
EGO se realizara en dicha practica con la muestra del tiempo
cero, sin olvidar las condiciones en que debe ser tomada la
muestra, sin embargo por fines practicos no se podra
cumplir con este requisito para todos los grupos.

Referencias

1. Diana Nicoll; Stephen McPhee; Michael Pignone. Manual de
pruebas diagnosticas. Manual Moderno. 42. Edicion.

2. Jacques Wallch. Interpretacion clinica de las preubas de
laboratorio. Masson. 42. Edicion

3. G. Ruiz reyes; A. Ruiz Arguelles Fundamentos de
interpretacion clinica de los examenes de laboratorio., 2010,
Editorial Panamericana. 22. Edicion.

4. John W Baynes y Marek H Dominiczak. Bioquimica Médica.
Elsevier Mosby. 32 Edicion.
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Prueba Valores de Resultados
referencia
Densidad 1.016 a 1.0035
pH 45a8.5
Sangre Ausencia
Leucocitos Ausencia
(esterasa)
Nitritos Ausencia
Proteina Ausencia
Bilirrubina Ausencia
Glucosa Ausencia
Cuerpo Ausencia
cetdnicos
Urobilinégeno | Ausencia

Tabla de resultados

UROBILINOGENO
GLUCOSA

C. CETONICOS
BILIRRUBINA
PROTEINAS
NITRITOS
LEUCOCITOS
SANGRE

pH

] DENSIDAD



Practica 9
Pipeteo

Tiempo de practica: 1 hora
Objetivos

1. Que el estudiante adquiera la habilidad de pipetear
cantidades de volumenes pequerios, del orden de microlitros
(ul).

2. Que el estudiante adquiera la destreza para colocar la
muestra en los pozos del gel de agarosa.

3. Que el estudiante considere la importancia de seguir
correctamente la metodologia para obtener los resultados
deseados.

JUSTIFICACION

Para realizar la practica de pipeteo es importante que
los alumnos consideren las cantidades de volumenes que van
a manejar, por lo que la siguiente practica les proporcionara
un ensayo previo de la original, con la idea de tomen en
cuenta pequefos detalles que pueden modificar el resultado
deseado.

NOTA: Todo el material que se proporcione sera una
simulacién del original.

MATERIAL

- Tubo verde con 10 yl de DNA de la escena del crimen
- Tubo azul con 10 pl DNA del sospechoso 1
- Tubo naranja con 10 yl DNA del sospechoso 2
- Tubo violeta con 10 ul DNA del sospechoso 3
- Tubo rojo con 10 pl DNA del sospechoso 4
- Tubo amarillo con10 ul DNA del sospechoso 5
- Mezcla de enzimas de restriccion EcoRI/Pstl, 1800 U,
con 80 pl
- Marcador de DNA de fago lambda digerido con Hind IlI
0.2ug /ul, 12 yL
- Geles de agarosa al 1.0%.
- Amortiguador de electroforesis TAE (Tris-Acetato-EDTA)
Tris-base 39 mM, acido acético glacial 18 mM, EDTA 10 mM.
- Gradillas para microtubos
- Recipiente para tefiir geles
- Pipeta automatica de 10-100 uL
- Puntas para pipetas automaticas
- Marcador indeleble.
- Camara horizontal de electroforesis.
- Microcentrifuga

PROCEDIMIENTO
1.-Se le proporcionara a cada equipo una gradilla con cada

uno de los tubos conteniendo los 10 yl de la muestra.
Rotular cada uno de los microtubos de la siguiente forma:
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Verde EC= Escena del crimen
Azul S1= Sospechoso 1
Naranja S2=Sospechoso 2
Violeta S3=Sospechoso 3
Rojo S4=Sospechoso 4
Amarillo S5=Sospechoso 5

EC S1 S2 S3 S4 S5

2.-Observar cuidadosamente que los 10 ul de la muestra se
encuentren en el fondo del tubo, si se encuentra dispersa en la
paredes del mismo, con la ayuda de una centrifuga, dar un pulso
para que todo el liquido quede en el fondo del tubo.

Microcentrifuga

3.-Pipetear 10 pL de la mezcla de enzimas en el fondo de
cada tubo. Tener cuidado de cambiar la punta para cada
muestra, para evitar contaminacion.

ISS )

' Muestras ADN

rl .“ +

[ mezcla de enzimas

4.-Tapar los tubos y mezclar los componentes golpeando
suavemente los tubos con el dedo, posterior a la agitacion,

proceder como lo indica el punto 2.

Golpear con el dedo

5.-Colocar los tubos en una gradilla e incubar a 37 ° C por 45

minutos.
Nota: en este caso no se realizara pero si considerarlo

para la practica original, ya que en este caso es solo una
simulacion
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Bano

6.-Utilizando una pipeta diferente para cada muestra, anadir
10 yL del amortiguador de carga en cada tubo. Cerrar los
tubos y mezclar los componentes golpeando suavemente con
los dedos y repetir lo indicado en el punto 2.

7.-Colocar un gel de agarosa en la camara de electroforesis.
Llenar la camara con buffer de corrida hasta cubrir el gel,
compruebe que los pozos del gel estan del lado del electrodo

negro (-) y que la base del gel esta del lado del electrodo rojo

(+).

8.-Utilizando una punta de pipeta diferente para cada muestra,
cargar el gel de la siguiente manera:

Pozo 1: Marcador de peso molecular (PM)
Pozo 2: Sin muestra
Pozo 3: Verde

Pozo 4: Azul

Pozo 5: Naranja
Pozo 6: Violeta
Pozo 7: Rojo

Pozo 8: Amarillo

EC= Escena del crimen
S1= Sospechoso 1
S2=Sospechoso 2
S3=Sospechoso 3
S4=Sospechoso 4
S5=Sospechoso 5

Nota: En el momento de depositar la muestra en el pozo,
tomar la micropipeta de manera normal (con la mano derecha)
y apoyar con la mano izquierda la punta de la micropipeta para
obtener mayor equilibrio, introducir la punta de la micropipeta
en el pozo de forma que no se rompa el gel, ya que de esta
manera el pozo se quedaria vacio.
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Otra indicacién es que cuando la punta de la micropipeta se
encuentre en el pozo irla subiendo poco a poco y al mismo
tiempo dejar caer la muestra lentamente para que el espacio
que ocupa la punta no obstruya el espacio del pozo y la
muestra no salga del mismo. Tratar de no contaminar los
pozos con las otras muestras a la hora de cargar el gel.

Hasta este paso se considera la simulacion de la practica con
el objetivo de obtener los siguientes resultados

PM EC S1 S2 S3 S4 S5

Nota: Considerar que el patréon puede ser modificado.
Referencias

1. Biotechnology Explorer DNA Fingerprinting Kit
Instruction Manual BIORAD.

98



Practica 10
Huella génica

Tiempo de practica: 3 hora
Objetivos

1. Que el estudiante conozca la aplicacion de las técnicas de
DNA recombinante.

2. Que el estudiante sea capaz de analizar e interpretar los
datos generados a partir de una prueba de huella génica.

3. El alumno adquirira la capacidad de manejar muestras para
analisis de acidos nucleicos.

4. El alumno desarrollara destreza en la interpretacion de
resultados de metodologias basicas de analisis molecular.

INTRODUCCION

El DNA es un polimero lineal formado por
desoxirribonucledétidos que contienen a las bases nitrogenadas
adenina, guanina, citosina y timidina. La interaccion de las
bases nitrogenadas por puentes de hidrogeno permite la
formacion de la doble cadena de DNA. Cada grupo fosfato
esta unido al carbono 5° de una desoxirribosa y al carbono 3~
de la otra desoxirribosa del nucleétido contiguo.
Las cadenas se mantienen unidas por puentes de hidrégeno
entre las bases.
En la molécula de DNA reside la informacion genética de un
organismo, especificamente en la secuencia de los
nucleétidos, de tal manera que cada tres bases forman un
codon que corresponde a su vez a uno de los 20 aminoacidos.
Hay un total de 64 codones, los cuales conforman el codigo

genético. En ciertas regiones del DNA una de las hebras tiene
la misma secuencia del RNA mensajero y se le llama hebra
sentido o codificante y a la complementaria hebra antisentido
o0 molde. La hebra que se transcribe para dar al RNAm es la
antisentido o hebra molde.

Algunas de las secuencias de nucledtidos no
codificantes se caracterizan por ser cortas, estar alineadas en
tandem y repetirse miles de veces de manera constante a lo
largo del DNA. Un ejemplo de esta secuencia puede ser la
siguiente: ATTCGGTATTCGGTATTCGGT. A estas
secuencias se les denomina STR por sus siglas en inglés
(Short Tandem Repeat). EI genoma eucaridtico contiene
muchas de estas secuencias de DNA, y se ha visto que el
nimero de unidades repetidas presenta diferencias de
individuo a individuo, por lo que se consideran como las
huellas digitales. En el caso de gemelos idénticos estas
secuencias son idénticas. Estas regiones pueden ser aisladas
del DNA con enzimas de restriccion apropiadas y separadas
de acuerdo a su longitud mediante electroforésis en gel.
Cuando se completa el proceso de separacion, el resultado se
parece a un codigo de barras de un envase de supermercado.
Este cddigo de barras de DNA “huella génica”, ha permitido
esclarecer algunos hechos criminales y pruebas de
paternidad, a la cual se denomina técnica de “Huella génica”

Es muy frecuente que en la escena de un crimen se
encuentren, en pequefias cantidades, muestras de naturaleza
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biolégica como son la sangre, la saliva, la piel, el musculo, el
cabello, el semen, los dientes y el hueso, entre otros, a partir
de las cuales se puede extraer el DNA.

Un método que permite tomar una pequeia cantidad
de DNA y en pocas horas sintetizar millones de copias de una
region del mismo, es el conocido como PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa), el cual fue desarrollado por K. Mullis
(1990). En este método se requiere conocer la secuencia de
nucledtidos de los extremos del fragmento que se desea
amplificar. Estas secuencias se usan para disedar
desoxioligonucledtidos sintéticos de DNA complementarios a
cada uno de estos extremos de la cadena de la doble hélice
(CEBADOR). La muestra de DNA se coloca en una solucién
que contiene una DNA polimerasa, grandes cantidades de los
cuatro y los dos desoxioligonucleétidos sintetizados
previamente. El método se basa en un ciclo de tres reacciones
sucesivas: en la primera reaccion, la solucion se calienta para
que el molde de DNA se separe en sus dos cadenas. En la
segunda reaccion, la temperatura se reduce para permitir que
los desoxioligonucleétidos se apareen por complementariedad
de bases con el DNA molde y en la tercera reaccion, la DNA
polimerasa cataliza la sintesis simultdnea de las dos cadenas
a partir de cada desoxioligonucledtido que actua como
cebador. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones, el
fragmento de DNA elegido se ha duplicado y por lo tanto, la
cantidad de DNA molde disponible para el segundo ciclo es
doble.

La obtencidn de multiples copias requiere 20 a 40
ciclos. El éxito de esta técnica radica en el uso de una DNA
polimerasa termoestable, que no se desnaturaliza por los

repetidos ciclos de calentamiento. Esta enzima se aislo
originalmente de la bacteria termofila Thermus aquaticus.

La base de la técnica conocida como huella génica se
basa en las diferencias individuales de estas secuencias.
Generalmente se trata de cambios en un solo par de bases
pertenecientes a diferentes individuos, que se presentan una
vez cada 500 a 1,000 pares de bases, como promedio.
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SESION 1 DE LABORATORIO PARA LA PRACTICA DE
HUELLA GENICA

ESCENA DEL CRIMEN

El crimen se lleva a cabo en la calle Lago Manitoba No.
520, Col. Ampliaciéon Granada, Delegacion Miguel Hidalgo. En
el sofa de la sala se encuentra el cuerpo de la duena de la
casa, una mujer de 42 afios de edad. El cadaver presenta
signos de estrangulamiento pero sin marcas de sogas o
cinturones; tampoco se encuentran huellas digitales en su
cuello. La victima presenta una lesién defensiva en el brazo
derecho con arma punzo cortante. En el sofa se observan
varias manchas de sangre, algunas de ellas secas. Las mas
abundantes todavia estan frescas. Se ignora si la sangre
pertenece a la victima o a sus agresores.

El laboratorio forense se encarga de recopilar la

informaciéon de la escena dando a conocer los siguientes
aspectos: el cuerpo de la victima se descubrié 20 minutos
después del asesinato. Presentaba un golpe en la cabeza, y
habia senales de forcejeo en su brazo; debajo de las ufas se
encuentran depositados restos de piel, sangre, y de cabellos.
Algunos de ellos presentan foliculos. Todo sefiala que la
victima forcejed con su o sus agresores.
En el lugar también se hall6 un florero con restos de sangre, la
cual no se sabe es de la victima o de los agresores. En un
extremo del sofa se encuentra una pieza dental y, debido a
que la victima conserva su dentadura completa, es probable
que el diente sea del victimario. En el brazo izquierdo, la
victima presenta varias mordidas, algunas con sangre
coagulada y otras con restos de saliva mezclados con sangre

En el interior de la casa faltan algunas piezas de valor,
lo que sugiere que el movil fué el robo.

La policia cuenta con varios sospechosos, entre los que se
encuentra el esposo, con el cual la victima tuvo una discusion
la noche anterior. Se desconoce el tema de la discusion y el
paradero del esposo. Otros sospechosos son los dos
repartidores del gas, que wuna hora antes habian
proporcionado el servicio. Uno de ellos tiene problemas con la
dentadura y aclara que se encuentra en tratamiento dental, ya
que ha presentado sangrado y pérdida de algunas piezas
dentales. Los otros sospechosos son los dos empleados de la
casa, el jardinero, que tiene una antigiedad de 4 afos y
presenta una lesibn en el brazo que confiesa se hizo
arreglando el jardin, y la cocinera, quien tiene sélo 3 meses
laborando en la casa.

Con esta evidencia se compara el DNA de cada sospechoso
para encontrar al culpable o culpables del crimen, por lo que
debe determinar si las muestras de sangre, cabellos, pieza
dental y saliva sirven para estudiar el DNA y establecer las
caracteristicas que permitan utilizar alguna o todas las
muestras para el estudio.

Cada equipo debe escoger alguna de las evidencias
previamente descritas y justificar su eleccion.

Para realizar la comparacion entre el DNA encontrado
en la escena con el DNA de los sospechosos deben contarse
con muestras proporcionadas por los mismos. Mencione de
dénde obtendria dicho material. En el caso del esposo debe
tenerse en cuenta que no se conoce su paradero, por lo cual
la muestra debe ser extraida de algun objeto de uso personal,;
defina cual seria éste y justifique la eleccién del mismo.
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SESION 2 DE LABORATORIO PARA LA PRACTICA
HUELLA GENICA

MATERIAL

- DNA de la escena del crimen con amortiguador.

- DNA del sospechoso 1 con amortiguador.

- DNA del sospechoso 2 con amortiguador.

- DNA del sospechoso 3 con amortiguador.

- DNA del sospechoso 4 con Amortiguador.

- DNA del sospechoso 5 con amortiguador.

- Mezcla de enzimas de restriccion EcoRI/Pstl, 1800 U.

- Agua estéril, 2.5 ml.

- Marcador de DNA de fago lambda digerido con Hind IlI
0.2ug /ul, 100 L

1.- 23,130 pb
2- 9,416 pb
3- 6,557 pb
4.- 4,361pb
5- 2,322 pb
6.- 2,027 pb

- Colorante de DNA (Biorad biosafe).

- Microtubos de colores.

- Microtubos blancos.

- Geles de agarosa al 1.0%.

- Amortiguador de electroforesis TAE (Tris-Acetato-EDTA).
Tris-base 39 mM, acido acético glacial 18 mM, EDTA 10 mM.
- Amortiguador de carga

- Gradillas para microtubos.

- Recipiente para tefiir geles.

- Pipeta automatica de 10-100 pL

- Puntas para pipetas automaticas.

- Marcador indeleble.

- Fuente de poder.

- Camara horizontal de electroforesis.

- Parrilla para bafio maria.

- Vaso de precipitado de 300 mL

- Recipiente con hielo.
- Microcentrifuga

PROCEDIMIENTO
1.- Cada uno de los microtubos de colores que se les
proporcionen ya contienen los 10 uL de la muestra:

a) Tubo verde (muestra de la escena)
b) Tubo azul  (sospechoso 1)
c¢) Tubo naranja (sospechoso 2)
d) Tubo violeta (sospechoso 3)
e) Tubo rojo (sospechoso 4)
f) Tubo amarillo (sospechoso 5)

2.-Colocar los microtubos marcados en la gradilla.

3.-Adicionar 10 pyL de la mezcla de enzimas de restriccion a
cada uno de los tubos que contienen la muestra de DNA. Se
debe tener cuidado de no contaminar la mezcla de enzimas,
por lo cual se sugiere el empleo de una punta nueva por cada
tubo.

Muestras | Enzimas de | Volumen total
de DNA | restriccién de la
EcoRI y | reaccioén
Pstl
Muestra de la | 10 yL 10 L 20 yL
escena
Sospechoso 1110 L 10 L 20 yL
azul
Sospechoso 2 110 L 10 L 20 yL
naranja
Sospechoso 3 |10pL 10 L 20 yL
violeta
Sospechoso 4 | 10 yL 10 L 20 yL
rojo
Sospechoso 5(10puL 10 L 20 yL
amarillo
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4 .-Cierre los microtubos y mezcle la muestra golpeando
suavemente los tubos con los dedos. Si se cuenta con una
microcentrifuga aplique un pulso de 2 segundos para
asegurarse que toda la muestra se quede en el fondo del
microtubo, permitiendo que se mezcle adecuadamente y se
lleve a cabo la reaccién.

5.-Coloque los microtubos en la gradilla e incubelos a 37°C
por 30 minutos.

6.-Transcurrido el tiempo de incubacion, adicione 10 pyL del
amortiguador de carga a cada tubo tapelos y agitelos
suavemente con los dedos.

7.-Coloque en la camara de electroforesis el gel de agarosa,
teniendo cuidado que los pozos se encuentren orientados
hacia el catodo [polo negativo (terminal negra)].

8.-Adicione 275 mL del amortiguador de corrida o lo que se
requiera para que se cubran los pozos.

9.-Coloque 10 pL de las muestras en el gel empleando una
punta nueva para cada muestra, las cuales se depositan de
izquierda a derecha en el siguiente orden:

a) Carril 1: marcador de peso molecular, Hindlll,10 pL
b) Carril 2: escena del crimen verde, 10 pL
c) Carril 3: sospechoso 1 azul , 10 L
d) Carril 4: sospechoso 2 naranja, 10 puL
e) Carril 5: sospechoso 3 violeta, 10 pL
f) Carril 6: sospechoso 4 rojo, 10 L
g) Carril 7: sospechoso 5 amarillo, 10 pL

10.-Cierre la camara de electroforesis y asegurese que
concuerden las terminales rojo con rojo y negro con negro.

Conecte la camara a la fuente de poder, manteniendo la
orientacion de las terminales.

11.-Encienda la fuente de poder. Ajuste el voltaje a 120 V y
realice la electroforesis por 40— 60 minutos.

12.-Detenga la electroforesis cuando el colorante muestra
llegue a una distancia aproximada de 2 cm del final del gel.
Apague la fuente de poder, remueva la tapa y retire
cuidadosamente el gel.

13.-Coloque en una charola 120 mL de la soluciéon tefiidora
100X y el gel, asegurandose que se encuentre sumergido en
la solucion. Tifia los geles por 2 minutos y recupere el
colorante en el envase original.

14.- Después se deben colocar los geles en una charola que
contenga 500-700 mL de agua limpia y caliente (40-55°C),
agite suavemente el gel por aproximadamente 10 segundos y
retire el agua, realizar los lavados que sean necesarios con
agua limpia, hasta la aparicién de las bandas de DNA para
poder hacer la comparacién de las muestras.

Referencias
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SOLUCIONES

Para el tratamiento de los pacientes en la clinica se utilizan
basicamente 2 familias o grupos de soluciones: cristaloides y
coloides. En el grupo de cristaloides se encuentran soluciones
con base en dextrosa, soluciones con base en el contenido de
cloruro de sodio y otros liquidos incluyendo Lactato de Ringer. La
concentracion de electrolitos, tonicidad y osmolaridad pueden
variar segun cada formulacion (Tabla 1). En la familia de los
coloides se encuentran la albumina, almidones, dextranes y

gelatinas .
Tonicidad .
Solucion Na* Cl K* Ca*™* Lactato pH con Osmolasidad
Plasma (mOsmiL)
mEg/L | mEq/L | mEq/L | mEq/L
Bueosada | g | 0 | 0 | 0 0 | 50 | Isotomico 253
%
Saina | g4 |54 | 0 | o0 0 57 | Isotonico 308
0.9%
LR‘”ge' 130 | 109 | 4 3 28 6.7 | lIsoténico 273
actato
Hartman 130 | 109 4 3 28 6.5 | Isotonico 274

Tabla 1. Composicion de soluciones parenterales comerciales

Pero no solamente el manejo de soluciones se encuentra dentro
de la clinica sino que en el laboratorio, el trabajo con dérganos
aislados también exige la preparacion de un medio artificial
(solucion fisioldgica) que reuna en el aspecto osmotico y en la

concentracion individual de cada ion, las condiciones proximas a la

normalidad

fisioldgica.

Concentracion normal de electrdlitos

Plasma Liquido
intersricial

Electrélito mg/dL meq/L meq/L
Cationes
Sodio 326.0 142.0 144.0
Potasio 16.0 4.0 4.0
Calcio 10.0 2.5 2.5
Magnesio 2.5 1.5 1.5
Aniones
Cloro 362.0 103.0 114.0
Bicarbonato 60.0 25.0 30.0
Fosfato 3.5 2.0 2.0
Sulfato 1.5 1.0 1.0
Acidos 15.0 5.0 5.0
organicos
Proteinas 7000.0 14.0 0.0
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INSTRUCCIONES PARA EL USo DEL
MICROSCOPIO MARCA LEICA

1. Nunca use un adaptador entre el cable y la fuente de
alimentacion.

2. Use siempre el microscopio sobre una superficie dura y
estable.

3. Conecte el cable de alimentacién del microscopio a una
toma de corriente con conexién a tierra. Se suministra un
cable de tres terminales con toma a tierra.

4. Encienda el microscopio girando el interruptor de control
de la iluminacién situado en la parte inferior izquierda del
instrumento.

5. Coloque el interruptor de control de la iluminaciéon en el
nivel mas bajo. El control de iluminacion le permite ajustar
la intensidad de luz.

6. Abra completamente el diafragma de apertura del
condensador girando el anillo hacia el extremo derecho.

7. Usando el boton de enfoque del condensador, suba el
condensador hasta el extremo superior de su
desplazamiento. lluminacion critica  unicamente: si el
desplazamiento del condensador es excesivo, limitelo con
el tornillo situado debajo de la platina hasta que la lente
superior del condensador se encuentre debajo de la
superficie de la platina.

8. Coloque la preparacion de la muestra con la muestra en
la platina.

9. Gire el revolver hasta situar el objetivo 4X en la posicion
de trabajo. (pag. 50)

10. Suba la platina girando el mando de enfoque
macromeétrico hasta que observe la preparacion v,
finalmente, enfoque la muestra con precisién utilizando el
mando de enfoque micrométrico.

11. Ajuste los tubos oculares a la distancia de los ojos.

12. Al término del uso del microscopio retirar la muestra de
la platina.

13. Bajar la platina hasta el tope y regresarla a su posicion
original si es necesario.

14. Colocar el revolver de los objetivos de manera que el
objetivo de 4X sea el que quede en direccién de la [ampara.

15. Desconectar el equipo y enrollar el cable.

16. Limpiar la platina y oculares con un pafio humedecido
con metanol o con un limpia cristal comercial.

17. Colocar al microscopio la funda contra el polvo para
mantenerlo en buenas condiciones fisicas y mecanicas.
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Partes del microscopio:

1) Oculares.

2) Revolver con 4 objetivos 4X, 10X, 40X y 100X.
3) Platina.

4) Diafragma.

5) Lampara.

6) Tornillo de la platina para desplazar la muestra.
7) Interruptor de control de la iluminacion.

8) Tornillo macrométrico.

9) Tornillo micrométrico.
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Instrucciones para la operacién del fotocolorimetro

Klett-Summerson

1. Antes de encender el fotocolorimetro cerciérese que el
filtro (F) estd en su sitio. La luz sin el filtro puede dafiar
la fotocelda.

2. Asegurese que la aguja indicadora (C) esta en cero. En
caso contrario, ajustese a cero con la perilla (D) que sélo
debe usarse cuando la ldmpara del colorimetro esté
apagada.

3. Ajuste la escala del potenciometro (B) a cero usando la
perilla (A).

4. Ponga una cubeta limpia llena con el blanco de reactivos
en el hueco del instrumento en tal forma que la marca
del tubo (ej. Pyrex) se situe directamente al frente. Es
una buena practica limpiar la superficie externa de la
cubeta con un pafuelo desechable antes de cada
lectura. Solo deben usarse tubos seleccionados como
"cubetas" para las determinaciones.

5 Por medio de la perilla (G) ajuste la lectura del
galvandmetro a cero; esto es, la aguja (C) debe coincidir
con el trazo central y, al mismo tiempo, con la escala (B)
en cero.

6. Para leer las soluciones problema retire el “blanco” y
ponga en el hueco del instrumento la cubeta con la
solucion problema. La aguja (C) se desviara de su
posicion en la linea de cero; por medio de la perilla (A)
girese la escala (B) hasta que la aguja (C) sea llevada
exactamente a cero. La lectura de la escala (B) se anota
y corresponde a la lectura del problema; Iéase
Unicamente hasta la marca mas proxima. Cualquier

intento de apreciar mayor exactitud es innecesario, pues
la construccion del instrumento no proporciona una
precisién mayor.

7. Continle con la lectura de otros problemas y, de vez en

cuando, compruebe el cero con el “blanco.”

FOTOCOLORIMETRO KLETT-SUMMERSON

PERILLA DE AJUSTE
CERO

INTERRUPTOR DE LA
LAMPARA

ESCALA DE LA
LECTURA

FILTRO
PERILLA PARA

OPERARA LA ESCALA HUECO PARA LA

CUBETA

INTERRUPTOR DEL
POTENCIOMETRO

PERILLA DEL
GALVANOMETRO

AGUJA INDICADORA
DEL GALVANOMETRO
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Lancetas BORDE SUPERIOR

USO DE GLUCOMETRO Aplique una gota de sangre aqui,
en el canal estrecho del borde
Partes del glucémetro superior de la tira reactiva.
VENTANA DE CONFIRMACION
Aqui es donde usted podr confirmar

si se aplico suficiente sangre.

BARRAS DE CONTACTO

Inserte este extremo de la tira reactiva

en el medidor, con las barras de contacto
hacia arriba. Introdiizcala firmemente
hasta que no avance mis.

1s0 1.

serte una tira reactiva en
puerto de analisis, con
5 barras de contacto de
imero y mirando hacia
airiba.

Introduzcala firmemente
hasta que no avance mas.
El medidor se encendera y
apareceran brevemente
todos los segmentos de la
pantalla. Luego aparecera
el numero de cdédigo,
seguido por el simbolo y
mg/dL.




Paso 2. Aplique la muestra.
Obtenga una gota de
sangre utilizando el
dispositivo de puncidn. La
muestra de sangre debe
tener al menos un microlitro
(1 pl) de volumen (gota de
sangre en tamano real)
para llenar la ventana de
confirmacion.

Mantenga la gota de
sangre en el borde superior
de la tira reactiva hasta que
la ventana de

confirmacion esté
completamente llena de
sangre, antes de que el
medidor comience la
cuenta regresiva. Si la
ventana de confirmacién no
se hubiera llenado por
completo antes de que el
medidor comience la
cuenta regresiva, no afiada
mas sangre a la tira

reactiva; deseche la tira y
comience de nuevo la
prueba

Paso 3

El resultado de la prueba
de glucosa de su sangre
aparecera después de que
el medidor cuente en forma
regresiva de 5 a 1.

MENSAJES ESPECIALES

Si el resultado de su
prueba es inferior a 20
mg/dL, aparecera lo (Bajo)
en la pantalla del medidor.
Esta  condicion podria
indicar una hipoglucemia
grave. Aunque este
mensaje podria deberse a
un error de la prueba




Si el resultado de su

ketones?

prueba es superior a 600

mg/dL, aparecera '

h1 (Alto) en la pantalla del

medidor. '

Esto podria indicar una ma/dL
hiperglucemia grave (alto 0- 10 | IYGAM
contenido de glucosa en

sangre).

Es importante desechar con mucho cuidado la lanceta
usada luego de cada uso, con el fin de evitar que se
produzcan lesiones accidentales con las puntas de las
lancetas. Las tiras reactivas y las lancetas usadas
posiblemente se consideren en su area como un
desecho de riesgo biolégico.

USO DEL ACCUTREND

PASO 1. Coloque el
instrumento sobre

una superficie plana y sin
vibraciones, a continuacion
enciéndalo presionando el
botén.

PASO 2. Asegurese de que
la pantalla esta iluminada.

PASO 3. Con la tapa
cerrada, introduzca la tira
de codificacion, hasta el
tope y luego retirela de
inmediato.

PASO 4. Si la codificacion se ha realizado correctamente,

el

instrumento emitira un breve pitido. Si se ha producido
un error, repita el proceso transcurridos unos

segundos.

PASO 5. Extraiga una tira
reactiva del tubo y ciérrelo
de inmediato para evitar
que el desecante pierda su
efecto.

@)
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PASO 6. Sujete la tira

correctamente, el

instrumento emitira dos pitidos.

PASO 7. Abra la tapa de la
camara de medicion.

PASO 8. Utilice el dispositivo de puncion, para obtener una
muestra de sangre del dedo o del Iébulo de la oreja

PASO 9. Para la aplicacion
de la muestra

de sangre en el
instrumento:

Aplique la gota de sangre
directamente en la zona de
aplicacion amarilla de la tira
reactiva, la zona amarilla
debe quedar
completamente cubierta.
NO toque la zona de
aplicacion con el dedo.

NO aplicar una segunda
gota. La sangre debe
aplicarse en un espacio de
15 segundos tras la
puncidon para evitar un
resultado incorrecto debido
al inicio de la coagulacion.

reactiva segun se
introduzcala a hasta el tope. Si la tira se ha introducido

PASO 10. Para la
aplicacion de la muestra de
sangre fuera del
instrumento:

Extraiga la tira reactiva y
deje la tapa abierta. Aplique
la

sangre directamente desde
el lugar de la puncién.

NO toque la zona de
aplicacion con la piel.

PASO 11. Vuelva a
introducir la tira reactiva en
el instrumento y cierre la
tapa.
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VALORES DE REFERENCIA

mg/dL

Glucosa

70 -105
mg/dL

Urea

6-20
mg/dL

Creatinina

0,7-1,5
mg/dL

Depuracion de
Creatinina

Hombres

97 - 137
mL/min/1,73m?

Mujeres

88 - 128
mL/min/1,73m?

Acido urico

Hombres

34-70
mg/dL

Orina

250 - 750
mg/24 h

Proteinas totales

LCR

6,6 -8,7
mg/dL

Orina 28 -
141 mg/24H

15-45
mg/dL

1,0-15,0
mg/dL

Albumina

3,5-55
mg/dL

Bilirrubina

Total

0,32-1,08
mg/100 mL

Conjugada

0,10 - 0,50
mg/100 mL

No
conjugada

0,08 - 0,72
mg/100 mL

Globulina

1,46 - 2,54
mg/dL

Mucoproteinas

1,9-49

Microalbuminuria Negativo
Fibrinégeno 180 - 350
mg%
Saturacion de trasferrina 20-50
%
Fijacion del hierro 250 - 410
pg/dL
Colesterol 140 - 200
mg/dL
HDL Hombres 55
mg/dL
Mujeres 65
mg/dL
LDL 130
mg/dL
Triglicéridos 80 -150
mg/dL
Lipidos totales 400 - 800
mg/dL
Fosfolipidos 150 - 200
mg/dL
Fructosamina Hasta 285
pmol/L
Hb Glicosilada Total Total 5,3-9,0
%
Hb Glicosilada A1C A1C 4-5
%
Calcio i6nico 40-54
mg/dL
Calcio Orina 8,8-11,0
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mg/dL

60 - 180
mg/24 h

Hierro sérico

250 -460
pg/dL

Sodio

Orina

40 - 220
mg/24 h

Sangre

136 -145
mEq/L

Potasio

Sangre

3,6-5,5
mmol/L

Cloro

Orina

98 - 107
mmol/L

110 - 250
mg/24 h

Fosforo

Nifos

3,0-7,0
mg/dL

Adultos

25-438
mg/dL

Orina

340 - 1000
mg/24 h

U/L

TGO, transaminasa 10 - 34

glutamico-oxalacética u/L

(Sinon: AST, aspartato

aminotransferasa)

TGP, transaminasa 5-59

glutamico-piravica u/L

(Sindn.: ALT, alanino

aminotransferasa)

Colinesterasa 1000 - 4000
U/L

Deshidrogenasa lactica 210 -420

DHL U/L

CPK Hombres 24 - 195
U/L

Mujeres 24 -170

U/L

Gamma GT 0-51
Ul/L

Aldolasa Hasta 5,7
U/L

Amilasa

Hasta 95
U/L

Lipasa

10 -150
U/L

Fosfatasa acida total

Hombres

Hasta 6,50
U/L

Mujeres

Hasta 5,50
U/L

Fosfatasa acida
prostatica

Hasta 2,6
U/L

Fosfatasa alcalina

Adultos

98 - 279
U/L

Nifos

151 -471
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metabolismo de lipidos).

Patricia del Arenal Mena (ciclo celular).

Alicia Cea Bonilla (fundamentos del metabolismo, proteinas, enzimas y
coenzimas, estructura de carbohidratos, metabolismo de
carbohidratos, regulacién de la glucemia, regulacion del metabolismo
de lipidos, sintesis y degradacion de fosfolipidos, regulacion e
integracion metabdlica, biologia molecular).

Leonor Fernandez Rivera Rio (nucleétidos).

Oscar Flores Herrera (figuras: ciclo energético, vias que siguen los
protones en las levaduras, ciclo de Krebs y esquema de un
potenciémetro).
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Noemi Meraz Cruz (sintesis y degradacién de fosfolipidos, regulacion del
metabolismo de lipidos).

Rebeca Milan Chavez (equilibrio hidroelectrolitico).

Sara Morales Lépez (agua, quimica y metabolismo de carbohidratos,
quimica y metabolismo de lipidos).

Celia Virginia Sanchez Meza (tabla periddica, enlaces, fundamentos del
metabolismo, equilibrio hidroelectrolitico, proteinas, radicales libres,
descarboxilacion del piruvato, regulacion de la glucemia, sintesis y
degradacion de fosfolipidos, metabolismo del colesterol, estructura y
metabolismo de las lipoproteinas, regulacién del metabolismo de
lipidos).

Haydée Torres Guerrero (modificaciones postraduccionales).

Aida Uribe Medina (caracteristicas de la materia viva).
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INTRODUCCION AL MANUAL DE PRACTICAS
DE LABORATORIO

Alicia Cea Bonilla (potenciometria y electroforesis).
Rebeca Milan Chavez (gota).
Celia Virginia Sanchez Meza.

ELABORACION O REVISION DE LAS PRACTICAS
DE LABORATORIO

Soluciones. Celia Virginia Sdnchez Meza y Rebeca Milan Chavez.

Regulacion del equilibrio acido-base después de ejercicio muscular
intenso y de la ingestién de bicarbonato de sodio. Concepcién
Gonzalez Lépez, Celia Virginia Sanchez Meza y Juan Luis Rendén
Goémez.

Cinética enzimatica. Efecto de la concentracion del sustrato en la
velocidad de la reaccion enzimatica. Celia Virginia Sanchez Meza,
Rebeca Milan Chavez y Jesus Antonio Oria Hernandez.

Estudio del bombeo de protones por levaduras; efecto de los
inhibidores de la cadena de transporte de electrones y de los
desacoplantes. Juan Pablo Pardo Vazquez y Federico Martinez
Montes.

Determinacion de glucosa en sangre total. Rebeca Milan Chavez y
Eugenia Flores Robles.

Determinacion de colesterol y lipoproteinas. Celia Virginia Sanchez
Meza y Rebeca Milan Chavez.

7. Integracion Metabdlica. Rebeca Milan Chavez y Eugenia Flores
Robles.

8. Examen General de Orina (EGO). Rebeca Milan Chavez y Eugenia
Flores Robles.

9. Pipeteo. Rebeca Milan Chavez y Eugenia Flores Robles.
10. Huella génica. Rebeca Milan Chavez y Eugenia Flores Robles.

La revision y la actualizacion de los Objetivos del curso se realizé en
colaboraciéon con el proyecto: Mejoramiento de la Ensefianza de la
Bioquimica y Biologia Molecular (EN-206603) del Programa de Apoyo a
Proyectos Institucionales para el Mejoramiento de la Ensefianza
(PAPIME), siendo el responsable del proyecto el doctor Federico
Martinez Montes.

Correccion y cuidado de la edicion 2017-2018: Juan Pablo Pardo
Vazquez, Rebeca Millan Chavez, Juan Luis Rendon Gémez, Eugenia
Flores Robles.
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