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Prologo

La Bioquimica y la Medicina se encuentran estrechamente relacionadas, la salud
depende de un perfecto equilibrio de reacciones bioquimicas que acontecen en el
organismo a nivel molecular, por lo que la enfermedad evidencia anormalidades en
biomoléculas, reacciones bioquimicas o procesos bioquimicos.

El laboratorio es considerado como un lugar donde se facilita el trabajo en
equipo, requiere de un trabajo integrador, de comunicacion, investigacion, aporte de
ideas; es el lugar propicio donde las tareas experimentales coadyuvan a reestructurar
los conocimientos teéricos y favorecen lograr un aprendizaje significativo e integrador.

La utilizacién de diversas pruebas bioquimicas de laboratorio es un
componente integral del diagnéstico y de la vigilancia del tratamiento, por lo que
el manual de practicas colabora a reforzar el proceso de enseflanza aprendizaje,
requiriendo de la participacion del alumno y guia del profesor.

El manual contiene practicas que conllevan la secuencia del programa
de estudios por competencias, por lo que cada practica representa la actividad
integradora de cada una de las unidades. Cada practica incluye actividades de
aprendizaje donde el alumno debera proporcionar la respuesta correcta sustentada
en las referencias bibliograficas correspondientes.

La metodologia utilizada y fundamentada en este Manual de practicas
posibilita de manera sencilla, pero validable y cientifica, el interés del alumno
por aplicar los conocimientos obtenidos en un salén de laboratorio a través de
experimentos y reacciones hasta llevarlo a la vida profesional.

Durante el periodo se observard la existencia de una gran cantidad
de informacién que se debe asimilar en un periodo de tiempo corto, por lo que
revisando aspectos practicos se puede generar sinergia entre ambas fases (teoria-
préctica) con un fin en comtn: LA BUSQUEDA DEL CONOCIMIENTO, QUE SE
TRADUCE EN SER UN MEJOR ESTUDIANTE.

Experimentar de forma adecuada todos los aspectos que son importantes
es complicado, por lo que se debe contribuir con esfuerzo, empefio y dedicaciéon
durante el desarrollo de las actividades que este manual sugiere.

Queda claro que el manual es susceptible a la mejora continua, lo cual
representa una oportunidad, para que de manera conjunta, alumnos, académicos y
personal relacionado con el 4rea trabajemos por un bien comin: LA FORMACION
DE PROFESIONALES DE LA SALUD Y EL DESARROLLO DE SU CAPACIDAD
ANALITICA.
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La sesion de clase es del alumno, y la busqueda del CONOCIMIENTO vy la
ACTUALIZACION CONTINUA forma mejores profesionistas, nunca se debe dudar
en cuestionar, y atesorar las herramientas necesarias para entender y comprender
una de las materias mas importantes en su formacién: la Bioquimica.

Q.FB. Melba Fernandez Rojas
Q.FB. Eduardo Rojas Tenorio



Reglamento del laboratorio

A. DE LOS ALUMNOS

1. Asistir al laboratorio 5 minutos antes de la sesién de la practica. Se
tomara lista de asistencia en punto de la hora de sesion, se daran hasta 10
minutos después de la hora que seran considerados retardo, dos retardos
equivalen a una inasistencia.

2. Obligatorio asistir a las sesiones de laboratorio con bata y zapato cerrado,
guantes de latex y gorro que cubra el cabello en su totalidad (personas

que tengan cabello largo deberan sujetarlo de manera que no obstruya la
visibilidad)

3. Mostrar una actitud disciplinada, guardar respeto tanto por los
companeros como del personal que labore en dicha instalacion.

4. Estrictamente prohibido fumar y comer dentro de las instalaciones del
laboratorio. Tampoco se permitira el uso del CELULAR en horario de
clase, salvo cuando se requiera evidencia fotografica para el reporte de la
practica.

5. En caso necesario, proporcionar espécimen organico u otro material de
trabajo que se solicite para la practica.

6. Entregar los reportes en el tiempo que establezca el profesor de clase, asi
como los trabajos académicos que sean encomendados.

7. Lavar las manos al llegar y después de salir del laboratorio, asi como
cuantas veces sea necesario durante el desarrollo de la practica. Secar las
manos con papel desechable.

8. Durante el desarrollo de la practica, no tocar el celular o algin material
didactico como laptops, libros, cuadernos, para evitar contaminaciéon y
llevarla a areas ajenas al laboratorio.



9. Utlizar el equipo de laboratorio siguiendo cautelosamente las
instrucciones establecidas para su manejo.

10. En cuanto al transporte del microscopio de asi requerirse, debera
sujetarse por el brazo y la base. Serd obligatorio limpiar los oculares,
objetivos y platinas antes y después de utilizarlo. Nunca debera dejarse
encendido en los periodos donde no se utilice.

11. Mantener las mesas de trabajo limpias y en orden. Al término de la
practica, se higieniza el area de trabajo.

12. Depositar la basura correspondiente de RPBI en los contenedores (rojos)
asi como la basura comun en el area destinada.

13. Cuidar el material del laboratorio que sea proporcionado para la
practica. Concluida la sesion, es obligatorio lavar y entregar al instructor
o profesor el material utilizado en buenas condiciones, de lo contrario el
alumno sera responsable de sustituir el material roto o extraviado.

14. Antes de salir del laboratorio, rectificar que el equipo no utilizado
quede desconectado y comprobar que las llaves de agua y gas se encuentren
cerradas.

B. DEL PROFESOR

1. Es obligacién y deber de asistir a clases e impartirlas en el horario marcado.

2. Actualiza y enriquece los conocimientos de la asignatura para mantener
al alumno a la vanguardia médica y aproximarlo al conocimiento.

3. Es responsable de atender y evaluar a los alumnos que se encuentren
inscritos en el grupo. No tiene facultad para inscribir ni obligacién de
evaluar alumnos que no estén inscritos.

4. Expresa al inicio del moédulo la forma de evaluacién del curso y
proporciona a los alumnos los informes de practica ya evaluados como
maximo dos semanas después de recibirlos.



5. Los asuntos relacionados con el trabajo académico y entrega de
calificaciones deben tratarse entre el alumno y el profesor, exclusivamente
en las instalaciones del laboratorio respetando el horario de clase.

6. Proporciona, en la fecha establecida, calificaciones con el nimero
de grupo de cada alumno al responsable del laboratorio, asi como la
informacién académica o la documentacion solicitada.

7. Asume la autoridad como responsable del grupo propiciando el orden y
el respeto reciproco con los alumnos y el personal del laboratorio.

8. Imparte las practicas de Laboratorio que se incluyan en la programacion
por modulo y de acuerdo al calendario vigente en la facultad.

9. Inicia y concluye con puntualidad la sesién en el laboratorio; como
caso de excepcion, la practica inicia con un maximo de diez minutos de
retraso. implica que el trabajador cuente con certidumbre y protecciéon en
su condicion
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Introduccion

EL MEDICO Y SU RELACION CON EL LABORATORIO CLINICO

La medicina es una ciencia en constante desarrollo y el uso de la tecnologia
en la actualidad tiene una funcién muy importante para el diagnoéstico de las
enfermedades, por lo que adquiere vital relevancia la capacitacion del personal de la
salud para el uso correcto de estas herramientas, el proceso del diagnéstico médico
no so6lo debe basarse en la clinica y experiencia del médico tratante. El laboratorio
clinico mediante el desarrollo de nuevas técnicas analiticas ha ocasionado un
extraordinario progreso de la medicina del siglo XXI.

Los analisis complementarios confirman diagnoésticos y rechazan otros,
asisten en el tratamiento de afecciones ya definidas, proveen ayuda pronostica,
son imprescindibles en la determinacién de la extension y gravedad de un gran
numero de enfermedades y en la evolucion de otras muchas; intervienen en la
decision de opciones terapéuticas, en la deteccion de efectos indeseables de los
medicamentos que se utilizan, rastrean enfermedades ocultas, revelan posibilidades
diagnésticas alli donde no llega la sensibilidad de la clinica y también tienen el
poder de tranquilizar tanto al paciente como al médico, por lo que el uso del
laboratorio clinico como una herramienta para los médicos adquiere dimensiones
excepcionales.

La medicina es una ciencia cuya mayor singularidad estd dada porque
tanto el objeto como el sujeto del conocimiento son seres humanos y la relacion no
puede ser médico-aparato, ni médico-componente bioquimico de la sangre, sino
médico-paciente. Comprender este principio es el humanismo en medicina.

Para un cientifico de la molécula, la enfermedad de Gaucher podra ser un
trastorno autoséomico recesivo del lisosoma, con déficit de B-glucosidasa y que por
resultado acumula en las células glucosilceramida, pero para el médico que atiende
pacientes, no es el lisosoma quien se enferma, sino el hombre.

El laboratorio clinico agrupa médicos, quimicos, biotecnologos, ingenieros
especializados en cualquier rama de la medicina, todos con un enfoque diferente
pero con una finalidad comun: la busqueda del bienestar de la humanidad.

El uso del laboratorio clinico ideal debe colaborar al maximo con el médico
tratante, sobre todo en aquellos casos que, por presentar problemas de diagnostico,
lo ameriten y no debe aceptarse, ni propiciar, que sus servicios se limiten a proveer
la impersonal informacién técnica de resultados numéricos, como respuesta a
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la requisicion de estudios del médico tratante. Estimular el didlogo entre ambos
profesionales de la salud (médicos y quimicos) debe ser tarea permanente.

Elcrecimiento dela demandade determinaciones analiticas ha sido relevante
en los tltimos afios. Quiza por ofrecer diagnésticos nuevos, el abaratamiento de los
costes y el recorte en los tiempos de espera de los resultados. No se pueden soslayar
otras causas como el hecho de que el diagnoéstico y el seguimiento clinico dependan
cada vez mas de las pruebas del laboratorio.



Practica No. 1

OPERACIONES BASICAS
DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA






COMPETENCIA

Identifica diferentes tipos de materiales y equipo utilizado en el laboratorio de Bioquimica.

INTRODUCCION

El trabajo de laboratorio, sea clinico, de investigacion, de patologia o con fines estu-
diantiles requiere del uso de una gran cantidad de materiales de diversos tipos tales
como: material volumétrico, instrumentos de analisis, equipos para centrifugacion,
equipos de calor y frio, etc. El conocimiento de estos materiales es fundamental en
el momento de desempenar funciones al interior del laboratorio.

FUNDAMENTO

El material de laboratorio se puede clasificar de varias formas:

1. Segtin su naturaleza y composicion: vidrio, metal, plastico, porcelana o corcho.

2.Segtn precie de reposicién continua: fungible o inventariable.

3.Segtn la funcién o el uso: Material volumétrico (para realizar medidas exac-
tas de volimenes), material no volumétrico (mide volimenes aproximados
y se utiliza principalmente para calentar liquidos, disolver diversos compo-
nentes), material de uso especifico (tiene funciones muy diversas, variadas y
concretas), material de soporte (sirve como elemento auxiliar de sujecion y
soporte para otros materiales).

Equipos de uso frecuente en el laboratorio de bioquimica

Potencidémetro: Equipo que permite medir los cambios de potencia relativos a la
concentraciéon de ion hidrogeno (pH), utilizando un sistema de referencia externo
(Ag/AgCl) y una solucién de KCL.

Espectrofotometro: Instrumento usado en la fisica 6ptica que sirve para medir,
en funcion de la longitud de onda, la luz transmitida o absorbida por una muestra
coloreada (Ley de Beer). Si el equipo tiene un diseno de doble canal (manejo simul-
taneo de dos haces luminosos), de manera automatica puede eliminar los valores de
absorbancia causados por otros componentes de la muestra (blanco de reaccién).
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Microscopio: Es un instrumento que permite observar objetos no perceptibles a
al ojo humano. Esto se logra mediante un sistema 6ptico compuesto por lentes, que
forman y amplifican la imagen del objeto observado.

Pipetas automaticas: Se encuentran, en una amplia gama, de diferentes vola-
menes comprendidos de 0.2 microlitros (pl) y 100 pl. Son de gran preciso y de facil
mantenimiento. Su interior es de acero inoxidable, lo que permite su uso prolonga-
do con un minimo de cuidados. Su volumen se puede ajustar segun las necesidades
de medicion.

Pipeteadores automaticos: Sirven para succionar liquidos con pipetas aforadas
y/ o graduadas, en vidrio o plastico, en una gama de volimenes de 0.1 a 100 mL. Si
se maneja correctamente el liquido pipeteado solo entra en contacto con la pipeta
y evita que se contamine.

Pipeteadores manuales: instrumento de goma o plastico que una vez adaptados a las pi-
petas permiten succionar los diferentes liquidos y evitar accidentes o contaminaciones.

METODOLOGIA
1. El profesor y/o personal de laboratorio mostrara las areas del Laboratorio de
Bioquimica, ubicando los recipientes de RPBI y basura comtn, botiquin de
primeros auxilios, salida del laboratorio, regadera y lavador de ojos, men-
cionando su uso exclusivo.

2. Para fomentar la confianza e interaccion entre el alumno y el profesor, este
ultimo comentara su experiencia en diferentes tipos de laboratorio de uso
clinico en hospitales y/o centros de investigacion visitados alguna vez du-
rante su experiencia profesional, de manera que los alumnos refieran sus
conocimientos y permitan saber qué tanto estan familiarizados con el uso
de materiales y reactivos.

3. El profesor debera mostrar el equipo de laboratorio utilizado con mayor fre-
cuencia durante el curso, asi como algunas operaciones basicas enlistadas
a continuacion:

A) TITULACION
1. Montar el soporte universal con la doble nuez y la pinza, y la bureta.
2. Colocar el vaso de precipitado debajo de la bureta, para recibir el vertido.



3. Llenar la bureta evitando salpicaduras o formacioén de burbujas.

4. Empezar a verter “X” cantidad de volumen en el vaso de precipitado, com-
probando que el menisco cae justo en la medida deseada.

5. Teniendo en cuenta que con una mano se debe manipular la llave y controlar
la velocidad de vertido y con la otra mano se debera agitar el vaso de pre-
cipitado, para ayudar a diluir la mezcla.

6. Al terminar, desmontar la bureta del soporte.

B) USO DE PIPETAS
1. Llenar medio vaso de precipitado con agua destilada.
2. Colocar pipetador automatico o perilla de succién: medir 5 mL y vaciar el
volumen en un tubo de ensaye.
3. Repetir la operaciéon 3 veces (punto 3 y punto 4)

C) USO DE MICROPIPETAS

1. Seleccionar la micropipeta y las puntas a utilizar teniendo en cuenta el volu-
men de solucién a pipetear.

2. Seleccionar el volumen por medio de la rueda y/o tornillo de graduacion,
de forma firme, pero suavemente de vuelta al tornillo mientras observa el
cambio de la numeracién del display. Teniendo cuidado de no exceder los
limites de la micropipeta.

3. Colocar la punta correspondiente, presionar la punta firmemente usando un
movimiento de torsion ligero.

4. Parar la aspiracién y la dispensacién de liquido, efectuar lo siguiente:

a) Presionar el boton superior hasta el primer tope positivo.

b) Sostener la pipeta verticalmente, sumerja la punta en el liquido. La profun-
didad a la que la punta se sumerge en la muestra depende del modelo; en
general menos de 6 mm.

c) Soltar el botén despacio y facilmente para aspirar.

d) Esperar unos segundos y entonces retire la punta del liquido succionado, que
en este caso sera agua destilada.

e) Dispensar el liquido succionado en un tubo de ensaye

f) Presionar el boton suavemente hasta el primer tope.

@) Una vez dispensado el liquido, repetir la operacion un par de veces para
revisar la técnica.

h) Expulsar la punta presionando el boton de eyeccion.

21



D) ENFOQUE EN EL MICROSCOPIO

Los pasos a seguir para la perfecta utilizacién del microscopio son las siguientes:

—_

. Conectar el microscopio.

\S]

. Golocar la preparacion sobre la platina de forma que la estructura a observar
quede en el orificio central de la platina.

3. Poner en el objetivo de menor aumento cuyo amplio campo visual facilita el

hallazgo de estructuras importantes.

N

. Subir la platina accionando el tornillo macrométrico y observar la prepara-
cion desde fuera hasta alcanzar el tope superior. En ningtin caso tocar la
preparacién con los objetivos.

9]

. Observar por los oculares, bajando lentamente la platina con el tornillo ma-
crométrico hasta conseguir ver el objeto lo mas nitido posible.

N

. Ajustar el enfoque con el tornillo micrométrico hasta distinguir claramente.

~

. Para observar la preparacién a mayores aumentos cambiar de objetivo con
un simple giro del revolver (SIN MOVER EN NINGUN CASO EL TOR-
NILLO MACRO). Las pequenas variaciones en el enfoque se producen al
cambiar de objetivo y se corrigen con el micro.

8. Para observar otros campos, desplazar la preparaciéon moviendo los tornillos

de la platina.

9. Para cambiar la preparacion: Bajar la platina, colocar el objetivo de menor

aumento, quitar la preparacion y colocar la siguiente

10. Una vez terminada la observacion es necesario quitar la preparacion y des-

conectar el microscopio.

REPORTE
1. Investigar y complementar la siguiente tabla:
Nombre Dibujo o Imagen Funcién
Probeta
graduada

22



Nombre

Dibujo o Imagen

Funcién

Termoémetro

Mechero de Bunsen y
Fisher

Vaso de precipitados

Tubo

de ensayo

Bureta
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Nombre Dibujo o Imagen Funcién

Pipetas

graduadas

Microscopio

Micropipeta

Portaobjetos

Cubreobjetos

2. Utlizar evidencia fotografica o esquemas donde se describa lo efectuado en
clase, elaborar sus conclusiones.
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Practica No. 2

ESPECTROFOTOMETRO






COMPETENCIA
Comprende, el principio fisico y quimico asi como el manejo y funcionamiento del
espectrofotdmetro.

INTRODUCCION

Hoy en dia, el laboratorio clinico dispone de una amplia variedad de técnicas ins-
trumentales que utilizan distintos métodos para la medicion de una gran variedad
de analitos. Un espectrofotometro es un aparato electrénico que se utiliza para
medir las proporciones de luz de diferentes longitudes de onda, que son absorbi-
das y trasmitidas por una soluciéon usualmente coloreada.

La luz del sol es una forma de energia conocida como energia electromagné-
tica, también llamada RADIACION que viaja en ondas ritmicas. La distancia entre
las crestas de las ondas electromagnéticas se conoce con el nombre de longitud de
onda, se representa por una letra griega llamada lambda (A) y su dimensional se
expresa en nanémetros (1 nm= 107).

Cuando la energia incide en un objeto que no absorbe energia luminosa, lo
vemos de color blanco, porque refleja toda la energia: El blanco es la suma de todos
los colores. En contraste, vemos negros a los objetos que absorben la totalidad de la
energia luminosa (no reflejan nada) y se recalientan muy rapido por lo que el negro
es la ausencia de color.

Se denominan fotébmetros o colorimetros a los instrumentos que utilizan filtros
para aislar una regioén o parte del espectro, mientras que los instrumentos que em-
plean redes de difraccion o prismas son llamados espectrofotometros.

La radiacion electromagnética esta caracterizada por medio de la longitud de
onda (A) y de la frecuencia (v). La relacion entre la energia de los fotones y la frecuencia
esta representada en la ecuacion E: hY, donde la h es la constante de Plank. La frecuen-
cia se relaciona con la longitud de onda por medio de la siguiente ecuacion (v: ¢ / A).

El ojo humano es sensible a la luz de longitud de onda entre 380 y 750 nm,
pero los instrumentos actuales permiten realizar medidas tanto <380 nm (ultravio-
leta, UV) como a >750 nm (infrarrojo, IR).

La ley de Lambert-Beer establece que la concentracion del analito es directa-
mente proporcional a la cantidad de la luz absorbida (Absorbancia) o inversamente
proporcional a la cantidad de la luz transmitida (Transmitancia)
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Cuando se desea determinar la concentracién de un compuesto en una so-
lucion mediante el uso de un espectrofotémetro, en casi todas las técnicas de labo-
ratorio debe procederse a la preparacion de tres tubos: Un tubo blanco, un tubo
estandar, y un tubo muestra.

— — 100
A = abe =log —
abc = log T

Donde:

A = absorbancia

a = coeficiente de absorcion

b = es el paso de la luz en cm

¢ = es la concentracion del analito

T = Transmitancia en % (definida como la relacién en porcentaje en-
tre la intensidad de la luz transmitida I e incidente 7))

Se debe tener en cuenta que la absorbancia no es directamente cuantificable, sino
>
que €s calculada. Esta ley tiene varias limitaciones y ocurre cuando:

1. Se miden concentraciones muy elevadas.

2. La radiacién incidente es monocromatica.

3. La absorcion del solvente es significativa.

4. Existencia de fendmenos de luz erratica (energia radiante que alcanza
al detector a las longitudes de ondas distintas a las establecidas por el
monocromador).

5. Los lados de la celda no son paralelos.

COMPONENTES DE UN ESPECTROFOTOMETRO

La radiaciéon es emitida por una fuente de radiacién, el monocromador selecciona
una determinada longitud de onda que incidira sobre la cubeta de analisis, donde
se producira la absorcion de parte de la radiacion, el resto de la misma alcanzara el
detector, donde se transforma en una senal cuantificable.

Fuente de radiacion: Por lo general en el espectro visible es la lampara de tungsteno,
aunque dependiendo de la longitud de onda se utilizaran otras lamparas de otros
materiales como hidrogeno, deuterio (regién ultravioleta), vapores de mercurio o
fuentes de laser (region visible de IR) por mencionar solo algunas.

Selectores de longitud de onda: se realiza por medio de filtros o monocromadores;



los filtros son dispositivos sencillos , compuestos por un solo material, que transmite
selectivamente la longitud de onda deseada, absorbiendo el resto de las longitudes.
En los monocromadores, la energia radiante es dispersada por una red de difrac-
cién o por un prisma en un espectro y la longitud de onda deseada se aisla por
medio de hendiduras mecanicas.

Detectores: Los hay de diferentes materiales, pero su funcién es producir una senal
eléctrica analizada en un microprocesador cuando es registrada.

CALCULO DE LA CONCENTRACION DE COMPUESTOS:

Para algunas determinaciones de concentracion es necesario utilizar métodos es-
pectrofotométricos, por lo que, se debe tener una gradilla con las siguientes prepa-
raciones:

* TUBO “BLANCO” contiene algtn diluyente, estabilizador quimico de pH,
como un punto importante debe destacarse que esta preparacién no
debe contener el elemento que se desea estudiar. La finalidad principal
es efectuar la calibracion del espectrofotémetro, desechando la absor-
bancia de todos los componentes diferentes de la sustancia de estudio,
ajustando la absorbancia de la pantalla del espectrofotémetro a “cero”.

« TUBO “ESTANDAR” contiene la sustancia o el elemento de estudio que de-
bera de estar referenciado con una determinada longitud de onda. Tiene la
finalidad de comparar la absorbancia (de una concentracion conocida) con
la absorbancia de la muestra.

* TUBO “MUESTRA” con propiedades semejantes a las del tubo blanco, pero
con la caracteristica de que si podra contener el elemento que se desea estu-
diar pero en una concentraciéon no conocida. En el campo de la bioquimica el
tubo de muestra se efecttia por lo general a partir de liquidos biologicos como
sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina por mencionar algunos.

La férmula para calcular la CONCENTRACION ([ ]) de una sustancia para cual-
quier técnica espectrofotométrica en una solucion siempre sera:

CONCENTRACION MTA = Concentracion del estandar x ABS de la mta.

Absorbancia del estdndar
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EQUIPO y MATERIAL REACTIVOS

Espectrofotometro Solucién de azul de metileno o safranina
Cubetas Agua destilada

3 Tubo de ensaye

2 pipetas de 5 mL

1 Perilla de succiéon

1 gradilla

METODOLOGIA

1. Utlizando colorantes como azul de metileno o safranina efectuar una solucion
patréon y al menos tres diluciones seriadas, siguiendo indicaciones del profesor.

2. Las soluciones anteriores deben ser contenidas en un tubo de ensaye.

3. Investigar previamente la longitud de onda del espectro visible de acuerdo a
la coloracion que se desea analizar.

4. El personal del laboratorio describira la operacion del equipo y las consi-
deraciones importantes acerca del uso y el cuidado del espectrofotometro.

5. Efectuar la lectura de la solucién patrén y las diluciones realizadas, con el
objeto de registrar sus valores en unidades de absorbancia y transmitancia.

REPORTE

Contestar las siguientes preguntas:

1. Describir el principio bajo el cual la radiaciéon de rayos X es utilizada en el
campo de la medicina.

2. Enlistar en términos espectrofotométricos la diferencia de color entre la san-
gre arterial y la sangre venosa.

3. Graficar e interpretar los resultados.
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Practica No. 3

FLEBOTOMIA






COMPETENCIA

Aplica la técnica de flebotomia para la toma de muestra sanguinea por puncion venosa.

INTRODUCCION

Las venas de un paciente constituyen una de las principales fuentes de especimenes
para analisis de laboratorio, ya que son el sitio ideal para transfusiones sanguineas
en la administracion de medicamentos. El proceso mediante el cual la sangre es
extraida de la vena es conocido como flebotomia.

Una toma de muestra de sangre, puede ser venosa, arterial o capilar. Para la ma-
yoria de los exdmenes clinicos se recomienda utilizar sangre venosa. En el caso
de los neonatos, se recomienda utilizar la yema del Aallux o del talon, debido a que
los accesos venosos resultan ser de dificil acceso.

FUNDAMENTO
La puncién venosa ha sido estandarizada por el National Committe for Clinical La-
boratory Standards (NCCLL) de Estados Unidos, la cual recomienda que la zona de
extraccién debe ser la region venosa antecubital (venas mediana basilica o mediana
cefalica), ya que a este nivel existe una piel fina, mévil y las venas son de grueso
calibre y relativamente superficiales.

Actualmente se recomienda evitar el uso de jeringa debido al elevado riesgo de
exposiciéon que supone el proceso de transferencia de la sangre de la misma al tubo
colector. En su lugar se recomienda el uso de sistemas tales como:

1. Sistema colector de tubo al vacio que incorpora una aguja y un portatubos.

2. Un sistema de portatubos con dispositivo para expulsar la aguja.

3. Un adaptador para acoplar un catéter o una aguja de alas a un port

1. Previamente el flebotomista verifica la identificaciéon del paciente (nombre
completo) y corroborarlo con la solicitud u orden del médico, previo a los
analitos requeridos en la solicitud es importante hacer énfasis en el periodo
de ayuno del paciente.

2. Se le indica al paciente sobre el proceso de extracciéon ademas de mencionar
que puede existir un ligero dolor, y se le cuestiona acerca de algin
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padecimiento importante que deba conocer el flebotomista, como por
ejemplo una mastectomia reciente.

3. Ewvitar puncionar en un area con hematoma, fistulas, quemaduras, escoria-
ciones de la piel, cicatrices o del costado en que se ha realizado mastecto-
mia reciente y donde exista la presencia de una venoclisis.

Extraccion de la muestra

1. Solicitar al paciente que extienda completamente el brazo con la superficie
palmar hacia arriba, con la finalidad de aplicar el torniquete.

2. El paciente debe abrir o cerrar el pufio del paciente, para facilitar al fleboto-
mista la exploracion de las venas.

3. Una vez seleccionada la vena o el lugar de la puncién, se procede a limpiar
con yodopovidona al 1% y después alcohol etilico al 70%, en dado caso no
contar con yodopovidona con el alcohol es suficiente.

4. Revisar que la aguja y sistema de recoleccion se encuentren en perfectas
condiciones.

5. Se sujeta el brazo y se indica al paciente que el puno debe permanecer ce-
rrado.

6. Ejecutar la puncion.

7. Remover el torniquete, no debe de estar colocado en el paciente por mucho
tiempo ya que favorece la hemoconcentracion.

8. Extraer la aguja.

9. Presionar suavemente el lugar de la punciéon con algodén humedecido en
alcohol para ayudar a que no se formen hematomas.

10. Una vez recolectada la muestra proceder a la identificaciéon de la misma.

11. Comprobar que la muestra de sangre total no presente microcoagulos o he-
molisis, con la finalidad de evitar un rechazo de la muestra por no cumplir
el control de calidad requerido para su analisis.

12. Desechar los residuos utilizados de la técnica segtn lo indica la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002. (RPBI)

Precauciones generales
1. Durante la toma de muestra se debe efectuar bajo estrictas normas de higie-
ne y seguridad; ya que toda muestra debe ser considerada potencialmente
infecciosa.
2. El material desechable a usar se abrira sélo al momento de su utilizacién v,
una vez manipulado, no podra guardarse nuevamente.
3. Tomar precauciones al manipular agujas y/o lancetas.
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4. No dejar agujas y/o lancetas usadas en la mesa de trabajo.

5.No coloque el protector a la aguja.

6. Una vez realizada la toma de muestra, desechar inmediatamente los materia-
les usados en recipientes apropiados para su desecho.

7. Los recipientes que contienen algodon y los de desecho deben estar perfecta-
mente cerrados todo el tiempo y se abriran solamente al momento de usar.

8. Al momento de hacer la extracciéon colocarse los guantes desechables, los
cuales se mantendran puestos durante todo el procedimiento.

9.51 ocurre un pinchazo accidental, informar de inmediato al jefe de labora-
torio o responsable del area donde se encuentre. Debe mantener la calma,
y lavarse inmediatamente con agua, jabon y alcohol. Ademas de que debe
favorecer la salida de sangre por presion continua.

MATERIAL
Agujas Tubos tapén morado
Jeringas Tubos tap6n azul
Vacutainer Tubos tap6n amarillo
Agujas para vacutainer Tubos tapon rojo

Torundas con alcohol

Ligadura

REPORTE

1. Mencionar cinco causas que dificultan la extraccion de la punciéon ve-
nosa.

2. Esquematizar o dibujar las zonas de la regiéon antecubital donde se pue-
da practicar una puncién venosa en recién nacidos, nifios de corta edad
y adultos.

3. Resumir en qué consiste la técnica de puncion capilar y en qué tipo de
pacientes se recomienda su uso.
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4. Enlistar cinco requisitos a nivel laboratorio para considerar que una
muestra de sangre es representativa y de calidad diagnéstica (control

de calidad).

5. Escribir los anticoagulantes utilizados para la preservacion de muestras
sanguineas e indicar para qué estudios de laboratorio es recomendable

Su uso.



Practica No. 4

PREPARACION DE SOLUCIONES






COMPETENCIA
Aplica fundamentos teéricos y practicos para el calculo de soluciones quimicas,
y analiza los diferentes tipos de soluciones en los seres vivos.

INTRODUCCION

Las reacciones quimicas de los organismos vivos se llevan a cabo en solucién, por lo
tanto las propiedades de las soluciones afectan las reacciones quimicas e influyen en la
fisiologia de los seres vivos. L.a mayoria de las sustancias bioldgicas tanto intracelulares
como extracelulares, se encuentran en forma de solucién o en estado coloidal.

FUNDAMENTO

Las soluciones quimicas o disoluciones son mezclas homogéneas de dos o mas sus-
tancias, a un nivel i6nico o molecular podemos definirla como un sistema homo-
géneo formado por dos partes: un soluto y un solvente. Las soluciones a su vez se
pueden denominar “concentradas” si poseen una cantidad relativamente alta de
soluto y “diluida” si la cantidad es relativamente baja.

Estas pueden encontrarse en diversos estados fisicos, siendo las mas comunes,
las soluciones en estado liquido, en donde el soluto cominmente es un solido que es
agregado a un solvente liquido.

En Bioquimica, las soluciones acuosas son importantes porque todos los proce-
sos quimicos que se estudian se efectian en forma de soluciéon, con agua como solvente.

FORMAS DE EXPRESAR CONCENTRACION

Se define la concentracion como la cantidad de soluto en una cantidad de solvente.
Dicha cantidad puede expresarse de dos formas generales, la primera expresando la can-
tidad de soluto en cantidad de solucion (molaridad, normalidad, osmolaridad, fraccion
molar y porcentuales) y la segunda forma se expresa respecto de la cantidad de solvente
(molalidad y osmolalidad). A continuacién se mencionan las unidades mas utilizadas.

Soluciones porcentuales: Se expresan en unidades fisicas, es decir sélo depen-

deran de las concentraciones del soluto y solvente, indicando la cantidad de soluto

en 100 unidades de solucion:

1. Porcentaje peso/peso (p/p). Es el nimero de gramos de soluto en 100 gramos
de solucién. (Ecuacién 1)
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% P peso de soluto (g)

P~ peso de solucion () (100%) ... Ecuaciéon 1

Ejemplo 1.1: Calcular la concentracion en porcentaje de peso de 180 gra-
mos de alcohol etilico (CH,CH,OH), disueltos en 1,5 litros de agua.

Peso del soluto: 180 gramos de alcohol

Peso del disolvente: 1.5 L = 1500 gramos de agua

Peso de la disolucion: 180 + 1500 : 1680 gramos.

,, P _ 180 gramos de alcohol
% = 71680 de disolucion

x (100%) = 10.7%

Ejemplo 1.2: Calcular los gramos necesarios de cloruro de sodio (NaCl)
para que esté en 12% en peso en una disolucion con 1 litro de agua:

Peso del soluto: desconocido. (x)

Peso del disolvente: 1 L. = 1000 gramos de agua

Peso de la disolucién: x + 1000

Recordando la (Ecuacion 1) se sustituyen valores de la siguiente manera:

()

Y12= 7000 + x

x 100

Despejando:

Primer paso: 12 * (1000+x) = (x) * 100

Segundo paso: 12,000+12x=100x

Tercer paso: 12,000 + 12x = 100x

Cuarto paso: 12,000=100x — 12x

Quinto paso:12,000=88x

Sexto paso: 12,000/88=x

Séptimo paso: 136.36 = x

Resultado: 136.36 gramos de Cloruro de sodio para tener una concentra-
cion 12% en peso.

2. Porcentaje masa/volumen (m/v). Es el nimero de gramos de soluto en 100
mL de solucién; es la forma que utilizada cuando no se habla de pureza se usa
solo % para esta concentracion. (Ecuacién 2)



m Masa de soluto (g)

7 o~ Volumen de solucion (mi)

x (100%) ... Ecuacion 2

Ejemplo 2.1: Calcular el % (m/v) de una solucién que se prepara disol-
viendo 22 g de metanol (GCH,OH) en etanol (C,H,OH) para dar 100 mL

de solucién.

m 22 mL metanol

0N/ = 100 mL solucion X

1000/0) =22%

3. Porcentaje volumen/volumen (%V/V). Es el nimero de mililitros de soluto
en 100 mililitros de solucién.

v _ Volumen de soluto (mL)
v Volumen de solucion (mL) ™

% (100%) ... Ecuacion 3

Ejemplo 3.1:

Calcular el % en volumen de una solucién de alcohol isopropilico prepa-
rando 25 mL de alcohol con suficiente agua para dar un volumen total de
125 mL de solucion.

V  2bmL de alcohol
0/0 —_

Vv =125 mL solucion

x (100%) = 20%

Ejemplo 3.2: Calcular el volumen necesario de un tinte liquido para que
esté en 12% en volumen en una disolucion con 1 kg. de agua.

Aplicando la ecuacién 3 y tomando como ejemplo el planteamiento del
problema 1.2 sustituir los datos como se muestra a continuacion.

)

1 +x

%12 =

x 1

Resultado: Despejando la ecuacion, tenemos como resultado que se necesi-
tan 0.136 litros de tinte para tener una concentracion 12% peso.

4. Miliequivalentes por ciento. Es el nimero de miliequivalentes quimicos
de soluto en 100 mililitros de soluciéon. En el campo de la quimica clinica se
prefiere hacer uso de una unidad distinta al peso para expresar la cantidad

43



de electrolitos u otros fluidos bioldgicos, esta unidad es el miliequivalente
(meq) el cual se define como el nimero de milimoles del analito multiplicado
por la carga del i6n del analito. Los resultados generalmente se reportan como
meq/L, el uso de estas unidades indica al médico por ejemplo si los electrolitos
han aumentado o disminuido de manera notable.

masa (mg)

PEq

mlq = ... Ecuacion 4

Ejemplo 4.1 ;Cuantos miliequivalentes de sodio (Na) recibe una paciente
a la cual se le ha administrado una soluciéon de 500 mL de solucién salina
al 0.9%?

* Primero se debe calcular la masa total del NaCl (solucion salina) administrada
al paciente (regla de tres simple)

100 mL 0.9 g NaCl

500 mL X

Donde x=(500%0.9)/100

X=4.5 g que expresado a miligramos (mg) es igual a 4 500 mg.

* Posteriormente calculamos los miliequivalentes (meq) administrados.
1 meq de NaCl---------------- 58.5 mg
x meq de NaCl----------------- 4,500 mg
Despejando “x”
x=(4,500%1)/58.5
x=76.92 meq de NaCl

* Recordar que se efectué una disociaciéon segiin su reaccion quimica.

NaClNa+ —— +CI-
1 meq Il meq 1 meq

Por lo tanto 76.9 meq de NaCl producen 76.9 meq de Na+

5. Galculo de partes por milléon (ppm). Son las partes de masa de soluto por
un millon de partes de solucion. El método de calculo es muy diferente para so6-
lidos, liquidos y gases. La formula para el calculo de ppm en sélidos y liquidos,
se expresa segun el peso.



_ peso de la sustancia analizada * 10° .. E on 5
ppm. = Jeso total ... Licuacion

Para el calculo de ppm de gases es segiin el volumen.

_ peso de la sustancia analizada . .,
ppm. = Deso total 10 ... Ecuacién 6

Ejemplo 5.1: Una muestra de agua contiene 3.5 mg de iones fluoruro (I'-) en
825 mL de solucion. Calcular las partes por millon del ion fluoruro en la muestra.

3.5 mgl -

1 Ito. de sol.
1000 djml sol.

=4.2 ppm
825 ml de Sol.<

Ejemplo 5.2: Calcular los mg de fluoruro (F-) que hay en una muestra de
1.25 L de solucién que tiene 4.0 ppm de ion fluoruro.

40mg '\ ]
1.25 L de sol. (1_0 L de sol. ) = 9-0mgF!

6. Soluciones molares. La molaridad de una solucién se calcula dividiendo los
moles del soluto por los litros de la solucion. Donde un mol es igual al peso
atobmico o molecular expresado en gramos (dtomo gramo o molécula gramo).
Un mol contiene el nimero de Avogadro (6.023x10%) de particulas, atomos o
moléculas. S1 un mol de una sustancia se disuelve en agua hasta un volumen de
un litro, se obtiene una solucién 1 molar (1M).

niimero de moles

MOLARIDAD = volumen total de la solucion (L) *

.. Ecuacién 8

Ejemplo 6.1: ;Cual es la molaridad de una disolucién de 20g de NaCl en
180 mL de agua?

Primero debemos saber el nimero de moles en 20g de NaCl.

_ 20 g NaCl _
#moles NaCl = 585 Peso Molecular — 0.34 noles
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Ahora determinamos la concentracion de la disolucion, suponiendo que el
volumen de agua no varia en el proceso de disolucién.

_ 0.34 moles de NaCl
~ 0.18 L de disolucién

=1.89M

7. Soluciones normales. Al igual que la molaridad, esta unidad de concentra-
cién se basa en el volumen de solucién. La normalidad se define como el name-
ro de equivalentes del soluto por litro de solucion.

peso equivalente
litro de solucion

Normalidad =

... Ecuacion 9

Donde:

Peso molecular
nimero de hidrdgeno sustituibles (n) ***

peso equivalente = Ecuacion 10

Ejemplos de pesos equivalentes: el peso equivalente de un acido se calcula dividien-
do el peso molecular entre el nimero de atomos de hidroégeno sustituibles en la molé-
cula. El acido sulftrico (H SO ) de peso molecular 98, tiene dos atomos de hidrégeno
sustituibles en cada molécula; por lo tanto, su peso equivalente es: 98/2 = 49.

El peso equivalente de un hidréxido se calcula dividiendo el peso mole-
cular entre el nimero de grupos hidroxilo (OH-) de la molécula. El hidroxido de
aluminio Al (OH) contiene tres grupos OH- por molécula; su peso molecular es de
78; por lo tanto, st peso equivalente es 78/3 = 26.

El peso equivalente de una sal se calcula dividiendo el peso molecular
entre la valencia total de los cationes (cargas positivas) que contenga la féormula.
La valencia del sodio es 1, y el sulfato de sodio Na SO (peso molecular 144) tiene
dos iones de sodio en cada molécula; por lo tanto, el peso equivalente del sulfato de
sodio sera 144/2 = 72.

El peso equivalente de un oxidante (reductor) se calcula dividiendo el
peso molecular entre el nimero de electrones ganados (o perdidos) que puedan
aportar por molécula. Para calcular la cantidad de una sustancia que se necesita
pesar para preparar un volumen determinado de una solucién de cualquier norma-
lidad, se aplica una férmula semejante:



VOLUMEN * EQUIVALENTE * NORMALIDAD
1000

= gramos de la sustancia

Ejemplo 7. 1: Preparar una soluciéon 0.1 N de cloruro de calcio (CaCl )
2
para obtener un volumen de 300 mL.

Volumen = 300 ml
Normalidad = 0.1
Equivalentes = peso molecular del CaCl 111/2 = 55.5
2
300 ml * 55.5* 0.1
1000

=1.67¢

8. Soluciones molales. Es el nimero de moles expresados en el peso del disolven-
te, la principal ventaja de esta unidad de concentracion, con respecto a la mo-
laridad, radica en el hecho de que la molalidad no esta en funcién del volumen
por lo tanto es independiente de la temperatura y la presion.

moles del soluto
peso del disolvente

Mobolalidad = ... Ecuacion 11

Ejemplo 8.1 ;Cual es la molalidad de una disoluciéon de 3.2g de CH,OH
en 200 g de agua?

1. Primero debemos saber el peso molecular del soluto
CH,OH =12 + (4*1) + 16 = 32

1. Calcular el nimero de moles del soluto

los = 3.2¢CH, OH | ol
#moles = 32 Peso Molecular — 0.1 moles

1i. Célculo de la molalidad

0.1 moles de soluto
0.2 Kg de disolvente — 0.5m

Mobolalidad =
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9. OSMOLARIDAD. Se define como el niumero de osmoles de soluto por kilogramo
de solvente. Expresado bioquimicamente se refiere al nivel de concentracion de
los componentes de diversas soluciones.

Osmolaridad = Osm = molaridad (M) x # particulas ... Ecuacion 12

Ejemplo 9.1 ; Cudl es la osmolaridad de una solucion salina?
Primero: Hay que recordar que una solucién salina es NaCl 0.9%, por lo
que tenemos que convertir esta concentracion a g/ L.

Donde x=9 g/L

Segundo: Calcular el peso molecular del NaCl que es de 58.5 g/mol.
Tercero: Se efectta el calculo de la molaridad de la solucién.

9g/1

m =0.153mol/L

Por dltimo el NaCl es igual a dos osmoles, por lo que la osmolaridad de la

solucion.
(0.153mol/L)(2) = 0.307 mOsm/L
MATERIAL REACTIVOS
Vaso de precipitados de 500 mL NaCl
Vasos de precipitados de 100 mL Agua destilada
Balanza analitica NaClO
Vidrio de reloj
Varilla de vidrio
METODOLOGIA

1. Realizar los calculos correspondientes para preparar:
* Una solucion de 50 mL de volumen de blanqueador para lavanderia que
contenga hipoclorito de sodio o de calcio como ingrediente activo, deter-
minando su concentraciéon en unidades de molaridad.



* Preparar 150 mL de 1.5M de solucién fisiologica.

* Realizar una solucion en la cual se disuelven 7 gramos de glucosa en 50 mL
de agua, efectuando el calculo de la concentracion en unidades de: %
peso/volumen, Molaridad y Normalidad.

REPORTE
1. Resolver correctamente los siguientes ejercicios:

* Disolver 3 gramos de glucosa (C.H,,O,) en 150 cm® de agua destilada ¢Cual
es la concentracion de la disolucién en %omasa?

* Calcular la concentracién en mmol/L de una disolucién que contiene 8.5
gramos de sal (NaCl).

* ;Cudl es la masa de cloruro de sodio contenida en 100 mL de disolucién cuya
concentracion es 2 mmol/L?

* Si se disuelven 10g de glucosa hasta un volumen de 150 mL ¢Cudl es la con-
centracion de la disolucién en g/L y en mmol/L?

* Al analizar una muestra de suero sanguineo se encuentra que contiene 102.5
pg de Ca**/mL de suero. Si la densidad del suero es 1.053 g/mLy el peso
atémico del calcio es 40.08 ;Cudl es la concentracion de Ca®" expresada
en...:

a) ...molaridad?
b) ...meq Ca**/L de suero?

¢) ...ppm de Ca** en peso?

2. Representar mediante esquemas o fotografias la metodologia utilizada para la
preparacion de las soluciones en el laboratorio.
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Practica No. 5

PRESION OSMOTICA






COMPETENCIA
Comprende el comportamiento de la membrana eritrocitaria en diferentes medios
de osmolaridad y analiza la importancia del equilibrio hidrico y sus propiedades.

INTRODUCCION

El agua corporal total corresponde entre 50% y 60% del peso organico con algunas
diferencias en relacion a edad, superficie y composicion corporal; esta distribuida
en dos grandes compartimientos: el volumen intracelular (VIC), y el volumen ex-
tracelular (VEC).

La concentraciéon de particulas o solutos en los liquidos corporales es co-
nocida como osmolalidad y se expresa en miliosmoles por kilogramo de agua
(mOsm/Kg) y osmolaridad cuando se expresa en miliosmoles por litro de agua
(mOsm/L). La Osmolalidad entre los liquidos intra y extracelular se encuentra
en equilibrio aunque existan diferentes osmoles o solutos en cada compartimiento
determinado por la permeabilidad, transportadores y bombas activas en las mem-
branas celulares.

Una de las principales funciones de las membranas es mantener solutos a con-
centraciones particulares e ideales, dentro y fuera de la célula para una efectiva
funcion de las mismas (caracteristica semipermeable). Sin membrana celular los
solutos se moverian por difusion, a favor de sus gradientes de concentracion.

La difusion involucra fenémenos de intercambio de solutos entre dos espa-
cios separados por membranas como también entre dos sitios dentro de un mismo
espacio, cada uno de los cuales presenta concentraciones diferentes. El resultado
final con el tiempo es el equilibrio dinamico basado en la equivalencia de concen-
traciones en todo el sistema, producto de la migracion de solutos de un espacio o
de un sitio a otro.

Los liquidos corporales no son estaticos, continuamente pasan de un espacio
a otro, debido a las membranas semipermeables, que no dejan pasar moléculas de
soluto, pero si de agua. Estos intercambios son muy rapidos por lo que los volime-
nes de los liquidos ni su composicién idnica se modifican en cada compartimiento.

Pero si se producen diferencias en la osmolaridad entre los compartimientos,
se produce un flujo de agua compensatorio a través de la membrana, que restablece
el equilibrio, a este fenémeno se le conoce como 6smosis.
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FUNDAMENTO

La Osmosis es de gran importancia en los procesos biolégicos donde el agua es el
disolvente, ya que permite el paso de ésta, pero no de solutos a través de la mem-
brana.

El movimiento o flujo de las moléculas de agua al desplazarse de un com-
partimiento a otro para igualar la osmolaridad puede ser impedido aplicando una
presion al compartimiento con mayor osmolaridad y se conoce como presion os-
moética efectiva.

Se entiende por presion osmotica, a aquella fuerza necesaria para detener el
flujo de agua a través de una membrana semipermeable. Al considerar como semi-
permeable a la membrana plasmatica, las células de los organismos pluricelulares
deben permanecer en equilibrio osmotico con los liquidos tisulares que los banan.

Si los liquidos extracelulares aumentan su concentraciéon de solutos, se haria
hipertonica respecto a las células, como consecuencia se originan pérdida de agua y
deshidratacion (plasmolisis). De igual forma, si los liquidos extracelulares se diluyen,
se hacen hipotonicos respecto a las células. El agua tiende a pasar al protoplasma y
las células se hinchan y se vuelven turgentes, pudiendo estallar (en el caso de células
vegetales la pared de celulosa lo impediria), por un proceso de turgescencia. Como
se ejemplifica en la figura 1.

Figura 1. Presion osmotica
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Inside Outside
of cell of cell

Animal cell

f
¥ < &

Plant cell

H,0 Vacuole H,0

L OF BI0LOGY, tion, Cells
©2004 Sinauer Associates, Inc. and W, H, Freoman & Co.




El comportamiento de un glébulo rojo en una solucién, solo depende del tipo de
solucion al cual sea sometido el eritrocito debido a que la presion osmoética efectiva
es afectada con respecto al plasma.

La capacidad de una soluciéon extracelular de mover el agua hacia adentro o
hacia fuera de una célula por osmosis se conoce como tonicidad. La tonicidad de
una solucion esta relacionada con su osmolaridad, que es la concentracion total de
todos los solutos en la solucion.

MATERIAL REACTIVO
5 tubos de en- Solucién glucosa 5%
saye
1 gradilla Solucién salina 0,9%
1 pipeta de 5 mL Solucién salina 10 %
1 pipeta Pauster Agua destilada
2 perilla de succion Solucién salina 0.2%
1 microscopio
3 portaobjetos y cubreobjetos
Centrifuga
Papel parafilm o tapones de goma
Capilares para microhematocrito
METODOLOGIA

* Extraer por puncién venosa de sangre en un tubo con EDTA.

* De la muestra obtenida tomar una alicuota suficiente para efectuar un micro-
hematocrito (referencia).

* Centrifugar a 4000 r.p.m. durante 5 minutos.

» Utilizar la pipeta Pasteur para separar el plasma a otro tubo limpio y seco.

* Rotular los tubos de la siguiente manera, anadiendo lo mencionado en la tabla:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 | Tubo 5
Agua destilada SmL
Solucién glucosa 5% 5mL
Solucién salina 0,9% 5mL
Solucién salina 10 % 5mL
Solucién salina 0.2% 5mL
Eritrocitos 4 gotas 4 gotas 4 gotas 4 gotas 4 gotas




e Tapar cada tubo con tapon de goma o papel; de manera que se pueda
mezclar por inversion sin que el contenido sea derramado.

e Colocar una gota de cada uno de los tubos en los portaobjetos colocado
un cubreobjetos, para su observacion en el microscopio, registrando
las observaciones efectuadas.

e Elaborar un microhematocrito de cada una de las soluciones efectuadas
en los tubos.

REPORTE
1. Mencionar los compuestos quimicos responsables de la presion osmoética en
plasma y en el liquido intracelular.

2. Comparar y enlistar las diferencias entre la presiéon osmoética y presion on-
cotica.

3. ¢Cual es el valor normal de osmolaridad en sangre y orina?

4. Enlistar tres factores que le confieren a la membrana celular la permeabili-
dad selectiva.

5. Elaborar un mapa conceptual en donde se explique brevemente el tipo de
transportes a través de la membrana mencionando un ejemplo.

6. Registrar las observaciones
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Practica No. 6

DETERMINACION DEL CLORO, SODIO Y POTASIO






COMPETENCIA

El alumno determinara la concentracion de los electrolitos séricos: sodio, cloro
y potasio presentes en una muestra de sangre, de manera que dichos valores
obtenidos puedan ser interpretados clinicamente de acuerdo a su posible causa
bioquimica.

INTRODUCCION

El agua es la molécula mas abundante en el cuerpo humano, es el solvente en el
cual todos los materiales estan disueltos o suspendidos; estos materiales incluyen
electrolitos, que a su vez, son los solutos disueltos en el agua.

El equilibrio hidroelectrolitico es necesario para una correcta homeostasis,
ya que esto regula la mayoria de las funciones organicas. El rifién es el principal
organo encargado de mantener este equilibrio, y especialidades médicas como
Nefrologia y Endocrinologia estudian mas directamente los trastornos hidroelec-
troliticos.

La composiciéon de los solutos es diferente en el agua intracelular y extra-
celular. Estas diferencias se deben a que la mayoria de las membranas celulares
cuentan con sistemas de transporte que hacen que se acumulen o expulsen solutos
especificos.

Por ejemplo sodio (Na), potasio (K) y cloro (Cl), estan concentrados fun-
damentalmente en los liquidos extracelulares. El potasio (K), magnesio (Mg) y
fosfatos (HPO,") son intracelulares. La Glucosa penetra en la célula mediante
transporte activo por la insulina, y una vez en su interior es convertida en glu-
cogeno y otros metabolitos, por lo que so6lo se encuentra en cantidades signifi-
cativas en el espacio extracelular. La urea atraviesa libremente la mayoria de
las membranas celulares, por lo que su concentracion es similar en todos los
espacios corporales y por ultimo las proteinas intravasculares, no atraviesan
la pared vascular, creando asi una presiéon oncoética que retiene el agua en el
espacio intravascular.

Los electrolitos que existen dentro de la sangre, ademas de otros liquidos
corporales son importantes debido a que mantienen la cantidad de agua del
cuerpo, la acidez (pH) de la sangre, la acciéon de los musculos y otros procesos
importantes.
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FUNDAMENTO

El paso del agua a través de la membrana celular es libre, dejando pasar solamente
moléculas no cargadas i6nicamente como la urea, creatinina, etc. De esta forma, el
Na*, K*y Mg**, pasan de un lado a otro por la membrana celular, mediante un paso
activo con liberacion de energia (ATP), conservando la neutralidad eléctrica. Para ello,
el ingreso o salida de un catién o anién, depende de la salida o entrada de otro, acom-
panandose del movimiento hidrico consiguiente. De manera que si el Na®™ aumenta
en el liquido extracelular, se producira la salida de agua del interior de las células para
lograr el equilibrio de la presién osmética entre ambos compartimientos.

Ll potasio K* tiene dos procesos distintos de balance externo y el equilibrio
interno, regulando su ingreso con la dieta y el consumo de hasta 120 mEq/d, mien-
tras que el equilibrio interno mediante su redistribucién dentro y fuera de la célula, se
constituye en la forma mas importante de regulacion. El gradiente quimico generado
por transporte i6nico activo, se constituye en la "bomba de Na+/K* ATP-asa", donde
por cada 3 iones activos de sodio al espacio extracelular, ingresan 2 iones de potasio
al espacio intracelular, seguido de un proceso pasivo, donde el K* sale al liquido ex-
tracelular por el gradiente quimico y la permeabilidad de la membrana de la célula.

La regulacion del cloro, depende de su consumo y reabsorcion renal, consi-
derandose un requerimiento diario de 750 mg/d, que ingresan junto con la ingesta de
sodio en la dieta, eliminandose en escasa cantidad por heces. Como el cloro y el sodio
se encuentran estrechamente relacionados, las modificaciones de uno afectaran a las
concentraciones del otro, por intervencién de la aldosterona que retiene o elimina
moléculas de sodio. El cloro de esta forma es reabsorbido y excretado en proporcion
inversa al bicarbonato regulando de esta forma el mecanismo acido base del cuerpo.

A continuaciéon se menciona en la tabla 1 las principales Funciones de los
principales electrolitos:

Tabla 1. Principales electrolitos en el organismo

Valores de

, FUNCION Utilidad Clinica .
referencia
T1.ene relacién con la osmo- Se utiliza para la evaluacién del balance hi-
laridad de la ?angre’ ad?mas droelectrolitico especialmente en pacientes
Sodio de que es d.e importancia en que tengan alimentacién intravenosa o con 140a 145
la contraccién de los muscu- mEq/L

tratamiento diurético también pacientes con

(Na”) los, equilibrio 4cido-base y falla renal aguda alguna nefropatias, enferme-

la sinapsis nerviosa. dades gastrointestinales, enfermedad de Addi-

son, aldosteronismo. Por mencionar algunas.




Mantiene la neutralidad

Se utiliza para la evaluacion de los pacientes

Cloruro | e¢léctrica, ademas de que | deshidratados o sobrehidratados, insuficiencia [0atlo
sirve como un amortiguador| renal, acidosis metaboélica, sindrome de Cush-| mEq/L
(€I para favorecer el equilibrio | ing o en pacientes que presenten vomito o
acido-base. aspiracion gastrica prolongada.
Se utiliza en la evaluacién del balance elec-
trolitico, especialmente en pacientes geriatri-
cos con alimentacion intravenosa, pacientes
con tratamiento diurético, pacientes con falla
renal aguda, pacientes con hemodialisis y
Este electrolito tiene efectos pacientes con nefritis intersticial o nefropatia.
en la frecuencia cardiaca y
la contractilidad, favorece En la evaluacion de hipertension arteri-
el potencial eléctrico de la | al donde pueda ocurrir hipercalemia y ser
membrana, sobre todo en causa de falla renal aguda.
el tejido neuromuscular,
ademds de que es una parte El potasio debe ser monitorizado en el trata- 3.5a5.5
Potasio | importante en la sintesis de miento de la acidosis, incluyendo cetoacido- mEq/L

(K+)

proteinas y el mantenimien-
to de la presion oncotica
normal ademas de con-
tribuir en el equilibrio aci-
do-base, porque los rinones
pueden intercambiar el
potasio por iones de hidrog-
eno para mantener el pH
fisiologico.

sis en la diabetes.

Evaluacién de debilidad muscular e irritabil-
idad, confusién mental, seguimientos de leu-
cemias, enfermedades gastrointestinales, en-

cefalopatia hepatica, vomitos, fistula, tubo de
drenaje.

Evaluaciéon y prevencion de arritmias.

Deteccién, diagnostico y seguimiento de hip-
ermineralo-corticismos (aldosteronismo pri-
mario, sindrome de Cushing, tumor productor
de ACTH ectdpica, algunos casos de hiperpla-
sia adrenal congénita)

Los trastornos hidroelectroliticos pueden ser secundarios a alteraciones en la con-
centracion electrolitica, los cuales pueden ocasionar:

Hiponatremia: se define como la disminucién de sodio plasmatico menor a 135
mEq/], constituyéndose en el trastorno mas frecuente, producto de la pérdida por
el aparato gastrointestinal, renal o edema.

Hipernatremia: definida como la concentracion plasmatica de sodio mayor a 145
mEq/l1, provocado por exceso de aporte, o reduccion de agua libre.
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Hipopotasemia o hipocaliemia con potasio plasmatico menor a 3,5 mEq/I,
provocado por déficit de consumo o pérdida gastrointestinal y urinaria. Esta defi-
ciencia puede llevar a severas alteraciones en el musculo esquelético y liso, asi como
el sistema nervioso y musculo cardiaco.

Hiperpotasemia o hipercaliemia, con niveles de potasio sérico mayor a 5,5
mEq/1, provocado por aumento de la ingesta o reduccion de la excrecién urinaria
de K*. Las arritmias cardiacas resultantes, pueden poner en peligro la vida del
paciente.

Hipocloremia, se define asi a la disminuciéon de cloro plasmatico menor a 96
mEq/1. La disminucién de este electrolito afecta los niveles de sodio, potasio y cal-
cio séricos. Este cuadro se presenta por disminucién en la ingesta o aumento de
pérdidas por el aparato gastrointestinal o rifiones, que se manifiesta por alcalosis
hipoclorémica.

Hipercloremia, es el cuadro donde el nivel de cloro plasmatico supera los 106
mEq/1, y se asocia a disminuciéon del bicarbonato sérico, presentandose en procesos
de hiperparatiroidismo, hiperaldosteronismo, toxicidad al salicilato, etc.

MATERIAL REACTIVO
Espectrofotometro Kit de reactivos
Tubo de ensaye de 13x100 Agua destilada

Muestra de sangre (suero)

METODOLOGIA

e Lecer el inserto proveniente del kit de reactivos, que por lo general pide
preparar un BLANCO y un ESTANDAR, para cada uno de los elec-
trolitos a analizar, ademas del tubo correspondiente a la MUESTRA a
estudiar.

e Ajustar la longitud de onda del espectrofotometro de acuerdo a lo in-
dicado en el inserto para cada determinacion de concentracion de los
electrolitos.

e FEfectuar los calculos de concentracion correspondientes.

REPORTE

Enlistar los factores que influyen en la concentracion sérica del potasio.
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Escribir la férmula para calcular la osmolalidad plasmatica.

¢CGual es el valor de la osmolalidad plasmatica?

Definir la causa del porqué el sodio debe ser un factor a considerar en la férmula de
osmolalidad plasmatica.

2.- Indicar el aumento o disminucién en concentracion sérica segin corresponda.

PATOLOGIA | K | a | Na
Diarrea y vomito

Sindrome de Cushing | | |

Insuficiencia renal crénica
Quemaduras extensas | | |
Acidosis metabdlica
Insuficiencia cardiaca congestiva | | |

Sindrome de secreciéon inadecuada de hormona antidiuréti-

ca (STADH)
Deshidratacion severa | | |
Diabetes
Gastritis | | |

3.- Explicar bioquimicamente el estado metabdlico de acuerdo a los resultados ob-
tenidos.
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Practica No. 7

pH Y SOLUCIONES AMORTIGUADORAS






COMPETENCIA
Analiza el pH de los liquidos biolégicos, y vincula su capacidad amortiguadora
con los principales sistemas buffers en el organismo.

INTRODUCCION

El concepto de acido se define como un donador de protones y una base como un aceptor
de los mismos. Existen algunas especies conocidas como alcali que tienen la caracteristica
que al disociarse generan iones hidroxilo y otras especies i6nicas que pueden actuar como
acidos y bases que son conocidos como anfotéricos. Tal es el caso del agua (reaccion 1).

H++HQO<:> H, O*

. Reaccion 1
PROTON AGUA HIDRONIO

Debido a que la concentracion de hidrogeniones en la mayoria de las soluciones es
demasiada baja y para evitar el uso de nimeros con varias cifras decimales, Soren-
sen introdujo el término de pH como una forma muy adecuada para expresar la
concentraciéon de hidrogeniones. El pH se define como el logaritmo negativo de la
actividad de hidrogeniones, pero en la practica se toma por lo general la concen-
tracion de hidrogeniones ya que la concentracion y actividad son casi las mismas,
excepto en soluciones fuertemente acidas.

Como por ejemplo la sangre humana, tiene una concentracion de hidrogenio-
nes de 0.000,000,025 mol/L, lo cual puede expresarse en forma mas conveniente
como pH =7.4, debido a que:

Plasma [H+]= 0.000,000,025=2.5X10"7 mol/L
Por lo tanto pH del plasma=-log(2.5X107 )= 7.4

Entonces podemos definir al potencial de Hidrogeno (pH) como el logaritmo nega-
tivo de la concentracion.

pH= -log [H+] ... Ecuacion 1
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Cuanto mayor sea la concentracién de iones hidréogeno en una solucién; mas bajo
sera el valor de su pH, es decir mas acido. La escala de pH abarca los valores de 0
a 14, por lo que un pH de 7 es considerado como neutro, menos de 7 sera
acido y mayor de 7 es alcalino. El pH de una solucion amortiguadora puede
calcularse con la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (Ecuacion 2), que toma como
referencia la disociacion del agua.

K = [EHI0E-]
#0 ...Ecuacion 2

Puesto que la concentracion del agua es para todos los propositos practicos cons-

tante, se puede escribir:

K. =[H+I[0OH-1 =1x10" M... Ecuacién 3

Debido a que no todos los acidos se disocian con la misma facilidad, algunos 4cidos
o bases débiles tienen importancia biologica, porque evitan el cambio brusco de pH
cuando se les agregan pequenas cantidades de acidos o bases. A esta propiedad se le
denomina capacidad amortiguadora, el objetivo de esto es mantener el pH estable
en un intervalo muy estrecho, por ejemplo la sangre va de 7.35-7.45.

FUNDAMENTO

Durante el metabolismo, el cuerpo produce varios acidos que incrementan la con-
centracion del 1on hidrogeno de la sangre u otros liquidos corporales y tienen a dis-
minuir el pH. Estos acidos pueden clasificarse como acidos débiles o acidos fuertes
por su grado de disociacién en un ion hidrégeno y una base (el componente anién).

El pK es el pH necesario para que un acido esté 50% no disociado y 50%
disociado ( es decir, la razén o proporcion de acido disociado y no disociado es 1).
Cuando la solucién presenta un pH cercano a su pK (+/- 1) posee su mayor capa-
cidad amortiguadora.

Existen sistemas amortiguadores que evitan cambios bruscos de pH, los tres
principales sistemas amortiguadores en los seres vivos son las proteinas, el bi-
carbonato y el fosfato. La importancia relativa de cada uno depende del tipo de
célula y del organismo.

A partir de la féormula de Henderson-Hasselbalch se puede deducir que el
pH de solucién amortiguadora depende de dos factores principales:

1. El valor de pKa.
2. La proporcién de sal a 4cido. Esta proporcién se considera igual a las



cantidades de sal y 4cido mezcladas en el intervalo de pH entre 4 y 10
donde la concentracion de hidrogeniones e hidroxilos es muy baja y
se puede ignorar.
Podemos definir la capacidad amortiguadora de un tampoén (amortiguador o bu-
JJer) como la cantidad de acido o base fuerte que puede neutralizar sufriendo un
desplazamiento de pH de una unidad, relacionada con la concentracion absoluta
del sistema y la proporcion relativa de las formas disociada y sin disociar.

Figural. Capacidad amortiguadora

% B © ApH =
100 ST
1 |/
" -
Base ! ‘
60

(
K B
. \ pK, ase
Acid
Acid ’

2 O /Ig I‘

0
« »
ApH=1 pH
MATERIAL REACTIVO
10 tubos de ensaye Soluciéon HC1 0.01 N
papel Hydrién NaOH 0.01 N
Agua destilada
METODOLOGIA

1. Colocar en los tubos de ensaye las muestras indicadas en la Tabla 2.
2.Medir el pH inicial de cada una de las muestras, utilizando papel Hydriin y

registrar su valor en la Tabla 1.
3. Anadir el Hidréxido de sodio (NaOH) 0.01 N y el acido clorhidrico (HCI)
0.01 en la cantidad indicada en la Tabla 2 y homogeneizar.
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4. Medir y registrar el pH nuevamente utilizando papel Hydrion
anotar en la Tabla 1.
5. Observar la variacion y efectuar las conclusiones adecuadas.

Tabla 1. Registro de pH de las soluciones utilizadas

. Para el registro

RO | Lt | Ml GO0 | oan | e
1 Orina 0.5 mL —
2 Orina - 0.5 mL
3 Suero 0.5 mL -
4 Suero -—-- 0.5 mL
5 *Melox 0.5 mL -
6 *Melox —- 0.5 mL
7 * Peptobismol 0.5 mL —
8 * Peptobismol -—-- 0.5 mL
9 Saliva 0.5 mL —
10 Saliva - 0.5 mL.
11 Agua 0.5 mL —_—
12 Agua - 0.5 mL

* Se debera efectuar una dilucién la cual sera 0.5 mL de peptobismol y melox para los tubos

2 mL de agua destilada para cada uno de los tubos.

REPORTE

correspondientes mas

1. Registrar las observaciones y explicar bioquimicamente de acuerdo a los

resultados obtenidos.
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Practica No. 8

MECANISMOS DE REGULACION DEL EQUILIBRIO
ACIDO-BASE DESPUES DE EJERCICIO MUSCULAR
Y DE LA INGESTION DE BICARBONATO DE SODIO






COMPETENCIA
Comprende los mecanismos de regulacion renal y respiratorio en el organismo,
para el mantenimiento del equilibrio acido-base.

INTRODUCCION

El ser humano presenta una tendencia a la acidificacién, debido a que de forma
continua se producen acidos en el organismo, dicha produccion se debe al metabo-
lismo y a la ingesta diaria de los alimentos que conlleva a ingerir acidos junto con
la dieta.

Existen tres sistemas capaces de controlar el pH y ayudan a mantener la
homeostasis; estos son un sistema de amortiguador rapido, uno renal y uno respi-
ratorio.

El sistema de amortiguacion rapido, buffer o tampén funciona mediante cua-
tro amortiguadores: bicarbonato, fosfatos, hemoglobina y proteinas. Estos sistemas
tienen la capacidad de amortiguar en cuestion de minutos cambios agudos en el
equilibrio 4dcido-base; ante situaciones en las que dicha capacidad se vea rebasada
el organismo hace uso de sistemas compensatorios, los cuales son la via renal y la
via respiratoria.

FUNDAMENTO

El sistema respiratorio se encarga de eliminar el diéxido de carbono (CO,), produci-
do, eliminando 20 000 mmol/diarios de CO,. Esta cantidad, puede ser modificada
en situaciones de ejercicio, estados emocionales variados o patologicos.

Este contribuye al mantenimiento del equilibrio del pH a través de la re-
gulacion de la presion parcial de CO,. En funcién de la concentracion de CO, (p
CO,), se modifica la frecuencia respiratoria.

En la regulacion intervienen los pulmones, el diafragma y el centro respirato-
rio. El centro respiratorio regula la frecuencia y la profundidad de los movimientos
respiratorios segun los cambios de pH en el liquido cefalorraquideo y de la sangre,
que son detectados por medio de quimiorreceptores centrales y periféricos.

La estimulacién de los quimiorreceptores crea aumento en la frecuencia res-
piratoria (hiperventilacién), ocasiona una disminucién del CO, alveolar y el dcido
carbonico (H,CO,-) plasmatico.
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Ante el déficit del ion hidroégeno en el organismo (alcalosis), el centro respira-
torio se deprime, lo que ocasiona una disminucioén de la frecuencia respiratoria (hi-
poventilacién), aumentando la concentracion de CO, para contrarrestar el exceso
de bicarbonato (HCO,-). La disminucién de la frecuencia respiratoria esta limitada
por la necesidad de aporte de oxigeno del organismo lo que origina que, en casos
de alcalosis pronunciada, sea insuficiente.

Ll sistema renal actia de forma gradual, el control del pH se establece
en 24 horas y alcanza su efectividad maxima a los cuatro o cinco dias. El manteni-
miento del pH plasmatico es realizado por tres mecanismos principalmente:

1. El sistema de intercambio de Na+ - H+. En los tabulos renales, los H+
son segregados activamente al fluido tubular, habiendo un intercambio ac-
tivo de iones de sodio, los cuales son reabsorbidos del filtrado glomerular.
este proceso se ve favorecido en las situaciones de acidosis y de manera con-
traria en las de alcalosis. En esta fase los iones potasio compiten de manera
activa con los H+, por lo que, en dado caso de haber Hiperpotasemia, se
intercambian mas potasio que protones, por iones de sodio. Los H+ son se-
gregados en la luz tubular reaccionando con el fosfato dibasico para formar
fosfato monobasico.

2.La produccion de amoniaco. Las células tubulares renales son capaces
de producir amoniaco (NH,) por la accion de la glutaminasa, que escinde
la glutamina en glutamato y amoniaco. El amoniaco es un gas muy liposo-
luble, que atraviesa con facilidad la membrana celular hasta la luz tubular
donde se combina con protones y dan lugar a la formacion de NH,+ (i6n
amonio). Los iones amonio no traspasan la membrana tubular y son excre-
tados en forma de urea, lo cual da consigo a la formaciéon de compuestos
con sulfatos, cloruros y fosfatos.

3.La recuperacién de bicarbonato (HCO,-). La concentracion de HCO,
del filtrado glomerular en un principio es idéntica a la plasmatica. La
recuperacion del HCO, se inicia con la excrecion a la luz tubular de i6n
hidrégeno por medio del intercambio Na+ - H+. Los iones hidrégeno,
asi excretados, reaccionan con el HCO, del filtrado glomerular formando
acido carbonico (H,CO,-) que a su vez, se escindird en dioxido de carbono
(CO,)y agua (H,O). El aumento del CO, en el filtrado glomerular provoca
su difusion al interior de la célula tubular, donde reacciona con el agua,
debido a la accion de la enzima carbonato deshidratasa, para formar acido



carbonico que, a su vez, se disocia en ion hidrégeno. El HCO, pasa al
plasma para restablecer la capacidad buffer del mismo mientras que el H+
sera excretado a la luz tubular por accién de intercambio de Na+ -- H+.

MATERIAL REACTIVO
Tubos de ensaye Muestras de orina
6 frascos recolectores de orina Soluciéon de Bicarbonato de Sodio al 3%,

preparada con agua
Papel Hydrion Agua destilada

Oximetro

METODOLOGIA

Seguir estrictamente las indicaciones, para obtener 6ptimos resultados:

Este procedimiento necesita la participaciéon de cuatro personas voluntarias; dos
personas participan en cada fase.

PRIMERA FASE

1. Recolectar la primer muestra de orina de la mafiana, usando la técnica de
chorro medio, a la cual se le debe medir el pH.

2. Los dos alumnos que trabajen esta fase, deben desayunar o comer normal-
mente (dependiendo de la hora asignada en la sesion de laboratorio), deben
evitar la ingestion de jugos o alimentos demasiado acidos o bebidas alcoholi-
cas, en un periodo minimo de 12 horas.

3. Deberan beber aproximadamente entre 100 y 200 mL de agua, cada uno, una
hora o hasta 45 minutos antes de la sesién de laboratorio.

4. Previo a la sesion del laboratorio se recolecta nuevamente una muestra de orina.

5. Se debera ingerir agua nuevamente entre 50-100 mL de volumen, de preferen-
cia unos 10 minutos antes de empezar la sesion de laboratorio.

6. Previo a la realizacion del ejercicio intenso, se deben registrar en la Tabla 1 los
valores de: frecuencia cardiaca y porcentaje de saturacion de oxigeno.

7. Realizar ejercicio muscular intenso, como por ejemplo subir y bajar varias
veces las escaleras o correr de manera continua u otro ejercicio sugerido por
el profesor.

8. Obtener el mayor nimero de muestras de orina durante un periodo de ejerci-
cio intenso de 40 minutos.

9. Un integrante del equipo distinto debe medir el pH inmediatamente a cada una
de las muestras recolectadas durante el periodo que estén haciendo ejercicio.
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10. Terminado el periodo de tiempo de ejercicio intenso, se registran nuevamen-
te los datos de frecuencia cardiaca y porcentaje de saturaciéon de Oxigeno.

11. Observar el tipo de respiracion: Hiperventilaciéon, apnea, hipoventilacion o
respiracion normal.

12. Una vez transcurrido el tiempo, los dos alumnos participantes en esta fase
deben descansar, recuperar energia y normalizar la respiracion.

Tabla 1. Registro por alumno (FASE 1)

Alumno:
M Valor de pH prel ety
Basal Hora: Temperatura corporal
#1 Hora: |
#2 Hora: Saturacion de oxigeno
#3 Hora: |
#H4 Hora: Frecuencia cardiaca
#5 Hora: |
Alumno:
Moot | Naaen | e [ P
Basal Hora: Temperatura corporal
#1 Hora: |
#2 Hora: Saturacion de oxigeno
#3 Hora: |
#4 Hora: Frecuencia cardiaca
#5 Hora: |
SEGUNDA FASE

1. Recolectar la primer muestra de orina de la mafiana, usando la técnica de
chorro medio, a la cual se le debe medir el pH. (Tabla 2).

2. Los dos alumnos que trabajen esta fase deben ingerir aproximadamente entre
300-500 mL de agua potable, la cual debera estar preparada con 15 g de
bicarbonato si se toma como base de calculo 500 mL, tres horas antes de
ingresar al laboratorio.
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3. Una vez inicie la ingestiéon de agua con bicarbonato, los participantes de esta

fase deben recolectar las muestras de orina, deben enumerar el nimero de

muestra de manera ascendente conforme se vayan recolectando.

4. Cada que se ingiera la solucién con bicarbonato se debe homogeneizar para

evitar la sedimentacién del bicarbonato.

5. Medir el pH con tiras reactivas y registrar los resultados en la Tabla 2 para

cada participante.

Tabla 2. Registro por alumno (FASE 2)

Alumno:
Mues.tra de Valor de pH
orina
Basal Hora:
1 Hora:
#9 Hora:
3 Hora:
4 Hora:
5 Hora:
Alumno:
Muj:itrll‘: de Valor de pH
Basal Hora:
#1 Hora:
49 Hora:
3 Hora:
4 Hora:
5 Hora:
REPORTE

Registrar las observaciones y explicar bioquimicamente de acuerdo a los resultados

obtenidos.
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Practica No. 9

INTERPRETACION A NIVEL LABORATORIO
DE UNA GASOMETRIA ARTERIAL






COMPETENCIA
Identifica los parametros basicos de una gasometria arterial, y distingue los meca-
nismos compensatorios en el organismo.

INTRODUCCION

Una de las maneras de evaluar el estado acido-base de un individuo, es necesario
realizar un examen de laboratorio llamado: gasometria realizado en una arteria o
vena.

La muestra de la gasometria, por lo general es tomada en la arteria radial,
utilizando una jeringa de insulina previamente heparinizada, para que al momento
de extraerla no se coagule.

La razén del porqué se prefiera la sangre arterial a diferencia de la venosa
es debido a que la sangre venosa se encuentra libre de productos generados por el
metabolismo celular, ademas de que el nivel de pH y PO, son mayores y la PCO,
€S Menor.

El uso de la sangre mezclada (obtenida de la arteria pulmonar o central) de
la PO, y la saturacién de oxigeno (SO,) asociada a la determinacion de la presion
arterial de oxigeno (PaQ,), y otros pardmetros clinicos intervienen en la estimacion
de la oxigenacion tisular y probablemente de la funcion cardiaca como determi-
nante de la misma.

La medicién de los gases en sangre, proporciona informaciéon sobre los valo-
res de pH sanguineo y las presiones parciales de G0, y O,. Derivado de estos valo-
res, los analizadores de gases sanguineos (gasometros) calculan automaticamente el
porcentaje de saturacion de la hemoglobina por el oxigeno, los niveles de HCO,-y
el CO, total.

Los trastornos en la oxigenacion, en la depuracion de CO, y las alteraciones
en el equilibrio 4cido-base deben reconocerse al analizar los tres primeros valores.

FUNDAMENTO

La produccién de acidos es una funciéon normal del metabolismo celular y de la
acidez en los liquidos corporales se determina por la concentracién libre de iones
H+, en condiciones normales, dicha concentracion se encuentra controlada por la
homeostasis entre la producciéon de acidos, la amortiguacion de éstos y su excrecion.
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El estudio de la gasometria en un paciente enfermo, es necesario para establecer un
diagnostico, tratamiento y predecir su desenlace. Para empezar a establecer el tipo
de trastorno del equilibrio acido-base debemos empezar a interpretar el estudio de
laboratorio.

1. Detectar si es acidemia o acidosis, alcalemia o alcalosis. Cuando el

pH de la sangre disminuye a menos de 7.35 se denomina acidemia y cuando

aumenta por arriba de 7.45 se denomina alcalemia. El término acidosis y

alcalosis corresponden al exceso de aniones y cationes que no alteran el pH.
Es decir, los trastornos acido-base primarios estan relacionados con el des-
equilibrio entre la produccion de acidos, la amortiguacion o neutralizacion
de los mismos en el espacio extracelular y su excreciéon por via renal o
respiratoria.

2. Interpretar el componente: metaboélico o respiratorio. Ll rifién y el
pulmoén manejan la mayor cantidad de hidrogeniones a partir de acido carbo-
nico (H,C0,). Partiendo de la ecuacion de Henderson-Hasselbach:

pH=pK + log [HCO,-]/[pCO,] ... Ecuacién 1

En el mecanismo compensatorio disminuye el bicarbonato, también lo
hace el CO,; lo mismo sucede por ejemplo en la acidemia respiratoria, en
la que la alteracion de la base CO, vy, por lo tanto, se retiene bicarbonato a
nivel renal para elevar su concentracion en el plasma y evitar la disminu-
cion en el pH.

A manera practica, una vez detectada la variacién de pH, se obser-
van los siguientes parametros a manera de detectar el componente com-
pensatorio:

* pCO, <35mmHg 6 >45 mmHg: RESPIRATORIA
«  HCO,- <22 mEq/ 6 >28 mEq/L: METABOLICA

En el dado caso de no haber variacion en el pH (valores normal), te-
nemos:

* pCO, (AUMENTADO): Acidosis respiratoria.

* HCO,- (AUMENTADO): Acidosis metabolica.

* pCO, (BAJO): Alcalosis respiratoria.

* HCO,- (BAJO): Alcalosis metabolica.



1. Brecha aniénica. Es una férmula indirecta para estimar la concentracion de

los iones plasmaticos que no son determinados por algin método utilizado

en el laboratorio, los cuales son sulfatos, proteinas, fosfatos inorganicos y

otros aniones organicos presentes fuera y dentro del cuerpo. El valor nor-

mal de esta brecha es de 12+ -2 mmol/L.

GAP=([Na+]+[K+]) - (|Cl-] +[HCO3-]).... Ecuacién 2

GAP=([Na+]) - ([Cl-]+[HCO3-]).... Ecuacion 3

PROCEDIMIENTO Y REPORTE

1. Con base en los parametros de laboratorio propuestos determinar el tipo de

trastorno con su componente, explicando el mecanismo de compensacion

que pudiera estar actuando en el organismo, justificar la respuesta.

DATOS PAC-1 PAC-2 PAC-3 PAC4
Sexo Femenino Masculino Masculino Femenino
Edad 77 Anos 39 Anos 61 Afos 77 Anos
Servicio UcCl UCI UCI UCI

Gases en sangre
pH 7.39 7.42 7.45 7.42
pCO2 51mmHg 35 mmHg 40 mmHg 41 mmHg
pO2 60 mmHg 81 mmHg 41 mmHg 173 mmHg
Fi02 50% 45% 40% 50%
HCO3 30.90 mmo/L 22.70 mmo/L 27.80 mmo/L 26.60mmo/L
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Practica No. 10

ANALISIS ESTRUCTURAL
DE PROTEINAS






COMPETENCIA
Identifica diversas estructuras de diferentes proteinas, asi como su composicion
(aminoacidos).

INTRODUCCION

Las proteinas tienen muchas funciones en el cuerpo. Sirven como transportadores
de compuestos hidrofobos en la sangre, como moléculas de adhesion celular que
unen unas células con otras y con la matriz extracelular, como hormonas que
transmiten sefales desde un grupo de células a otro, como canales i6nicos a través
de las membranas y como enzimas que aumentan la velocidad de reacciones bio-
quimicas.

Las proteinas consisten de cadenas lineales de aminoacidos caracterizadas
por la subestructura -CH(NH,)COOH. Un 4tomo de nitrégeno y dos de hidrogenos
forman el grupo amino (-NH,) y el acido es un grupo carboxilo (-COOH). Los
aminoacidos se unen a otros cuando el grupo carboxilo de una molécula reacciona
con el grupo amino de otra molécula formando un enlace peptidico -C(=O)NH- y
liberando una molécula de agua (H,O). Los aminodcidos son los constituyentes
basicos de las enzimas, hormonas, proteinas, y tejidos del cuerpo. Un péptido es
un compuesto de dos 0 mas aminoacidos. Los oligopéptidos tienen diez o menos
aminoacidos. Los polipéptidos y las proteinas son cadenas de mas de diez aminoa-
cidos, pero los péptidos que contienen mas de 50 aminoacidos se clasifican como
proteinas.

FUNDAMENTO

Una gran cantidad de proteinas diferentes se puede formar a partir de solo 20
aminoacidos comunes porque éstos pueden unirse en una enorme diversidad de
secuencias determinadas por el codigo genético.

La secuencia de aminoacidos y su estructura primaria determinan la forma
en que una proteina se pliega en una estructura tridimensional particular, que es su
conformacion nativa. La estructura de las proteinas se describe en cuatro niveles,
las cuales son: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

La estructura primaria es la secuencia lineal de aminoacidos en la cadena
polipetidica. La estructura secundaria se compone de regiones locales de cadenas
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de polipéptidos formadas en estructuras que son estabilizadas por un patrén de
repeticion de puentes de hidrogeno, como las estructuras regulares denominadas
hélices alfa y hélices beta; en donde la rigidez de la cadena polipetidica determina
los tipos posibles de estructura secundaria.

La estructura terciaria de una proteina globular puede conformarse por
dominios estructurales, regiones de estructura que se pliegan de manera in-
dependiente. Varios dominios pueden unirse para formar una proteina fun-
cional. Dentro de un dominio, una combinacién de elementos estructurales
secundarios forman un pliegue, como el pliegue de unién a nucledtido o un
pliego de actina. Los pliegues se definen por su similitud en varias proteinas
diferentes.

Cuando una proteina consta de un nimero mayor de dos de una cadena
polipetidica, es decir, cuando se trata de una proteina oligomérica, decimos
que tiene una estructura cuaternaria. Dicha estructura, debe considerar que
la cantidad y la naturaleza de las distintas subunidades o monémeros que inte-
gran el oligbmero y la forma en que se asocian en el espacio para dar lugar al
oligbmero.

MATERIAL

Computadora con conexién a internet.

PROCEDIMIENTO

Para el desarrollo efectivo de esta practica, se debe ingresar a diversas bases de
datos en donde se pueden encontrar secuencias en aminoacidos y acidos nucleicos
de proteinas.

a. Ingresar a la pagina web: Protein Data Bank: http://www.rcsbh.org/pdb/
home/home.do Figural



Figura 1. Pantalla principal
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b. Analizar cuatro proteinas diferentes, se sugiere que las proteinas selecciona-

das sean de diversas estructuras, con la finalidad de observar su conformaciéon

geométrica. e

c. Usar el nombre de la proteina en idioma inglés al momento de utilizar la

pagina web.

d. Si el navegador no acepta la plataforma de la pagina web sugerida, se puede

acceder a cualquiera de las bases de datos propuestas en el siguiente link:
https:/ /bioinf.comav.upv.es/ courses/intro_bioinf/bases_datos.html

e. Descargar la secuencia de cada una de las proteinas seleccionadas en formato

FASTA, analiza la composicién de los aminodcidos de la proteina.

f. Reportar el punto isoeléctrico, el nimero de hojas 8 y de a-hélices u otra in-

formacion relevante acerca de cada una de las proteinas seleccionadas.

REPORTE

Elaborar un reporte en donde incluya: formato FASTA, caracteristicas fisico-quimicas, fun-
cién principal en el organismo y su estructura tridimensional mediante un esquema de 5
proteinas.
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Practica No. 11

PROPIEDADES GENERALES
DE LOS AMINOACIDOS






COMPETENCIA

Distingue las propiedades quimicas para la identificacién de aminoacidos.

INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas de elevado peso molecular, debido a que en su
estructura consta de cadenas de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos entre el
grupo alfa carboxilo de un aminoacido y el grupo alfa amino del otro.

FUNDAMENTO
Las pruebas coloreadas para la identificaciéon de aminoacidos se basan en la reac-
tividad de la cadena lateral R, la prueba de la ninhidrina reacciona con el grupo
alfa amino de los aminoacidos ya sea que estén libres o estén unidos mediante en-
laces peptidicos. La ninhidrina a pH de 4 a 8 es un oxidante muy fuerte y siempre
reacciona con los grupos alfa amino, liberando amonio; este se condensa con la
ninhidrina, formando un compuesto coloreado que va del azul violeta al ptrpura.
La reaccion de Biuret consiste en la condensacién de dos moléculas de urea
que se enlazan por sus grupos amino; perdiendo un grupo amino como amoniaco.
Esta es utilizada para compuestos que contienen arriba de dos enlaces peptidicos
en su estructura molecular; es decir, que las proteinas y péptidos (desde tripéptidos)
dan esta prueba positiva y se caracterizan por la aparicién de una coloracién viole-
ta, los dipéptidos y aminoacidos dan un resultado negativo a esta prueba.

EXPERIMENTO 1. PRUEBA DE LA NINHIDRINA

MATERIAL BIOLOGICO MATERIAL QUIMICO

Solucién de albtimina de huevo Solucién de glicina 1%
(clara de huevo diluida 1:50)
Solucién de ninhidrina al 0.2%

Agua destilada

METODOLOGIA
— Identificar los tubos de ensaye.
— En un primer tubo, verter 1 mL de agua destilada (BLANCO).
— En un segundo tubo, dispensar 1 mL de solucién glicina al 1% .
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— En un tercer tubo, anadir I mL de solucién de albiimina de huevo.
— Agregar a cada tubo 10 gotas de soluciéon de ninhidrina al 0.2%.

— Homogeneizar adecuadamente.

— Colocar en un bano Maria durante 5 minutos.

— Observar la coloracion.

EXPERIMENTO 2. PRUEBA DE BIURET

MATERIAL BIOLOGICO MATERIAL QUIMICO

Solucién de albimina de huevo (clara de
huevo diluida 1:50)

Solucién de Fenilalanina 1%
Reactivo de Biuret

Agua destilada

METODOLOGIA
— Identificar los tubos de ensaye.
— En un primer tubo, verter 2 mL de agua destilada (BLANCO).
— En un segundo tubo, dispensar 2 mL de solucion de fenilalanina al 1% .
— En un tercer tubo, anadir 2 mL de solucién de albiumina de huevo.
— Agregar a cada tubo 2 mL de reactivo de Biuret.
— Homogeneizar adecuadamente.
— Observar y registrar resultados de coloracion.

REPORTE

1. Mencionar otras pruebas de laboratorio utilizadas para la identificacién de
aminoacidos.

2. ;Por qué mediante la prueba de Biuret se identifica la presencia de proteinas,
pero no de aminoacidos libres?

3. ¢CGémo afecta el punto isocléctrico (pKa) de la albumina ante las prucbas
utilizadas en la sesién de laboratorio?

4. Registrar las observaciones e interpretar bioquimicamente los resultados.



Practica No. 12

FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD
DE UNA REACCION ENZIMATICA






COMPETENCIA
Analiza la cinética enzimatica y relaciona los factores que influyen como tempera-
tura, concentracion del sustrato y pH.

INTRODUCCION

Los enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos.
Igual que la biocatalisis que regula la velocidad a la cual tienen lugar los procesos
fisiologicos, las enzimas llevan a cabo funciones definitivas relacionadas con la sa-
lud y la enfermedad. La velocidad de reaccion de las enzimas depende de varios
factores como: temperatura, pH, concentraciéon de la enzima, concentracion del
sustrato, oxidacion entre otros.

FUNDAMENTO

El mecanismo que permite que las enzimas incrementen la velocidad de la reaccion
es la reduccion de la energia libre de activacion requerida para transformar un sus-
trato al producto correspondiente, sin afectar la constante de equilibrio. Tal como
se muestra en la siguiente reaccion:

Vv

1
aA +bB —— cC +dD
\Y

2

k_=[C][D]
[A][B]

Donde:

Ay B = Sustratos

C y D= Productos

V1= Velocidad de reaccion para formar productos
V2= Velocidad de reaccion para formar sustratos
Keq= Constante de equilibrio

[ ]= Concentracion molar
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La actividad de una enzima se evaltia de acuerdo a la velocidad de reaccion. La
cinética enzimatica estudia la velocidad de la reaccion enzimatica y los factores
fisicoquimicos que modifican la actividad de la enzima son los siguientes:

1. Concentracion del substrato: La velocidad de una reacciéon catalizada
por una enzima, aumenta conforme se incrementa la concentraciéon de
substrato hasta que se llega a una velocidad maxima (Vmax), a partir de la
cual la velocidad de la reaccion, es independiente de la cantidad de subs-
trato. El que la velocidad no pueda seguirse incrementando, refleja la satu-
racion del sitio activo con el substrato.

2. Temperatura: En general, la velocidad de la reaccion se incrementa con la
temperatura hasta que un punto maximo es alcanzado. Este incremento se
debe a que aumenta el niimero de moléculas ricas en energia que pueden
pasar la barrera energética de estado de transicion, para formar a los pro-
ductos. La elevacién excesiva de la temperatura del medio que contiene a
las enzimas, resulta en un decremento de la velocidad como resultado de
la desnaturalizacion, es decir, la pérdida de la estructura tridimensional de
las enzimas.

3. Efecto del pH: la concentraciéon de H+ afecta la velocidad de la reaccion
en muchas formas. Primero el proceso catalitico usualmente requiere que
la enzima y el substrato tengan grupos quimicos en una forma i6nica par-
ticular para poder interactuar. pH extremos pueden ocasionar la desnatu-
ralizacion de las enzimas, debido a que la estructura con estos cambios no
permite modificar las interacciones iénicas que intervienen en la estabili-
dad de la enzima en su estado nativo.

MATERIAL REACTIVO
Cronémetro Solucién de almidén al 1%
Tubos de ensaye de 13x100 Saliva

Reactivo de lugol
Placa de porcelana .
(yoduro de potasio, yodo y agua)

Gradilla

Vaso de precipitados
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METODOLOGIA

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA

1. Rotular de manera ascendente cuatro tubos de ensayo.
2. Agregar a cada tubo 5 mL de almidén al 1%
3. Afadir saliva en la siguiente proporcion:

a. Tubo 1: lgota de saliva.

b. Tubo 2: 2 gotas de saliva.
c. Tubo 3: 5 gotas de saliva.
d. Tubo 4: 10 gotas de saliva.

4. Mezclar homogéneamente cada uno de los tubos.

5. Cada 2 minutos se realizara la prueba de lugol (yodo) en una placa de porce-

lana, para cada uno de los tubos, hasta llegar al punto acrémico (incoloro).

6. Observar los cambios de color que se lleven a cabo en las placas de porcelana.

7. 51 la actividad de la amilasa es débil se puede dispensar 1 ml de NaOH al

10% ya que los halégenos tienen accién sobre la velocidad de accién de la

amilasa salival.

8. Registrar los resultados en la siguiente tabla.

MINUTOS
Tubo
2 4 6 3 10 12 14 16 18 20
1
2
3
4

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

1. Rotular los cuatro tubos de ensaye de manera ascendente.

2. Anadir 5 mL de almidén al 1% para cada uno de los tubos de ensaye.
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3. Colocar cuatro vasos de precipitados de 500 mL y efectuar lo siguiente:

a. Vaso de precipitados 1: Colocar hielo picado, para tener una temperatu-
ra de 10° C y afadir agua destilada.

b. Vaso de precipitados 2: Dispensar 250 mL de agua de la llave (tempera-
tura ambiente).

c. Vaso de precipitados 3: Anadir 250 mL de agua destilada, previo calen-
tamiento hasta una temperatura de 38°C.

d. Vaso de precipitados 4: Vertir 250 mL de agua destilada, previo calenta-
miento hasta una temperatura de 85° C.

4. Estableciendo las condiciones aptas de los vasos de precipitados, se colocan
los tubos de ensaye, dejandolos reposar un periodo minimo de 5 minutos,
agregando 5 gotas de saliva a cada uno de los tubos, agitense a manera que
se homogenicen uniformemente.

5. Realizar la prueba de Lugol (yodo) en la placa de porcelana a cada de uno de
los tubos a cada uno de los tubos hasta llegar al minuto 20.

6. Transcurrido el tiempo, los tubos que todavia den coloraciéon con el reactivo
de lugol, se deben incubar 15 minutos en el vaso de precipitados en el que
la hidrélisis se efectud con mayor rapidez, para pasado el tiempo efectuar
la prueba de Lugol.

7. Elaborar las observaciones y conclusiones de la prueba.

MINUTOS
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tubo

1
Temp 10°C

2
Temp Amb.

3
Temp 38° C

4
Temp 85° C

e PhpH

1. Rotular siete tubos de ensayo de manera ascendente.
2. Agregar a cada tubo de ensaye lo indicado en la siguiente tabla:



TUBOS
REACTIVO
1 2 3 4 5 6 7
NaCl 0.2% S5mL 1.25mL | 0.60 mL | 0.25 mL - -- --
NaOH 0.2% -- -- - -- - 0.25mL | 1.25 mL
H20 4 mL 7.75mL | 840 mL | 8.75 mL 9 mL 8.75mL | 7.75 mL

3. Homogeneizar los tubos.

4. Agregar 5 mL de almidén al 1% a cada uno de los tubos.

5. Agregar 1 mL de saliva a cada uno de los tubos.

6. Realizar la prueba de lugol (yodo) en la placa de porcelana en los siguientes
tiempos: 2,12,22,32 minutos.

7.Alos tubos 6y 7, se les debe colocar una gota de HClI al 0.2% en las hendi-
duras de la placa de porcelana para acidificar.

8. Transcurrido el minuto 32 serd necesario re-incubar aquellos tubos de ensaye
que no sufrieron hidroélisis, la re-incubacion debe ser a una temperatura de
38° C durante un lapso de tiempo de 20 minutos, después de ese tiempo
efectuar de nuevo la prueba de lugol.

REPORTE

1. Utilizar evidencia fotografica o esquemas para las observaciones de cada
una de las pruebas y formule un enunciado que relacione el factor estudia-
do y el cambio observado en la amilasa salival.
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Practica No. 13

CADENA RESPIRATORIA






COMPETENCIA

Identifica los cambios de energia que acompafan a las reacciones bioquimicas asi
como también al ATP como molécula universal de energia, y analiza los diferentes
inhibidores de la cadena respiratoria.

INTRODUCCION

La cadena respiratoria es la Gltima etapa de la degradacion de nutrientes, asi como
de los productos de degradacion de otros compuestos de origen endogeno. Es tam-
bién la etapa en que se conserva, en forma de ATP, la mayor parte de la energia
contenida en esos compuestos. La cadena respiratoria comprende dos procesos:

1. Un proceso exergonico: La cadena transportadora de electrones, que com-
prende la oxidacién de los cofactores reducidos hasta la reduccién del
aceptor final de los electrones, el oxigeno, que se transforma en agua. Este
proceso libera energia y se forman de nuevo los cofactores oxidados que
vuelven a participar en el ciclo de Krebs. La energia liberada se conserva
en forma de gradiente de protones.

2. Un proceso endergoénico: La fosforilacion oxidativa, que consiste en la sinte-
sis del ATP, acoplado a este transporte electrénico, pues utiliza el gradiente
de protones que se forma a partir de la energia que se libera en la cadena
transportadora de electrones.

Ambos procesos de la cadena respiratoria localizados en la membrana interna de
la mitocondria.

FUNDAMENTO

El término respiracion celular es definido como el proceso en el cual la energia se
genera a través de moléculas nutrimentales, con O, como el méximo aceptor de
electrones.

Se puede clasificar en tres tipos los estados de oxidaciéon metaboélica de compuestos
Organicos:
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1. Generacion de un fragmento activado de dos carbonos (el grupo acetilo de la
Acetil-CoA) del Piruvato (citoplasma), acidos grasos (mitocondria) o ami-
noacidos (citoplasma/mitocondria).

2. Oxidacién de los carbonos del fragmento de acetilo mediante el ciclo del
acido citrico (mitocondrias).

3. Transferencia de electrones desde la oxidacién en el complejo II a través del
sistema de transporte de electrones para producir ATP de la fosforilacién
oxidativa.

El transporte de electrones es un sistema en el que los electrones generados por la
oxidacion son transferidos. La transferencia de los electrones mediante este sistema
genera energia potencial que es usada para sintetizar ATP en la fosforilacién oxida-
tiva, las cuales ocurren de la siguiente forma:

1. Complejo I (NADH Y NADH deshidrogenasa): La molécula de NADH se ge-
nera mediante numerosas deshidrogenasas en la célula, ésta se reoxida a
NAD* por el complejo I de la mitocondria (NADH deshidrogenasa).

2. Complejo 1II (Succinato deshidrogenasa): Los electrones no se transportan desde
el complejo I hacia el complejo I, sino que existe un punto de entrada de
los electrones desde FADH, producido por la enzima Succinato deshidrogenasa
en el ciclo de Krebs, estos complejos I y II donan sus electrones al mismo
aceptor coenzima Q).

3. Coenzima Q (CoQ): tiene la capacidad de aceptar electrones en pares y do-
narlos uno a la vez mediante un intermediario semiquinona hacia el com-
plejo III.

4. Complejo III. Contiene diversas proteinas acarreadores de electrones, tales
como citocromo b, complejos de hierro y azufre y citocromo cl. El citocro-
mo b es una proteina acarreadora que contienen un grupo hem.

5. Citocromo c. Es una proteina, que forma parte del sistema de transporte de
electrones que no es un complejo, éste acepta los electrones del complejo
IIT y los envia al complejo I'V.

6. Complejo IV. Se le conoce como citocromo oxidasa, porque toma los electro-
nes del citocromo c; contiene citocromo a'y a3 estos representan dos grupos
hemo A los cuales se asocian a la misma cadena polipetidica. Se encuen-
tran en diferentes ambientes en el interior de la membrana aunque tienen
diferentes potenciales de membrana idénticos, sus potenciales de reduccién
son diferentes. Cada uno de los grupos hemo se encuentran asociado a un



ion cobre, localizado cerca al hierro hemo. Los electrones que pasan por
el complejo IV pueden ser bloqueados por algunos inhibidores como el
clanuro, azida de sodio, ademas del monoéxido de carbono y el acarreador
artificial de electrones, ferrocianuro, puede aceptar electrones del citocro-
mo a en el complejo.

Un inhibidor del transporte de electrones crea un punto de cruce o lugar especi-
fico de inhibicién. Cuando una ruta es bloqueada totalmente, los acarreadores de
electrones se encontraran en un estado reducido antes del punto de inhibicién y
oxidado después de este.

Los aceptores artificiales de electrones tienen un efecto opuesto a los inhibi-
dores. Esto es, restablecen el flujo de electrones en un punto especifico al presentar-
se un inhibidor. Por ejemplo si las mitocondrias fueran tratadas con antimicina A
(un inhibidor) y azul de metileno (un aceptor artificial de electrones), el complejo I
seria oxidado respecto a CGoQ) debido a la liberacion de los electrones del complejo
I al azul de metileno. El Co(Q) permaneceria reducido, asi mismo la transferencia de
electrones hacia el siguiente acarreador, complejo III estaria bloqueada.

MATERIAL REACTIVOS
Vasos de precipitados 100 ml Tiras de pH
Pipetas de 5y 10 ml Levadura

Solucién glucosada al 10%
Solucién de dinitrofenol
Soluciéon azida de sodio

Agua destilada

METODOLOGIA
Este procedimiento consta de tres fases:
1. PRIMERA FASE (CONTROL)

a. Diluir 5 g de levadura en 40 ml de agua destilada.
b. Medir el pH de la solucion.
c. Repetir la medicién de pH cada 3 min dos veces.
d. Adicionar 5 ml de glucosa al 10%, agitar y medir el pH.
e. Homogeneizar.
f. Repetir la mediciéon de pH cada 5 min 4 veces.
g. Homogeneizar.
h. Repetir la medicién de pH cada 10 min 2 veces.
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2. SEGUNDA FASE:

a. Diluir 5 g de levadura en 40 ml de agua destilada.

b. Anadir por decantacion (no pipetear) 0.2 ml de la soluciéon de dini-
trofenol.

c. Homogeneizar con precaucion.

d. Medir el pH de la solucion.

e. Repetir la medicién de pH cada 3 min dos veces.

f. Esperar 5 minutos.

g. Adicionar 5 ml de glucosa al 10%, agitar y medir el pH.
h. Homogeneizar.

1. Repetir la mediciéon de pH cada 5 min 4 veces.

j- Homogeneizar.

k. Repetir la medicion de pH cada 10 min 2 veces.

3. TERCERA FASE:

a. Diluir 5 g de levadura en 40 ml de agua destilada.

b. Anadir por decantacion (no pipetear) 0.5 ml de la solucion de azida
de sodio.

c. Homogeneizar con precaucion.

d. Medir el pH de la solucion.

e. Repetir la medicién de pH cada 3 min dos veces.

f. Esperar 5 minutos.

g. Adicionar 5 ml de glucosa al 10%, agitar y medir el pH.
h. Homogeneizar.

1. Repetir la mediciéon de pH cada 5 min 4 veces.

j- Homogenizar.

k. Repetir la medicion de pH cada 10 min 2 veces.

Registrar sus datos en la siguiente tabla

Tiempo
(min)

Glucosa Dinitrofenol Azida de sodio

0

5

10




Tiempo
(min)

Glucosa

Dinitrofenol

Azida de sodio

20

30

40

REPORTE

1. Elaborar grafica para cada una de las fases.

2. Cudl es la causa principal del cambio de pH en las fases dos y tres?

3. Comparar y justificar los resultados obtenidos en la practica.
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Practica No. 14

OXIDACIONES BIOLOGICAS:
PRESENCIA DE CATALASA EN TEJIDO
HEPATICO Y VEGETAL






COMPETENCIA

Identifica la contribucion del oxigeno a la formacion de radicales libres de oxigeno,
asi como reconoce las principales enzimas que protegen al organismo contra la
accion de los mismos.

INTRODUCCION
El oxigeno tiene la particularidad de ser un elemento ambiguo en el organismo ya
que es esencial debido a su participacion en las reacciones de oxidacion de las vias
de generacion del trifosfato de adenosina (ATP), de destoxificacion y biosintesis;
pero también resulta ser toxico en los seres humanos cuando el oxigeno acepta elec-
trones desapareados y se transforma en radicales de oxigeno altamente reactivos
que danan lipidos, proteinas y DNA celulares.

El dano por los radicales de oxigeno reactivo contribuye a la muerte y de-
generacion de las células en una gran variedad de enfermedades. Tales como se
muestra en la Tablal.

Tabla 1. Algunas enfermedades y condiciones relacionadas con
lesiones por radicales libres

Aterogénesis Trastornos vasculares cerebrales
Enfisema, bronquitis Lesion por isquemia y reperfusion
Distrofia muscular de Duchenne Trastornos neurodegenerativos
Embarazo, preeclampsia Esclerosis lateral amiotrofica (enfermedad de Lou Geh-
rig)
Fibroplasia retrolenticular Enfermedad de Alzheimer
Céncer cervicouterino Sindrome de Down
Hepatopatia alcohélica Lesién por isquemia-reperfusion después de accidente
vascular cerebral
Hemodialisis Enfermedad de OXPHOS (trastorno del DNA mito-
condrial)
Diabetes Esclerosis multiple
Insuficiencia renal aguda Enfermedad de Parkinson
Envejecimiento
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Mediante procesos enziméaticos y no enzimaticos en la célula, el oxigeno (O,) acepta
electrones sencillos para formar especies reactivas de oxigeno (ERO) las cuales son
radicales de oxigeno con alta reactividad o compuestos que se convierten con faci-
lidad en estos radicales reactivos en las células.

Las ERO formadas por reduccion del O, son el radical superoxido (O,-), el
no radical peroxido de hidrégeno (H,O,) y el radical hidroxilo (OH-). Al dafio que
causan los radicales de oxigeno se une el de los radicales de 6xido nitrico (NO) y la
ERO écido hipocloroso (HOCL). E1 NO se combina con el O, o el superoxido para
formar especies reactivas de nitrégeno-oxigeno (ERNO), como el no radical peroxi-
nitrito o el radical di6xido de nitrégeno. Los ERNO estan presentes en el ambiente
como por ejemplo el humo de cigarrillo y se generan en las células.

Durante la fagocitosis de microorganismos invasores, las células del sistema
inmunitario producen O,-, HOCrL y NO mediante la accién de la NADPH oxidasa,
la mieloperoxidasa y la sintasa de 6xido nitrico inducible, respectivamente. Ademas
de destruir a los microorganismos invasores fagocitados, estos metabolitos toxicos
pueden danar a componentes del tejido circundante.

Las células se protegen a si mismas contra el dafio de las ERO vy otros ra-
dicales mediante procesos de reparacion, de compartimentaciéon de la sintesis de
radicales libres, por enzimas de defensa y antioxidantes endégenos y exoégenos (se-
cuestradores de radicales libres). La enzima de defensa superéxido dismutasa (SOD)
elimina el radical libre superoxido. La catalasa y la glutation peroxidasa eliminan
el peréxido de hidrégeno y los perdxidos lipidicos. La vitamina E, la vitamina C
y los flavonoides vegetales actian como antioxidantes. El estrés oxidativo aparece
cuando la velocidad de generacion de ERO rebasa la capacidad de la célula para
eliminarlos.

FUNDAMENTO

Las ERO se forman todo el tiempo en la célula; cerca del 3% a 5% del oxigeno
que consume una persona se convierte en radicales libres de oxigeno. Algunos se
generan por productos accidentales de reacciones enzimaticas y no enzimaticas. En
ocasiones se sintetizan de manera deliberada en reacciones catalizadas por enzimas
o por la radiacion ultravioleta y los contaminantes del aire que aumentan la forma-
ci6n de compuestos toxicos que contienen oxigeno.

Las principales fuentes de especies reactivas de oxigeno en la célula son:
1. En la mitocondria debido a la cadena de transporte electronico la coen-
zima Q) (CoQ) genera superoéxido; esto se debe a que su forma reducida
esta libre en la membrana y puede transferir aleatoriamente un electrén



al O, disuelto, con lo que se forma el superéxido. Caso contrario cuando
el O, se une con la citocromo oxidasa y acepta electrones, ninguno de los
intermediarios radicales O, se libera de la enzima y no se generan especies
reactivas de oxigeno.

2. Las oxidasas, oxigenasas y peroxidasas de la célula se unen al O, y le
transfieren electrones Ginicos a través de un metal, puede que los radicales
libres intermediarios de estas reacciones se liberen de manera fortuita antes
de que la reduccion esté completa.

3.La radiacion ionizante cuenta con la energia suficiente para disociar el
agua en radicales hidroxilo e hidrégeno, lo que causa un dafio por radia-
cion en la piel, mutaciones, cancer y muerte celular. También puede gene-
rar radicales organicos por colisién directa con los compuestos celulares
organicos.

Reacciones de radicales de oxigeno con componentes celulares

Los radicales de oxigeno causan disfuncion celular, porque reaccionan con los lipi-
dos, las proteinas, los carbohidratos y el DNA para extraer electrones, existe eviden-
cia de dafio por radicales libres en mas de 100 trastornos. En algunos de los casos, el
dano por radicales libres es la principal causa de la enfermedad; en otros intensifica
las complicaciones del trastorno. Tablal.

1. Ataque a la membrana: formacion de radicales lipidicos y peroxi-
dos de lipidos. El superdxido y el radical hidroxilo inician la peroxidacién
de los lipidos en la membrana celular, cuando los lipidos danados son los
constituyentes de las membranas biologicas se altera la disposicion cohesiva
de la bicapa lipidica y la organizaciéon estructural estable, la perdida de la
integridad de la membrana mitocondrial puede inducir a la formacion de
un mayor numero de radicales libres.

2.Proteinas y péptidos. En las proteinas, los aminoacidos prolina, histidina,
cisteina y metionina son los mas afectados ante la accion de los radicales
hidroxilo y al dafio oxidativo, la proteina se fragmenta o se forman enla-
ces cruzados entre los residuos de aminoacidos. El ataque de los radicales
libres sobre los residuos de cisteina en la proteina puede inducir el entre-
cruzamiento y la formacién de agregados que impiden su degradacion. El
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dano oxidativo se incrementa ante la susceptibilidad de otras proteinas a la
digestion proteolitica.

La evidencia de dafio proteico se observa en muchas enfermedades,
sobre todo en aquellas relacionadas con el envejecimiento. En pacientes
con cataratas, las proteinas en la lente del ojo presentan un dano por radi-
cales debido a que contienen residuos de sulfoxido de metionina y produc-
tos de la degradacion del triptéfano.

3. DNA. Los radicales libres derivados del oxigeno también son causa impor-
tante del dafno del DNA. Se han identificado alrededor de 20 diferentes
moléculas de DNA que se ven afectadas por la oxidacion.

MATERIAL
BIOLOGICO REACTIVOS MATERIAL
Peréxido de
Papa Tubos de ensaye
Hidrégeno
Trocitos de higado fresco Pinzas
Mechero de Bunsen
Tabla de picar
Cuchillo
Pelapapas
Mortero con pistilo
Embudo
Papel filtro
METODOLOGIA

I. Retirar la cascara de la papa con el pelapapas.
2. Partir en trozos pequeiios el higado fresco y la papa.
3. Dividir en dos porciones la papa y el higado fresco.
4. Para la primer porcién se efectuard lo siguiente:
a. Colocar por separado en un tubo de ensaye trozos de papa e higado
fresco.
b. Anadir aproximadamente 5 mL de agua oxigenada a cada uno de
los tubos.
c. Observar.
5. Parala segunda porcion:
a. Colocar por separado en un mortero trozos de higado fresco y papa.
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b. Anadir agua destilada hasta cubrir las muestras y machacar por se-
parado los tejidos hepatico y vegetal.

c. Filtrar las mezclas.

d. Separar en tubos de ensaye las mezclas en dos partes iguales.

e. Para los primeros dos tubos, anadir tejido hepatico y vegetal diluido
en 5 mL de agua oxigenada y observar.

f. Para los segundos tubos, anadir 5 mL de agua destilado y la parte
restante de los tejidos hepaticos y vegetal por separado en tubos de
ensaye.

g. Llevar a ebullicion ambos tubos.

h. Filtrar el agua destilada de ambos tubos y dejar atemperar las mues-
tras.

1. Anadir 5 ml. de agua oxigenada para cada una de las muestras y
observar.

REPORTE

1. Describir la funciéon de la catalasa en el organismo.

2. ¢Cudl es el efecto del tratamiento térmico en la estructura enzimatica?

3. Definir oxidacién biolbgica.

4. Enliste la clasificacién de las enzimas oxidorreductasas.

5. Comparar y justificar bioquimicamente los resultados obtenidos en la prac-
tica.
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Practica No. 15

ANALISIS DE AZUCARES REDUCTORES






COMPETENCIA

Distingue aztcares reductores y no reductores utilizando el reactivo de Benedict.

INTRODUCCION

Los carbohidratos son sustancias naturales compuestas de carbono, hidrégeno y
oxigeno. Antiguamente se les conocia como “hidratos de carbono”. En la década de
1880 se reconocid que dicho concepto era erréneo, ya que los estudios estructurales
de estos compuestos revelaron que no eran hidratos, pues no contenian moléculas
intactas de agua. Ademas, otros compuestos naturales (carbohidratos) tenian for-
mulas moleculares diferentes a las anteriores. En la actualidad, los carbohidratos se
definen como aldehidos o cetonas polihidroxilados, o bien, derivados de ellos.

FUNDAMENTO

Los carbohidratos reductores son aquellos que poseen un grupo aldehido o cetoni-
co libre en su estructura quimica, capaz de reaccionar frente a los acidos, iones me-
talicos o bases. Sufren oxidacion o fragmentacion para dar lugar a la observacion
de la positividad de las reacciones investigadas,

Los iones cupricos en presencia de las soluciones de azucares reductores se ven
disminuidas a iones cuprosos que al final forman 6xido cuproso. Las propiedades
reductoras de los azicares dependen de la presencia de grupos aldehidos o cetoni-
cos libres, reales o potenciales, en su estructura quimica.

El reactivo de Benedict se basa en la formacion de Oxido cuproso (precipita-
do de color rojo) al reducirse el Hidréxido ctprico a un azucar en un medio alcalino
para dar estabilidad a la reaccion.

En la prueba de yodo lugol, algunos polisacaridos tienen formas tipicas de
reaccionar con el yodo para producir compuestos coloreados. Permitiendo el reco-
nocimiento del almidon, glicogeno y dextrinas, cada uno por su coloraciéon carac-
teristica.

Los aztcares reductores tienen importancia clinica para detectar deficiencia
de enzimas intestinales como la lactosa debido a una deficiencia congénita o danos
mespecificos a la mucosa. En las heces de una persona sana existe una pequeila can-
tidad de cuerpos reductores, esta cantidad no sobrepasa los 0.25 g/dl. Para poner
en evidencia los cuerpos reductores en las heces de un paciente.
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MATERIAL REACTIVO

Tubos de ensaye Solucién al 1% de glucosa, fructuosa, lactosa, sacarosa,
almidon, acido ascorbico

Gradilla Agua destilada

Vaso de precipitados 50 mL Reactivo de Benedict
Goteros Saliva

Placa de porcelana Reactivo de yodo lugol

METODOLOGIA PARA LA PRUEBA DE BENEDICT
1. Se preparan los tubos correspondientes para cada solucion incluyendo la saliva,
segiin muestra la siguiente tabla:

Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubob Tubo6 Tubo7 Tubo8

Reactivo Bene- 2.5 mL para cada uno de los tubos
dict

Glucosa 5 gts.

Fructuosa 5 gts.

Lactosa 5 gts.

Xylosa

Sacarosa 5 gts.

Almidén 5 gts.

Acido ascérbico 5 gts.
Agua destilada 5 gts.

Saliva Sgts.

2. Mezclar y calentar a ebullicién en banio Maria durante 3 minutos.

3. Retirar los tubos del calentamiento una vez transcurrido el tiempo y atem-
perar a temperatura ambiente.

4. Observar el precipitado formado en los tubos de ensaye.

METODOLOGIA PARA PRUEBA DE YODO LUGOL
1. Anadir una gota de cada una de las soluciones problema por separado en
las hendiduras de la placa de porcelana.
2. Agregar a cada hendidura una gota de yodo lugol.
3. Observar los cambios.
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REPORTE

1. Definir aztGicares reductores.

2. Explicar bioquimicamente la intolerancia a la glucosa.

3. Mencionar el principio de la cuantificaciéon de substancias reductoras (azica-

res reductores) en heces.

4. Registrar los cambios durante las pruebas, utilizar esquemas y/o dibujos
elaborando una conclusion que se fundamente bioquimicamente.
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Practica No. 16

DETERMINACION DE GLUCOSA EN SANGRE






COMPETENCIA
Comprende la relacion que implica la elevacion de glucosa y diabetes, a través de la
determinacién de cuantificacion de los niveles de glucosa sanguinea.

INTRODUCCION
La glucosa es el principal combustible de las células vivas, en el ser humano, la glu-
cosa es la fuente de energia preferida de las células cerebrales y de las células que no
tienen mitocondrias como los eritrocitos y de aquellas células que tienen un aporte
limitado de oxigeno, como las del globo ocular.

Los niveles de glucosa en sangre (glucemia) se mantienen dentro de unos
limites muy estrechos y constantes gracias, fundamentalmente, a la acciéon de dos
hormonas: la insulina (hipoglucemiante) y el glucagén (hiperglucemiante).

FUNDAMENTO
La concentraciéon normal de glucosa en sangre es de 60-100 mg/dL, atn durante
los estados postprandial, de ayuno o inanicién. La insulina se encarga de disminuir
la glucemia, al promover el ingreso de glucosa en las células, su utilizacion (glucoli-
sis), su almacenamiento en higado y musculo en forma de glucdgeno (glucogénesis)
y su transformacion en triacilgliceroles en el tejido adiposo, entre otras acciones.
Segun la Norma Oficial Mexicana.
La diabetes es la enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria, con participacion
de factores ambientales, que se caracteriza por hiperglucemia crénica, debido a
la deficiencia en la accion o produccién de insulina, lo que afecta el metabolismo

intermedio de los carbohidratos, proteinas y grasas.

Existen diversos test de analisis clinico que se basan en la demostraciéon de una tole-
rancia anormal a la glucosa, dichas pruebas se mencionan a continuacion:

Glucosa plasmatica: detecta la presencia de glucosa en una concentracion superior
a 200 mg./dL (11.1 mmol/1.) en plasma venoso en ayunas es compatible con el diagnos-
tico de diabetes mellitus si se ha presentado al menos en dos ocasiones sin otra causa que
lo justifique. Los valores inferiores a 115 mg./dl. (6.4 mmol/1.) descartan el diagnéstico.

127



128

Hemoglobina glucosilada (Hbalc): Cuando la glucosa entra en los eritrocitos,
produce glucosilacion del grupo e-amino de los residuos lisina y amino terminales
de la hemoglobina. L.a Hb Alc es aproximadamente el 5% del total y es proporcio-
nal a la concentracion de glucosa en la sangre.

Una elevacion continua y prolongada de la glucemia, caracteristica propia
de la diabetes, origina la glucosilacion de las proteinas del organismo. Esta modifi-
caciéon quimica causa alteracion en su funcion y su estructura, lo que tiene relevan-
cia en las complicaciones crénicas de la diabetes. La hemoglobina glucosilada y la
albumina glucosilada son las proteinas circulantes en sangre, con mayor aplicacién
en el diagnostico de la diabetes.

Glucosa urinaria: Si se rebasa el limite de glucosa en sangre, que esta situado entre
160y 180 mg./dl. (9-10 mmol/1.), la glucosa pasa a la orina, lo que se conoce como su-
peracion del umbral renal. Como prueba diagnostica tiene un valor muy limitado por el
cambiante grado de diluciéon que puede presentar. Sin embargo, su analisis tiene interés
dentro de las pruebas urinarias de caracter rutinario para la deteccién de alteraciones.
Curva de tolerancia a la glucosa: En esta determinacién no debera comer
ni beber nada después de la media noche antes del examen, para el examen, se le
solicita al paciente que tome un liquido que contiene una 100 mg. de glucosa. Se le
toman muestras de sangre, una basal esto es, antes de ingerir la bebida glucosada
y de nuevo cada 30 a 60 minutos después de beber la solucion. El examen demora
hasta 3 horas, segin indique el médico. Se utiliza para evaluar a las mujeres emba-
razadas en bisqueda de diabetes gestacional entre las semanas 24 y 28 del embara-
zo, ademas de pacientes en los que se sospeche la presencia de esta enfermedad, a
pesar de una glucemia en ayunas normal.

Resistencia a la insulina: Se define como la disminucion de la capacidad de la
insulina para ejercer sus acciones biologicas en tejidos no caracteristicos de des-
tino. Como una respuesta compensatoria, el pancreas produce hiperinsulinemia.
La combinacién de estas dos condiciones induce al desarrollo de un conjunto de
alteraciones que conllevan a otras enfermedades. En el ejercicio clinico, se utiliza
la medicion de la concentracion de insulina sanguinea en ayunas, ademas de que
se han propuesto expresiones matematicas para la estimacién de la resistencia a la
insulina; una de las frecuentes es la de andlisis del modelo homeostatico, conocido
como HOMA.

Insulina o péptido C: es un subproducto que se crea cuando se produce la hor-
mona insulina. Cuando el pancreas produce insulina, comienza como una molé-
cula grande que se divide en dos partes: insulina y péptido C ; ambos se liberan
en el torrente sanguineo en cantidades iguales. Por ello, una prueba de los niveles
de péptido C muestra la cantidad de insulina que esta produciendo el organismo



y nos permite diferenciarla de la que ha sido inyectada en el cuerpo, esta prueba es
utilizada para diferenciar el tipo de diabetes.

En base a lo que dicta la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994,
establece que para que un paciente pueda ser diagnosticado como DIABETICO en
cualquiera de sus clasificaciones segin la CIE-10 (Clasificacion Internacional de
Enfermedades, version 10 capitulo IV “Enfermedades endécrinas, nutricionales y
metabolicas”) debera cumplir lo que esta menciona en su apartado de DIAGNOS-
TICO lo cual se cita a continuacion:

10.1 Se establece el diagnostico de diabetes, si cumple cualquiera de los siguien-
tes criterios: presencia de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual >200
mg/dl (11,1 mmol/l); glucemia plasmatica en ayuno >126 mg/dl (7 mmol/I); o bien
glucemia >200 mg/dl (11,1 mmol/I) a las dos horas después de carga oral de 75 g de
glucosa disuelta en agua. En ausencia de hiperglucemia inequivoca, con descompensa-
ci6n metabdlica aguda, el diagnostico debe confirmarse repitiendo la prueba otro dia.

10.2 Se establece el diagnoéstico de glucosa anormal en ayuno, cuando la glucosa
plasmatica o en suero es >110 mg/dl (6,1 mmol/l) y <126 mg/dl (6,9 mmol/I).

10.3 Se establece el diagnostico de intolerancia a la glucosa, cuando la glucosa plasmat-
ca, a las dos horas pos carga, es >140 mg/dl (7,8 mmol/l) y <200 mg/dl (11,1 mmol/I).

10.4 Diabetes gestacional.

10.4.1 Antes de efectuar la prueba de tolerancia a la glucosa, se debera realizar la
prueba de detecciéon en toda embarazada entre las semanas 24 y 28 de gestacion.
Siuna hora después de una carga de 50 g de glucosa por via oral, se encuentra una
glucemia plasmatica >140 mg/dl, se efectuara la prueba diagnostica.

10.4.2 Se establece el diagnostico de diabetes gestacional, si durante las semanas 24 a
28 del embarazo se presentan dos o mas de los siguientes valores: en ayuno >105 mg/
dl; y, después de una carga de glucosa en ayuno de 100 g, valores superiores a 190 mg/
dl ala hora pos carga, 165 mg/dl a las dos horas pos carga 'y 145 mg/dl a las tres horas.

MATERIAL REACTIVO
Tubos de ensaye Muestras de sangre
Gradilla Reactivos para determinar Glucosa
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METODOLOGIA

1. Extraer una muestra de sangre en ayuno a un integrante voluntario del equipo.

2. El participante voluntario debe seguir sus actividades normales durante el dia.

3. Previo 30 minutos antes de ingresar a la sesion de laboratorio, ingerir ali-
mento con alto contenido de carbohidratos, anotando la hora de inicio y
termino de la comida.

4.En la sesion de laboratorio, se le realizan medidas somatométricas: peso, ta-
lla, indice de masa corporal (IMC), circunferencia de la cadera, indice de
cintura/cadera, al alumno voluntario.

5.Nuevamente se le extrae muestra de sangre una vez cumplido un periodo
de tiempo de 30 minutos después de la ingestién de su alimento rico en
carbohidratos.

6. Transcurridos 60 minutos de la hora de término de la comida, se tomara la
ultima muestra de sangre.

7. Obteniendo las muestras requeridas para el estudio, se debe cuantificar la
concentraciéon de glucosa, conforme a las indicaciones del inserto de los
reactivos a utilizar.

REPORTE
1. Describa la férmula HOMA.

2. Explique la importancia de mantener los niveles normales de glucosa en
sangre en una persona con diabetes mellitus.

3. Mencionar las condiciones celulares y metabolicas que pueden impedir el
paso de la glucosa sanguinea a las células.

4. Registrar las observaciones e interprete elaborando una conclusién que se
fundamente bioquimicamente.
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Practica No. 17

PERFIL DE LOS LIPIDOS






COMPETENCIA

Identifica mediante el perfil de lipidos los diferentes parametros de colesterol total,
asi como el HDL y LDL presentes en una muestra problema y su implicacion en la
Ateroesclerosis

INTRODUCCION

El Perfil Lipidico, es conocido también como perfil de riesgo coronario o lipogra-
ma, el cual comprende a todo un conjunto de pruebas de laboratorio que colaboran
con la evaluacién del riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular o cere-
brovascular.

Conocer los valores normales de cada uno de los parametros estudiados es
util para determinar el estado de las grasas (lipidos en la sangre) y las moléculas que
las transportan en la sangre, ya que predisponen a la formacion de ateromas que
generan estrechamiento en las arterias, impidiendo el paso de la sangre hacia el co-
razon, el cerebro y el resto de los 6rganos, lo que puede generar infartos o derrames
cerebrales.

Con los resultados del examen Perfil de Lipidos el médico puede evaluar si
el paciente posee riesgo bajo, moderado, alto o muy alto de desarrollar una enfer-
medad cardiovascular.

Las pruebas que conforman el Perfil Lipidico (valores normales) pueden
variar de un laboratorio a otro, sin embargo, podemos las mas frecuentes son: coles-
terol HDL, colesterol LDL, colesterol VDL, triglicéridos, colesterol Total, proteina
C reactiva ultrasensible, homocisteina, apolipoproteina A-1, apolipoproteina B.

FUNDAMENTO

Todo adulto mayor a 20 afios debe conocer sus cifras de colesterol, triglicéridos y
colesterol de las HDL. Si los resultados son normales, las pruebas deben repetirse
al menos cada cinco afos; en el caso de resultados anormales, la frecuencia de las
mediciones dependera de la situacion clinica especifica que el médico enfrente y la
categoria del riesgo en el que se encuentre el paciente.

Los principales parametros estudiados en este tipo de exadmenes de laboratorio son

los siguientes:
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1. El colesterol LDL, o lipoproteinas de baja densidad, también se denomina
colesterol “malo” debido a su relaciéon comprobada entre los niveles altos
de LDL y enfermedades cardiacas.

2.El colesterol HDL, o lipoproteinas de alta densidad, también se denomina
colesterol “bueno”. Se ha demostrado que niveles mas altos de colesterol
HDL reducen el riesgo de enfermedad cardiaca. El HDL ayuda a eliminar
parte del colesterol del torrente sanguineo y lo lleva de regreso hacia el
higado.

3. Los triglicéridos (TG) son particulas de grasa cuyos niveles aumentan en
circunstancias tales como diabetes no controlada y obesidad. Cuando se
bebe demasiada cantidad de alcohol y se toman determinados medica-
mentos, pueden aumentar los niveles de triglicéridos. Los niveles altos de
triglicéridos (superiores a 150 mg/dL) significan un mayor riesgo de enfer-
medad cardiaca.

4.La relacion colesterol total/HDL es un marcador importante de su riesgo
de enfermedad cardiaca.

En la tabla 1, se muestran las concentraciones ideales de los parametros estudiados
en el perfil de lipidos.

Tabla 1. Concentracion de los parametros para el perfil de lipidos

PERFIL LIPIDICO
VALORES NORMALES O VALORES DE REFERENCIA
PARAMETRO . SOBRE EL
OPTIMO LIMITE ALTO MUY ALTO
OPTIMO
ENTRE 40-
HDL-COLESTEROL N 0- | SISUPERA A LOS 60 mg/dL ES BENEFICIOSO
60 mg/dL
MENOR A | ENTRE 100- | ENTRE 130- | MAYOR A 190
LDL-COLESTEROL
100 mg/dL 129 mg/dL 189 mg/dL mg/dL
ENTRE
VLDL-COLESTEROL 313 ) dQLY SI SUPERA A LOS 30 mg/dL ES PERJUDICIAL
mg
COLESTEROL TO- | MENOR DE MAYOR A 240
ENTRE 200- 240 mg/dL
TAL 200 mg/dL 200- 240 mg mg/dL
, MENOR DE | ENTRE 150- | ENTRE 200- | MAYOR A 500
TRIGLICERIDOS
150 mg/dL 199 mg/dL 499 mg/dL mg/dL
HOMOCISTEINA | ENTRE 2-15 | ENTRE 15-30 | ENTRE 30-100 | MAYOR A 100
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PROTEINA C REACTI- | MENOR DE MAYOR A 3.0
ENTRE 1-2. L
VA ULTRASENSIBLE 1.0 mg/L N 2.9 mg/d mg/L

APOLIPOPROTEINA | MAYOR DE | SISUPERA A LOS 130 mg/dL ES BENEFICIO-

A-1 130 mg/dL SO
APOLIPOPROTEINA | MENOR DE | ENTRE 90- ENTRE 115- | MAYOR A 140
B 90 mg/dL 115 mg/dL 140 mg/dL mg/dL
MATERIAL REACTIVO
Tubos de ensaye Reactivos para la determinacién de colesterol total, HDL, LDL
Agua destilada

Muestra sanguinea problema

METODOLOGIA

1. Extraer una muestra de sangre, y cuantificar la concentracion para coleste-
rol total, colesterol HDL y colesterol LDL.

2. Revisar previamente las indicaciones del inserto para cada una de las deter-
minaciones a efectuar.

3. Efectuar lectura a la longitud de onda segin corresponda la prueba en base
a lo mencionado en el inserto.

4. Estimar la concentracién para cada una de las pruebas efectuadas.

REPORTE

1. Enlista al menos dos caracteristicas bioquimicas de: TG, HDL, LDL, VLD.

2. Escriba dos patologias que causen elevacion del colesterol plasmatico e indi-
ca la razon del aumento en la concentracion sérica.

3. Enuncia los firmacos hipolipemiantes y describa como actian en el organismo.

4. Con los resultados obtenidos en la practica, elaborar una conclusion.
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Practica No. 18

INTEGRACION DEL METABOLISMO






COMPETENCIA
Evalta bioquimicamente las interrelaciones metabélicas de integracion de los érga-
nos ante diversas condiciones para mantener el equilibrio en el organismo.

INTRODUCCION

Los alimentos que ingerimos deben estar constituidos por seis componentes basi-
cos que son proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales y agua, la can-
tidad que se requiere ingerir de cada uno de los componentes varia de acuerdo a
la constituciéon y la actividad fisica que se realiza, tanto la falta como en el exceso
de consumo de alguno de los componentes basicos conlleva a diversos trastornos
metabolicos.

Las interrelaciones metabolicas comprenden la integracién de todos los ér-
ganos, que usan y generan combustibles e interactian para mantener un equilibrio
dindmico adecuado a las diferentes situaciones que enfrenta el organismo. El equi-
librio se refiere a la adecuada distribucion de los combustibles y al abastecimiento y
eliminacién de los metabolitos producidos por la funcién celular.

FUNDAMENTO

Durante una comida se ingieren carbohidratos, lipidos y proteinas, que se digieren
y absorben con posterioridad. Cierta proporcion de este alimento se oxida para
satisfacer las necesidades energéticas inmediatas al organismo. La cantidad consu-
mida en exceso se transporta a las reservas de combustible donde se almacena. El
periodo que se extiende desde el inicio hasta el fin de la absorcion se conoce como
estado de alimentacion o estado de absorcion. Que el combustible se oxide
o que se almacene en el estado de alimentaciéon depende de la concentraciéon de dos
hormonas endocrinas sanguineas: insulina y glucagon.

El destino de los carbohidratos principalmente la glucosa es; después de una
comida varios tejidos oxidan la glucosa para dar energia y ésta entra a las vias de
biosintesis, almacenandose como glucogeno, sobre todo en los tejidos hepaticos y
los muisculos.

La glucosa es el principal precursor biosintético en el organismo y las es-
tructuras de carbono de la mayor parte de los compuestos pueden sintetizarse a
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partir de la glucosa. Esta tltima se convierte en triacilgliceroles. En el higado, los
triacilgliceroles, formados a partir de la glucosa o de los acidos grasos obtenidos de
la sangre, se concentran en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y se liberan
en sangre. Los 4cidos grasos de las VLDL se almacenan en particular como triacil-
gliceroles en el tejido adiposo, pero algunos de ellos se utilizan para satisfacer las
necesidades de energia.

En cuanto el destino de las proteinas en la alimentacién; éstas se di-
gieren hasta aminodcidos, los cuales se absorben en la sangre. En las células, los
aminoacidos se convierten en proteinas o se usan para elaborar varios compuestos
que contienen nitrégeno, como los neurotransmisores y el grupo Aemo. Asimismo,
la estructura de carbono puede oxidarse de manera directa para la obtenciéon de
energia o convertirse en glucosa.

El destino de las grasas en la alimentacion. Los triacilgliceroles son los
principales lipidos en la dieta, estos se descomponen hasta acidos grasos y 2-mo-
noacilgliceroles, los cuales se resintetizan hasta triacilgliceroles en las células epite-
liales intestinales, empacados en quilomicrones y secretados a través de la linfa de la
sangre. Los acidos grasos de los triacilgliceroles en los quilomicrones se almacenan
principalmente como triacilgliceroles en las células adiposas, las cuales posterior-
mente se oxidan para generar energia o se usan en las vias de la biosintesis, como la
sintesis de los lipidos de la membrana.

Una parte importante en la integracién metabolico lo constituye la especiali-
zacion metabolica de sus diferentes tejidos, dicha especializacion contribuye a una
mejor adaptacion del individuo a su ambiente. Hay un amplio grupo de células
responsables de la integracion jerarquica en beneficio del conjunto. En la Tabla 1 se
muestran los tejidos y los combustibles que suelen consumir y las rutas metabolicas
utilizadas.

Tabla 1. Principales tejidos y sus rutas metabdlicas

TEIDO COMBUSTIBLE COMBUSTIBLE COMBUSTIBLE
J ALMACENADO PREFERIDO EXPORTADO
Gl O,) Inanicién: .
Cerebro Ninguno ucosa (O,) r’lal.nmon Ninguno
cuerpos cetonicos
Mscul 1éti 4
usewto esqueietico Glucégeno Acidos grasos Ninguno

(reposo)

Musculo esquelético Co, Glucosa Inanicién: Lactato

. Acido ti6etico i )

(ejercicio) Proteinas. Alanina




TEIIDO COMBUSTIBLE COMBUSTIBLE COMBUSTIBLE
J ALMACENADO PREFERIDO EXPORTADO
Ninguno Acidos grasos (02). Tam-
Misculo cardiaco Reserva: creatina bién: glucosa, lactato y Ninguno
fosfato. cuerpos ceténicos.
Triacilglicérid " Acid
Tejido adiposo ractisticencos Acidos grasos “ 95 grasos
: (sensor de glucosa) Glicerol
Aminoacidos Acidos grasos
Glucégeno, Triacil-
Higado glicéridos (regula la Glucosa Glucosa
glucosa) ,
Acidos grasos Cuerpos ceténicos
Sangre Transporta: lipoproteinas, O, , Hormonas y productos (urea)

El habito alimenticio humano de comidas aplazadas en el tiempo conduce a unos
ciclos de nutricién / ayuno que requieren de una buena homeostasis. El ayuno
comienza alrededor de dos a cuatro horas después de la comida, cuando las con-
centraciones de glucosa sanguinea regresan a cifras basales y contintan hasta que
comienza a aumentar después del inicio de la siguiente comida. Tras la primera
hora después de la comida, las cantidades de glucosa sanguinea empiezan a ir en
descenso. En consecuencia, disminuyen las concentraciones de insulina y aumentan
las de glucagon.

Estos cambios en las cifras de las hormonas activan la liberacion de los com-
bustibles desde las reservas. El glucogeno hepatico se degrada por el proceso de
glucogendlisis, el cual suministra la glucosa a la sangre. Los triglicerales del tejido
adiposo se movilizan por el proceso de lipolisis, el cual libera los acidos grasos y el
glicerol en la sangre. El uso de acidos grasos como combustible aumenta con la
duracién del ayuno; son el principal combustible oxidado durante el ayuno toda la
noche.

Durante el ayuno, la glucosa contintia en oxidaciéon por los tejidos depen-
dientes de glucosa, como el cerebro, los eritrocitos. Los 4dcidos grasos se oxidan por
los tejidos como el masculo y el higado. El muasculo y muchos otros tejidos oxidan
por completo a los acidos grasos hasta CO, y H,O. Sin embargo, el higado oxida de
manera parcial a los acidos grasos en moléculas pequenas llamadas cuerpos cetoni-
cos, los cuales se liberan en sangre. El musculo, los rifiones y otros tejidos obtienen
la energia de la oxidacién completa de los cuerpos ceténicos en el ciclo del 4dcido
tricarboxilico.

Conforme el periodo de ayuno se prolonga, el higado produce glucosa no
solo por glucogendlisis (liberacion de la glucosa del glucdgeno), sino también por
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un segundo proceso llamado gluconeogénesis (la sintesis de glucosa a partir de
compuestos que no son carbohidratos). Las principales fuentes de carbono para
la gluconeogénesis son lactato, glicerol y aminoacidos. Cuando los carbonos de
los aminoacidos se convierten en glucosa en el higado, su nitréogeno se transforma
en urea.

Ya por ultimo en condiciones de inanicion, es decir cuando el ayuno se pro-
longa por un periodo mayor de tres dias. El mtsculo no deja de consumir acidos
grasos, pero disminuye el uso de los cuerpos ceténicos, como resultado, la con-
centracion de los cuerpos cetonicos se eleva en la sangre a un grado en el cual
el cerebro necesita menos glucosa, por lo que el higado reduce la velocidad de
la gluconeogénesis, en consecuencia, se degrada menos proteina en el masculo y
otros tejidos para suministrar los aminoacidos para la gluconeogénesis. El ahorro
de proteinas preserva las funciones vitales tanto como sea posible. En virtud de estos
cambios en los patrones de uso de combustible de varios tejidos, los seres humanos
pueden sobrevivir por periodos largos sin ingerir alimento.

METODOLOGIA

Para el desarrollo de la practica se necesitan tres personas voluntarias por equipo,
las cuales seran sometidas a:

Persona que efectue ayuno prolongado:

1. Extraer una muestra de sangre 30 minutos después de haber ingerido el
ultimo alimento.

2. Mantener un periodo de ayuno de 10 horas como minimo.

3. Recolectar la Gltima miccién durante el periodo de tiempo en el que se en-
cuentre en ayuno la persona.

4. Extraer otra muestra de sangre al momento de cumplir el periodo de tiem-
po del ayuno requerido

5. Ante malestar fisico se puede ingerir alimento y debe reportar el ntmero de
horas de ayuno.

Persona con actividad fisica:
1. Extraer una muestra de sangre a primera hora de la manana.
2. Continuar su rutina y habitos alimenticios de manera normal.
3. Previo a la sesién de laboratorio o durante la sesiéon de clases, debe efectuar
ejercicio intenso por un lapso de tiempo de 30 minutos.
4. Una vez concluido el tiempo, se extrae una nueva muestra de sangre.



Persona sedentaria:
1. Extraer una muestra de sangre a primera hora de la mafana.
2. Continuar su rutina y habitos alimenticios de manera normal.
3. Tomar nuevamente una muestra de sangre al ingresar a la sesiéon de labo-
ratorio.

A las muestras recolectadas para cada persona:

1. Determinar la concentracion de glucosa y colesterol total, de acuerdo a los
insertos manejados en practicas pasadas.

REPORTE

Explicar bioquimicamente de acuerdo a los resultados obtenidos los tres diferentes
estados, especificando los ciclos metabolicos y los tejidos comprometidos implicados
para cada caso.
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Practica No. 19

ESTUDIO DE CASOS CLINICOS






COMPETENCIA
Comprende mediante fundamentos bioquimicos adquiridos durante el curso los
diferentes casos clinico.

PROCEDIMIENTO

1. Leer y analizar los siguientes casos clinicos y efectuar un analisis de los mismos.

CASO CLINICO 1
Un hombre de 38 anos de edad con peso de 71 kg relata que su padecimiento actual
se 1nici6 con anorexia, dolor abdominal y diarrea. Un dia después siguié con nau-
sea intensa, vomito y diarrea muy abundante y liquida. Ingresando al hospital con
hipotensién postural y deshidrataciéon. Mediante estudios de laboratorios se pudo
aislar Vibrio cholerae. El paciente mejord rapidamente al reponerle agua, electrélitos
y administrarle tetraciclina por via oral.

1. ¢Qué procesos de la membrana resultan afectados por Vibrio cholerae en un caso
de colera?

2. (Cuales valores de laboratorio clinico podrian estar alterados en este paciente?

3. Enuncie cuales serian los datos de laboratorio que permitirian precisar el trata-
miento hidroelectrolitico

4. Describa los signos de deshidratacion

6. ¢Cual fue la situacion acido-base del paciente al momento de su ingreso al hos-
pital?

CASO CLINICO 2

Se recibe un aviso en urgencias para atender a un sufrido estudiante de primer
semestre de la carrera de Medicina en estado mental alterado. Es un paciente mas-
culino de 19 anos, foraneo.

Su companiero refiere haberlo encontrado en ese estado por lo que decide
trasladar a un hospital de la zona.

El paciente esta consciente, pero desorientado, por lo que se le coloca una
mascara de oxigeno, la enfermera le toma los signos vitales y se le acopla un monitor
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cardiaco. Su compaiiero de habitacién informa a los médicos de que el paciente es
diabético tipo I, y que por falta de tiempo omiti6 la dosis de insulina; el estudiante
ha estado sometido a mucho estrés. Durante las ltimas horas, se ha quejado de
dolor abdominal difuso, sed y nauseas.

El examen fisico no revela trauma visible, la temperatura corporal es nor-
mal, la piel esta seca, presenta incontinencia urinaria, taquicardia, aumento de la
respiracion en frecuencia y profundidad, y nivel de glucosa en sangre de 500 mg/
dL., cuerpos ceténicos en orina +++

Con datos de sangre arterial: pH = 7.24
pCO2 = 24 mmHg
[HCO3-] = 11.5 meq/L

1. Describa bioquimicamente las manifestaciones fisiologicas del paciente.

CASO CLINICO 3
Paciente masculino de 40 afios de edad, acude a servicio de urgencias, que presenta,
posterior a esfuerzo fisico, dolor toracico retro esternal, opresivo, que se irradia a
la mandibula y a nivel cervical, acompanado de disnea de esfuerzo, con duracién
aproximada de 10 minutos y que cedi6 con el reposo.

Antecedentes familiares: Padre de 67 anos de edad, diagnosticado con hipertension
arterial desde los 60 afios de edad, en tratamiento médico a base de enalapril (table-
tas 10 mg una cada 12 horas) y con el antecedente de un infarto al miocardio hace
dos afos aproximadamente. Madre de 60 anos de edad, con diagnostico de diabetes
mellitus, diagnosticada a la edad de 56 afios, actualmente en tratamiento dietético y
farmacolégico, no especificado.

Antecedentes personales patologicos: Tabaquismo positivo a razéon de 10 cigarrillos
al dia desde hace aproximadamente 8 anos, alcoholismo una vez al mes sin llegar a
la embriaguez y sedentarismo. Antecedentes alérgicos, quirargicos, transfusionales
y traumaticos interrogados y negados. Refiere diagnostico de hipercolesterolemia
desde los 30 aflos, con persistencia pese a tratamiento.

SIGNOS VITALES Y SOMATOMETRIA
Temperatura: 36.2° C

Frecuencia cardiaca: 110

Presion arterial: 140/90 mm/Hg



Peso: 98 kg
Talla: 165 cm
IMC: 36 Kg/m?

A la exploracion fisica se encuentra paciente activo, consciente, orientado, endo-
morfo, con deterioro del estado general, presencia de arco corneal bilateral, cue-
llo sin datos patolégicos, pulso carotideo presente, sin presencia de soplos. Apa-
rato cardiovascular sin alteraciéon aparente. Ruidos cardiacos ritmicos, de buena
intensidad. Abdomen blando, depresible, no doloroso, timpanico a la percusion,
peristalsis normoactiva. El paciente presenta afecciones cutaneas compatibles con
xantomas en tendon extensor de mano derecha y en tendén aquileo de pie dere-
cho. Pulsos arteriales de ambas extremidades sin alteraciones. Resto sin datos que
comentar.

EXAMENES DE LABORATORIO

Hemoglobina: 14 g/dL Hematocrito: 40% Leucocitos: 6500/
mm’ Plaquetas: 400,000 /mm’® Glucosa: 90 mg/dL Colesterol total: 460
mg/dL Triglicéridos: 114 mg/dl Colesterol LDL: 250 mg/dl

Pruebas de funciéon hepatica y renales normales.

EKG: Sin alteracion aparente

1. Relacione los datos que le resultan importantes para integrar su diagnostico.

2. ;Cuadles son los factores de riesgo que encuentra en este paciente para un
infarto agudo al miocardio?

3. Enuncie los estudios de laboratorio especificos para el diagnostico de un
infarto

4. Describa las causas bioquimicas de las manifestaciones fisiologicas del pa-
ciente.

CASO CLINICO 4

Var6n de 41 afios de edad, con antecedentes personales de tabaquismo, obesidad
clase II, hipertension arterial, cardiopatia isquémica y diabetes tipo 2 diagnosticada
hace siete anos, con afectacion de 6rganos diana por retinopatia y nefropatia diabé-
tica, con insuficiencia renal crénica estadio 3.

Se derivd por primera vez a consulta, presentando un peso de 102 Kg, en
sus examenes de laboratorio destacan la HbAlc con un valor de 8.8%. Se inicia
tratamiento con insulina e hipoglucemiantes orales, ademas de prescribir dieta y
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ejercicio diario. En la siguiente evaluacion el paciente observa pérdida de 5 Kg de
peso, las necesidades de insulina descendieron de forma importante, lo que permi-
t16 remitir de nuevo al paciente para seguimiento con su médico de familiar, con un
tratamiento tnicamente de hipoglucemiantes orales.

Tiempo después, reingresa por mal control metabélico y vomitos persistentes
tras la ltima modificacion del tratamiento, su valor de HbAlc es de 13.5%, ade-
mas de deterioro de la funcién renal con creatinina actual de 2.1 mg/dL y ascenso
de albuminuria a 100 mg/g. A la exploracion destaca talla 172 cm, peso 118 Kg,
IMC 39.9 Kg/m2. Se propone inicio de dieta Very Low Calorie Diet ademas de rea-
lizar ejercicio fisico.

1. Indique cudl es la funcién de la insulina en el tratamiento del paciente.

2. Describa cémo influye bioquimicamente la actividad fisica y la alimentacién
como factores importantes en la recuperacion del paciente.

3. Analice las causas bioquimicas de las manifestaciones fisiologicas del paciente.
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