FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
Asignatura: Bioquimica II
Ciencias de la salud

©-Titulo practica de laboratorio:
PERFIL PROTEICO

©-0BJETIVOS
Generales:

Jx* Determinar la proteina presente en algunas muestras de sangre y hacer inferencias diagnosticas sobre
problemas nutricionales, enfermedad renal o enfermedad hepatica de acuerdo a valores de referencia.

Especificos:
& Determinar proteina total (albdminay globulina), presente en una muestra de sangre.

X Cuantificar urea contenida en una muestra sanguinea.

X Determinar el valor de creatinina en una muestra de sangre.

€©-REFERENTES CONCEPTUALES

Como referentes conceptuales los estudiantes deberdn consultar los siguientes topicos:

» Estructura, clasificacion y funciones de las proteinas sanguineas.

» Importancia Diagnéstica de las proteinas séricas a determinar en esta practica.

 Valores de referencia en el perfil protéico

e Relacion fisiopatolégica entre hipoproteinemia, hiperproteinemia y los aspectos nutricionales,
compromisos renales y/o hepaticos.

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos

1. Espectrofotometro. « Kit PROTEINA TOTAL, UREA/BUN-COLOR y

1. Bafio de Maria a 37°C. CREATININA de laboratorio BioSystems, para
Micropipetas para medir volimenes de 10 uL y 1000 pL. medir las concentraciones respectivas in- vitro.
Puntas para micropipetas. ¢ Muestra sanguinea (suero o plasma recogidos
1. Centrifuga. mediante procedimientos estandar).

Materiales que debe traer el estudiante

e 1. Marcador indeleble. 1. Cronbmetro
» Toallas absorbentes.

©-PROCEDIMIENTO
1. Determinacion de proteina total.

e Sacar el reactivo para proteina de su empaque y permitir atemperarlo a temperatura ambiente,
posteriormente, tomar 3 celdas (o tubos) y rotular con los nombres: Blanco, Patrén y muestra. Con las
micropipetas apropiadas realice las siguientes mediciones de volimenes.
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Blanco Patron Muestra
Agua destilada 20 pL - --
Patron Proteina (S) -- 20 pL --
Muestra - - 20 pL
Reactivo (A) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

« Agitar bien e incubar los tubos o celdas durante 10 minutos a temperatura ambiente (16-25°C) o durante 5
minutos a 37°C.

 Leer la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra a 545 nm frente al Blanco. El color es estable durante al
menos 2 horas.

Realizacion de los calculos.

» Laconcentracion de proteina en la muestra se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

Concentracion de la muestra C, = ALes,tra X Coon
A Patron
Donde (., = verla en la etiqueta del vial el valor

obtenido se encontrara en unidades g/L

Determinacion de Urea

En primerainstancia, se debe preparar algunos reactivos de trabajo:

a) Reactivo (A): Vaciar el contenido de un vial de Reactivo A2 en un frasco de Reactivo A1, posteriormente
Homogeneizar. Si se requiere preparar otros volimenes, mezclar en la proporcion: 1 mL de Reactivo A2 + 24 mL
Reactivo A1l. Esta mezcla es estable 2 mesesa 2-8 °C

b) El suero, plasma u orina recogidos mediante procedimientos estandar se debe diluir 1/50 con agua destilada
antes del ensayo.

c) Tener presente que Reactivo (B) y el Patron (S): Estan listo para su uso.

Atemperar los reactivos a temperatura ambiente, posteriormente, tomar 3 celdas (o tubos) y rotular con los
nombres: Blanco, Patron y muestra. Con las micropipetas apropiadas realice las siguientes mediciones de
vollmenes.

Blanco Patron Muestra

Patron de Urea (S) -- 10 pL --
Muestra - - 10 pL
Reactivo (A) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Agitar bien y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente 6 5 minutos entre
16-25°C. Posteriormente pipetear

Reactivo (B) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

 Agitarbieny dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente 6 5 minutos entre 16 - 25°C.
» Leer la absorbancia (A) del Patrén y de la Muestra a 600 nm frente al Blanco. El color es estable durante al
menos 2 h.
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Realizacion de los calculos.

« Laconcentracion de Urea en la muestra se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

A muestra
— . X patrén
A Patron

Donde C,, = 50; el valor obtenido se encontrara en
unidades mg/dL de urea
F,. = Factor de dilucion de la muestra.
Si la muestra fue orina, C,,,,, = 2500; el valor obtenido se
encontrara en unidades mg/dL de urea.

Concentracion de la muestra C, = x Fy

3. Determinacion de Creatinina.

 Sacar los reactivos de sus empaques y permitir atemperarlos a temperatura ambiente.
« Ahora, se preparan los reactivos de trabajo:

a) Mezclar volimenes iguales de Reactivo A y de Reactivo B y posteriormente homogeneizar; esta mezcla es
Estable 1 mes a 2-8°C.

b) Precalentar el Reactivo de Trabajo a 37°C

c) El suero, plasma u orina recogidos mediante procedimientos estandar se debe diluir 1/50 con agua destilada
antes del ensayo.

d) Tener presente que Reactivo (S): Esta listo para su uso.

Posteriormente, tomar 2 celdas(o tubos) y rotular con los nombres: Patrén y muestra. Con las micropipetas
apropiadas realice las siguientes mediciones de voldmenes.

Patron Muestra

Reactivo de trabajo 1,0 mL 1,0 mL
Patron (S) 0,1mL --

Muestra - 0,1 mL

e Agitar bieny luego de cada mezcla:
 Leer la absorbancia (A) del Patrén y de la Muestra a 500 nm después de 30 segundos (A1) y de 90 segundos
(A2) (el tiempo que se tiene presente es el transcurrido desde realizada la mezcla).

Realizacion de los calculos.

» Laconcentracion de creatinina en la muestra se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

Concentracion de la muestra C, = M X Coopon X Fyy
(A;-A,) Patron

ELl factor de dilucion se debe tener en cuenta si se utiliza
muestra de orina y si la densidad es superior a 1g/ml
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@-PREGUNTAS DE PROFUNDIZACION

1. Qué correlacion existe entre la creatinina sanguineay la depuracion o clearance de creatinina?

2. ;Quéeslaecuacion de Gaulty cualsu utilidad en clinica?

3. Determine el clearance renal de creatinina de una persona, sabiendo que posee creatinina sanguinea de 1,5
mg/dL?

4. Deacuerdo al resultado anterior, la persona presenta compromiso renal? Argumente su respuesta.
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