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INTRODUCCION

51 andlisis cuantitativo de los componentes proteicos del
suero, tales como albdiminz, globulinas, fibrindgeno, ha sido por
michos &afios un procedimiento de gran ayuda en el diagnéstico clf-

nico de diversas enfermedades,

Se han desarrolledo infinidad de métodos pars la determinacién
de 1los ccmponentes proteicos del suero; usando el fraccionamiento
salino y gque aprovechan la reaccidén de biuret, fue Kingsley el pri-
mero en idear un método rdpido que mfs tarde modificé Reinhold (7),
para hacerlo més sencillo y ser utilizado en las précticas de ruti-
na, le precedid Kjendahl, !étodos fisicos basados en la viscosidad
plasmdtica, tensién superficial, pero muy poco precisos y exactos,
Los turbidimétricos muy simples pero muy poco espec{ficos, hasta los
métodos mds sofisticados, como: el dé Folin-Ciocalteau, que utiliza
varios tipos de fenoles y alicuotas muy pequefias de suero; la elec-
troforesis, con extraordinarios resultados, pero que no se encuentra

al alcance de cualquier laborsastorio por el alto costo del equipo.

Por dltimo, los métodos que son producto de las més recientes
investigaciones, todos tendiendo a la simplificacidn, para obtener
valores mds exactos y disminucién de las manipulaciones, como son,
egpec{ficamente para la cuantificacién de le albimina el de Anaranja
do de letilo ideado por Bracken y Klotz modificado por Keyser (1);
el de HABA, o sea utilizando el 2(4'-Hidroxiazobenceno) é4cido benzdi
co, ideado por Rutstein (12), y el de Verde de Bromocresol desarro-
1lado nor Rodkey (9), quien ha descubierto una afinidad muy especial

de lz 2lbdmina por este colorante,



Es la intencién de este trabajo el comparar el método cldsico
de Kingsley modificado por Reinhold (7), que utiliza la reaccién de
biuret, con el método de enlace a colorsnte del Verde de Browocresol,
que utiliza Rodkey, asimismo el deterwiner la estabilidad de la reac-
cidén y proporcionar un dato estadfstico sobre la confiabilidad del mé
todo,
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GENERALIDADES

La palabra protefina derivae del griego "Proteios" que significa
"que tiene el primer lugar". Este es el mejor resumen del extraordi
nario papel cue juegan las protefnas en las células vivas y refuer-

za el acierto de esta denominacidn sugerida por Berzelius en 1838(2).

Formalmente son polimeros de gminodcidos. El tamario mimimo con
el cual un polipéptido puede ser llamado protefna, se condidera usuel
mente cue va desde un peso molecular de 5000 hasta varios millones

por e jemplo: Hemoglobina, globulina, etc.

Estdn constituidaes por una o varias cadenas de péptidos que con
tienen 20 diferentes aminodcidos esencisles y devnende del drden de
sucesidn en el cuzl apsrecen en las protefnas para que determine sus.

propiedades y su forma.

El érden de sucesién de los aminodcidos en estas moléculas estf
fijado por la informecidn genética de la céluls, adends tienen la ne
cesaria diversidad de estructura para construir les diferentes prote
Iinas, pero, aun asi, no proporcionan por ellos mismos todas las cla-
ses de grupos quimicos necesarios para cada funcién bioldégica gue cun
plen las protefnas. Estos grupos se asocizrdn fuertemente con otros
compuestos que tengan la estructura deseada, el resultodo de la aso-
ciacién es una protefna formada de cadenas de véntidos, la apoprote
fna y en algunas ocasiones asociada a un compuesto no peptfdico, el
gruvo prostético (de prétesis=parte adicional),

4 pesar de tanta complejidad se ha logrado determinur la secuen

cia de los aminodcidos de varias proteinas,



Sangar (2), bioquimico inglés, obtuvo el premio nobel de Qui-

mica por haber precisado el orden de sucesidn de los aminodcidos de

la insulinz, sus métodos de hidrdlisis controlada de protefnas para

obtener péptidos reconocibles han sido empleados por otros investi-

sadores para encontrar la secuencia de los aminodcidos en la ribonu

cleasa vy en la hormona asdenocorticotrédpica (ACTH).

Las nrotefnas por su estructura se dividen en fibrosas y globu

lares., (Mig. No. 1)

Fiz, 7o, 1 Representzcidn esuuemndtica de las

c
nrotefnzs fibrosss (4) y globularss (3).

Como su roambre lo indics, las nrotefncs fibrorcas emt4n formadas
nor caden=s filamentosas unidas lsteralmente por diferentes tipos de
enlaces para formar una estructura estable e insoluble., Ejemplo:

Cuzratina, Yiosina y Coldgena,

Lus protefuas globulares son de configuracidn més o menos esfé-
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2, (ue i:nenie del plegamiento compacto de lzs cadenas peptfdicas



Linus Pauling del Instituto Tecnolégico de Czlifornia (2),
recibié el vremio Nobel en Quimica por su estudio sobre lz natura-

leza de las relaciones quinicas de mecromoléculas, especialmente de
. las protefn=as.

Los estudios de Rayos X sobre proteines y polipdptidos sinté-
ticos llevaron a Pauling a proponer una estructur2 gue rresenta la
néxina estebilidad tedrica, 2 lz cual denomind como alfa rélice v
estd comhuesta por uns cadens de unidades de zminodcidos en forna
de espiral, estructura que se mantiene mediznte puentes de hidré-
geno entre log grupos carbonilo y los grupos imido de czdea tercer

residuo pevntfdico a lo largo de la cadena, La hélice contiene 2.6

Se

N

de aminodcidos por cada vuelta completz de espiral, (Fig. Wo. 2).

YA VVELTA

3 A YUELTA

2A VUELTA

54 n vueus
| * voelTa
3.6 Resibuos .

Fig., No. 2. Representacién de una cadena polipent{

dica en forma helicoidal.



Otro tipo de estructura encontreda éen le seda, en el misculo,
vy en las fibras contrdctiles) es la configuracién beta, Aquf dos o
més cadenas estdn unidas lateralmente por puentes de hidrégeno, don

de existen éstos se observan estructuras ordenadas o cristalinas,

Para definir una macromolécula complicada, como una proteina,

los biogqufmicos han sefialado cuatro niveles estructurales b4sicos,

a) ESTRUCTURA PRIMARIA,~ 9s la combinacidn de los aminodcidos en

una secuencia caracteristica por medio de uniones pept{dicas,

En esta estructura no interviene ningdn otro enlace. (Fig. No., 3)

0 0
i ! I 3
H2N (o} CH NH C CH NH COOH
% % LN 2N AN SN NS
CH NH C CH NH ? CH
2 [l 1 | |
0 R2 0 34

Fig., No. 3. Cadena de un polipéptido que ilus

tra la estructura primaria de una proteina,

b) ZSTRUCTURA SECUNDARIA.- Con este término se designa la estructura

alfa helicoidal enrrollada en direccidén de las manecillas del

reloj.

La espiral estd estabilizada por puentes de hidrégeno entre los

grupos carboxilo e imido de las uniones peptidicas, las cusles apa-
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recen en una ordenacién reguler a lo largo de lz cadena. (PFig.
No. 4)

Fig. No. 4. Zdtabilizacién de una configuracién
alfa helicoidal por puentes de hidréceno para -
producir una estructura secundaria, Todas las -
bolitas oscuras representan £tomos de carbono o

reciduos (R) de los aminodcidos,.
£ .

=



c)

d)

“STRUCTURA TERCIARIA,- Con objeto de comprimir la larga cadena

espiral en forma globular, se efectuan zrandes enrrollamientos o
dooleces para dar uns estructura rigida compleja., La estabiliza-
cidn de esta estructura se debe también a diferentes rezctivida-
des de los grunos (R) de los residuos de los aminodcidos., (Fig.
No. 5).

Fig. No. 5 Esguema ¢ue ilustra los repliegues
conplicados de una nrotefna globular estabili

zada por enlaces no covazlentes,

JSTRUCTURA CUATSRNARIA,=- Define el grado de polimerizacidn de una

unidsd oroteica, Por ejemplo, lz fosforilasa contiene subunida-
des iddnticas, las cusles solas son inactivas, vero unidas en -
foras de tetrdmero nroducen ls enziuas activa, Este tino de es-

tructure se denomina cuaternzris howogenea; si existen unidades
diferantes como en el virus del mosaico del tabaco con unidades
conplejas de 4cido ribonucléico y vrotefna les cuales constitu-
ven el virus activo, este es el caso de una estructura cuaterna-

rie eterogenea, Hebitualmente las enzimas reguladoras tienen es-
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tructura custernaris,

Lzs protefnas sanguiness constituyen lz mayor parte de los =é-

lidos del plesms, siendo €stas:

HA10GLOBINA,~ Es la proteina respiratorie de todos los Qertebrados;
ge localiza exclusivanente en los eritrocitos, y es le que se encuen
tra en mayor concentraéidn. Por ser £ il de purificar se ha logrado
ebundente inforazcidn con respecto a2 su estructure y mecsnismo de
accidn. 2s unes nroteins del gruro de les globulinse de un neso mo-
leculzr de 65,000, conjuge cuatro grupos hem, como grupo procstdtico

con cuatro cudenzs de globulinas,

ALBUMINA,~ Constituyen el 50% de los protefnzs plasmédticas totales
¥ Jjuegza un papel relativamente pasivo. Sirve para mantener 1z pre-
8idn osmdtice de la sangre y tienen extraordineria capacidad azor-
tig;adora del pH. La Seroslbdnina tiene un neso =7olecular aproxima-—

do de 67,000 y es globular tipics,

FISRINOGENO.- Forma el 4% de las protefnss plasmiticas totales y -

juege un pepel importante en le coagulacidn de la sangre.

ANTICUERPOS.~ En el plasma sanguinee hay un grupo de nrotefn=s cla
sificadas dentro de las gamaglobulinas que se denominan anticuerpos,
Se forman dentro del orgsnismo como respuestz a un material.eterdlo-

go llamedo antfgeno,

ENZIMAS.~ Son protefnas gue actdan como catzlizadores de las dife-

rentes reacciones bioguimicas que suceden dentro del organismo,



H0R"ON:S,- A pesar de gue se encuentra en muy baja concentracidn,
su accidn es bastante espec{fica en lz regulacibén de fendmenos me-

tabdlicos.



ORIGEN DE LAS PROTHINAS

El higado es la principal fuente de albumina; fibrindgeno;
protrombina, y la mayor parte de las globulinas elfa y beta, sien
do las gamaglobulinas las Unicas protef{nas que se originan en las

células plasmdticas ¥y en el tejido linfédtico,

Las albiminas con peso molecular de aproximadamente 69,000;
pH de 5.4; facilmente cristvalizables; su molécula es ovalada, y
constituyen la proporcidén mayor de protefnas plasmdticas, del 60
al 62%.

Su regeneracién en el hfgedo es conti{nua asi como su degreda—
cidn que se verifica principalmente por el sistema reticuloendotelial,
sin embargo, sus variaciones en el plasma obedecen esencislmente a
alteraciones caracter{sticas ya sean del higado o del sistema reti-

culoendotelial.

Las globulinas se forman esencislmente en el sistema reticuloen
dotelial, sefialdndose que posiblemente haye otres porciones tisula-
res que contribuyen s esta funcidn. Como principales formadores de
globulinas se menciona el intestino, bazo, pulmén, rifién y en forma
importante las células plasmdticas, principalmente las de gamaglobu-

linss.

El fibrindgeno tiene peso molecular de 400 - 50,000, su molécu
12 es anormalmente alargada. Se sintetiza principelmente en el higa-

do y en menor proporcién en la mé€dula roja de los huesos.



Las protefnas de la dieta sirven como precursores de las pro
tefnas del plasma, !luchos experimentos han demostrado que existe
una rel=cidn directa entre la cantided y calidad de las protefinas
ingeridas y la formacién de las protein=zs del plasma, incluyendo

t21bién la produccidn de anticuerpos.

PRODUCTOS
FINALSS D=
DEZRADACION
PROTAINAS

(URZA ¥ NHy)

v

POZ0 TETAROLIC
DI ATINOACIDOS

v
CONFLULNCIA 1STAB
0TROS GRUPOS SU
CARBOKIDRATOS, L
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FUNCIONSS DE LAS FROTEZINAS PLASHATICAS

ifltiples son las funciones de las proteinas nlasmfticas pu-
diéndose clasificar en: PFisicogqufmices, Alimenticias, Defensivas

y de Transporte,

FUNCIONZS FISICOCUINMICAS. Una funcibdn importante de las protefnss

del suero es el mantenimiento de la relacidn entre la presidn osmdé

tica de la sangre circulznte y el liquido intersticial,

La concentracién de los electrolitos y de los solutos orgc#ni-
cos es sustancialmente la mismz en el plasme y en el lfguido inters
ticial por tantn, las presiones osméticas debidas s esta sustancis

son prdcticamente idénticas.

fuy importante es la presidn osnética de las partfculas coloi
dzles nrotéicas, su presidn de imbibicién (por su tendencia u rete
ner sgua) y la contra presién de las mismas debides sl equilikbrio,

conjunto 21 que se ha llamado nresién oncética.

La presidn oncdtica, cue tiene unz resultante de 23 2 26 mm de
Hg, de fuera hzciaz el interior de los capilares, estd contrerresta
da principalmente por la presidén mecdnice del corezdn, asi gue en
un capilar el predominio de la presidn circulatoria de 23nn de Hg
asr-ximadamente en la parte inicial, provoca lz salida del lfcuido
hacia el tejido cue lo rodea, arrastrando consigo, hacie los esp2

cios intersticizles, lzs materias nutritivas neceszrics,

11



A lo largo del canilar 1= presién mecénice dismninuye hasta
12-1521 de He, nredominsndo entonces lz nresidn oncdtica que se
mantiene constante, obligando al 1fguido & volver al torrente circu

latorio llevando las mzterias de desecho del tejido,

Cnda sramo 9or ciento de a2lbdnina del suero ejerce una presién

oncética de 5.54mm

2

e Hg, mientras que la mismz cantidad de globu-

lina sérica ejerce colo un= »resibn de 1.43 mm de Hg.

La alblmina es de importenciz capital en el mantenimiento de le
vresidn oncédtice del plasma. Un gramo de albdmina retiene 18ml del

1{ uido de la correinte sanguinea,

Cuando el equilibrio de la presién oncdtica y osmdtica se alte
r2, se nroduce retencién anormal del 1fyuido en el espacio inters-
tieisl, 1o gue puede suceder cuando la presidn oncdtica desciende
por bajor el nivel proteico del plasma, & esta retencidn anormal

del 1fc¢uido intersticial se lellama edema,

tra funcidn fisicocuimica es el mantenimiento del pH sanguf-
neo vy orzénico en general. Zsto ce debe a su comportamiento anfoté-
rico, v nds que neutrslizar 4cidos o £lcalis, disminuyen su ioniza-
¢idn de scusrdo con el nH en cue se 2ncuentran, por efecto de ién

conin, zctuando en resumen como amortiguador del pH.

PUANST0H ALI ISNTICIA. Su papel alinenticio estd en el aporte de ni-

trosensdos a los diferentes tejidos de la economfa orgdnica, por su
deegrzdacidn continua haste polipéptidos y aminodecidos que sirven co-
mo m2teria prima pare la resintesis de protefnas celulares, ademds
los eainofcidos son percialmente transformzdes por el higado a gld

cidos,.
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Las protefnas circulantes del plasma no son estdticas sino
gue estén en constante recambio con una reserva 14bil de los teji
dos, igual en cantidad a las protefnas circulentes. A este inter-

cambio se ha aplicado el término de ecuilibrio dinnico.

FUNCIONES DEFENSIVAS. Se presenta este tipo de funcién princivalmen

te por el hecho de gue los anticuerpos estédn constitufdos por gzna=-
globulina y en estado inmune la riqueza plasmdtice en ésta estd ele
vada. Adends las protefnas actdan neutralizando venenos y toxinas

aue slcansan la circulecidn,

FUNCIONZS DE TRANSPORTEZ, Dentro de éstas tenemos el transporte, por

medio de la albdmina: de 4cidos grasos libres, y bilirrubina; y por
otras protefnes: el de 1lfpidos incluyendo, el de las vitaminas lipo
solubles; de las hormonas esteroides, anticuerpos, y nositlemente

también de ciertos carbohidratos.

13



ALTSRACIONZS D2 LaS PROTEINAS PLASUATICAS.

DISPROTEINZVIA, Puede presentarse como Hipo, Normo o Hiperproteine-

mia, siendo el desecuilibrio de las fracciones proteicas siempre en

el mismo sentido, es decir, descenso de las albdminas, con persisten
cis normal o incrsmento de las globulinas, lo cue he tretndo de ex-
plicarse por una interdevendenciz genétice, a pesar de cue, en con-
junto, se establece un origen hendtico de las slbYminas y reticulo-~
endotelial de las globulinas; Grass (l4), pienda cue vuede hober trans
formacidn de 3lbdnine a globulina en el vronio vlasme circulante, lo

que desde luego no se ha demostrado.

ixiste un descenso de la albimina en nadecimientos tales como:
Glomerulonefritis crdénica; Amiloidosis; Zdema nefrftico; Cuenzduras,
o bien, nérdida vor Hemorragies intensas; en el Hipertiroidismo; Fa-
1la cardidca; estados de chogue, y otros,

PARAPROTZINE'ITA. Se denominz asi a la aparicidn en =1 plasma, de una

protefna gue norralmente no se encuentra en €l y con caracteristicas
fisicoquimicas distintas a las de la proteinas normales y se acompa-
Ha genersluente de disproteinemia, como: la protefna de Bence-Jones,
zeneralmente en el plasmocitoma; a la cue se haya en la amiloidosis;

2 las crioglobulinas, y & las macroglobulinas,

Un constituyente zanormzl de la frezccidn de globulines elfa en
el suero humzno, es la llamada proteinz C reactiva. ZIstz se forma
en el orzanismo como respuesta a2 une resccidn inflamatoria y se le
ha dado e¢sz denominacién porque forma un precipitado con el polise-

52

cérido snmdtico C del neumococo.
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P33UD0DISPROTSIN 3.ITA, Caracterizada por variaciones de la proteiné-

mis por hemodilucidn o hemoconcentracidn, sin perturbaciones del equi
librio normal entre las fracciones, se puede presentar con Hipo,

Normo o Hiperproteinemia, debido a largos ayunos y/o Gesnutricién.

15



DIFERENTES MeTODOS PARA La SEPARACION D LAS PROTsINAS

La separacidn, frecuentemente, se lleva a cabo usando distin-
tos solventes 6 electrolftos, que de acuerdo coﬁ sus caracteristi-
cas de solubilidad, constituyen la base de los métodos que se uti-
lizan comunmente en la determinacidn de las fracciones proteicas
en el laboretorio clinico, As{, se acostumbra separar las protef-
nas del suero en dos grupos, Albdmines y Globulinas, Empleando una
golucidn al 275 de sulfato de sodio, precipitan las globulinas y
se deja 2 las albviminas en solucién, Haciendo un andlisis de nitré-
cano en el filtrado obterido, despuds de la sepsraciédn, se deter-

mina su concentracidn en el suero.

A menudo se expresa la concentracién de estas dos fracciones
proteicas pnrincipales, indicando la relacidén que existe entre albi-
mina y globulinas como relacidén A/G. Cusndo se lleve a cabo una
separacién spropiada de embas fracciones, albdmina y globulinas,
su valor normsl es apnroximadamente de 1,2 : 1.0, Zn muchos padeci-
mientos esta relacidn esta alterada y en muchos otros esta inver-
tida,

in 1921, Howe (1l4), introdujo un método quimico para la sepa=-
racidn de las globulinss del suero. £n este procedimiento se trata
1.0 ml de suero con 30 ml de sulfato de sodio al 22,2%, Posterior=-
mente se ha encontrado que con esta solucidn no se precivitan to-
dzs las globulinas, por lo que los valores obtenidos con este mé-
todo son demasiado elevados para las albiminas y consecuentemente

demasiado bajo para las globulinas,

Bn 1937, Tisselius (4), aplicéd el nrincipio de la migracién

de particulas cargadas electricamente en una solucidn electrolfti-



ca al hacer pasar una corriente eldctrica atraves de la solucidn
(electroforesis) pare el andlisis de les protefnas del plasma, ob-
teniendo también patrones caracter{sticos, ahora llamados patrones

electroforéticos,

Sin embargo, se sabe que &lgunas de las protefnas del nlssme
cue difieren en tamafio; forma; composicidén, y esctividad fisioldrica,
pueden presentar idéntica 6 casi idéntica movilidad en las condicio-

nes habitusles de21l andlisis electroforético,

En 1942, Kingsley y Reinhold (7), desarrollasron un método vara
fraccionar los componentes proteicos, basado en una mezcle de sul-
fato-sulfito compuesta de 20.8 g de sulfeto de sodio znhidro y 7.0
g de sulfito de sodio anhidro, con la cuzl han comprobado cue, a
dicha concentracidédn las slobulines se precipitan mientras cue la
2lbdaina cueda en solucibdn., Ultim=mente se ha hecho uns correccidén
2 1la concentracidn de la mezcla de sulfato-sulfito de lsz sigzuiente
mznera: 26,0 g de sulfeto de sodio arhidro y 0.6 5 de sulfito d=
sodio anhidro para 100 ml de solucidn.

Hzsta 1z fecha esta es la tdécnica de fraccionamiento salino

2lbdming/zlobulina 248 utilizada.

Sn 1956, Jenck, Smith y Dumun, publiceron un artfculo en el
que heacen una revisidn detallada del significade clfinico de los
anélisis de las protefnas del suerc por medio de lz electroforecis

en napel,

En 1958, Owen, tambiém revisd este temz de una menera mas ex-—

tensa proporcionando patrones electroforéticos especificos,

17



‘—57 ¥n 1964, E,J, Cohn y Cols., (2), desarrollaron m€todos pera
fraccionar las protefnas del plasma que son particularuente dtiles
para el aislamiento masivo de cada uno de los componentes. El mé-
todo se lleva a cabo a bajas temperaturas con soluciones salinas

de baja concentrzcidn,

Se han desarrollado, recientemente, otros métodos para la
separacién de las protefnas tales como: la ultracentrifugacién, la
precipitacidén con alcohol, la cual se basa en la modificacidn
del pH y veriendo les concentraciones de alcohol etflico, y el

andlisis inmunologico,

Rodkey, Rutstein, Bracken y Klotz, investigadores contempora-
ne#s, han desarrollado ung serie de métodos que zprovedhan la ca-
pacidad de la albimina de enlasarse a ciertos colorantes espec{fi-
cos como son el Verde de Bromocresol, HABA, y Anaranjedo de Metilo,
dichos métodos son directos, es decir, no es necesario separarla

para hacer la determinacidn

18



material y métodos
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(IATJRIAL BIOLOGICO

Las muestras utilizadas correspondieron a 250 pzcientes perte-

necientes a le consulta externa del centro de selud "Dr, kanuel Céz

denas de la Vega" de la Srfa, de Salubridad y Asistencia, La obten-

¢idn de las muestras fue en condiciones baseles,

La idea princinal de este trabzjo es la de comparar la confia-

bilidad del método de Rodkey (verde de Bromocresol) con el método

de Reinhold (biuret), por lo que los pacientes no fueron clasifica-

dos

3-‘

-

de manera alguna,
Huestro trabajo quedd dividido de la siguiente manera:

Determinacidén de Protefnzs Totales por el método de Kingsley y

Reinhold utilizando el reactivo de biuret.

Determinacidn de Alblmina por fraccionamiento salino; usando -
reactivo de biuret, y desarrolloando el método de Kingsley y Rein

hold.

Determinacidn de Albmina por el método de Rodkey (verde de bro

mocresol).

Zstudio del ¥étodo de Kodkey (verde de bromocresol) para albi-

mina,

a) Reproducibilidad del método.
b) Exactitud.

c) Espéctro de absorcién.

19



5.~ Comparacién de los resultados utilizando la Distribucidn de

Student (prueba de t).



1.~ DETERVINACION DE PROTAINAS TOTALES POR 5L /3TODO DiE KINGSLEY—
R4INHOLD,

20~ DETHERVINACION DE ALBUNMINA POR IZL ITETODO DE KINGSLEY-RIINHCOLD.

HTDALLENTO

Todas las nrotefnas contienen un gsran nduero de enlaces pepti-
dicos, Si se trata una solucidn de nrotefnss con iones Cu++ en un
medio moder=zdamente alcalino, se foras un conmvle jo guelato colorea-
do de comnosicién desconocida, entre sl idn o1V Y los grupos cer-
honilo (-£=0) y amina (=N-H) de los enlaces pept{dicos, Ocurre una
reaccidn andloga entre el ién ctprico y el compuesto orgdnico biu-

ret, HolN—C-HN-H-C-=NHp, por ello la reaccién se llama de biuret.

Los =mino4cidos y los dipéntidos no pueden dar le reaccidbdn, =-
rero trindntidos, polipéntidos y protefnes dan productos de color
violeta azulado nroccdentes del coleor del reactivo de biuret, rfue

es azul derendiendo de la concentracidn de cobre del reactivo.

3In la reaccién de biuret un ién ciprico se une con 4 o 6 enlza
ces peptfdicos por enlcces coordincdos, acomparados por la nérdida
de un protén de cada uno de los cuatro grupos de amida substitufda,
cuznto mayor es la cantidad de protefna presente, tanto més enlaces

de pértido hay disponibles para le reaccidn.

La intensidad del color producido es proporcional al ndmero de

enlaces de péptido que experimentan reaccién,

Asi pues el método de biuret depende més del grupo ge péptidos

presentes que de la naturalesa de las cadenas presentes,

2l



Por 1o tanto dicho método puede usarse como base de un nétodo
colorimétrico simple y rdnido perz la determinacidn de protefnss &

v

varias clases,

Basdndose en esta reaccién, se pueden determinar los componen-—
tes protéicos que son aisledos por freccionamiento salino, propieda
des aprovechadas por Kingsley y Reinhold para desarrollar su técni-

ca,

SGUIPO Y APARATOS

Ispectrofotédmetro E. Leitz.
Tubos de 13 x 100 mm,

Pipetas de 0,1 y 5,0 ml,
Centr{fuga clinica (BIG).
Pipetas volumétricas de 1.0 ml,

Matrdz aforado de 100 ml,

RIACTIVOS

l.- lezcla sulfato-sulfito, NapSO4 seeesesscscnnes 26,0 ¢

N82803 seeveescrsresen Oob E
H20 C-bnp--o-c-uc----' 100 ml

Ajustar el pH a2 7-8 con hidrdxi-
do de sodio al 10% o fecido sulfd

rico 2N segin sea necesario,

Para determinar el pH de la solu
cién, se tomz una alfcuots de -
1.0 ml y se diluye con 25 nl de

22
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40—

agua y se mide el pH con papel.

Bter Et{lico anhidro, Q,P,

30lucién de aerosol 10/,

Reactivo de biuret. CuSOfeescscecnsoscons 1.5 g
Tartrdto doble de Na,K 6,0 g
KL s susls viois @ oinia sinis et & 1.0 g
NaCH 81l 10%cececoocoes 300 ml
HoOy CebDeDesesccovooe 1000 ml1
Disolver en el 6rden indicado en
unos 500 ml de agua hasta agreger
la solucién de hidréxido de sodio,
finalmente aforar al volumen es-
pecificado, Guardar en frasco de

polietileno y de jor madurar un dfa,

Patrén de referencia y calibracidn.

Monitrol II, con une concentra-
cidn de 5.6 g/100 ml, para pro-
tefnas totales y 2.8 g/100 ml -

para elbimina.

23



La gréfica de calibracién para protefnas totales por el méto-

do de Kingsley y Reinhold se desarrolld de la siguiente forma:

PROTEINAS TOTALZES

CONC,

TUBO PATRON D.O. /100 ml,
1 0.5 ml. «329 11,2
2 0.25 ml, 174 5.6
3 0.25 ml, del tubo 2 dil. 1:2 .092 2.8
4 0,25 ml, del tubo 3 dil., 1l:4 »051 1.4

24
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La grdfica de calibracidn para slbimina por el método de -

Kingsley y Reinhold se desarrolld de la siguiente forma:

ALBU/IINA

TUBO PATRON
1 0.5 ml,
2 0.25 ml,
3 0,25 ml., del tubo 2 dil, 1:2
4 0,25 ml, del tubo 3 dil. 1l:4

.149

.066

.032

.018

CONC.

g/100 ml,

5.6

2.6

1.4

0.7
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TECNICA

10-

2o~

4--

Colocar 0.25 ml. de suero problema o patrdn como se indice en

la gréfica de calibracidn en un tubo de 13 x 100 um,

Agregar 4.75 ml. de la solucidén sulfsto-sulfito. ilezclar por -

agitacién,

Pasar 1.0 ml., a un tubo limpio y seco marcado con "P" pars nro
tefnas totales.

Al residuo en el tubo original, azregar dos gotas de la solu-
cidn de aerosol (para azbatir la tensidn suvnerficial v eviter
gue se forme espuma) y 1.5 ml, de €ter etflico, agitar suave-

mente, centrifugar a 2,500 r.p.m. x 5 nin.

Cuidando de no romper la capa de pasta formade por las globuli
nas precipitadas, tomar de la parte inferior y pasar 1.0 ml, 2

un segundo tubo marcado "A" para zlbdminz.

En un tercer tubo marcado con "B" para el blanco, vecizr 1,0 ml

de solucidén sulfato-sulfito.

Agregar a cada uno de los tubos marcados 4,0 del re=ctivo de co

lor, mezclar por inversidn. De jer reposar por 20 ain,

Leer en el espectrofotdmetro a 535 nm, ajustzndo &« 0.0 de D.O.,
con el tubo narcado con "B", Interpolar las lecturzs en l= sri
fica de calibracidn para encontrar la concentrzcidén de lzs nro
tefnas totales y slbdmina., Tanpién pueden obtenerse dichos va-
lores por medio de un patrdén de referencia, emplesdo v trata-

do nor la misma técnica simultdneanente.

26



CALCULOS

D.0, FROBLEMA
D.0. PATRON

X CONCENTRACION DEL PATRON = CONCENTRACION g/100 ml,

La concentracién de globulinas se calcula por la diferencia en-

tre la concentracién de protefnas totales menos la 2lbdmina,

La relacidn A/G es el coeficiente de la albimina/globulina,

NOTA: La temperatura éptime para desarrollar la técnica es de

25=37 grados centigrados.

VALORES NORMALES

PROTHINAS TOTALES: 7-7.5 g/100 ml.

ALSUIINA: 4.5=5,5 g/100 ml,

27



3s~ DETERMINACION DE ALBUMINA POR EL 1i2TODO DE RODEEY,

PUNDAMENT

Todas las protefnzs del plasma y especialmente la albdmina
presentan una afinidad muy especifica por los colorantes anidénicos
orgédnicos e inorgdnicos, debido a fuerzas electrostéticas y fuer-

zas de Van Der wWalls y por la presenciz de un puente de hidrdzeno,

Diversos colorantes en su forme anidnica también, al iguval
que la bilirrubine, 4cidos grasos, la mayorfz de las hormonezs, y
muchas drogas, poseen la propiedad de ser transportados a través
del organismo enlazados & la albdmina. Dicha nropiedad fue utili-
zads intentando encontrar métodos en los que la 2lbdmina puecda ser

redida directamente sin la previa precipitacién de glogulinss,

En los métodos de enlace a colorante, solamente se pueden uti
lizar aguellos gue se unan estrechamente con la molécula de albi-
mina, por lo que précticaménte el 100% de 12 albdmina presente se
va 2 enlazar al colorante. El enlace no deberd de ser afectado por
pequefias cargas en fuerza idnica y nor diferencias del pH. Por con
siguiente el color de la unidn nrotefna-colorante deberd de ser -
diferente 2l del colorante libre, deber4 haber un cembio sustancial
en la longitud de onda, en donde su méxima absorcidn ocurre en las

dos formas, pudiendo por tanto ser medida la concentracidn de albd

mina-colorante en presencia de exceso de colorante,
Finalmente, el enlace del colorante 2 otra fraccidn nrotéic=z

(globulinas), deberd ser-insignificante puesto que el enlece del

colorante espec{fico parz la slbmina es debido a la carga neta de

20



la protefna, al pH 2l que se trabaja.

Por razones prédctices el color carccteristico del colorante
deberd ser de tal manera determinsdo a una longitud de onda en la
gue bilirrubina y hemoglobina nos de una mfnima o insignificante

interferencia,

Discombe (15), recomendd el método de Anaranjado de !fetilo de
Bracken‘y Klotz . (1), después de haber probado otros colorantes,
Algunus modificaciones de este método se han proruesto para dar re
sultados que estén de acuerdo con aguellos gue se obtienen en mé-

todoe de fraccionamiento salinc.,

Otro m€todo de enlace 2 colorente se ha recomendado por - -
Rutstein, Ingénito, Reinolds y Mertinek (12), ¥y es el que emplea
el 2{(4'-hidroxiazobenceno) #£cido benzdico, (HABA) y estd descrito
como nds especf{fico yue el wétodo de Anaranjado de letilo y por

dltimo o1 método de verde de bromocresol ideado por Rodkey (9).

Recientemente ha sido descrito un nuevo método basado en la
capacidad de lz albdmina para enlazzarse 2 la bilirrubina cuasndo ha
sido ecuilibrsda por una solucidn benzoice de este nirmento. Tl -
uso del verde de bromocresol est? libre de la interferncia de pig
mentos. La bilirrubina = niveles por arribs de 51g/100 ml, inter-
fiere con el nétodo de HABA y en menor gredo con el método de -

s

Ansranjedo de “Tetilo, El uso de estos reactivos de color estf bien

astublocido y se eanlean en prosedimientos nanuslss y sutonatiza-

2
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3n algunes ocssiones se han obtenido veslores de albimima anor
malnente zltos como resultadc de la unidn del colorante a otras -
protefnas cue no son a&lhinina, Les globulines normales y algunes
znormales no afecctan en los velores de albnina, Cczsionalmerte pa
ra protefnas y macroglobulinss pueden interferir dando velores =zl

tos,

Bl enlace a colorante consideradc como un fendneno del eguili
brio de disocizcidn-gsocizcidn estd _r~flufdo por los corbios de -
temperatura, un czmbio de tenperaturs incrementa ls disocisacién
del colorznte-albimina, dundo valores mds bajos., Por lo taento el
patrén de raferancia y el suero deberdn ser corridos en lzs misres
condiciones, No debe usarse plasna hepsrinizzdo, porgue la hepsrine
por razones aun desconocidas rompe el enlace del colorante con 1o

albfimina,

Cuando fueron nornalirzados los métodos de enlcce a colorsnte

con 2lbdaina humzna electroforéticzmente pura, se observd que 1o

[4)]

niveles de albdmina nor el método del Anzranjzdo de 'letilo se vede
aurentado de 0,2-0.3 g/100 al., y por el método del =iBA de 0,1-0,2
£/100 ml; que aquellos obtenidos por fraccionamiento salino o clec
troforesis, no obstante, encontrzmos reportes de vzlores obtenidos

de cuzndo mucho 0.5 £/100 ml, por arriba,

2 UIPCS Y APARATOS

Ispectrofotdmetro E. Leitz,

Tubos de 13 x 100 mm

30



Pipetas de 0.01 ml (10 microlitros).

Pipetas de 5.0 ml.

ROACTIVOS

l.- Verde de Bromocresol

2.~ Ague Destilada

Verde de Bromocresol,..
Acido Léctico....._--.u
H2o.ClQ.l'.‘..I....0."
Tween Noe 20 seccccccee

H20 c.b-p..-......--o-a

1.0 g
52 ml
200 ml
20 ml
2000 ml

Aforer casi hasta la marca ajus

tando el pH a 4 con aprox, 2 ml

de NaOH al 10% segin sea /necesa

rio., Se deja madurar un dfa y

se guarda en refrigeracién,

Je= Patrén de referncia y calibracién.

Monitrol II, con una concentra
cién de 2.8 g/100 ml, parz al-

bimina,
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La gréfica de celibracién pare albdwina por el método del

Verde de Bromccresol se desarrollé de la siguiente manera:

ALBUITINA

TUBO

PATRON

0,02 ml.

0,01 ml,

0,01 ml,

0,01 ml,

del tubo 2 dil. 1:2

del tubo 3 dil, 1:4

«502

244

.114

.046

COIC.
g/100 ml,

5.6

1.4

0.7
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TECNICA

l.- Se mureos un tubo de ensaye con "A" pars albdimina, otro con "S"

para el natrén y otro con "B" para blanco de reactivos,

2,= Al tubo mercado con "A" se le agrega 0.01 ml. de suero o plas-

ma.e

3.~ Al tubo marcado con "S5" se le agrega 0.01 ml. de la solucidén

patrén.

4.~ Al tubo marcado con "B" se le agrega 0,0lml, de agua destila-

da.

5= A todos los tubos se les agrege 1.0 ml, del reactivo del verde

de bromocresol y 4,0 ml, de agua destilada.

6.~ Leer a longitud de onda de 630 nm, ajustando a 0,0 de D.0. con
el blanco de reactivos obteniendo las concentraciones por medio
de la curva de calibracidn o por medio de los siguientes cdlcu-

los,

CALCULOS

D.0, PROBLIVA
D.0O. PATRON

X CONCENYRACION DEL PATRON = CONCENTRACION g/100 ml,

VALORsS NORWALHS

ALBUMINA: 4.5-5.5 g/100 ml.
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TABLA No., 1

A,~ REPRODUCIBILIDAD DEL LETODO DE KINGSLEY-RISINHOLD

B.- ESXACTITUD

Los primeros cinco valores cue se citan fueron obtenidos en
uns sola vez y el resto corriéndose como patrén de referencis ca-

B

da vez gue se desarrolld la técnica.

Los valores estdn dados en Densidad Opntica y en g/100 ml,

No. D.O. 00 ml,
1 .066 2.0
2 .066 2.8
3 .066 2.8
4 .066 2.8
5 ' .069 2.9
6 .066 2.8
7 .066 2.8
8 .066 2.8
9 .069 2.9

10 .063 247

11 .066 2+8

12 ©.066 2.8

13 .066 2.8

14 .063 27

15 .066 2.8

16 .066 2.8

i .071 3.0

18 .063 247

19 . 066 2.8

20 .066 2.8

MEDIA ARITMEBTICA = 2.805

DESVIACION ZSTANDAR = 0,064

COARFICIUNTE DE VARIACION = 2%

ERROR . = 0,01 34



TABLA No., 2

Ao~ REZPHRODUCIBILIDAD DEL ETODO DE RODKEY

B.~ £XACTITUD
Los primeros cinco vulores aue se citan fueron obtenidos en
unz solz vez y el resto corriéndose como natrdn de referencis ce-

da vez .ue se desarrolld la técnica,

Los vzlores estdn dsdos en Densidsd Onties ¥ en /100 al,

o, D.C. /10 ml,
1 244 28
2 244 Z2ab
3 244 2.0
4 L 240 2.7
5 J2h44 2.8
6 252 2,9
7 244 2.0
3 $ 244 2.8
9 244 2.8

10 237 241

11 237 2.7

12 244 zo 8

13 o244 2.,b

14 252 2,8

15 « 240 2l

16 o244 2.8

17 0244 2.8

18 . 244 2.5

19 ' 244 2.&

20 <244 2.8

ThIa sRITIETICA = 2.79

D33VIACICH 3ST4iDAR = 0,046

COMPIVISHTE LE VARIAJCION =

[
.

[e))
o

s130R = 0,01
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3

TABLA No.

Por el =método

A continuacién enunersiqos los valores obtenidos:

de Kingsley-ieinnold p2rs nrotefnas totales (Columna I), albdmina -
(Columna II), y relacion A/G (Colwmna III), Por el método de Rodkey

lecidn A/G (Columna V), Todos los va

para albdimina (Colunn2 IV) y re

lores se eypresan en g/100 ml,
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DISCUSICHN,

%1 objetivo nrincipal de nuestro estudio consistid en
comparar la confiabilidad del =étodo de Kingslev-Reinhold

el método de Rodkey nara la deternmineciédn de albidnina,

21 estudio d= los métodos fué reslizedo con 250 mues—
tras nbtenidas de nacis=ntes da le consults externs del cen-
tro de salud "Dr.."enuel Cardenas de la Vega" de la Sri=z,
de Salubridad y Asistencia,, cuyos resultados observzmwos en
la Teble No. 3.. 3n la cue se reportan las cifres obtenides
de estzs determinsciones por el ndtodo de Kingsley-Reinbold,
los resultados se insertan en orden decreciente con raenecto
2 los vslores obtenidos parz Protefnss Yotales ¥ Albdmin:,
de acuerdo a estos datos se calcularon: lz uedia aritadtics

(4,2438), 1z ‘esvizcidn estdnder (4 0,0931) y o1 error del
adtodo ( + 0,0438),

Astov vzlores fusron c=zlculzdos con lz intencidn

T
5
o]
@
L |

une compar-cidn estsdfctica de srupo,.

En la Tabla No, 3 Asimismo se dzn los valores de zlbfai-
na por el método de Rodkey e iguslmente se reporte lz relszcién
A/G, donde observamcs cue el hpéer la estadfsticz de esta rela-
cibn encontramos: ediz Aritmética (4.246), desvizcidn estdndar

(+ 0,6707), v error (+ 0.0424).

A 1z revisién de los resultados obtenidos nor los dos é-
flodos, observamos, en cuento 2 la relzcién =2lbimins-globtuline,
en que nodemos citar los cssos 2, 4, 5, 67, 137, 248, v 24S,

que se anreciz un2 varizcidn de 0.1 2 0.3 en ellos rero al wis-



mo tiempo podemos ecitar que esto no representa una variacidén

significativa en cuanto a la valoruacién del naciente,

Probablemente la diferencia encontrada pueda deberse a erro
res tdcnicos fortuitos ya ¢ue en los demés casos se observa un

paralelismo en los datos,

Anlicando la T de Student para lo comparacidén entre rrupos
vemos que la diferencia obtenida no es significativs, por lo tan
to, podremos utilizar indistintumente un método m otro para la

valoracidén cuantitativa de albimina.

También nresentamos la resproducibilidad y la exactitud de
los dos métodos lz cuzl fue realizada con un p2trdén de concentra-
cibn conocida, en donde observamos de =zcuerdo a la Tablz No, 1 y
2, qua la precisidn nbservada es de 0,064 y 0,046 y con un coefi-
ciente de vurizecidn de 2% lo que nos da la confiabilidad del mé-
todo.

in los gréficas 1 y 2 nresentamos las srdficas de calibra-
cidn nara proteinzs totales y =2lbinina por el método de Kings-
ley v Reinhold y en la gréfica 3 presentemos la de albdmina por
el método de Rodkey. %n lzs tres grdfices observazmos la lineali-

d=d de loe métodos y nor lo tanto siguen la ley de Beer-Lambert,

Bn la gréfica No., 4 presentamos el espéctro de absorcidn
nars =2lblmina por'el método del verde de bromocresol de Rodkey,
donde vemos que la méxima a2bsorcidn producida por lz absorcidn
coloride es entre 610 y 640 nm como estd expresado en la técni-

ca originzl, nosotros utilizamos una longitud de onda de 630 nm,.
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RESUIISN Y CONCLUSIONHS

n
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3e=

Se presentan en este trabajo generalidades sobre las prote-

fnus plasmdticas, origen, estructura, funciones y alteracio

nes,

Una breve historia sobre la separacién de les proteinss,

Se describen con detalle les técnicas para la determinacidn
de protefnas y albdmina por el método de Kingsley y Reinhold
v albdmina por el método de Rodkey.

Se reportzn los resultados obtenidos por los dos métodos en
estudio asi como la media aritmética, la desviacidédn esténdar,

el error y la distribucidn de Student,.

Se nresenta una breve discusidén sobre los resultados obtemi-

dos,

Por los datos obtenicdos anteriormente podemos pensar que el

nétndo que originé nuestro estudio cue es el de Rodkey que fue

comp

arado con el de Kingsley-R2inhold, puede utilizarse como mé _

todo de rutina en laboratorios de enflisis clfnicos ya gue no ob

servamos diferencia significetiva entre ellos y rue debido al me-

nor minero de manipulaciones y tiempo quizéd nronto desnlacen al

clfsico método de fraccionamiento saline.
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