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QUÍMICA BIOLÓGICA II 

TRABAJO PRÁCTICO N I
AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

Objetivos:

1- Trabajar con órganos (hígado) de animales, para el aislamiento de

las mitocondrias  

2- Aplicar técnicas como la homogeneización y centrifugación diferencial en medio de alta densidad,  para el aislamiento de las mitocondrias 
3- Almacenar en frío las mitocondrias para el estudio de la cadena respiratoria
Las mitocondrias,  son orgánulos citoplasmáticos provistos de doble membrana que se encuentran en la mayoría de las células eucariotas. Su tamaño varía entre 0,5–10 micrómetros (μm) de diámetro. Las mitocondrias se describen en ocasiones como "generadoras de energía" de las células, debido a que producen la mayor parte del suministro de adenosín trifosfato (ATP), que se utiliza como fuente de energía química. 
Además de proporcionar energía a la célula, las mitocondrias están implicadas en otros procesos, como la señalización celular, diferenciación celular, muerte celular programada, así como el control del ciclo celular y el crecimiento celular.

Las mitocondrias están rodeadas de dos membranas claramente diferentes en sus funciones y actividades enzimáticas, que separan tres espacios: el citosol, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial.  Membrana externa es una bicapa lipídica exterior permeable a iones, metabolitos y muchos polipéptidos. 

 La membrana interna contiene más proteínas, carece de poros y es altamente selectiva; contiene muchos complejos enzimáticos y sistemas de transporte transmembrana, que están implicados en la translocación de moléculas. 

La cadena de transporte de electrones, compuesta por cuatro complejos enzimáticos fijos y dos transportadores de electrones móviles: el complejo I o NADH deshidrogenasa que contiene flavina mononucleótido (FMN), el complejo II o succinato deshidrogenasa; ambos ceden electrones al coenzima Q o ubiquinona; el complejo III o citocromo bc1 que cede electrones al citocromo c y el complejo IV o citocromo c oxidasa que cede electrones al O2 para producir dos moléculas de agua. 

Fundamento:

Diferentes tejidos y organelas son separados utilizando la centrifugación diferencial, en un medio de alta densidad. 

Según la concentración de sacarosa, se aplica distintos tiempos de centrifugación y velocidades para separar las organelas de acuerdo a su tamaño o peso. 

En el caso de este práctico, a la concentración 0.25 M de sacarosa, a 3000 RPM 1 durante 10 minutos restos nucleares 

y de tejido sedimentan al vencer ese medio denso. Al aumentar la velocidad (10.000 RPM) Y el tiempo (20 minutos) del  sobrenadante anterior, las mitocondrias superan el medio denso, dando lugar a la sedimentación de las mismas.

Metodología:

1 Tomar el tejido hepático  y pesarlo 

2 Romper el tejido hepático utilizando el homogeneizador 

3 Agregar 9 mL de sacarosa 0.25 M por gramo de hígado 

4 Colocar la solución (hígado y sacarosa) en un tubo de centrífuga 

5 Centrifugar 3000 RPM durante 10 minutos 

6 Pasar el sobrenadante a otro tubo y centrifugar 10.000 RPM durante 20 minutos 

7 Descartar el sobrenadante 

8 Agregar 0.2 mL de buffer fosfato pH 7 Y mezclar 

9 Guardar en heladera (O - 5 grados)

Autoevaluación:

1 Porqué debe mantenerse las mitocondrias en un medio con buffer pH 7 
2 Como haría para obtener las mitocondrias con menor velocidad y tiempo de centrifugación?

3 Que variable tendría en cuenta para mantener las mitocondrias en condiciones, hasta poner en marcha la cadena respiratoria?

4 Porque se elige al hígado para el estudio de las mitocondrias?

5 Si no tuviera homogeneizador, que técnica podría emplear para extraer las organelas de la célula 

QUÍMICA BIOLÓGICAII
TRABAJO PRÁCTICO II

CADENA RESPIRATORIA

Objetivos:

1 Poner en marcha la cadena respiratoria, utilizando el Succinato y Piruvato como substratos oxidables.

2 Estudiar el fenómeno de óxido reducción que ocurre en la membrana interna.

3 Utilización de ciertos inhibidores en el transporte electrónico.

4 Analizar el bloqueo del transporte electrónico, usando algún tipo de indicador
Las células de los organismos vivos realizan en las mitocondrias, un proceso de una importancia vital para ellos: la fosforilación. Este proceso tiene el objetivo de producir un compuesto de alto contenido energético denominado ATP, necesario para proveer energía para que se cumplan reacciones metabólicas importantes. El ATP, se genera por un proceso donde intervienen numerosas enzimas de óxido reducción y coenzimas, responsables que los equivalentes de reducción fluyan en un determinado sentido en la membrana interna de las mitocondrias. Este potencial de reducción provocado por el transporte de electrones, puede ser bloqueado por ciertas sustancias que actúan como inhibidores enzimáticos en muchos casos. 
Fundamento

En el trabajo práctico se utilizarán substratos como Piruvato y Succinato oxidables, cuando cedan los hidrógenos a aceptores, en este caso las coenzimas NAO y FAD. Posteriormente estas coenzimas los cederán a un aceptor como el azul de metilieno que esta oxidado (color azul), el cual se decolorará cuando se reduzca. Paralelamente se usarán sustancias como malonato, cianuro, barbital, los cuales actúan como bloqueantes a distintos niveles de la cadena respiratoria.

Técnica:

	Tubos
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Buffer
	-
	2.2 ml
	2 ml
	2 ml
	2 ml
	2 ml

	Mitocondrias
	-
	0.4 ml
	0.4 ml
	0.4 ml
	0.4 ml
	0.4 ml

	Azul metileno
	1 gota
	1 gota
	1 gota
	1 gota
	1 gota
	1 gota

	Agua
	2.8 ml
	-
	-
	-
	-
	-

	Malonato
	-
	-
	0.2 ml
	-
	-
	0.2 ml

	Barbital
	-
	-
	-
	0.2 ml
	-
	-

	Cianuro
	-
	-
	-
	-
	0.2 ml
	-

	Piruvato
	-
	-
	-
	-
	-
	0.2 ml

	Succinato
	-
	0.2 ml
	0.2 ml
	0.2 ml
	0.2 ml
	-


Colocar los tubos en baño maría a 37 grados durante 10 minutos y analizar los resultados. 
Autoevaluación

1 Como explica las diferentes coloraciones en los tubos con mitocondrias?

2 Que solución seria posible para que no ocurra la inhibición que observó en el presente práctico ?.
3 Porque los equivalentes de reducción, siempre se dirigen hacia el oxigeno?

4 En que parte estructural de las mitocondrias ocurre la inhibición del transporte electrónico
5 Explique la diferencia de los inhibidores con los desacoplantes

6 Los inhibidores pueden inhibir a la ATPasa Sintetasa. Justifique su 
Respuesta
7 Quienes transportan los equivalentes de reducción a la matriz mitocondrial

QUÍMICA BIOLÓGICAII 
TRABAJO PRÁCTICO N III
METABOLISMO DE GLÚCIDOS (PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA)
OBJETIVOS:
1 Utilizar técnicas enzimáticas para la detección de la glucosa 
2 Relacionar los resultados de dichas pruebas con  diferentes procesos metabólicos 
3 Interpretar algunas vías metabólicas de glúcidos, lípidos y proteínas en personas normales y diabéticos 
La glucosa es el hidrato de carbono que el cuerpo utiliza como energía. Las personas que padecen de diabetes no tratada tienen altos niveles de glucosa en la sangre y las pruebas de tolerancia a la glucosa son una de las herramientas para diagnosticarla. 

La prueba más común de tolerancia a la glucosa es la oral. La persona no puede comer ni beber nada después de la media noche antes del examen. Para el examen, se le solicita al paciente que se tome un líquido que contiene una cierta cantidad de glucosa. Se toman muestras de sangre antes de hacer esto y de nuevo a los 60 y 120  minutos después beber la solución. 

Los niveles de glucosa en la sangre por encima de los límites normales en los momentos en que se hacen las mediciones se pueden utilizar para diagnosticar diabetes Tipo 2 o diabetes gestacional (altos niveles de glucosa durante el embarazo). También se pueden medir los niveles de insulina, la hormona producida por el páncreas que mueve la glucosa desde el torrente sanguíneo hasta las células.
Fundamento.
Determinación de glucosa en suero sanguíneo (Método enzimático)



GOD
Glucosa + 02 + H20 
→    Ácido Glucónico + H202




POD
H202 + 4-AF + Fenol ~ 4 H20  → 4 (p-benzoquinona-monoamino fenazona) cromógeno rojo-cereza 
La glucosa es oxidada por acción de la enzima Glucosa oxidasa (GOD). El H202 formado, reacciona con 4-Aminofenazona (4-AF) Y Fenal mediante la participación de la enzima Peroxidasa (POD) y se produce un cromógeno cuya máxima absorvancia es a 505 nm.

Para hacer la determinación, proceda de acuerdo al siguiente cuadro:

	Tubo
	Blanco
	Testigo
	Problema

	Agua
	20 ul
	-
	-

	Testigo
	-
	20 ul
	-

	Suero
	-
	-
	20 ul

	Reactivo color
	2 ml
	2 ml
	2 ml


Incubar 10 minutos en Baño María a 37° C. Leer en espectrofotómetro a 505 nm

Determinación de Glucosa y cuerpos cetónicos en Orina

Durante el trabajo práctico se realizará determinación de Cetonuria, Glucosuria, Glucemia en Ayunas y la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa.

La Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG) se realizará siguiendo el siguiente criterio:

· 1°_ Extracción de sangre en ayunas.

· 2°_ Ingesta de 75 gramos de Glucosa en solución acuosa.

· 3°_ Extracción de sangre a los 60 y 120 minutos posteriores a la ingesta de Glucosa.

CUESTIONARIO:

1) Analice en cada punto de la curva, los resultados obtenidos con los procesos metabólicos involucrados. 

2) Si identificó cuerpos cetónicos, explique los procesos metabólicos que justifican su aparición.

3) ¿Cómo se comportarían estas vías metabólicas en una persona en inanición? 

4) Porque debe medirse la presencia de glucosa en orina?

5 Relacione este práctico con el correspondiente a cadena respiratoria

QUÍMICA BIOLÓGICA II 
TRABAJO PRÁCTICO N IV
DETERMINACÍÓN DE GLUCÓGENO HEPÁTICO

Objetivos:

1-Comparar la cantidad de glucógeno hepático (cualitativamente), en lotes de ratas en condiciones de ayuno, dieta normal y dieta con exceso de hidratos de carbono 
2-Relacionar la cantidad de color de la reacción con los diferentes lotes estudiados  
3- Explicar metabólicamente los resultados obtenidos

El glucógeno es la reserva energética de los animales, el cual es almacenado fundamentalmente en el hígado y músculo. Este homopolisacárido en el hombre, es utilizado en caso de que se produzca un descenso de glucosa en sangre, el cual es degradado hasta dicho monosacárido por glucógenolisis. Posterior a una comida rica en hidratos de carbono, el organismo pone en marcha la glucogenogénesis, para mantener los niveles normales de glucosa en sangre. En el presente práctico, el glucógeno hepático es extraído de ratas en ayuno, ratas alimentadas con exceso de hidratos de carbono (glucosa), y un lote de ratas con dieta normal; todos los lotes son sometidos a esta prueba durante 3 días.

Posteriormente se determina la cantidad de glucógeno cualitativamente por el método colorimétrico de Pfluguer.

Fundamento
Determinación del peso del hígado:

Los hígados de los tres lotes de ratas son pesados, teniendo como estándar el peso medio del hígado de las ratas en condiciones normales de alimentación.

Posterior al sacrificio de las ratas comparar los valores y relacionarlos con el color observado.

Técnica Método de Pfluguer.

1-Extraer el hígado de las ratas 
2-Colocarlo en 3 mi de NaOH al 60% 
3- Colocar los tubos con tejido e NaOH (60%) en agua a 60 grados para favorecer la desintegración del mismo 
4- Una vez disgregado el tejido, agregar al tubo 6 mi de agua destilada 
5- Trasvasar el contenido a un tubo de plástico y centrifugar 10 minutos a 3000 RPM 
6- Resuspender el sedimento con alcohol etílico de 96 grados 
7- Mezclar por inversión y centrifugar 10 minutos a 3000 RPM.

8- Al sedimento agregar 3 mi de alcohol etílico de 50 grados y centrifugar 10 minutos a 3000 RPM 
9- Al sedimento agregar 3 mi de agua destilada y agregar unas gotas de una solución de iodo yodurada. Agregar una o dos gotas de ácido clorhídrico 0.1 N 
1O-Observar el desarrollo del color.

Autoevaluación:

1 Para que se utiliza el alcohol etílico en el práctico?

2 Cuál es el objetivo de comparar el peso del hígado con el color desarrollado por la reacción química 
3 Que situaciones, producirían la disminución del glucógeno como reserva?

4 Que otra sustancia podría aumentar el glucógeno de reserva?

QUÍMICA BIOLÓGICA II 
TRABAJO PRÁCTICO N V
DETERMINACÍÓN DEL NIVEL DE GLUCEMIA EN CONEJOS  YBASALMENTE POSTERIOR A UNA INYECCÍÓN DE ADRENALlNA

Objetivos:

1 Estudiar la respuesta metabólica, que se produce al inocular una sustancia como la adrenalina, en animales (conejos) 
2 Determinar el valor de glucemia en los animales sometidos a la inyección con adrenalina, vía subcutánea 
3 Relacionar la respuesta metabólica de hidratos de carbono posterior a la inyección de dicha sustancia, con situaciones diarias que pueden darse también en humanos

Fundamento:

Las catecolaminas adrenalina y noradrenalína, son neurohormonas secretadas por las células cromafines de la médula suprarrenal, además de tener actividades como neurotransmisores sobre receptores adrenérgicos en diferentes tejidos, promoviendo diferentes acciones metabólicas. Las catecolaminas, son sintetizadas a partir de aminoácidos como fenilalanina y tirosina y que aumentan en determinadas situaciones como estrés y requerimiento energético para otras actividades como el ejercicio muscular, etc. Como consecuencia del requerimiento energético, estas hormonas del sistema neuroendocrino provocan un aumento de los niveles de glucosa, promoviendo la glucogenolisis, la glucólisis, y la gluconeogénesis, disminuyendo además la glucogenogénesis, síntesis de proteínas. También aumenta la lipólisis en tejido adiposo y ácidos grasos libres en sangre.

Técnica:

Se toma un conejo, el cual se lo anestesia. Posteriormente se le saca sangre en ayunas para determinar la glucemia basa!. A continuación se le administra 0.1 mi de adrenalina (1/1000 y se espera unos 5 a 10 minutos. Finalizado ese tiempo, se le extrae sangre nuevamente y se analiza el nivel de glucemia. Analizar los resultados obtenidos.

	
	Blanco
	Testigo
	Problema

	Blanco
	20 ul
	-
	-

	Testigo
	-
	20 ul
	-

	Problema
	-
	-
	20 ul

	Reactivo de Color
	2 ml
	2 ml
	2 ml


Colocar en baño maría 37 grados 10 minutos y leer en la absorvancia a 505 nm. 
Autoevaluación:

1 Que reserva energética se moviliza primero al actuar las catecolaminas 
2 Relacione los procesos metabólicos que se producen en este práctico con sustancias y/o procesos oxidativos desarrollados en Bioquímica III Química Biológica II 
3 Mencione los tejidos u órganos que participan de los efectos de las catecolaminas y cuáles no

QUÍMICA BIOLÓGICA II

TRABAJO PRÁCTICO N° VI 
DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD ESPECÍFICA DE CREATÍN QUINASA (EC 2.7.3.2) EN CORAZÓN DE RATONES NORMALES

PARTE PRÁCTICA I

Objetivos

l. Aplicar los conocimientos básicos de separación de órganos y los compuestos presentes en ellos.

2, Aislar  una enzima presente (creatin Kinasa) en un órgano aislado, en este caso el corazón

El papel biológico de la creatín quinasa es el siguiente: el principal componente fosforilado del músculo es la fosfocreatina, que está, aproximadamente unas ocho veces en exceso sobre el adenosintrifosfato (ATP). Cuando el músculo se contrae, el adenosintrifosfato (ATP) se consume y la creatinquinasa cataliza la refosforilación del adenosindifosfato (ADP) para formar adenosintrifosfato (ATP), usando fosfocreatina como reservorio de la fosforilación.

La actividad en suero parece estar en función de la masa muscular del individuo, por ello las mujeres tienen actividades séricas más bajas que el hombre. También varían las cifras con la edad.

Fundamento:

Obtención de corazón: se usarán ratones endocriados (inbred) adultos de la' cepa BALB/c o C57BL6, criados en bioterio, con alimento balanceado y H20 ad libitum. Los animales se anestesiarán en una cámara saturada con éter etílico y se procederá a la extracción del corazón, previa' sangría a blanco.

El órgano se lavará exhaustivamente con solución fisiológica (Na CI 150 mM), adicionada de Ditiotreitol (DTT)lmM, en baño de hielo. Luego se tomará el peso húmedo del órgano en balanza analítica con precisión e inmediatamente, se procederá a la realización del homogenato del mismo. Previo a ello y con sumo cuidado, ~e procederá a cortar el corazón en trozos de menor tamaño, utilizando pinzas y tijeras de cirugía, con el objetivo de facilitar el proceso de disgregación del tejido y la extracción del contenido soluble del citoplasma.

Homogenato de corazón: se obtendrá mediante disgregación mecánica cuidadosa, en un homogenizador de vidrio tipo, en baño de hielo, utilizando una proporción aproximada de 40 mg de tejido por ml de solución de homogenización. El homogenato obtenido, se centrifugará a 4 oC y 16000 g durante 10 minutos. Se separará el sobrenadante y se centrifugará nuevamente en idénticas condiciones. El sobrenadante obtenido de la última centrifugación se conservará en freezer a-20°C hasta su procesamiento para los ensayos de actividad enzimática y determinación de proteínas.

Solución de homogenización de tejido, pH 6.9 (Blackman and Rottstein, 1979)

Sucrosa (BDH:(85.6 mg) 250 mM; 
Ditiotreitol (Sigma) 50.0 mg l mM; 
Desoxicolato de sodio (Merck)3.8 mg; 0.5 % EGTA neutralizado (Sigma) 1 mM;  
H20 bidestilada c.s.p. El pH final se ajusta con NaOH 1 M 10.0 ml
QUÍMICA BIOLÓGICA II

TRABAJO PRÁCTICO N VII
DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE CK y CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS EN EL HOMOGENATO

PARTE PRÁCTICA II

Objetivos:

1 Medir la actividad de la enzima Creatin- Kinasa del homogenato

2 Determinar la concentración de proteínas del homogenato

3 Relacionar la actividad enzimática con la concentración proteica,  para obtener la actividad específica y grado de pureza
Fundamento
Actividad de CK: se determinará en el sobrenadante del homogenato, siguiendo la técnica espectrofotométrica cinética propuesta por Rosalki (1967), que se fundamenta en el registro del incremento de densidad óptica ( 6.DO) a 340 nm del NADPH generado en la reacción de la enzima con la mezcla sustrato.

Esta reacción requiere de 3 pasos secuenciales, el primero de los cuales, catalizado por CK, es específico:

             
Mg++ -CK

Creatina-P+ADP  →  Creatina + ATP                  pH6.8

Para la determinación de la actividad de CK se usará un kit de reactivos provisto por laboratorios Wiener y se seguirá el protocolo del fabricante, reemplazando el volumen suero por homogenato. La actividad se ensayará en el homogenato sin diluir y previa dilución 1:10, 1:30 y 1:60 con NaCl 150 mM; DTT 1 mM, a4° C.

Determinación de 'la concentración proteica en el sobrenadante: Se realizará según la técnica de Bradford (1976), siendo indispensable diluir el sobrenadante previamente con NaCl 150 mM (Esta dilución puede variar dependiendo de la eficiencia del proceso de extracción del tejido, siendo por 10 general no inferior a 1:20) La concentración de proteínas se determinará usando corno testigo una solución de albúmina bovina (Sigma) 0.1 %. La curva se construirá utilizando 5, 10,20 Y 40 ul de la solución testigo. En forma alternativa, las proteínas pueden ser cuantificadas por el método de Lowry y col. (1951)

Técnica de Bradford (1976)

Fundamento: el Azul Brillante de Coomassie G-250 coexiste en las formas coloreadas roja y azul, en solución. Cuando el colorante se une a grupos amino protonados de las proteínas el equilibrio se desplaza hacia el color azul,(formación del complejo proteína-colorante).

La unión del colorante a la proteína es un proceso que ocurre rápidamente (unos 2 min) Y el complejo resultante permanece disperso en solución durante aproximadamente 1 hora.

Reactivo de Color

Solución Stock

Es estable por tiempo indefinido conservada a temperatura ambiente y en frasco oscuro)

Azul Brillante de Coomassie G-250 p.a...................

350 mg

Etanol 95 %.................................... .............
100 ml 
Acido ortofosfórico 85 % (P/v) p.a  ....................

200 ml
Solución de Trabajo

Solución stock...............................................
6 ml
Etanol95 %...................................................
3 ml 
Acido ortofosfórico 85 % (P/v) p.a.................: .... ....6 ml
H20 destilada c.s.p . ..... ......... ....... ....... .... ...100 ml 
Esta solución debe filtrarse con papel de filtro Whatmnan N° 1 Y almacenar a temperatura ambiente en frasco de vidrio oscuro. Estable por varias semanas, aunque puede requerir un nuevo filtrado si la absorvancia del Blanco esta por arriba de 0.300.

Testigo: albúmina sérica 0.1 g %.

Esquema de la técnica

	
	Blanco
	Homogenato

	Muestra
	100 ul
	100 ul

	Sol. trabajo
	1 ml
	1 ml


Mezclar con vortex. Luego de 5 minutos y antes de 1 hora, leer en espectrofotómetro a 595 nm, contra blanco de reactivo.

Consideraciones

- La estabilidad del color posibilita el ensayo simultáneo de vanas muestras.

- Este método no posee igual sensibilidad y especificidad para todas las proteínas.

- La acetona, fenol, dodecilsulfato de sodio, urea y agentes reductores por ejemplo, el 2-mercaptoetanol producen interferencia en la reacción.
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Autoevaluación prácticos VI y VII
1-Investigue que función cumplen los siguientes componentes de la solución de homogeinización:

a) Desoxicolato de sodio.

b) D-L'ditiotreitol.

c) Etilenglicoltetraaminoacético (EGTA) 
2-Porqué se ajusta el pH de la solución de homogeinización a 6.9?

Cómo influye sobre la actividad enzimática?

3-Diga a su juicio, cuál/cuáles son las razones para realizar la extracción del contenido citoplasmático del corazón, en baño de hielo.

4-Busque y complete la secuencia de reacciones que permiten la determinación cinética de la actividad de CK (técnica de Rosalki, 1967) y que comienza con el paso específico citado en PARTE PRÁCTICA II.

5-Diga de que maneras puede expresar la actividad específica de una enzima.

6-Cuál es el fundamento de la técnica de Lowry y col. (1951) para determinación de proteínas, 
7-Calcule a cuántos ug/ul corresponde la solución testigo de albúmina bovina al 0,1%.

QUÍMICA BIOLOGICA II
TRABAJOS PRACTICOS N VIII 
EXTRACCION Y RECONOCIMIENTO DE ADN SALIVAL


El ADN (ácido desoxirribonucleico) se encuentra dentro del núcleo de las células eucariotas y contienen toda nuestra información genética. Cada célula de nuestro cuerpo (excepto los glóbulos rojos) tiene ADN. Salvo que sean gemelos idénticos, nadie en el mundo tiene la misma información genética.


La estructura del ADN es una doble hélice y está constituida por nucleótidos (desoxiribosa, base nitrogenada y fosfato) que se disponen en pares a lo largo de ambas hebras de la hélice. El orden de estos nucleótidos en la hebra de ADN constituye su secuencia.

[image: image1.png]




Cada persona en el mundo tiene una secuencia única, somos aproximadamente 99,9% idénticos pero nuestra individualidad se encuentra en ese 0,1% de secuencia (de un total de aproximadamente 3 billones de nucleótidos en el genoma humano.


Para estudiar el ADN los investigadores deben recoger muestras de las personas. Una de las mejores muestras de ADN es la saliva porque contiene células de la boca y mejillas. Existen muchas maneras de obtener saliva para estudiar el ADN (en teléfonos, sobres, cepillos de dientes, colillas de cigarrillos y todo aquello que pueda haber estado en contacto con la saliva o la boca). 


El estudio del ADN permite localizar genes específicos que causan enfermedades y aprender como nuestro organismo funciona en base a nuestras características genéticas. 

En este trabajo práctico extraeremos ADN de nuestra propia saliva, para ello necesitaremos:

· Muestra de saliva recién recolectada.

· H2O destilada
· SDS al 10% (Dodecilsulfato sódico)

· NaCl 0,1N

· Etanol frío
· Buffer Fosfato pH  7
1) Realizar enjuagues  en la boca con agua colocando la salva en un recipiente.

2) Repetir 3  buches durante un minuto cada uno.

3) Pasar la solución nuevamente de la boca al vaso.

4) Tomar 5 ml de saliva y Agregar 0,5 ml de SDS al 10%, 2 ml de buffer fosfato pH 7 y 1m de NaCL 0.1 M.

5) Agitar e Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
6) Agregar 2 ml de alcohol isopropílico y dejar en heladera 15 min.
7) Tomar el sobrenadante
8) Agregar 3 ml de etanol frío por las paredes del tubo despacio y esperar hasta que

se formen hilos blanquecinos. Este es el ADN extraído. Dejar 10 minutos en heladera
9) Centrifugar a 3000 RPM durante 15 minutos.

10)  Resuspender el pellet en 2 ml de agua destilada

11) Leer la absorbancia a 260 y 280nm  la muestra y sacar la relación ADN/Proteinas

Concentración de Oligonucleótido en pmol/µl 

  Los ácidos nucleicos tiene un máximo de absorción a una longitud de onda de 260nm. A esta longitud por lo tanto, la absorción es proporcional a la concentración. 
  

	C (pmol/µl)= [(A260 * 100 * factor dilución (ml de saliva en recipiente)] / [1.54*nA + 0.75*nC + 1.17*nG + 0.92*nT]


En la fórmula: 
   C, es la concentración calculada en picomolas por microlitro (pmol/µl). 
   A260 es la absorbancia a 260nm. 
   El denominador consiste de la suma de los coeficientes de cada base multiplicados por el número de veces que aparece en el oligonucleotido. 
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TÉCNICA DE REACCIÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (DETECCIÓN DE TRANSGÉNICOS)
Objetivos:

1-Interpretar determinadas propiedades de los ácidos Nucleicos.

2-Aplicar los conceptos de los procesos nucleares de replicación y transcripción.

3-Comprender el proceso y los requerimientos de la PCR.

4-Conocer las posibles aplicaciones de la técnica. 

INTRODUCCÍÓN

En los años setenta se desarrollaron los métodos que permitieron de manera simple y relativamente rápida determinar la secuencia de nucleótidos de cualquier fragmento de AON .Estos primeros intentos de secuenciar los ácidos Nucleicos siguieron los pasos empleados en la secuenciación de proteínas: separar las moléculas en fragmentos pequeños, determinar su composición de bases y deducir la secuencia a partir de fragmentos solapantes. Este método es más o menos sencillo para proteínas que resultan de la combinación de hasta veinte aminoácidos distintos, pero constituye un problema en el c;.1:Iso., de los ácidos Nucleicos donde la secuencia resulta de la combinación de únicamente cuatro nucleótidos diferentes.

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA

En Abril de 1983, Kary Mullis dio a conocer la Técnica de reacción en cadena de la Polimerasa o PCR que es una técnica para la síntesis in vitro de secuencias específicas de ADN mediante la cual la cantidad insuficiente de ADN va no representa un problema en los procedimientos de Biología Molecular ni en los procedimientos de diagnóstico basados en el estudio de DNA.

La técnica se basa en la replicación del ADN en los organismos eucariotas realizada por la ADN polimerasa. Estas enzimas realizan la síntesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5'-> 3' usando un molde de cadena sencilla, obtenido a partir de una región de doble cadena. Para crear esta región doble cadena se usan los denominados iniciadores (prímers). Son una pareja de oligonucleótidos sintetizados de manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3' del fragmento de AON que se desea amplificar.

Partiendo de este principio, la reacción en Cadena de la Polimerasa se basa en la repetición de un ciclo formado por tres etapas:

13 Desnaturalización del ADN doble cadena: Se separa en dos hebras. Para ello se realiza una incubación de la muestra a altas temperaturas (93-9oC). La renaturalización se producirá cuando la temperatura disminuya. La Hibridación de los iniciadores a la zona 3' específica de cada una de las hebras: los cebadores se unen a las zonas 3' complementarias que flanquean el fragmento que se quiere amplificar, lo cual se realiza gracias a una disminución de la temperatura

La Extensión del cebador por actuación de la ADN polimerasa (elongación):

Se produce la síntesis de una cadena sencilla (produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la dirección 5'-> 3' mediante la enzima AON polimerasa, la cual incorpora los desoxinucleótidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde. 
Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador. Este aparato realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma exacta. Es importante destacar que los productos obtenidos luego de la tercera etapa son de dos tipos: "producto corto" y "producto largo". El producto corto tiene una longitud perfectamente definida por los extremos S' de los cebadores y contiene la secuencia exacta que se desea amplificar. Es el fragmento que se almacena de manera exponencial durante la reacción. El producto largo es el que incorpora las cadenas de AON originales de la muestra y cuyos extremos 3' no están definidos.

Sin embargo, es importante aclarar que al final de la PCR, la cantidad del producto corto sintetizado es muy superior en comparación con el producto largo.

La detección del producto de la Reacción en Cadena de la Polimerasa se realiza normalmente mediante una corrida electroforética, que dependiendo del tamaño de la amplificación y la resolución que se desee obtener podrá realizarse utilizando diferentes medios de soporte (agarosa, poliacrilamida), así como, distintas concentraciones. La visualización posterior se puede realizar con bromuro de etidio (lámpara de luz UV), tinción con plata, fluorescencia, radioactividad.

Fundamento:
- Cada grupo obtiene un tubo con DNA para la PCR

Preparación del Master Mix

En un tubo eppendorff colocar:


Agua estéril --------------------------- 

5 ul 

Buffer PCR 10 X-------------------- 

5 ul 

Magnesio-------------------------------

5 ul

DNTPs ----------------------------------

5 ul

Taq.polimerasa -----------------------

5 ul

Primers ----------------------------------

5 ul

Se multiplica cada uno por la cantidad de grupos o tubos a analizar

Poner en cada tubo de 0.2 ml 30 ul de la Master Mix  Agregar a cada tubo 5 ul de las muestras de DNA de cada grupo. Colocar los 6 tubos en el termociclador.

Esquema de los ciclos para amplificar el gen de la Beta glucuronidasa

1.940C  
2min.

2.94oC
-
30seg.

Desnaturalización

3.55oC
-
30seg. 
Hibridación

4.68oC
-
2.5seg.
Extensión

5.680C
-
10mín.

6.4oC

-
∞
Inactivación

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR deben evaluarse en cantidad y tamaño. Esto puede realizarse mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida o agarosa

Autoevaluación prácticos VIII y IX

1 Indique que función cumple cada una de las etapas en la extracción del ADN

2 Explique el objetivo de amplificar el gen Gus de la planta transgénica

3 Porque hay que mantener en frío a esa temperatura la muestra de ADN

4 Que significa cada una de las etapas o ciclos programados en el termociclador

5 Que otras aplicaciones tiene la PCR además de la expuesta en el trabajo práctico

6 Como interpreta los resultados obtenidos en la electroforesis

QUÍMICA BIOLÓGICA II
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TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS A UNA MATRIZ SÓLIDA

Objetivos:

1-Conocer el fundamento de transferencia de proteínas por métodos electroforéticos.

2-Relacionar la transferencia de proteínas con otras áreas como la investigación y su aplicación en el diagnóstico de patologías.

INMUNOTRANSFERENCIA

Las técnicas de inmunotransferencia son en la actualidad metodologías aplicables en biología molecular, de gran sensibilidad para la identificación de componentes proteicos de mezclas complejas antigénicas o para estudio de la especificidad de anticuerpos.

El principio de esta técnica consiste en la transferencia de sustancias biológicas (proteínas, ADN, ARN) separadas previamente por electroforesis en un medio gelificado (agarosa, poliacrilamida) a otro soporte con el que los productos transferidos  dan una unión firme membranas de nitrocelulosa (NC), polivinilfluoruro (PDVF), ente otras matrices.

La transferencia puede realizarse por simple contacto entre el gel y la membrana de NC, cuando el gel es de agarosa; en cambio si es de poliacrilamida es necesario el paso de corriente eléctrica a pH alto. Los componentes de la mezcla se transferirán a una membrana de NC y en una etapa posterior se identifican por interacción con anticuerpos específicos y anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa, fosfatasa alcalina o a anticuerpos acomplejados con fluoróforos de distintos colores.

En el presente trabajo práctico se trabajará con  suero de ratón o humano, a partir del cual se separarán las proteínas por electroforesis, y se transferirán  a una membrana de NC y se las coloreará con Rojo Ponceau.

Normalmente se las identifica enfrentándolas con Acs dirigidos contra la proteína de interés. Sea esta un receptor de transmembrana o soluble, una enzima que participa de una encrucijada metabólica o de una vía de señalización intracelular.

Instrumental necesario

Cuba de electroforesis

Cuba de transferencia

Membrana de Nitrocelulosa

Papel de filtro

Fuente de poder

Pipetas

Pipetas automáticas y tips

Tubos eppendorf

Cubetas de incubación

Reactivos

Muestra: Suero de ratón o Humano Normal. Puede usarse Albúmina bovina al 0,1 g%.

En caso de muestras biológicas heterogéneas se pueden sembrar ente 20 y 50 ug de proteínas. En muestras puras 5-10 ug es suficiente.

Las proteínas se cuantifican por métodos convencionales para determinación, entre ellos uno de los más difundidos es la téc. de Bradford, que utiliza como colorante el azul brillante de  Coomassie (BioRad Lab). Esta técnica colorimétrica se ha descripto en esta Guía de Trabajos Prácticos en la actividad correspondiente a la determinación de actividad específica de Creatín Kinasa (CK).

Separación de la Muestra antigénica: Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Acrylamida-Bis


Acrylamida………………………………30g






Bis-Acrylamida…………………………0,4g






Agua dest csp……………………………100 ml

SDS 10%



SDS………………………………………..…5g






Agua dest csp…………………..………50 ml

Persulfato de Amonio 0,1 g/l
Persulfato de amonio……………….0,1g






Agua dest csp……………………………1 ml

Spacer Gel Buffer (8x) pH: 6,7
Tris ………………………………………….5,98g






HCL 1N..…………………………………..48,0ml






Agua dest csp…………………………..100 ml

Tank Buffer (5x) pH: 8,9

Tris ………………………………………….5,98g






Glicina……………………………………..19,95g






SDS………………………………………..…5g






Agua dest csp……………………………1000 ml

Running Buffer (5x) pH: 8,9

Tris ………………………………………….31,60g






Glicina……………………………………..19,95g






SDS………………………………………..…5g






Agua dest csp……………………………1000 ml

Sample Buffer



SDS………………………………………..…1,48g






Glicerol…………………………………….3ml






Azul de Bromofenol……………………0,003g






Agua dest csp……………………………10 ml






2 Mercapto Etanol…………………….0,5ml

 (se agrega al momento de usar)

Transferencia Electroforética

Transfer Buffer pH: 8,3

Tris ………………………………………….3,03g






Glicina……………………………………..14,04g






Metanol……………………………………200ml

Tomar el pH y si no es el correcto descartar y preparar nuevamente.

Procedimiento

Separación de la mezcla antigénica: Electroforesis en geles de Poliacrilamida con SDS

-Armar soporte correctamente (Miniprotean II, III, BioRad Lab o similar.

-Preparar dos geles, uno de poro fino o running donde se realizará la separación proteica, y otro de poro grueso o spacer que concentrará las proteínas antes que ingresen al poro fino.

-Preparación del gel de poro fino (running)        

     

 Running gel buffer……………………….1,25 ml                                                                                                                       

      

 Acrylamida-Bis…………………………….3,33 ml

     

 SDS 10%..........................................0,1 ml

                        Agua Desp  csp…………………………….5,25 ml

                        Persulfato de amonio 0,1g/l………..33 ul



TEMED…………………………………………3.3 ul

-Verter sobre el soporte y dejar polimerizar. Este volumen permite armar dos geles con espaciadores de 0.75mm.

-Preparación del gel de poro grueso (spacer) al 4 o 5%:



 Spacer gel buffer………………………..0,63 ml                                                                                                                       

      

 Acrylamida-Bis……………………………0,84 ml

     

 SDS 10%.........................................0,05 ml

                        Agua Desp  csp…………………………….3,50 ml

                        Persulfato de amonio 0,1g/l………..33 ul



TEMED…………………………………………3.3 ul

-Verter sobre el gel de poro fino. Colocar el peine correspondiente (que le dará forma a las canaletas) y dejar polimerizar.

-Preparación de la muestra proteica a separar:


Buffer de muestra……………………….1 parte


Mezcla proteica a separar.………….2 partes


Mezclar y hervir los antígenos 3 minutos en baño María (húmedo) o en baño seco.


-Sembrado de la muestra: Sacar el peine, retirar la varilla de abajo del soporte, colocarlo en la cuba electroforética y sembrar. Correr a voltaje constante ente 100 – 200 V hasta que el frente de corrida avance unos 15 cm.

Transferencia electroforética

-Sacar el gel y sumergirlo 30 min en buffer de transferencia junto a la membrana de NC, papeles de filtro y esponjas de fibra. Armar el dispositivo de transferencia de la siguiente forma:

(+) soporte/ esponja de fibra/ papel de filtro/NC/ gel/ papel de filtro/ esponja de fibra/soporte (-)

-Transferir durante 1 hora a 100 V.

Una vez terminada la transferencia colocar la membrana de NC en un recipiente conteniendo Rojo Ponceau 0,1 en Ácido Acético al 1% hasta ver la aparición de las bandas proteicas.

Luego de identificar la banda proteica de interés en comparación con los marcadores de peso molecular pre teñidos se procede a lavar la membrana observando la desaparición del color rojo.

De esta forma la Membrana de NC queda lista para proceder a  la identificación inmunológica de la banda proteica de interés, asegurándonos la transferencia correcta de la misma.
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