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GUIA PARA LA PRE§ENTACION ESCRITA DE LOS RESULTADPS OBTENIDOS EM
LOS TRABAJOS PRACTICOS.

La comunicacion en forma escrita de los resultados de una experimentacion es una via
importante en la construccion y transmision del conocimiento cientifico.
En Quimica Biologica I, la comunicacion de los resultados de los experimentos realizados en un
Trabajo Practico se hard mediante la elaboracion de un Informe.
El informe del trabajo practico deberd constar de las cuatro secciones que tradicionalmente
conforman un Trabajo cientifico. Estas son:

e Introduccion
Materiales y Métodos
Resultados

e Discusion.
Esto se diferencia en algunas oportunidades de algunas publicaciones cientificas, en las cuales
suelen presentarse algunas otras secciones como por ejemplo, el Resumen y la Bibliografia; o
pueden unificarse algunas secciones como por ejemplo los Resultados con la Discusion.

En términos generales un trabajo cientifico y/o un Informe debe contar qué actividades se
realizaron para conocer alguin aspecto del tema en cuestion, qué resultados se obtuvieron y a qué
conclusiones se llegaron.

La manera de comunicar esta investigacion debe hacerse de forma tal que otro investigador
pueda, a través del documento escrito, reproducir dicha experiencia. Generalmente la redaccion
se hace en pasado y de forma impersonal. (ejemplo: se debe decir: “...se cortaron tres hojas por
planta, se pesaron y se homogenizaron en...” y no se debe decir: “... corto tres hojas, las peso y
las homogenizo en..”)

A continuacion se describen los contenidos que no deben faltar en cada una de las secciones.
Introduccion

-Debe incluir el conocimiento previo del tema, se refiere a toda aquella informacién directamente
relacionada al tema surgida de investigaciones previas que ya se encuentra documentada en
bibliografia.

-Planteo del problema general a investigar

-Planteo del objetivo, éste puede enunciarse como objetivo general y puede ser discriminado
también, en objetivos particulares. El objetivo puede estar planteado alternativamente en forma
de Hipotesis.

Materiales y Métodos

Debe informar como se realizo la experimentacion y de esta forma, permitir evaluar la validez de
los resultados obtenidos. Para ello se debe describir:

- Material utilizado: bioldgico, quimico, equipamiento, etc, indicando siempre las cantidades.

- Métodos: esta seccion incluye los protocolos de los experimentos realizados, debe ser conciso
y preciso para que no surjan ambigliedades en los procedimientos y los mismos puedan ser
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repetidos por el lector. Si la técnica realizada es exactamente igual a alguna ya publicada se
puede citar dicha publicacidn y no describirla nuevamente.

En un informe de QBI se puede evitar describir algunos protocolos citando la Guia de Trabajos
Préacticos.

Resultados

Los resultados experimentales obtenidos se deben presentar en forma de tablas o figuras, y texto.
Deben presentarse en un orden que siga una linea de razonamiento coherente. Los resultados
deben mostrarse de la manera mas clara posible (se muestran una sola vez y de una Gnica manera
o tabla o figura) y esta forma debe incluir el titulo (el cual debe sr explicativo) y referencias de
los ejes, filas columnas, etc, de forma tal que la figura o tabla se entienda por si misma. También
puede contener una referencia general de la figura la cual informe de otros datos necesarios para
la comprensién de la misma. En el texto se debe incluir el objetivo particular del experimento
(no confundir con el objetivo general del trabajo) y no se debe incluir toda la informacién de la
figura o tabla sino solo la més relevante y de la cual se puedan extraer las conclusiones de ese
experimento. Ejemplo: “...Con el fin de estimar el punto isoeléctrico de la hemoglobina se
sometio a la misma a dos cromatografia de intercambio anicénico, una a pH 4 (figura 1) y otra a
pH 8 (figura 2). Los resultados mostrados en la figura 1 indican que la hemoglobina eluyé en la
lavado de la columna. Por lo tanto se puede concluir que la misma se encuentra cargada
positivamente a pH 4. Por otro lado, en la figura 2...”

Discusién

En esta seccion se debe explicar el significado de los resultados poniéndolos en el contexto del
conocimiento existente. Esto significa que se deben comparar los resultados obtenidos en la
propia experimentacion con los obtenidos por investigaciones previas. Ademas es importante que
el autor sugiera explicaciones que vayan mas alla del resultado concreto, es decir que proponga y
justifique posibles conclusiones que se desprendan de los resultados obtenidos. Ejemplo: si el
resultado obtenido muestra que la cantidad de glucégeno hepatico disminuy6 en un porcentaje
mayor que las proteinas hepéaticas en un ratén a 20 horas de ayuno; entonces el autor puede
proponer en la discusion que el glucogeno seria la principal fuente de energia utilizada por el
higado frente a un estrés por ayuno. El planteo de las proposiciones o sugerencias realizadas
suele redactarse en un tiempo condicional y no en presente como una aseveracion absoluta.
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Formulario a completar por los alumnos para la realizacién de los trabajos practicos de
laboratorio:

(o N declaro haber leido y aceptado las
normas de trabajo en el laboratorio de trabajos practicos.

Fechay Lugar: Firmay DNI
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TRABAJO PRACTICON°1

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Objetivos: * Conocer métodos de extraccion de proteinas de diferentes tejidos.
* Analizar y comparar distintos métodos de cuantificacion de proteinas.

Materiales:

-Higados de raton (de ratones normal y ayunado)

- Germen de trigo

- Buffer A: Tris-HCI 100 mM pH 7,5

- muselina.

- Minipimer

-Homogenizador por dispersion IKA T10

- Reactivo de pBiuret: 1,3 g de SO,Cu 5H,0 en 100 ml de H,O + 173 gr de citrato trisodico y
100 g Na,COg3 (disolver en agua con calor). Llevar todo a 1litro.

- NaOH 3%

- Reactivo de Bradford 100 mg de Coomasie Brillant Blue G-250 en 50 ml de etanol 95 %
(disolver bien). Agregar 100ml de PO4H3 y llevar a 1litro.

- Solucion Patron de seroalbumina bovina (BSA) 10 mg/ml en H,0.

Primer dia:
Preparacion de homogenatos
a) germen de trigo
b) higado de ratén normal
c) higado de raton ayunado
Pesar 10 g de germen de trigo.
Homogeneizar en 5 volimenes de buffer A
(minipimer 5 pulsos de 15 segundos)
(Mantener en hielo)
Filtrar crn muselina

Centrifugar 15 min. a 8000 rpm a 4°C

Conservar el sobrenadante
(Medir el volumen y conservar a -20°C)

El sobrenadante se denomina “Extracto crudo Germen de trigo (EC GT)”.
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b)

Matar el raton por dislocacion cervical.
Extraer el higado y colocarlo en un recipiente con buffer A. Limpiarlo.

Pesar higado de raton

Homogeneizar en 2 volumenes de buffer A
(Homogenizador por dispersion )
(Mantener en hielo)

Centrifugar 15 min. a 12000 rpm 4°C

Conservar el sobrenadante
(Medir el volumen y conservar a -20°C)
El sobrenadante se denomina “Extracto crudo Higado de Raton Normal (EC HR N)”

c)
Idem procedimiento b)
El sobrenadante se denomina “Extracto crudo Higado de Raton Ayunado (EC HR Ay)”

NOTA: En todos los casos los homogenatos se guardaran alicuotados, para ser usados en
posteriores trabajos practicos.
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Segundo dia

Cada grupo cuantificara proteinas por dos métodos colorimétricos

Método de pBiuret:
Tubo H,O BSA Muestra NaOH 3% Reactivo
(eppendorf) (ul) 10 mg/ml

(ul) (1) (uh) (nh)
B 600 -- -- 2400 150
1 580 20 -- 2400 150
2 570 30 -- 2400 150
3 540 60 -- 2400 150
4 480 120 -- 2400 150
5 360 240 - 2400 150
6 EC GT 540 -- 60 2400 150
7ECGT 540 -- 60(1/10) 2400 150
8EC GT 540 -- 60(1/20) 2400 150
9 ECHRN 540 -- 60 2400 150
10ECHRN 540 -- 60(1/10) 2400 150
11ECHRN 540 -- 60(1/100) 2400 150
9 ECHR Ay 540 -- 60 2400 150
10 EC HR Ay 540 -- 60(1/10) 2400 150
11 EC HR Ay 540 -- 60(1/100) 2400 150

Incubar durante 15 min. a temperatura ambiente. Leer Abs. A 330 nm.

Método de Bradford

Tubo H,O BSA 10 mg/mi Muestra Reactivo
(ul) (1:100)
() (u) (ml)
B 300 -- -- 3
1 250 50 -- 3
2 200 100 -- 3
3 150 150 -- 3
4 100 200 -- 3
5 -- 300 -- 3
6 ECGT 250 -- 50 3
7ECGT 250 -- 50 (1/100) 3
8EC GT 250 -- 50 (1/200) 3
9 ECHRN 250 -- 50 3
10ECHRN 250 -- 50 (1/100) 3
11ECHRN 250 -- 50 (1/500) 3
9 ECHR Ay 250 -- 50 3
10 EC HR Ay 250 -- 50 (1/100) 3
11 EC HR Ay 250 -- 50 (1/500) 3
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Mezclar bien y leer abs. A 595 nm.

Resultados:
Construya la curva estandar (en papel milimetrado) y complete la tabla para cada uno de los
homogenatos.

Método Vol. Homg Conc. de Proteinas

(mg/ml) (mg/qg tejido)

uBiuret EC

Bradford EC

Cuestionario (sea breve)

1) ¢Qué importancia tiene el tipo de buffer y la velocidad de centrifugacion en la extraccion de
proteinas?

2) ¢Existen diferencias en los valores de concentracion de proteinas obtenidos con los distintos
métodos de cuantificacion? Justifique.

3) Se desea determinar la concentracion de proteinas de una muestra utilizando la curva estandar
(método colorimétrico X) que se muestra a continuacion:

1.6~

1.4 1 -

1.0 /:/./
0.8 -

0.6 n

0.4 -

Absorancia 520 nm

0.2 1 L]

0.0 T T T T T T T 1
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mg

Utilizando el mismo método colorimétrico se determina que 100 pl de la muestra dan una
absorbancia de 1,2 (restado el blanco).

Conteste si las siguientes afirmaciones son verdaderas o falsas. Justifique cada una de ellas.

a) Se puede determinar la concentracion de proteinas de la muestra diluyendo la reaccion
colorimétrica a la mitad para obtener una absorbancia de 0,6, valor que se encuentra en la zona
lineal de la curva.

b) Se puede determinar la concentracion de proteinas de la muestra repitiendo la colorimetria con
un volumen, por ejemplo 20 pl.

c) Se puede determinar la concentracion de proteinas de la muestra repitiendo la colorimetria con
100 pl de la muestra diluida por ejemplo 1/5.

d) Se puede determinar la concentracion de proteinas de la muestra prolongando la curva
estandar hasta 1,2 por la linea de puntos indicada en el gréfico.
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TRABAJO PRACTICO N° 2: CROMATOGRAFIA

Objetivos:

Conocer e interpretar los principios de separacion de cromatografias en columna de
filtracion en gel y de intercambio ionico.
Purificar parcialmente la fosfatasa &cida de germen de trigo.

Materiales disponibles:

Columna de filtracion en gel Sephadex G-25 (rango de separacién 1000 -5000 Da).
Columna DEAE-celulosa (DE-52)

Solucién de azul dextrano (PM: 2000000 Da, 5 mg/ml) y Cloruro de Cobalto (237.93
g/mol (hexahidrato), 10 mg/ml)

Extracto de germen de trigo obtenidoenel TP N°1

Buffer A: Tris-HCI 50 mM pH 8

Buffer B: NaCl 0.5 M en buffer A.

Buffer C: Acetato de Na 50 mM pH 4.

Buffer D: Acetato de Na 50 mM pH 4 + 0.5 M NaCl.

Buffer acetato de sodio 0.2 M pH 5

Sustrato de la fosfatasa acida: para-nitro fenol fosfato (oNPP) 25 mM

KOHO0,1 N

Tubos de ensayo, placas de ELISA

Preparacion de las columnas:

Antes de comenzar el TP se debera equilibrar la columna en buffer y regular el flujo de la misma
hasta alcanzar 1 ml/min aproximadamente.
Buffer A para filtracion en gel, buffers A y C para los intercambiadores ionicos
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Columna

Fracciones

ACTIVIDADES

1) Cromatoqgrafia de intercambio idnico

Purificacion parcial de Fosfatasa acida

Sembrar 0.2 ml de solucion de extracto de germen de trigo en la columna DEAE-celulosa
equilibrada en el buffer A o C. Lavar con 15 ml de buffer A y eluir con 15 ml de buffer B o D,
segun corresponda. Colectar fracciones de 1.5 ml. Medir absorbancia a 280 nm de todos los

tubos. Determinar en cada fraccion la presencia o ausencia de actividad de fosfatasa acida en los
tubos pares.

Determinacion de la actividad de fosfatasa acida

Reaccidn enzimdtica de la fosfatasa dcida

PNPP + Enzima------- pNP (Incoloro)
pNP +KOH  (Amarillo)

ENZ
OoN @— O-POgH ———> PO4H2" +OoN @-OH

H+
pNPP
+ KOH

PNP (amarillo intenso)
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-Determinar en las fracciones recogidas si tiene (+) o no (-) actividad enzimatica. Proceder como
sigue:
En una placa de ELISA colocar en cada pocillo:

20 pl de la fraccion (fraccion por medio) + 20 ul de buffer acetato pH 5 + 20 ul de pNPP (diluido
1/5)

-Incubar a 37 °C durante 30-45 min. Una vez finalizado el tiempo de incubacion agregar a cada
posillo: 140 ul de KOH 0.1 N.

Anotar el resultado: Reaccion (+): amarillo intenso. Reaccién (-): incolora o amarillo suave.
Realizar un “pool” reuniendo los tubos correspondientes a las fracciones en los que se detecto
actividad de fosfatasa acida y conservarlos a -20 °C.

Nota: el pNPP agregado esta previamente diluido 1/5. Antes de incubar a temperatura indicada,
asegurarse que los volimenes se hallan mezclado bien en cada pocillo. Respetar el orden de
adicion de los reactivos segun la reaccion.

Resultados:

-Graficar Abs. 280 nm versus volumen de lo obtenido en cada grupo. En el mismo grafico
indique la actividad de la fosfatasa acida. Indicar el lavado y la elusion.

Cuestionario:

1. ¢Qué sucede cuando se agrega el buffer B o D?

2. Analice los resultados obtenidos para las proteinas del extracto de germen de trigo y
particularmente para la fosfatasa acida respecto de las condiciones experimentales
utilizadas. Si tuviera que repetir el protocolo ensayado ¢qué modificaciones introduciria?.

3. ¢(De qué modo puede mejorar la elusion de las proteinas retenidas en la matriz?
Fundamente.

2) Cromatografia de filtracion en gel

1- Sembrar 0,2 ml de solucion de azul dextrano y cloruro de cobalto en la columna de
filtracion en gel G25. Calcular el volumen de matriz.

2- Eluir con buffer A, registrando visualmente el avance del color de las muestras
sembradas.

3- Registrar el volumen en que eluye el azul dextrano (Vo)

4- Registrar el volumen en que eluye el cloruro de cobalto (\Vt), comparar con el volumen
calculado para la matriz.

Estimacion del PM de un compuesto por cromatografia de filtracion en gel
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-Confeccion de la curva de calibracion de la columna con estandares de Peso Molecular:

Una mezcla de azul dextrano (PM 2.000.000) y cloruro de cobalto se cromatografiaron en
la matriz de filtracion G-75 (rango de separacion 3.000-80.000) en gel y los compuestos
eluyeron a los 9,5 ml y 27 ml respectivamente.

En un ensayo similar al realizado con azul dextrano y cloruro de cobalto se sembré en la
misma columna una mezcla de 0.2 ml de Lisozima (PM 14.000 Da) y 0,2 ml de BSA (PM
66.000 Da). Los volimenes registrados para los maximos de Abs a 280 nm fueron: 23 y 13 ml
respectivamente. En otra corrida posterior se sembraron 0.2 ml de ovoalbumina (PM 43.000 Da)
que eluyo a los 17 ml.

Kav= Volumen de elucién (proteinas estandares) - VO
Vt-Vo

Kav lisoz.=
Kav BSA=
Kav ovoal.=

Confeccione el grafico de calibracion Kav vs log PM
Estime el PM de una proteina cuyo volumen de elusion en G-75 es: Ve = 15 ml.

Cuestionario:

a) Explique brevemente las aplicaciones posibles de las columnas de filtracion en gel.

b) ¢Por qué se utiliza el azul dextrano para determinar el Vo y el cloruro de cobalto para el Vt?
Justifique.

c) En una filtracion en gel Sephadex G-50 (rango de separacion 1500-30000). ;Podria haberse
tomado como referencia la ovoalbumina para confeccionar la curva de calibracion de la
columna? Justifique.

d) ¢Por que se realiza el calculo del Kav en lugar de emplear directamente el volumen de
elusion?

e) Dibuje el perfil que se obtendria al cromatografiar en una columna de rango 500-30.000, la
mezcla de compuestos utilizadas en el punto b. Indique Vo, V; y el/llos componentes de cada
pico.
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TRABAJO PRACTICO N° 3

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS y WESTERN BLOT

Objetivos

Fraccionar y analizar el comportamiento electroforético de las mezclas de proteinas extraidas en
el primer y segundo TP

Identificar la presencia de proteinas especificas en las muestras analizadas mediante la deteccion
con anticuerpos.

Materiales

Homogenatos de germen de trigo y de higado de ratén.

Geles de poliacrilamida (12%) con SDS

Buffer de muestra: (SB) glicerol, beta-mercaptoetanol, bromofenol blue, SDS, buffer Tris-HCI
0,2MpH 6,8

Buffer se corrida: Tris HCI, glicina, SDS. pH 8,8

Solucién de tincion: Coomasie Blue, metanol, &cido acético

Destaining: metanol, &cido acético

Cuba de electroforesis, vidrios, separadores, peines, fuentes de poder

Solucidn de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glycina, 20% v/v metanol, pH 8.3)
Membrana de nitrocelulosa, Papel de filtro

Semy-dry transfer BIORAD

Soluciones de blogueo (3% de leche descremada en PBS) y lavados (PBS, PBS 0.1% Tween 20)
Anticuerpo primario Anti-ubiquitina (preparado en conejos) en solucion

Anticuerpo secundario unido a fosfatasa alcalina anti-Inmunoglobulinas de conejo

Reactivos de revelado de western blot (NBT, BCIP)

Métodos

Electroforesis
1- Preparacion del gel (a cargo de la catedra)

Acrilamida 30/08% 1,3 ml
a) Gel de separacion 12 % H20 6,1 ml
0,5M TrisHCI pH6,8 2,5ml
Acrilamida-bis 30/08% 4ml SDS 10% 100 ul
H20 3.5ml TEMED 5ul
1.5M Tris-HCI pH8.8 2.5 ml APS 10 % 50 ul
SDS 10% 100 ul
TEMED 5ul
APS 10 % 50ul

b) Gel de concentraciéon
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Agregar inmediatamente sobre el gel de separacion y colocar el peine. Una vez que gelifique
montar el gel en la cuba y agregar el buffer de corrida.

2- Preparacion de las muestras

En cada gel se sembraran muestras provenientes del homogenato de higado y de germen de trigo
(préctico de extraccion de proteinas). En este ultimo caso, se sembrara ademas la fraccion de las
columnas de intercambio i6nico que presentaron actividad de fosfatasa acida (practico de
cromatografia).

Calles del gel:

1) Marcador de peso molecular (7 ul)

2) Homogenato de germen de trigo (20 pl del
homogenato puro + 5 ul de Sample Buffer)

3) Dilucion 1/5 del homogenato de germen de trigo
(20 pl de la dilucién 1/5 del homogenato + 5 pl de Sample Buffer)

4) Dilucion 1/20 del homogenato de germen de trigo
(20 pl de la dilucién 1/20 del homogenato + 5 ul de Sample Buffer)

5) Fracciones con actividad de fosfatasa acida (30 pl
de la fraccion + 7,5 de Sample Buffer)

6) Homogenato de higado (20 ul del homogenato
puro + 5 pl de Sample Buffer)

7) Dilucion 1/5 del homogenato de germen de
higado (20 ul de la dilucion 1/5 del homogenato + 5 pl de Sample Buffer)

8) Dilucion 1/20 del homogenato de higado (20 pl de

la dilucion 1/20 del homogenato + 5 pl de Sample Buffer)

Antes de sembrar las muestras, calentar las mismas durante 3 minutos a 100 °C.

3- Condiciones de corriday tincién

Una vez sembradas las muestras realizar la corrida electroforética a 20 mA constantes por cada
gel hasta que el frente (bromofenol blue) llegue hasta 5 mm del borde inferior del gel. Finalizada
la corrida desmontar el gel y sumergirlo en la solucion de tincién por aprox. una hora y luego
cambiarlo a la solucion de destefiido (destaining).

Western blot
(Sera realizado por la Catedra y se mostraran los resultados a los alumnos en el TP)

La técnica de inmunotransferencia (immunoblotting o Western blot) es un sistema rapido y muy
sensible para la deteccidn y caracterizacidn de proteinas que se basa en la especificidad de
reconocimiento entre antigeno y anticuerpo. Implica la separacion de los polipeptidos de una
mezcla compleja por electroforesis por el sistema SDS-PAGE y una transferencia cuantitativa e
irreversible a una membrana de nitrocelulosa o0 PVDF. Trabajar con las proteinas fijadas sobre
una membrana tiene ventajas sobre el emplearlas dentro del propio gel: Son més rapidas de tefiir
y destefiir, se reduce el consumo de reactivos y anticuerpos, se detectan cantidades menores de
proteinas pues se concentran en la superficie y no se diluyen en todo el espesor del gel, el 'blot'
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es un registro conveniente y comodo de manipular del gel, las membranas son mucho mas faciles
de manipular que el propio gel.

Todo procedimiento de 'blotting' consta de 5 etapas:

« Inmovilizacion de proteinas sobre la membrana ya sea mediante transferencia
(electroforetica, aspiracion, presion) o mediante aplicacion directa.

 Saturacién de todos los lugares de union de proteinas de la membrana no ocupados para
evitar la union no especifica de anticuerpos, que son proteinas (bloqueo)

 Incubacion del 'blot' con anticuerpo primarios contra la/s proteina/s de interés.

» Incubacion del 'blot’ con anticuerpos secundarios, o reactivos que actdan de ligando del
anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.

« Las bandas de proteinas marcadas con enzimas se hacen visibles por incubacion con los
sustratos apropiados para formar productos coloreados insolubles en el lugar donde se
encuentran las bandas de proteina.

Habitualmente se emplean ademas técnicas de tincion de proteinas sobre la membrana recién
transferida, antes de ser bloqueada, como control de la transferencia. Estas tinciones, como el
Ponceau S son reversibles, y pueden ser lavadas para la posterior incubacién con anticuerpos.

Se utilizara un gel en el que se encuentran sembradas muestras similares a las utilizadas por los
alumnos (Germen de trigo, higado de raton normal, higado de raton ayunado).

El gel se retirara del cassette y se colocara de manera armar un sandwich con la membrana de
nitro celulosa y los papeles de filtro (previamente equilibrados en el buffer de transferencia) en el
siguiente orden:

papel filtro/membrana/gel/papel filtro

el sandwich armado se coloca en el SemiDry transfer Blot y se lo embebe en buffer de
transferencia. La superficie donde se coloca el sdndwich (anodo) y la superficie de la tapa que
aplasta al sandwich (catodo) son los electrodos del sistema de electrotransferencia. Se coloca la
tapa del SemiDry transfer Blot, se conecta a la fuente de poder y se setean las condiciones de
tiempo y voltaje de transferencia (30- 60 minutos, 10V constante)

Una vez terminado el tiempo de transferencia, se desconecta de la fuente de poder, se desarma el
transblot y se recupera del sdndwich la membrana transferida y el gel. La membrana se coloca en
solucion de bloqueo por 30 minutos. La membrana puede ser tefiida para chequear la efectividad
de la transferencia.

Una vez bloqueada la membrana puede ser utilizada en los pasos de incubacion con la solucién
conteniendo el anticuerpo primario y posteriormente el anticuerpo secundario. Luego de las
incubaciones con los anticuerpos primario y secundario se deben realizar pasos de lavado. Tanto
las incubaciones como los lavados se realizan en agitacion constante. Las condiciones de
incubacion (tiempo y temperatura) en general son optimizadas para cada anticuerpo.

Incubaciones:
Anticuerpo primario (ON 4°C)
Lavados (3x10 min TA)
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Anticuerpo secundario unido a PA (2 hs TA)

Lavados (3x10 min TA)

Revelado. Incubacion en Solucién revelado hasta que desarrolle color. La reaccion se detiene
con una solucion que altera el pH, desfavoreciendo la actividad de la PA.

El anticuerpo secundario utilizado esta ligado a una fosfatasa alcalina (PA). Durante la
incubacidn, el anticuerpo secundario es capaz de unirse al anticuerpo primario. Posteriormente,
en el revelado se realiza una reaccion que genera un producto coloreado que precipita sobre la
membrana, revelando asi la posicién de la proteina de interés. Uno de los sustratos
colorimétricos mas usados de la fosfatasa alcalina es el Bromocloroindolil fosfato / nitroblue
tetrazolium (BCIP/NBT). Forma un precipitado azul-parpura- Es el resultado de la
desfosforilacion y posterior oxidacién de BCIP a indigo, acoplada a la reaccion de NBT a
diformazon. La reaccion es progresiva lo que facilita el control de la misma ajustando el tiempo
de desarrollo.

Informe: Realizar un informe conteniendo solamente resultados y discusion del TP. Para ello
incluya en el texto las respuestas (sin discriminar por nimero) del siguiente cuestionario guia.

Cuestionario guia:

1- Describa los resultados obtenidos en el gel de manera cuanti y cualitativa. Haga
referencia a la Figura (fotografia del gel, confeccionar titulo y leyenda).

2- ¢Describa en particular algunas de las diferencias halladas entre el patron de
proteinas de higado y de germen de trigo

3- Analice los resultados obtenidos para las proteinas vegetales de manera conjunta
con los obtenidos en el TP de cromatografia. Podria inferir algin resultado acerca
del PM de las proteinas con actividad de FA?
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TRABAJO PRACTICO N* 4: CINETICA ENZIMATICA

Introduccion:

A temperaturas fisiolégicas pocas o casi ninguna de las reacciones del metabolismo
intermediario podrian ocurrir a una velocidad suficiente como para permitir el mantenimiento y
crecimiento celular. Para que las moléculas reaccionen es necesario entregarles cierta energia
adicional, llamada energia de activacion (Ea). Una manera de incrementar la velocidad de
reaccion es disminuyendo la Ea. Las enzimas son catalizadores biologicos que selectivamente
disminuyen la Ea de reacciones quimicas vitales.

El paso esencial en el estudio de una enzima es seguir la variacion en el tiempo de la
concentracion de un reactivo (sustrato) o de un producto (medida de la velocidad). Los métodos
analiticos que se usan dependen de la naturaleza de los sustratos y productos.

Meétodos directos: En las reacciones biologicas existen frecuentemente diferencias
espectrofotométricas medibles entre reactivos y productos por lo que pueden detectarse por este
medio variaciones en la concentracion de uno de ellos sin que el otro interfiera.

Métodos indirectos: Cuando el reactivo o el producto no absorben ni emiten luz se los puede
hacer reaccionar con otra molécula tal que el producto sea espectrofotométricamente o
fluorométricamente activo. Para cuantificar fluorescencia se mide la emision de luz por
moléculas excitadas.

Métodos de titulacion: En muchas reacciones enzimaticas se consumen o liberan protones, por
lo tanto, un procedimiento general para seguir el transcurso de una reaccion quimica es medir la
cantidad de acido o de base requerida para mantener constante el pH.

Todas estas mediciones se pueden hacer en forma continua o discontinua en el tiempo. En este
altimo caso, se toman alicuotas a distintos tiempos y se detiene rapidamente la reaccion por
inactivacion de la enzima en condiciones que no alteren las concentraciones de sustrato y
producto.

Objetivos:

1) Verificar experimentalmente algunas propiedades de las reacciones enzimaticas
2) Adquirir nociones de trabajo en enzimologia

Reactivos:

- Homogenato GT con actividad de fosfatasa acida: El extracto enzimatico se obtuvo en el TP1
de la siguiente manera: 10 g de germen de trigo se homogeneizaron en 50 ml de buffer Tris-HCI
100 mM pH 7,5 (en Minipimer). El homogenato se filtr6 con muselina y se centrifugo a 8.000 g
durante 10 minutos, descartando luego el precipitado. Se realiz6 una segunda centrifugacion a
12.000g por 10 minutos y se conserva a - 20 °C.

-Buffer acetato 0,2 M pH 5,0-KOH 0,1 M

-pNPP 25 mM en acetato 0,2 M pH 5

-pNP 0.24 mM en KOH 0.1 N

-fosfato de sodio (NaH,PO,) 100 mM pH 5,0
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PLAN DE TRABAJO

1° Dia:
- Confeccidn de la curva de calibracion para la deteccion espectrofotométrica del producto.
- Realizacion de curvas de tiempo para distintas concentraciones de enzima.

Curva de Calibracién

Tubo n° 0,24 mM pNP en OH H.O 0,1 N KOH

(ml) (ml) (ml)

1 - 3 3

2 0,1 3 2,9

3 0,25 3 2,75

4 0,5 3 2,5

5 1 3 2

6 1,5 3 15

7 2 3 1

Mezclar bien y leer absorbancia a 410 nm. Graficar la curva de calibracion.
Curvas de tiempo

Se determinara la dilucion adecuada de la preparacion enzimatica que permita obtener liberacion
de pNP en forma lineal con el tiempo. Se ensayaran 4 tiempos (0, 10, 20 y 30 minutos) de
reaccion para las 3 concentraciones distintas de extracto enzimatico.

Importante: Antes de largar las reacciones, tener preparados 16 tubos con 3 ml de KOH (0,1 N)
+ 2,5 ml de H,O (debidamente rotulados).

La reaccion se realizar, en cada tubo, de la siguiente manera:

- colocar el tubo con los reactivos en bafio a 37 °C y esperar unos minutos

- iniciar la reaccion con el agregado del extracto (a cada tubo la cantidad correspondiente)

- a los tiempos fijados (0, 10, 20 y 30 min) tomar 0,5 ml de la mezcla de incubacion (tubos 1-4) y
transferirlos a un tubo con KOH.

- medir A410 nm.

Tubo n°® Enzima buffer acetato pNPP 25 mM  H,0

(ml) 0,2 M (ml) (ml) (ml)
Agregar al
final
1 0 1,1 0,2 1,7
2 0,1 1,1 0,2 1,6
3 0,3 1,1 0,2 1,4
4 0,9 1,1 0,2 0,8

#Nota: consultar la dilucion de la enzima.
Dilucién de enzima a utilizar; 1/10
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Resultados

e Confeccionar la curva de calibracion

e Calcular la masa de pNP formada en cada reaccién_(ojo a las diluciones!!)

e Determinar las condiciones de reaccion de cada ensayo: concentracion de sustrato, de buffer y
dilucion de la enzima.

e Graficar el producto formado en funcién de la dilucion de enzima para cada tiempo.

e Determinar la dilucion de enzima adecuada para obtener formacion de producto en forma
lineal con el tiempo.

29 Dia
- Determinacion de la actividad enzimatica a diferentes concentraciones de sustrato.
- Efecto del fosfato inorganico.

Determinacién de la actividad enzimatica a diferentes concentraciones de sustrato. Efecto del
fosfato inorganico.

El objetivo de esta parte del trabajo practico es estudiar el efecto de un inhibidor (fosfato
inorganico) sobre una actividad enzimatica dada, en este caso la fosfatasa acida de germen de
trigo.

La preparacion enzimatica diluida adecuadamente (segin se determind en la primera parte de
este trabajo practico) se incubara con distintas concentraciones de sustrato (0,5; 0,75; 1,5; 4y 8
mM de pNPP) ) (solucion madre 25 mM) en presencia Yy ausencia de fosfato de sodio 10 mM
(solucion madre 100 mM).

En base a estos datos confeccionar el correspondiente protocolo para el desarrollo del trabajo
practico. El volumen final sera de 3 ml.

Para cada concentracién de sustrato + fosfato se realizara una pequefia curva de tiempo (0, 10 y
20 min) manteniendo las mismas condiciones del ensayo anterior.

Los distintos grupos de cada turno trabajaran con todas las concentraciones de sustrato por
duplicado, realizando algunos grupos las mediciones en presencia de inhibidor y otros en
ausencia del mismo.

Una vez realizadas las reacciones y medida la Abs 410 calcular la masa de producto formada.

Resultados

Graficar las curvas de tiempo y en base a ellas, calcular la actividad (pumoles pNP
formados/min/ml de dilucion enzimatica) para cada concentracién de sustrato + fosfato. Con los
datos de los demas grupos, confeccionar un grafico de Lineweaver-Burk (v-1 = f ([S]-1)) y
determinar graficamente Km y VVm, en presencia y ausencia de fosfato inorganico.

Cuestionario

1- ¢Por qué se utilizaron distintas diluciones de extracto enzimatico para realizar las curvas de
tiempo?

2- Si con las tres diluciones enzimaticas ensayadas se obtiene formacion de producto en forma
lineal con el tiempo, ¢cuél de ellas utilizaria? ¢Por que?

3- ¢Cual es el efecto del fosfato inorganico en la reaccion catalizada por la fosfatasa? Es posible
calcular su Ki? Justifique.



