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PRESENTACION

La biologia celular es una disciplina que surge en los afios cincuen-
ta del siglo XX, cuando la célula se estudi6 incorporando métodos de
microscopia Optica y electrénica, citoquimicos, bioquimicos, electrofi-
sioldgicos, fisicoquimicos, cultivo de células in vitro y de biologia mo-
lecular. Estos estudios proporcionaron informacién sobre la estructura
celular, molecular y de cémo se llevan a cabo los procesos bioquimicos
que caracterizan la vida.

La biologia celular, como disciplina cientifica, contintia en desarro-
llo, incorporando el conocimiento que surge con las nuevas metodo-
logias —como las derivadas de la aplicacion de la biologia molecular:
el estudio del genoma, protéoma, metaboloma, etc.— con las cuales se
han descrito los mecanismos que permiten explicar la integracién de la
funcién y la regulacion de los procesos celulares.

Como la Biologia Celular es una experiencia educativa (EE) tedrico-
préctica, el criterio de seleccién de las practicas incluidas en este ma-
nual ha tomado como referencia el diseno curricular del MEIF actual,
centrado en el estudiante. Por lo tanto, ademas de buscar la habilita-
cién del estudiante de biologia en el manejo del equipo del laboratorio,
también incentiva a que, después de realizar una préctica prototipo, el
futuro bidlogo investigue los conceptos relacionados con el tema en la
literatura especializada y se pueda plantear problemas concretos, ade-
mas de que disefie su propia metodologia para generar informacién
y lleve a cabo la interpretacion de ésta. El objetivo es que el proceso
ensefianza-aprendizaje no sélo sea informativo sino también formati-
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vo y habilite a los estudiantes en la utilizacién de las técnicas actuales
de la biologia celular.

El orden de las practicas sigue, hasta donde es posible, la secuencia
del programa tedrico de la EE y, también, se ha considerado que con es-
tas practicas se pueda hacer la investigacion de las practicas de campo
0 extramuros.



Art. 1.

Art. 2.

Art. 3.

Art. 4.

Art. 5.

Art. 6.

Art. 7.

REGLAMENTO DEL LABORATORIO
DE BIOLOGIA CELULAR

Al inicio de la EE el maestro dard a conocer las medidas gene-
rales de seguridad del laboratorio y presentard el personal de
apoyo autorizado.

Durante la permanencia en el laboratorio es obligatorio el uso
de bata. Cuando se maneje material t6xico por contacto o biolé-
gico infeccioso se deberdn usar guantes y lentes de proteccion.
Durante la estancia en el laboratorio queda estrictamente prohi-
bido fumar, beber, comer, aplicarse cosméticos, el uso de celular
y aparatos de musica.

Esta prohibido sentarse en las mesas de trabajo y éstas deberan
conservarse limpias, secas y ordenadas.

Es obligacion del alumno traer el material requerido para rea-
lizar cada préctica, como: portaobjetos, cubreobjetos, pipetas
Pasteur, pinzas, etiquetas autoadheribles o cinta masking tape,
un marcador indeleble y un lienzo de algodén para mantener
limpia su 4rea de trabajo.

Es responsabilidad del alumno tener limpio y seco el material
que usara en la sesion de trabajo en el laboratorio, desde el inicio.
Es obligacién del alumno revisar y contar el material de cris-
talerfa, asi como cualquier otro que le sea prestado. Cualquier
anomalia presentada en el material o equipo debido al uso ne-
gligente (pérdida, rotura o descompostura), sera responsabili-
dad del alumno y debera ser repuesto.
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Art. 8. Es obligacion del alumno seguir todas las recomendaciones que
indique el profesor, técnico académico o quien coordine la prac-
tica correspondiente sobre el uso correcto de aparatos e instru-
mentos del laboratorio.

Art. 9. La(s) persona(s) que sea(n) sorprendida(s) haciendo mal uso de
los equipos, materiales, instalaciones, etc., serd(n) sancionada(s)
conforme a la falta cometida.

Art. 10. Cada alumno firmar4 este reglamento:

Yo matricula
, como alumno de la EE de Biologia Celular, he leido y es-
toy de acuerdo con respetar todos los articulos de este reglamento.

Seccion: Fecha:




PRACTICA 1 )
FUENTES DE INFORMACION

Objetivo

Que el alumno aprenda a buscar informacién especializada en biologia
celular utilizando los métodos de investigacion documental conven-
cionales o los medios electrénicos para revisar las bases de datos dis-
ponibles en internet.

Introduccion

La biologia celular es una de las disciplinas que generan gran cantidad
de informacién, misma que se publica en mas de 500 revistas cientifi-
cas, algunas especializadas en un drea en particular y otras, multidisci-
plinarias. Los avances de la biologia celular también son difundidos en
revistas de divulgacion cientifica.

Gran cantidad de informacién se puede obtener del Current Contens:
Life Sciences, publicacién semanal que compila toda la informacién pu-
blicada en las revistas con arbitraje de especialistas sobre los diversos
temas de las ciencias de la vida. En esta base de datos se puede obtener
el titulo, volumen, niimero, fecha e indice de los articulos publicados,
asi como el nombre y direccién de los autores. Sin embargo, el costo ele-
vado de las suscripciones y el nimero de revistas especializadas sobre
cada drea de conocimiento dificultan el acceso a este material impreso.
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No obstante, los adelantos de las vias de comunicacion electronica han
resuelto estas limitantes y la busqueda de informacién actualizada es efi-
ciente y competitiva, utilizando buscadores de informacién como Goo-
gle, AltaVista, PubMed, Science Direct, diferentes sitios en internet de
revistas electrénicas y bibliotecas electrénicas de acceso libre.

Material y equipo

Equipo de computo que tenga conexioén a internet y acceso a la Uni-
dad de Servicios Bibliotecarios y de Informacién (USBI)

Ejemplares del Current Contens: Life Science

Revistas cientificas de la biblioteca de la Facultad de Biologia
Revistas cientificas de la biblioteca de la USBI

Métodos
A. Manejo del Current Contens: Life Science

1. Busque en su ejemplar el indice de revistas y anote los nombres de
diez revistas relacionadas con la biologia celular. Registre el nombre
completo y la abreviatura correspondiente.

2. Busque en el indice de palabras el tema de biologia celular que se le
asignd, anotando la numeracion de las dos columnas que aparecen
en el registro. La columna de la izquierda le indica la pagina en la
cual se encuentra el titulo e indice de la revista; el nimero de la dere-
cha corresponde a la pagina de la revista en la que aparece el articulo
del tema que usted busca.

3. Haga un minimo de cinco citas bibliograficas para que se le revisen
y se le hagan los sefialamientos correspondientes.

4. De las citas encontradas, busque en el indice de autor y comente las
referencias que dan de él y para qué le sirven a usted.

5. Compare con los otros equipos las citas bibliograficas que encontro,
busque en las hemerotecas de la Facultad de Biologia, USBI e InEcol y
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reporte cuantas revistas encontré. Fotocopie por lo menos un articu-
lo relacionado con el tema que se le asigné de entre los que identificé
y localizé.

B. Biisqueda por via electrénica

1.

Utilizando buscadores de informacién en internet, como: Google,
Navegator, AltaVista, etc. Al solicitar la bisqueda de un tema en
particular, se desplegard en la pantalla un ntiimero grande de traba-
jos relacionados con el tema de interés.

. Seleccione aquellos que sean mds adecuados para su investigacion

y, si la pagina es de acceso libre, despliéguela e imprima el trabajo.
En caso de que sea un resumen y aparezcan los correos electrénicos
de los autores, solicite una copia en extenso del trabajo enviando un
correo electrénico.

. Busque cuando menos 10 péginas de internet que traten aspectos de

biologia celular.

. Ingrese a ScienceDirect.com e indique cudles revistas permiten el ac-

ceso al articulo completo.

. Si les es posible localizar la informacion, registre cudles son las poli-

ticas de la revista en cuanto al acceso a la informacién que manejan.

. Imprima tres trabajos de un tema que sea de su interés y que esté

relacionado con la biologia celular.

Investigacion extramuros

1.

Acuda a las hemerotecas locales: Facultad de Biologia, Instituto de
Ecologia, USBL, etc. y consulte ejemplares de Current Contents del 2002
a la fecha.

. Escoja un tema del programa de Biologia Celular y busque informa-

cién sobre éste o sobre el tema asignado. Si encuentra las revistas
realice las siguientes actividades:
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a.

b.
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Por equipo, fotocopie un minimo de cinco articulos de revistas
diferentes incluyendo dos articulos escritos en inglés.

Si no encuentra las revistas, solicitele al autor un sobretiro del
articulo de interés escribiéndole una misiva o correo electronico
en inglés.

3. Seleccione uno de los articulos obtenidos, comparelo con el articulo
que se le entregue en clase y conteste los siguientes puntos:

a.

b.

. (Qué ventajas tiene el método de consulta de Currents Contents

(Qué lenguaje utilizan el articulo que usted obtuvo y el articulo
que se le proporcioné en clase?
¢Cuaél de ellos es de comprension mas facil?, ;por qué?

sobre las consultas de bases de datos de internet?

. ¢Qué utilidad y ventaja tiene para usted saber buscar y con-

sultar la informacién relacionada con un tema en particular en
revistas cientificas locales y en internet?

. Investigue cudl es la diferencia entre una revista cientifica y una

revista de divulgacion cientifica.
Haga una lista de las revistas de divulgacion cientifica que us-
ted haya consultado.

. ¢(Qué ventajas y desventajas tiene manejar informacién de li-

bros y revistas cientificas con respecto a la informacién obteni-
da en paginas web de internet?



PRACTICA 2 )
EL ESTUDIO DE LA CELULA: MICROSCOPIO OPTICO

Objetivo

En relacién con las técnicas para la observacion de muestras y prepara-
ciones en el microscopio compuesto:

a) El alumno aprenderd a utilizar la iluminacién segtin Kéhler o luz
transmitida —campo claro y luz transmitida— contraste de fases

b) Aplicara técnicas de fijacién y tincién

c) Realizaré preparaciones temporales y permanentes

Introduccion

Sin el desarrollo y uso del microscopio en la observacién de microor-
ganismos y tejidos no habria surgido la Teorfa celular (Schleiden y
Schwann, Virchow, 1838-1855) y, muy probablemente, no habria ini-
ciado el estudio detallado de la célula. El microscopio es un instrumen-
to Optico y mecédnico que modula la energia luminosa y amplifica el
angulo de la visién humana permitiendo visualizar las células y algu-
nos de sus componentes que, por su tamafio pequefio (de 1 a 20 pm en
diametro), quedan fuera de la resolucién del ojo humano.

El microscopio compuesto (MC) de la figura 1 corresponde al mo-
delo Axiostar plus de la compariia Carl Zeiss, y es el equipo que usted
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usard en la practica. Es un microscopio de luz visible transmitida y de
campo claro. El sistema 6ptico proporciona imagenes amplificadas y
consta de tres juegos de lentes: oculares, objetivos y condensador.

Los objetivos representan la parte esencial del MC, en ellos se indican
los datos de aumento, apertura numérica (AN), la distancia fococroma-
tica y el grosor de los cubreobjetos que permite una buena observacién.
El microscopio Axiostar plus tiene cuatro objetivos: 5X/0.12, 10X/0.25,
40X/0.65 y 100X /1.25, que requiere utilizar aceite de inmersion.

Los lentes oculares con los que cuenta son: un ocular PL 10X/18 Br
fijo en el portaocular derecho y un ocular enfocable PL 10X/18 Br.foc en
ellado izquierdo. El ocular enfocable sirve para compensar la ametropia.

El tercer elemento 6ptico del microscopio es el condensador Abbe
0.9/1.25, el cual dirige los rayos procedentes de la fuente luminosa ha-
cia la preparacién en la parte enfocada por el objetivo.

1. Oculares
2. Tubo binocular
3. Estativo del microscopio
4. Tornillo para fijar el tubo
5. Regulador de intensidad de ilumi-
nacion
6. Interruptor prendido/apagado con
bombilla de control integrada
7. Botén de enfoque micrométrico
8. Botén de enfoque macrométrico
9. Mando coaxial para desplazar la
platina en direccién x
10. Mando coaxial para desplazar la
platina en direccién y
11. Diafragma de campo luminoso
12. Portacondensador
13. Palanca para regular diafragma de
apertura
14. Condensador
15. Tornillos para centrar el condensa-
dor
16. Platina con portaobjetos
17. Objetivo
18. Revolver portaobjetivos, 4 0 5

Figura 1. Partes del microscopio Axiostar plus
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Equipo

- Microscopio compuesto de campo claro
- Microscopio estereoscopico (de diseccion)

Colorantes

- Verde de metilo (solucion acuosa al 1%)
- Azul de metileno (solucién acuosa al 1%)
- Aceto orceina

Materiales

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Aguja de diseccion

- Pipeta Pasteur

- Vidrio de reloj

- Abatelenguas

- Epidermis y meristemo de cebolla
- Epitelio de mucosa oral

- Preparaciones fijas

Métodos

Componentes del microscopio dptico

17

1. Identifique cada una de las partes del microscopio sefialados en la

figura 1 con la explicacién del maestro.

2. Observe cuidadosamente los objetivos y anote las indicaciones gra-
badas en cada uno de ellos. Tenga claro qué dato indica el aumento,
cudl la apertura numérica (AN), la distancia focal y el tipo de cu-
breobjetos. Recuerde que la AN depende del indice de refraccién del
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medio y del seno del dangulo de la luz colectada por el lente del obje-
tivo (n seno del d&ngulo ©). La AN es un factor que permite calcular el
poder de resolucién del microscopio y depende de la amplitud del
cono de iluminacién que se forma entre la lente del condensador. Se
calcula aplicando la siguiente férmula:

0.61 A
Resolucién =

AN del objetivo + AN del condensador

3. Calcule la resolucién de cada uno de los objetivos de su microscopio
con la férmula anterior. El aumento ttil (eficaz) también se obtiene
multiplicando AN x 1000. Haga el célculo para cada uno de los obje-
tivos que tiene el MC con el que esta trabajando.

4. Ajuste la distancia entre los oculares de acuerdo con la distancia in-
terpupilar individual. La distancia interpupilar estd ajustada cuando
se ve s6lo una imagen circular durante la observacién por ambos
oculares. Para adaptar la altura de observacion individual desplace
suavemente los portaoculares hacia arriba o hacia abajo.

Hluminacion Kéhler

La microscopia de luz transmitida-campo claro es el método de mi-
croscopia Optica mas usual, ya que con su ayuda se pueden observar
sin complicaciones ni mayores esfuerzos las preparaciones bien con-
trastadas o previamente tefiidas.

Para obtener la resolucién 6ptima cuando se ilumina por completo
el campo visual es indispensable ajustar el condensador, el diafragma
de campo luminoso y el diafragma segtn el principio de Kohler para
ajustar la iluminacién. En este caso el cono luminoso que parte de la
fuente de iluminacién se adapta al cono de abertura del objetivo para
aprovechar la apertura numérica del sistema 6ptico y se evita la luz
innecesaria que se manifiesta como luz difusa perturbante. Para lograr
este tipo de iluminacién se siguen los siguientes pasos:
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d.

e.

f.

g.
h.

. Coloque en la platina una preparacion bien contrastada con el cu-

breobjetos hacia arriba.

. Gradte la luminosidad de la imagen con el regulador de intensidad

de iluminacién (parte 5 de la figura 1) en el estativo del microscopio.

. Desplace el condensador de Abbe hasta el tope superior con el botén

de mando y coloque en posicién central la palanca (parte 3 de la fi-
gura 2. De aqui en adelante identificar las partes del microscopio en
la figura 2) para regular el diafragma de apertura.

Con el anillo del revélver portaobjetivos (5) intercale el objetivo 10X
en la trayectoria de luz.

Mire en el tubo binocular por el ocular fijo (6) y enfoque nitidamente
la preparacién con el botén de enfoque micrométrico (1).

Gradte la nitidez de la imagen para el otro ojo con el anillo de enfo-
que del ocular enfocable.

Cierre el diafragma de campo luminoso (2) hasta el punto que se
pueda ver el campo visual (A) sin importar la nitidez.

Gradte el condensador con el botéon de mando del condensador (3)
hasta enfocar nitidamente el borde del diafragma del campo lumi-
noso (B).

Centre el diafragma con ambos tornillos de centraje (4) del conden-
sador (C) y luego dbralo hasta el punto que el borde desaparezca del
campo visual (D).

Regule el diafragma de apertura (contraste). Para esto retire el ocular
y mire. Graddte el diafragma de apertura (3) a 2/3-4/5 del didmetro
de pupila de salida del objetivo (E) con ayuda de la palanca (3). En la
mayoria de las aplicaciones este ajuste proporciona el mejor contras-
te con maxima resolucién y lo mejor para los ojos humanos. Coloque
de nuevo el ocular.

. Una vez que obtenga la iluminacién correcta, haga la preparacién de

las muestras que va a observar.
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1. Mando de enfoque

2. Diafragma del campo
luminoso

3. Palanca para regular el
diafragma de apertura

4. Tornillos para centrar

del condensador
5. Anillo moleteado del
revOlver portaobjetivos

6. Tubo binocular

Figura 2. Ajustes para luz transmitida-campo claro

[luminacioén para luz transmitida-contraste de fases

El contraste de fases es el método de microscopia ideal para examinar
preparados delgados y sin coloracién, tales como cultivos de células.
Con ayuda de los moduladores 6pticos “diafragma anular de fases y
anillo de fases”, asi como de los procedimientos de interferencia en la
formacién de la imagen intermedia, el método de contraste de fases
convierte las diferencias tenues de fases en diferencias de intensidad y
de colores que se pueden advertir con los ojos.

Como este sistema de iluminacién exige un grado alto de limpieza
es necesario limpiar los restos de grasa, consecuencia de la manipula-
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cién, del lente frontal del objetivo, de las superficies visibles del con-
densador, del cubreobjetos y de la superficie inferior del portaobjetos.

Los ajustes que se realizan al microscopio Axiostar plus para la ilu-

minacién por luz transmitida-contraste de fases son los siguientes:

a.
b.

Ajustar el microscopio para iluminacién de luz transmitida-campo claro.
Intercalar en el trayecto de los rayos de luz el objetivo de contraste
de fases, por ejemplo 40X/0.65 Ph2.

. Abrir el diafragma de campo visual (7 en figura 3) y el diafragma de

apertura.

. Introducir la corredera para contraste de fases en el condensador (8).

Cerciorarse de que tenga la misma inscripcién que el objetivo de
contraste de fases, por ejemplo Ph2. Adaptar la intensidad de la ilu-
minacion.

Centrar los diafragmas anulares (figura 4) quitando un ocular y po-
niendo en su lugar un dioptra (11) o un microscopio auxiliar (3). El
anillo de fases se enfoca nitidamente en el microscopio auxiliar regu-
lando con el anillo de enfoque (2) de la lente ocular (1).

De ser necesario, centrar el diafragma anular (figura 4/A), regular
los dos tornillos dispuestos para centar los diafragmas anulares (6)
con la llave angular hexagonal de macho SW 1.5

8. El contraste de fases total s6lo se obtiene cuando el anillo de fases oscu-

ro (en el objetivo) coincide exactamente con al diafragma anular claro
(en el condensador) en la trayectoria de los rayos de luz (fig. 4/B)

h. Quitar el dioptra o el microscopio auxiliar y colocar de nuevo el ocular.
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1. Lente ocular - microscopio auxiliar
2. Anillo moleteado - microscopio auxiliar
3. Microscopio auxiliar
4. Tubo binocular/fototubo
5. Llave angular de macho hexagonal SW 2
6. Tornillos para centrar diafragmas anulares
7. Diafragma de campo luminoso
8. Corredera para contraste de fases
9. Palanca para regular el diafragma de
apertura
10. Objetivo para contraste de fases
11. Dioptra

Figura 3. Luz transmitida-contraste Figura 4. Centraje del diafragma anular
de fases

Preparacion de muestras para observar al microscopio
I. Preparacion de epidermis y meristemo de cebolla

1. Cortar un fragmento de 1-3 mm de epidermis, coléquelo en un por-
taobjetos y cubra con verde de metilo. Deje tefiir durante 5 minutos.
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2. Enjuague con agua y coloque encima un cubreobjetos.

3. Colocar en la platina y observar al microscopio.

4. Corte un fragmento de 1 cm del meristemo en la parte apical de las
raices de cebolla (crecimiento celular).

5. Coloque en un vidrio de reloj y agregue unas gotas de aceto orceina
para tefiir durante 15 minutos.

6. Transfiera a un portaobjetos y haga cortes de 2-3 mm; ponga una
gota de Xilol, coloque encima un cubreobjetos y realice la dispersién
del tejido presionando con el dedo pulgar o la goma del 14piz hasta
obtener una mono capa. Observe al microscopio.

1. Preparacion de epitelios de mucosa oral

~

. Enjuague la boca tres veces con agua.

2. Con un abatelenguas, raspe suavemente la mucosa oral y haga un
frotis.

. Fije levemente a la flama y después con alcohol por 1 minuto.

4. Cubra con azul de metileno por 10 minutos; lave, seque al aire y ob-

serve al microscopio.

W

I. Analice las preparaciones que elabord. En caso de analizar prepa-
raciones sin tincién, se requiere de iluminacién de luz transmitida-
contraste de fases.

Investigacion extramuros

1. ;Qué necesita incorporar en el microscopio Axiostar plus para tener
un microscopio de contraste de fases? y, ;cudl es su funcién?
2. ;Cudles son las ventajas y las desventajas de la técnica de fijacién por
calor con respecto a la fijacién con sustancias quimicas?
3. Busque en la literatura qué fijadores se recomiendan para:
a. acidos nucleicos
b. proteinas
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c. lipidos
d. carbohidratos
4. ;Qué técnica es especifica para tefiir DNA?
5. ¢(Por qué no hizo el paso de fijacién previa en la preparacion que tifi6
con aceto orceina?



PRACTICA 3 ) )
DIVERSIDAD CELULAR: FORMA, TAMANO Y NUMERO

Objetivo

El alumno reconoceré la diversidad del organismo humano a nivel ce-
lular. Al mismo tiempo se habilitard en la medicién de los diferentes
tipos de células utilizando el micrometro. Ademés aprenderé el uso de
la cAmara de Neubauer para contar células.

Introduccion

Se reconoce que la biodiversidad actual tiene su origen a partir de un
ancestro celular comun que a través del proceso evolutivo se diversifi-
c6 en la variedad amplia que existe en la morfologia, tamafio y ntimero
de células que caracterizan a los diferentes integrantes de esta biodi-
versidad.

Estas mismas diferencia celulares pueden ser observadas en un
mismo organismo donde, a través de la adquisicién de rutas metab6-
licas propias (diferenciacién celular), se tiene una gran variedad de cé-
lulas con morfologia y funciones diferentes, aunque cada una de ellas
conserven el mismo genoma.

Las células tienen diferentes rangos de tamafio. Sin embargo, esta
medida se conserva mas o menos constante en un mismo tipo celular
y organismo. Esta caracteristica se ha tomado también como referencia

25
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para la clasificacién de los distintos tipos celulares. Los cambios en el
tamafio y niimero de células también han servido para correlacionar y
arrojar informacién en algunas patologias, para varios estudios de la
biologia y de otras ciencias.

Equipo

Microscopio compuesto de campo claro
Centrifuga clinica

Ocular micrométrico y rejilla micrométrica
Cémara de Neubauer

Reactivos

Solucién acuosa de azul de metileno al 1%

Solucién de Wright o colorante de Giemsa

Solucién isoténica de NaCl (0.85%)

Solucién para diluir leucocitos: acido acético al 3% y 1 gota de violeta
de genciana al 1%.

Materiales

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Jeringa desechable heparinizada

- Lampara de alcohol

- Aguja de diseccion

- Pipeta Pasteur

- Cajas Petri

- Vasos Koplin

- Tubos

- Pipetas de Thomas para eritrocitos y linfocitos
- Muestras de sangre y de semen
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Método

Siguiendo con cuidado las indicaciones, obtenga una muestra de san-
gre venosa por medio de puncién: ligue el brazo del donador arriba
del antebrazo, limpie la parte anterior del codo con una torunda hu-
medecida con alcohol. Cuando la vena se haga visible, unos minutos
después de colocar la ligacién, introduzca la aguja y jale el émbolo de
la jeringa para obtener 4 mL de sangre. Con cuidado, vacie la sangre
en un tubo de 5 mL que contenga anticoagulante. Tape con el tapén de
corcho o caucho.

A. Preparacion de frotis de sangre

1. Agite suavemente el tubo con la sangre. Destape y, con ayuda de la
pipeta Pasteur, tome una gota de sangre y pongala en el extremo de
un portaobjetos limpio.

2. Coloque otro portaobjetos sobre la gota de sangre permitiendo que
ésta se extienda por capilaridad a todo lo ancho del extremo del por-
taobjetos colocado en angulo. Extienda suavemente y sin detenerse
hacia el otro extremo. El frotis debe quedar traslticido (monocapa de
células).

3. Seque el frotis al aire y fije ligeramente a la flama de la ldmpara de
alcohol.

4. Fije con alcohol metilico por 1-2 minutos y tifia con colorante de
Giemsa. Si utiliza colorante de Wright no necesita fijar, ya que este
contiene alcohol. En ambos casos tefiir durante 15-20 minutos.

5. Lave con agua de la llave para eliminar el exceso de colorante. Deje
secar al aire y observe al microscopio con el objetivo de 40X y 100X.

6. Compare la que observa en sus preparaciones al microscopio con la
figura 1.
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B.

1.

2.
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Linfocito

Figura 1. Leucocitos (izquierda), Eritrocitos y Linfocito (derecha)

Frotis de semen

Con una pipeta Pasteur ponga una gota de semen en un portaobjetos
limpio y haga un frotis semejante al de sangre.

Fije suavemente a la flama y después con alcohol, como la muestra
de sangre.

. Tifia con azul de metileno durante 8 minutos. Lave con agua de la

llave para eliminar el exceso de colorante. Deje secar al aire y obser-
ve al microscopio con el objetivo de 40X y 100X. Compare su prepa-
racién con la figura 2.

~ Porcion media
Mitocondria

Niicleo

Acrosoma conteniendo enzimas

Figura 2. Espermatozoides
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Resultados

Realizar esquemas de los distintos tipos de células observadas, compa-
rarlos con las fotografias de los libros. No olvidar colocar en sus esque-
mas el aumento con el que realizé sus observaciones.

Medicién del didmetro y longitud de las células observadas al mi-
croscopio

Para medir los distintos tipos de células se requiere utilizar dos adita-
mentos:

a. El micrémetro de objeto (portaobjeto graduado, por ejemplo 5 +
100/100)

b. El micrémetro reticular para oculares (10:100, didmetro del ocular
en mm)

1. Quite un ocular del microscopio del lado del ojo con el que usted
acostumbra observar y coloque el ocular que tiene la escala micro-
métrica. Observe con detalle ésta y gire su ocular para que posterior-
mente ubique la escala.

mm ‘
0

PV

Figura 3. Escala del micrémetro del ocular

2. Coloque el micrometro de objeto —también conocido como objetivo
micrométrico— en la platina. Utilizando el objetivo 10X enfoque has-
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4.
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ta que vea la escala. Compruebe que, tanto la escala del ocular como
la del objetivo inicien en cero y difieran en tamafio y nimero de di-
visiones.

. Haga coincidir los ceros de ambas escalas poniéndolas en paralelo.

Ubique otra divisiéon donde ambas escalas coincidan y cuente cudn-
tas divisiones corresponden a la escala del ocular y cuantas a las del
objetivo. Anételo.

La equivalencia de divisiones de la escala del ocular con respecto a
la del objetivo es de 10 micras, por lo que 10 es una constante.

Calculos para obtener el coeficiente micrométrico

. Divida el nimero de divisiones del objetivo entre las divisiones del

ocular que obtuvo en el paso 4 de la secciéon anterior y multiplique
por 10. El niimero que obtenga es el coeficiente micrométrico para
el microscopio y para el objetivo que estd utilizando, en este caso de
10X. Para obtener el coeficiente micrométrico a 40X siga los mismos
pasos y haga las mismas operaciones.

. Una vez que ha obtenido los coeficientes micrométricos, retire de

la platina la escala y coloque en su lugar el frotis de sangre o el de
semen.

. Con la escala del ocular mida sus células y anote cudntas divisiones

de su escala son necesarias para medir el didmetro o longitud, para
posteriormente multiplicar por el coeficiente micrométrico que Ud.
obtuvo con el objetivo con el que realiza su observacion actual. La
multiplicacién del ntiimero de divisiones de la escala del ocular con
el coeficiente del objetivo, le dan el tamafio en micras (pm).

a. Mida 25 células de cada una de las preparaciones que realizé y
saque el valor medio de cada tipo celular.

b. ¢{A qué grupo de la diversidad celular de sus muestras corres-
pondié el tamafio celular més pequefio y el mas grande que de-
termino?
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Conteo con la cAmara de Neubauer

1. La cdmara de Neubauer permite contar células que estan suspendi-
das en una solucién, como es el caso de las células sanguineas. Para
tomar la muestra de sangre se requiere una pipeta de Thomas para
eritrocitos (cuenta roja) y la una pipeta de Thomas para leucocitos
(cuenta blanca); ambas pipetas se distinguen porque en su interior
tienen un aditamento rojo o blanco (ver figura 4).

— e
et ———— -, Y S W =
P el N B

Figura 4. Pipetas de Thomas para leucocitos (centro) y para eritrocitos (arriba)

2. Cuando se utiliza la pipeta de Thomas para contar eritrocitos, la
muestra de sangre debe llegar a la marca de 0.5. Dependiendo de la
dilucién que se quiera hacer de la muestra, con la pipeta que ya con-
tiene sangre se toma solucién isoténica hasta la marca de 101 para
obtener una dilucién de 200 veces. Si se toma solucién hasta la marca
de 1, entonces la dilucién sera de 100 veces.

3. Reconocimiento de la caAmara de Neubauer. Coloque la cdmara de
Neubauer en la platina de su microscopio y localice la cuadricula
con su objetivo de 10X. Observe que la cdmara tiene una cuadricula
dividida en nueve cuadrantes grandes, cada uno de los cuales tiene
un drea de 1 mm? y una profundidad de 0.1 mm?. Los cuadrantes
grandes de los extremos estdn divididos en 16 cuadros que se utili-
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zan para el conteo de leucocitos. El cuadrante central esta dividido
en 25 cuadros y se utiliza para el conteo de los eritrocitos (figura 5).

Cémara Neubauer

A Canal transversal

% 1.~
Canales longitudinales

e iillll I
L e
| \

T
7
;';)
; pe e : = s
!I = ’
)i . 4 H
-
0,2mm
Conteo por cuadrantes

Adicionar 0,1 mL
de solucién algal

B

Figura 5. A. Camara de Neubauer. B. Esquema que muestra la disposicién
de la reticula para el conteo de eritrocitos y linfocitos
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4. Observe que en la reticula de la cAmara de Neubauer las areas de
recuento de eritrocitos y linfocitos son diferentes (figura 6). Los gl6-
bulos rojos se cuentan en las areas coloreadas de rojo en el cuadrante
central, mientras que los glébulos blancos se cuentan en las &reas
coloreadas de azul (cuadrantes de las esquinas).

areas en donde se cuentan glébulos blancos

M ireas en donde se cuentan eritrocitos

Figura 6. Areas de conteo en la cdmara de Neubauer

5. Los nueve cuadrantes tienen un superficie de 1 mm?, pero el central
estd subdividido en 25 cuadros que miden 0.2 mm de lado, por lo
que la superficie de cada uno es de 0.04 mm?y 0.10 mm de profundi-
dad (figura 7). El factor de dilucién es, por tanto, de 1:200 y convierte
el nimero de glébulos rojos contados en 5 cuadrados a nimero de
glébulos rojos/pL, 1 pL (microlitro) = 1 mm?

it

|

Figura 7. Vista de la cdmara de Neubauer con el objetivo 10X
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La siguiente imagen muestra el campo que se ve al microscopio con el
objetivo de 40X. Sélo es visible el centro de la reticula. Intenta verificar
esto al ir moviendo el campo de derecha a izquierda y de arriba a abajo.

Figura 8. Vista de la cdmara de Neubauer con el objetivo 40X. Observe la doble
o triple linea, que separa cada uno de los 25 cuadros

6. Llenado de la cdmara: Coloque encima de la cdmara un cubreobje-
tos, esto da una profundidad constante de 0.1 mm, de tal forma que
al llenarla se tendra un volumen en la cAmara de 0.1 mm?® y en cada
uno de los 25 cuadros, un volumen de 0.004 mm?. Tenga en cuenta
estos datos para que entienda la férmula que se da mas adelante
para conocer el nimero de células por mm?®.

7. Llene con la muestra de sangre una pipeta para eritrocitos hasta la
marca de 0.5, limpie la pipeta y llénela por completo hasta la marca
101 con solucién salina. Ha diluido 200 veces su muestra.

8. Antes de llenar la cdmara, agite la pipeta en forma horizontal; deseche
tres gotas y con la cuarta llene la cdmara por capilaridad (recuerde
que hay que poner el cubreobjetos sobre ella antes de llenar), como
se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Llenado de la cAmara después de poner el cubreobjetos

Conteo de eritrocitos

1. Deje reposar la cdmara llena por cinco minutos en un ambiente ha-
medo, puede utilizar una caja de Petri tapada y que tenga adherido
un papel humedecido con agua.

Lea 80 cuadritos de la cdmara en una distribucién homogénea.
Cuenta los glébulos rojos en los cinco cuadrados mencionados ante-
riormente para determinar el recuento de eritrocitos. Anote sus datos.

Muy importante: Cuando un eritrocito se sitia en mitad de las
lineas superior y/o de la izquierda, entonces es contabilizado. Pero
no se contabiliza cuando se sitiia en mitad de las lineas inferior y/o
de la derecha.

2. Con los datos del ntimero total de células (en los cuatro extremos y
al centro) aplique la siguiente férmula:

Num. de células contadas X dilucion X 4000
Numero de células =

Num. de cuadros donde se conté (80)
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Conteo de leucocitos

1. Llene con sangre la pipeta para leucocitos, que es parecida a la de
eritrocitos, pero de menor volumen. Esta dividida en 10 partes, se-
faladas como 0.5 y 1; arriba del bulbo est4 la sefial de 11. Cuando se
toma sangre en 0.5 y se llena con la solucién para diluir leucocitos
hasta la marca 11, se tiene una dilucién de 20. Si llena con sangre
hasta 1, se tendra una dilucion de 10.

2. Llene la cAmara de Neubauer como se explicé anteriormente y cuente
los leucocitos en los cuatro cuadrados grandes de las esquinas (1 mm
de lado).

3. Sillamamos B el nimero de leucocitos en 4 cuados grades, existen B
glébulos blancos en 4 X 1 X 0.1 = 0.4 mm?, o sea

B X10 glébulos blancos ocupan 1 mm?
4

Como la sangre esta diluida 20 veces, el nim. de células por mm? es:

BX10X20=50xB
4

4. Al terminar, lave con agua y jabén su cdmara, sin rayarla, lo mismo
que sus pipetas.

Conteo de espermatozoides

1. En un tubo de ensaye ponga 0.9 mL de solucién salina isoténica.

2. Agite la muestra de semen que ha tomado y con una pipeta tome 0.1 mL
y mezcle con los 0.9 ml de la solucién salina.

3. Agite la muestra de semen diluido y tome con una pipeta Pasteur el
volumen necesario para llenar la cimara de Neubauer.

4. Siga los pasos que utiliz6 para el conteo de eritrocitos.
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Resultados

W

Haga un cuadro con los tipos de células que observé. Indique su nom-
bre, morfologia y niimero por mm?, calcule su tamafio promedio.
¢Qué diferencias encontré entre el nimero de eritrocitos y leucoci-
tos que conto?

(Qué diversidad celular encontro en el frotis de sangre?

¢Qué diversidad celular se encuentra en el frotis de semen?
Indique el nimero de eritrocitos y de leucocitos en dos organismos
diferentes al humano.

Haga una tabla en donde indique el nimero de eritrocitos y de leu-
cocitos de cada uno de los equipos y discuta los resultados.

Investigacion extramuros

1.

NS U1 WM

9.

10.

Consulte libros citologia, de bioquimica clinica, hematologias para
que conozca los diferentes tipos celulares y su funcién.

. ¢Qué funcién tiene cada una de las células sanguineas?
. ¢Cuadl es el nimero normal de eritrocitos y leucocitos por mm??
. ¢En qué patologias el niimero de eritrocitos estan disminuidos?

¢En qué patologias los leucocitos estin aumentados o disminuidos?

. ¢Por qué a igual volumen no existe igual ntimero de células?
. Reporte el nimero de eritrocitos y leucocitos mm? de otras especies.
. La morfologia y motilidad de los espermatozoides, ;en qué diagnés-

ticos se utiliza?

Sino encontrd en el conteo de células ni en la medicién del tamafio
de células los valores reportados, ;a qué cree que se deba?
Metodolégicamente, ;qué propone para mejorar esta préctica?






PRACTICA 4
TRANSPORTE A TRAVES DE LA MEMBRANA CELULAR

Objetivo

Que el alumno identifique los diferentes tipos de transporte a través
de la membrana celular, tanto transporte pasivo (6smosis), como trans-
porte activo. Ademads observara el efecto de diferentes solventes sobre
la solubilidad de los lipidos de la membrana.

Introduccion

La membrana celular estd presente en toda la biodiversidad. Es una
estructura dindmica constituida por fosfolipidos, colesterol y alguno
de sus derivados, proteinas con residuos de aminoacidos hidrofilicos
(lisina, histidina, asparagina) e hidrofébicos (alanina, valina, glicina) y
carbohidratos.

A través de la membrana fluyen diversas sustancias por diferen-
cias de concentracién, donde la célula no utiliza energia metabdlica
(transporte pasivo); y las que lo hacen en contra del gradiente de con-
centracion utilizando ATP (transporte activo). La célula incorpora de su
ambiente sustancias e incluso otros organismos por endocitosis, meca-
nismo por medio del cual los compuestos/organismos que entran al
citoplasma lo hacen rodeados por pequefias unidades de membrana
(endosomas). En contraparte, la célula elimina componentes y dese-

39
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chos diversos por exocitosis. La célula a través de la membrana se co-
munica con su ambiente e intercambia (transporta) materia y energia.

Equipo y materiales

- Microscopio compuesto

- Espectrofotémetro

- Tubos de ensaye de 15x160

- Pipetas volumétricas de 5 mL

- Matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapén y tubo de aireacion (tres)
- Jeringas de 1 mL

- Tijeras

- Portaobjetos y cubreobjetos

Material biolégico

- Sangre heparinizada
- Betabel
- Intestino de rata o de pollo

Reactivos

- Soluciones de glucosa y cloruro de sodio (NaCl) en concentraciones
de 0.01, 0.04, 0.08,0.12,0.24 y 0.48 M

- Metanol 22 M, etanol 8.5 M, n-propanol 3.0 M, n-butanol 1.1 M y
alcohol amilico 0.38 M.

- Solucién de Krebs-Ringer (kr)

- Solucién de L-tirosina a una concentracion de 12 pM/mL (micromo-
les por mililitro)

- Solucién acuosa de 2,4-dinitrofenol 1 mM

- Reactivo de ninhidrina al 3% en metil celosolve
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Método

A. Procedimiento 1. Soluciones isoténicas, hipoténicas e hipertonicas y 6smosis.

1.

3.

4.

En una gradilla ponga una serie de seis tubos y agregue 2 mL de cada
una de las soluciones de glucosa y en otros seis tubos las de NaCl. Lo
mas simultaneo que le sea posible, agregue 1 gota de sangre a cada tubo;
mezcle bien, observe, registre el aspecto de su solucién y deje reposar.

. Después de 10 minutos observe nuevamente el aspecto de su solu-

cién y determine en qué tubos hubo lisis.

Tome una gota de cada una de las suspensiones y, por separado,
coléquelas en un portaobjetos limpio.

Péngale encima un cubreobjetos y observe al microscopio con el ob-
jetivo de 40X. Elabore esquemas de sus observaciones.

Resultados

3.

4.
5.

. Elabore una tabla: en una columna registre la concentraciéon de la

soluciéon empleada y en otra anote en cuél de ellas se present6 he-
molisis y si esta es total o parcial. Complemente el registro de los re-
sultados en la tabla con las observaciones al microscopio de la forma
que presentan los eritrocitos.

. Ademas de dibujar los cambios morfolégicos que detecté en cada

solucion, explique brevemente a qué se deben.

Indique cuadl es la solucién isoténica de NaCl y de glucosa para los
eritrocitos humanos.

¢En qué concentraciones ocurrio lisis celular y por qué?

(Cémo distingue las soluciones hipoténicas de las hiperténicas? Ex-

plique.
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B. Procedimiento 2. Solubilidad de lipidos de membrana

Las células de betabel contienen alta concentracién de un pigmento
rojo denominado antocianina. Cuando las células en cortes de betabel
son expuestas a compuestos que disuelven los lipidos de la membrana,
el pigmento sale del tejido y entonces las células pierden coloracion.

1. Con ayuda de un bisturi obtenga cuadros de aproximadamente 2 a 4
mm de lado, tratando que tengan el mismo grosor. Coléquelos en un
portaobjetos excavado y, después de colocarles encima el cubreobje-
tos, observe con el objetivo de 5X.

2. Con ayuda de una pipeta Pasteur adicione alrededor del cubreob-
jetos 1 mL de uno de los alcoholes que se utilizan en esta practica,
permitiendo que entre en la concavidad por capilaridad. Tenga cui-
dado de que no se desprenda el cubreobjetos. Este paso se repetira
con cortes diferentes de betabel para cada uno de los alcoholes.

3. Inmediatamente después de adicionar el alcohol inicie el registro del
tiempo que transcurre hasta la salida del pigmento, por la solubili-
dad de los lipidos de la membrana.

4. Repita la observaciéon con toda la serie de alcoholes, después de di-
luirlos a la mitad.

5. Para cada alcohol y disolucién, calcule el coeficiente de penetracion
dividiendo el tiempo de aparicién del pigmento por la concentraciéon
molar del alcohol.

6. Grafique el coeficiente de penetracién contra el coeficiente de par-
ticion de cada alcohol (solubilidad relativa), utilice los datos de los
alcoholes dados en la siguiente tabla:

Alcohol Férmula Peso molecular Coeficiente de particion

Metanol CH,OH 32.04 0.01

Etanol C,H,OH 46.07 0.03
n-Propanol C,H,OH 60.09 0.13
n-Butanol C,H,0H 74.12 0.58
n-Amilico C,H, OH 88.15 2.0
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C. Procedimiento 3. Transporte activo de aminodcidos (L-tirosina)

1.

Coloque 150 mL de solucién Krebs-Ringer (KR) en un matraz de 250
mL y etiquete como matraz 1. Péngalo a calentar a 37°C y oxigénelo
circulando aire con ayuda de una bombita de pecera, cuando menos
durante 10 minutos.

. Mientras se incuba el matraz con solucion KR, corte el intestino del-

gado en fragmentos de 5 a 10 cm de longitud, a partir del estémago
y descarte los tltimos 10 cm. Requiere 10 segmentos. Una alternativa
a este procedimiento es utilizar un fragmento de intestino de 30-35 cm
de longitud por cada una de las condiciones experimentales (tres
segmentos en total).

Nota: Se puede trabajar con intestinos de pollo o de rata.

. Transfiera los fragmentos de intestino a un recipiente con solucién

de KR fria. Con ayuda de una varilla delgada de vidrio invierta los
fragmentos de intestino como si volteara un calcetin, para que la par-
te de adentro quede hacia afuera. Hagalo con mucho cuidado para
no romper las paredes.

. Cierre uno de los extremos con hilo resistente, por ejemplo, de cafa-

mo, y con una jeringa llene los segmentos de intestino con solucién
de KR, de forma tal que queden como saquitos llenos de solucién. Si
decidi¢ utilizar fragmentos largos, después de invertir y llenar cada
uno de ellos con solucién KR, dividalo en los segmentos necesarios
por medio de dos amarres continuos, como se muestra en el siguien-
te esquema.

— —— —~ — —

) —__1T1 Solucién
L e J AN
N - -

N

Ligaduras

a Cavidad

Figura 1.

En este caso se requiere uno dividido en tres compartimentos y dos,
en tres.
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5. Una vez que termine de preparar los 10 saquitos/3 sacos de in-

10.

testino llenos de solucién de KR y estén cerrados por ambos lados,
coléquelos en el matraz (1) e inctibelos a 37°C durante 5 minutos,
manteniendo la oxigenacion.

. Mientras tanto, prepare los matraces 2 y 3 como sigue:

a) Matraz 2. Ponga 150 mL de solucién KR + 20 mL de solucién de L-
tirosina. Mezcle y ajuste el pH a 7.4 con solucién 1.0 N de NaOH.
Deje estabilizar incubando a 37°C con oxigenacién durante 5 a 10
minutos.

b) Matraz 3. Coloque 145 mL de solucién KR + 20 mL de solucién
de L-tirosina + 5 mL de solucién de 2,4-dinitrofenol. Ajuste el pH
a 7.4 con solucién 1.0 N de NaOH. Deje estabilizar incubando a
37°C con agitacion durante de 5 a 10 minutos.

. Transcurrido el tiempo de incubacién del paso 6 transfiera 3 intesti-

nos al matraz 2, y 3 al matraz 3. En ambos casos mantenga la oxige-
nacién y empiece a tomar el tiempo transcurrido desde que transfirié
los segmentos de intestino del matraz 1 a los matraces 2y 3.

. Saque un intestino del matraz 1 a los 0, 10, 20 y 40 minutos. Cada vez

que saque un saquito vierta la solucién que contiene en un tubo de
ensaye etiquetado con el tiempo correspondiente. Al iniciar experi-
mento, etiquete un juego de tubos 1/0,1/10, 1/20 y 1/40 minutos.

Nota: En el caso de trabajar con segmentos de intestino grandes
divididos con amarres, con ayuda de una jeringa de insulina se ex-
trae el contenido de cada segmento, se sacan de 1.5 a 2.5 mL en los
tiempos correspondientes (0, 10, 20 y 40 minutos).

. De los matraces 2 y 3 se saca cada uno de los saquitos a los 10, 20

y 40 minutos. Igual que en el paso 8, verter o extraer con la jeringa
el contenido del intestino y ponerlo en el tubo de ensaye corres-
pondiente. Recordar que estos fueron etiquetados de acuerdo con
el matraz y el tiempo de incubacién de cada muestra como: 2/10,
2/20y2/40;3/10,3/20y 3/40.

Guardar los tubos en congelacion para que en la siguiente préctica
se cuantifique la cantidad de L-tirosina transportada, para lo cual se
requerird, primeramente, elaborar una curva estdndar de L-tirosina.



CONTINUACION DE LA PRACTICA 4.
METODOLOGIA PARA CUANTIFICAR EL TRANSPORTE
DE L-TIROSINA A TRAVES DE LA MEMBRANA
(CURVA ESTANDAR DE L-TIROSINA)

La determinacién de cuanto soluto (L-tirosina) fue transportado a tra-
vés del intestino se hard por desarrollo de color y extrapolando los
resultados obtenidos en las muestras con respecto a la curva estdndar.
La L-tirosina es uno de los tres aminoacidos arométicos que sélo sinte-
tizan plantas y microorganismos, por lo que el resto de los organismos
(animales) lo adquieren a partir de las proteinas que se ingieren en los
alimentos, las cuales se hidrolizan liberando la mayoria de los aminoa-
cidos que las forman y son absorbidos en el intestino.

H

H | ,0
N 7/
N—e—c]

H CH, OH

OH

Formula de la L-tirosina
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La preparacion de la curva estdndar de L-tirosina y la cuantificacién de este
aminoécido en las muestras obtenidas se realizan de la siguiente forma:

1.

B~

Los tubos que contienen las muestras congeladas —que se obtuvieron
para cuantificar L-tirosina absorbida a través del epitelio intestinal—-
se ponen a descongelar.

. Mientras tanto, a partir de una solucién de L-tirosina de 12 micromo-

les por mililitro (1M /mL) se hace una dilucién de 1:10 y se le agrega
acetato de sodio en una proporcién de 200 mg por cada 25 mL de la
dilucién, para obtener un pH de entre 5 y 7 para que se realice la reac-
cién colorida con ninhidrina.

. Se marca una serie de tubos de ensaye de 16x160 del 1 al 11.
. Adicionar a cada uno de los tubos los reactivos necesarios para cuan-

tificar L-tirosina en el orden y cantidades especificados en la tabla si-
guiente. Agregar los reactivos siguiendo el orden de los tubos y por
columna. Mezclar muy bien después de cada reactivo:

Curva patrén de L-tirosina

Tubo | Solucion estandar de L-tirosina | Equivalen a uM | Solucion de | Ninhidrina | DO,
(12 uM/mL) tirosina etanol (1:1)

1 0.0 mL 0 1.0 mL 0.5mL
2 0.1 mL 0.12 0.9 mL 0.5mL
3 0.2mL 0.24 0.8 mL 0.5mL
4 0.3 mL 0.36 0.7 mL 0.5 mL
5 0.4 mL 0.48 0.6 mL 0.5mL
6 0.5mL 0.60 0.5mL 0.5mL
7 0.6 mL 0.72 0.4 mL 0.5 mL
8 0.7 mL 0.84 0.3 mL 0.5mL
9 0.8 mL 0.96 0.2mL 0.5mL

10 0.9 mL 1.00 0.1 mL 0.5 mL

11 1.0 mL 1.20 0.0 mL 0.5mL

5.

Al mismo tiempo que se preparan los tubos para la curva estandar
se van a preparar los tubos con las muestras obtenidas a diferentes
tiempos de los matraces 1,2y 3.
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6. Para la cuantificacién de L-tirosina transportada por el epitelio in-
testinal se toma 0.05 mL del sobrenadante obtenido de cada una de
las condiciones y se adicionan los reactivos en el orden y cantidades
especificadas en la tabla siguiente

Tubo | 0.05mL de los Et(OH) Ninhidrina DO ab535nm | uM de L-tirosina
problema
1 1/0 0.9 mL 0.5 mL
2 1/10 0.9 mL 0.5 mL
3 1/20 0.9 mL 0.5 mL
4 1/40 0.9 mL 0.5 mL
5 2/10 0.9 mL 0.5 mL
6 2/20 0.9 mL 0.5 mL
7 2/40 0.9 mL 0.5 mL
8 3/10 0.9 mL 0.5 mL
9 3/20 0.9 mL 0.5 mL
10 3/40 0.9 mL 0.5 mL

7. Los tubos de la curva estdndar y de las muestras problema se ponen
a ebullicién en bafio de agua (bafio maria) durante 15 min., tapados
con canicas para evitar la salida del vapor. Cumplido el tiempo de
incubacién se sacan y se ponen a enfriar en agua con hielo.

©

. Adicionar a cada tubo 4.2 mL de mezcla etanol: agua, volumen: volumen.
. Mezclar el contenido de los tubos perfectamente y leer en el espec-

trofotémetro a una longitud de onda de 535 nm, usando como blan-

co el tubo 1 de la curva estandar (0 uM de L-tirosina).

Resultados

1. Con los datos obtenidos trazar una gréfica de la curva estdandar de L-tirosi-

na. En el eje de las “Y” poner la lectura DO,

y enel de las “X” las pmoles

de tirosina. Compare su curva con la que le muestren en el laboratorio.
2. Cuantifique los pmoles de L-tirosina de sus soluciones problemas utili-
zando la curva estandar. Para esto, extrapolar las DO obtenidas en la recta
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sobre el eje de las “X” para obtener el valor de la L-tirosina transpor-
tada a través del epitelio intestinal.

3. Grafique los datos obtenidos a partir de los calculos de las umoles
de L-tirosina en las muestras problemas contra el tiempo que se dejé
incubando para que se realizara el transporte.

Investigacion extramuros

Leer en libros de biologia celular y fisiologia sobre los diferentes
procesos de transporte a través de la membrana y del transporte de
aminoacidos. Investigar los efectos de la molaridad de las soluciones
(hipoténicas, hipertdnicas e isoténicas) en la presion osmética y sus
repercusiones en el transporte a través de la membrana.

Cuestionario

1. En los procedimientos I, 11 y 1II, ;qué tipo de transporte se puede

observar?

Una vez que haya establecido el tipo de transporte en los procedi-

mientos I, I1 y 111, especifique las diferencias entre uno y otro.

¢Qué tipo de transporte para la glucosa ocurre en los eritrocitos?

¢Por qué en el procedimiento III se ajusta el pH?

Escriba la reaccion del aminoacido y la ninhidrina.

(Para qué se utiliza el 2,4-dinitrofenol?

¢Qué utilidad préctica se tiene con las curvas estandar?

Investigue qué otras moléculas se transportan por transporte activo

y, por lo tanto, pueden competir con el transporte de glucosa y de

aminoacidos.

9. Las concentraciones isotdnicas, ;serdn iguales para cada tipo celu-
lar que analiz6?

10. En general, ;qué repercusiones tiene sobre el transporte celular la
tonicidad del ambiente?

e

NS



) PRACTICA 5
SEPARACION E IDENTIFICACION DE ORGANELOS
CELULARES (TECNICA CITOQUIMICA)

Objetivos

Que el estudiante utilice y comprenda un método de fraccionamiento
celular para aislar organelos celulares y que éstos conserven sus pro-
piedades funcionales para su identificacion citoquimica.

Introduccion

Muchos experimentos de biologia celular requieren romper la célula
para caracterizar un proceso metabdlico o la funcién de una proteina
(enzima) asociada a un organelo. En las células eucariontes los organe-
los celulares pueden dividirse en: aquellos que estan delimitados por
una sola membrana como los microcuerpos y lisosomas; organelos con
doble membrana como la mitocondria y el cloroplasto; sin membrana
como los ribosomas; y el sistema membranal interno que comprende
el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Todos ellos pueden
ser separados utilizando métodos de centrifugacién diferencial con va-
riacion de las revoluciones por minuto y el tiempo de centrifugacién
(figura 1) o por centrifugacién en gradientes de densidad, con sacarosa
al 0.25 M, por el hecho de que la mayoria de los organelos tiene peso
molecular diferente, viscosidad o densidad diferentes.
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0 =g, 15000 =g, 0.000 =g,
10 rran 15 run 1h
—_— sobrenadarte sobrenadarte

Homogenado:
Suspencién "
homogénea Sedimento: )~ Sedimento: .
restos de células, mitocondrias, microsomas ribosomas
nucleos y lisosomas y y pequeias y grandes

citoesqueleto peroxisomas vesiculas macromoléculas

Sedimento:

Figura 1. Separacién de diferentes componentes en solucién
por medio de centrifugacién

Los organelos separados por cualquiera de los métodos sefialados se
pueden identificar por dos criterios:
a) Citoquimicos e inmunoquimicos identificando enzimas marca-
doras
b) Bioquimicos por medio de la actividad de sus enzimas

El alumno debe tener en cuenta que el material biolégico es termolabil, por
lo que todo el proceso para obtener las fracciones del extracto de higado
y alcanzar los objetivos de la practica requiere que se hagan con la mayor
rapidez posible y a una temperatura de 4°C (soluciones frias y en hielo).

Material biolégico

- Higado de pollo, res o rata (2.5 gr.) en ayuno de 8 hrs.

- Se puede traer una muestra de tejido animal o vegetal, para la extrac-
cién de organelos

Equipo y materiales

- Homogenizador, microscopio compuesto, centrifuga
- Tubos Falcon de 15 mL para centrifugar
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Jeringa de 1 mL

2 pipetas de 5 mL, 2 pipetas de 1 mL
Vaso de precipitados de 100 mL
Portaobjetos y cubreobjetos

Estuche de diseccion

Reactivos

Medio de extraccion de organelos (buffer de fosfatos 10 mM + cloruro
de sodio (NaCl) 0.15M + cloruro de potasio (KCI) + 3.3 mM y clo-
ruro de magnesio (MgCl)) 2.6 mM a pH 7.4)

Soluciones y colorantes para la identificacién de organelos: aceto or-
ceina para ntcleos, verde janus para mitocondrias, peréxido de oxi-
geno al 3% para peroxisomas, azul de bromotimol para lisosomas y
uricosomas.

Método

a) Homogenizacion

1. La muestra de higado se trabaja rdpidamente y a 4°C. Después de

sacrificar el organismo, el higado se disecta y se enjuaga muy bien
con agua de la llave.

. El higado o muestra de tejido se coloca en un vaso de precipitados

de 100 mL y se le agregan de 15 a 20 mL de medio de aislamiento o
extraccion (buffer de fosfato) y se desmenuza con las tijeras.

. Remplazar el medio de extracciéon de 2 a 3 veces. Verter el contenido

del vaso de precipitados al vaso de la licuadora y licuar durante 2-3
minutos para homogenizar bien.
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b) Fraccionamiento celular

4.

Tomar una alicuota del extracto celular y etiquetar como fraccién 0
(Frc 0), la cual contiene todos los componentes celulares. El resto
pasarlo a tubos Eppendorf de 1.5 0 2.0 mL y centrifugar a 2,000 rpm
durante 10 minutos para sedimentar los nticleos. Separar el sobrena-
dante y colocarlo en otros tubos limpios. No lo tire, para continuar el
fraccionamiento.

. NUCLEOS. El pellet o sedimento obtenido después de centrifugar con-

tiene los nucleos y células enteras que no lograron romperse. Este
precipitado se disuelve con buffer de extracciéon en una proporcién
de 1 a4 mL y se etiqueta como fraccién 1 (frc 1). Deberé tener un mi-
nimo de cuatro fracciones 1: tres serdn refrigeradas a -20°C para las
siguientes précticas de identificacién bioquimica y una sera utilizada
en esta préctica para la caracterizacion citoquimica de esta fraccion.

. MITOCONDRIAS. El sobrenadante de la centrifugacién anterior (paso

4) se vuelve a centrifugar a 5,000 rpm durante 20 minutos. El pe-
llet formado contiene la fracciéon en donde estan las mitocondrias, el
cual se disuelve con buffer de extraccién en una proporciéon de 1 a 4
mL y se etiqueta como fraccién 2 (frc 2).

. URICOSOMAS. El sobrenadante de la centrifugacion anterior se vuelve

a centrifugar a 7,000 rpm durante 20 minutos. El pellet o sedimento
contiene los uricosomas y algunos lisosomas. Resuspéndalo suave-
mente en buffer en una proporcién de 1 a 4. Se etiqueta como frac-
cion 3 (fre 3).

. LISOSOMAS. Para obtener lisosomas, el sobrenadante del paso 7 se

vuelve a centrifugar a 7,000 rpm durante 35 minutos. El precipitado
se resuspende con mucho cuidado en forma y seréd la posible fuente
de lisosomas. Etiquetar como fraccion 4 (frc 4).

. RETICULO ENDOPLASMICO LISO. El sobrenadante de esta tltima cen-

trifugacion generalmente forma parte del sistema microsomal, que
constituye los diferentes organelos que se separan después de las
mitocondrias y que contiene el reticulo endoplasmico liso, algunos
peroxisomas o uricosomas. Se etiqueta como fraccién 5 (frc 5).
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10. Realizar cuatro frotis de cada una de las distintas fracciones (25 en
total); separe en cuatro grupos, cada uno con fracciéon frc 0, frc 1,
frc 2, frc 3, frc 4 y frc 5. A cada juego se le agregan los siguientes
colorantes y reactivos que nos van a servir para determinar la pre-
sencia de:

a. Ntcleos y material nucleotidico se tifien con aceto orceina.

b. Mitocondrias presentan fluorescencia verde en presencia de ver-
de janus.

c. Lisosomas (pH 5) viran el colorante azul de bromotimol de azul
a verde o amarillo. El vire de color se realiza con base en el valor
de pH, el cambio a amarillo es indicativo de pH 5.0

d. Uricosomas, en presencia de peréxido de hidrégeno hay presen-
cia de efervescencia por la liberacién de oxigeno, como conse-
cuencia de la actividad de las peroxidasas o catalasas.

11. Las fracciones se analizan al microscopio con el objetivo de 40X.
Los resultados se reportara en una tabla colocando signos (-) o (+),
dependiendo del material analizado donde se encuentran los orga-
nelos con base en la centrifugacién y con base en la tincién que se
utilizé para identificar cada fraccién.

12. Todas las fracciones restantes se guardan a 4°C para las siguientes
practicas.

Resultados

Hacer un esquema y una tabla de lo que se observa en cada fraccién

tefiida.

Investigacion extramuros

1. Busque las diferencias entre centrifugacion preparativa y centrifuga-
cién analitica.

2. Indique la diferencia de revoluciones por minuto (rpm), fuerza cen-
trifuga (g) y unidades Svedberg.
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3. (Cuantos tipos de rotor hay?, ;qué ventajas te dan? y ;en qué se uti-
lizan?

4. Indique dos colorantes para tefiir nticleo.

5. {Qué aplicaciones tiene la técnica de fraccionamiento celular?



PRACTICA 6 )
FRACCIONAMIENTO CELULAR POR CENTRIFUGACION
EN UN GRADIENTE DE DENSIDAD
(GRADIENTE DE SACAROSA)

Objetivo

Separacion de organelos celulares utilizando un gradiente de sacarosa
e identificacién de ellos en cada una de las fracciones obtenidas.

Introduccion

En el homogenado de una muestra de tejido hepatico hay una mezcla
de sus componentes: tejido adiposo y conjuntivo, eritrocitos y hepato-
citos, y componentes subcelulares. El fraccionamiento celular se utiliza
para separar lo mejor posible todos los componentes en funcién de sus
coeficientes de sedimentacion y mediante la técnica de centrifugacion
diferencial. Esta técnica permite aislar los organelos celulares en frac-
ciones heterogéneas cuando sus coeficientes de sedimentacién difieren
como minimo en un orden de magnitud. Cada una de las fracciones
estd contaminada por los componentes de menor coeficiente de sedi-
mentacion y constituyen el punto de partida para continuar el proce-
so de purificaciéon de un organelo celular con otras metodologias més
“limpias”, como la centrifugacién en un gradiente de sacarosa.
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ESQUEMA DE UNA SEPARACION BASADA EN LA DIFERENGIA
DE VELOCIDAD DE SEDIMENTACION

Componente de Tubo de centrifuga
Muestra sedimentacion agujereado en su base
| lenta
X v

— . .
c Fraccionamiento

— =

\L = v

Gradiente estabilizante
Componente de

(dees.aCSei;g(s)/a) sedimentacion
p- €. ? répida

Material biolégico

- 2.5 gr de higado de pollo, de res o de rata en ayuno de 8 horas
- Una muestra de tejido animal o vegetal, para la extraccion de organelos

Equipo y materiales

- Homogenizador

- Microscopio compuesto

- Centrifuga

- Tubos Falcon de 15 mL y tubos Eppendorf de 1.5 0 2.0 mL
- 2 pipetas de 5 mL, 2 pipetas de 1 mL, 1 pipeta Pasteur

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Estuche de diseccién

Reactivos

- Solucion de sacarosa al 0.25M
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Medio de extraccién de organelos (buffer de fosfatos 10 mM + clo-
ruro de calcio (CaCl)) 0.15M + cloruro de potasio (KCl) + 3.3 mM, y
cloruro de magnesio (MgCl) 2.6 mM a pH 7.4

Soluciones y colorantes para la identificacién de organelos: aceto or-
ceina para ntcleos, verde janus para mitocondrias, peréxido de oxi-
geno al 3% para peroxisomas, azul de bromofenol para lisosomas

Gradiente de sacarosa

~

W

. Se prepara un homegenado de higado como en la practica anterior.
. Coloque en un tubo cénico de centrifuga 6 mL de sacarosa al 0.25 M

y agregue lentamente, en la parte superficial, 2 mL del homogenado
hepético o celular, cuidando que no se mezclen.

. Centrifugar a 7,000 rpm durante 40 minutos.
. Concluido el tiempo de centrifugacion, sacar los tubos manipuldn-

dolos con sumo cuidado para evitar que el contenido se mezcle. Ob-
serve y trate de distinguir los diferentes gradientes.

. Separe los gradientes de arriba hacia abajo con una pipeta Pasteur.

Tenga mucho cuidado al manipular la pipeta al momento de absor-
ber cada fraccién de solucién para que no se mezcle su muestra y
transfiéralas a tubos numerados como fraccién de gradiente (frcg) 1,
2,3,4y5.

. Sino le es posible observar las bandas de diferente densidad del gra-

diente, tome 1.5 mL de su mezcla centrifugada de arriba hacia abajo.
Coloque cada fraccién en los tubos numerados del 1 al 5.

7. Realizar cuatro frotis de cada una de las fracciones del gradiente.

Agregar los siguientes colorantes y reactivos que nos van a servir
para determinar la presencia de:
a. Ntcleos se tifien con aceto orceina.
b. Mitocondrias fluorescencia verde en presencia de verde janus.
c. Lisosomas (pH 5) virar color de la solucién de azul de bromoti-
mol (azul, verde, amarillo) con base en el valor de pH.
d. Uricosomas. En presencia de peréxido hay presencia de eferves-
cencia por la liberacién de oxigeno.
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. Los frotis se analizan al microscopio y se reporta en donde presun-

tamente se encuentran los organelos con base en la centrifugacién y
en el procedimiento de identificacién que utiliz6 con cada fraccién.

. Todas las fracciones se guardan a 4°C para las siguientes préacticas.

Resultados

Hacer un esquema de lo que se observa en cada fraccién tefiida.

Cuestionario

N S [SARN

. Investigue en qué rangos de densidad (g/cm?) se separan: membrana

citoplasmatica, microsomas, peroxisomas, mitocondrias y lisosomas.

. Las particulas bioldgicas son osmémetros muy sensibles a las condi-

ciones de fuerza iénica y viscosidad del medio. Busque tres solutos
comerciales, indicando su densidad méaxima, fuerza idnica, viscosi-
dad, osmolaridad y su uso.

. ¢De qué manera se aseguraria de que, efectivamente, esté trabajando

con el organelo que le interesa?

. ¢Cuales son los principios de la centrifugacion?
. Mencione cuéles son los convenientes e inconvenientes de trabajar

con la célula entera y con el fraccionamiento celular.

. Mencione las aplicaciones donde utilice el fraccionamiento celular.
. (Cudl es el fundamente de la efervescencia en presencia de hidrégeno?
. ¢Cuadl es el fundamento del cambio de color con el azul de bromotimol?



_PRACTICA 7
CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ORGANELOS

Objetivos

1. Identificacion de los diferentes organelos celulares en las fracciones
obtenidas por centrifugaciéon diferencial o centrifugaciéon en gra-
diente de densidad, utilizando un marcador enzimaético especifico.

2. Cuantificacién de proteinas en organelos celulares.

Introduccion

Para identificar algunas de las estructuras de la célula, ademas de ha-
cerlo por su morfologia caracteristica o por métodos de tincién dife-
rencial, se utilizan marcadores bioquimicos o compuestos que estan
ligados especificamente a un organelo celular. Por ejemplo, los nticleos
tienen una composicion relativa de 90% de proteinas, 9% de ADN y
1% de RNA, en tanto que algunos organelos tienen enzimas especificas
como la fosfatasa dcida, que les da identidad a los lisosomas.

Para evaluar el proceso de separacioén y purificaciéon de organelos
por centrifugacion diferencial o en gradiente, se determina la actividad
enzimadtica en cada una de las fracciones. Para ello es necesario deter-
minar la concentracién de proteinas en las diferentes fracciones y, con
esta informacion, calcular la actividad especifica de cada enzima y asi
relacionar indirectamente con el grado de pureza.
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Para cuantificar proteinas existen varios métodos. Uno de ellos, el de
Biuret, requiere de cantidades grandes de proteinas, alrededor de 100
a 400 mgr/mL. En cambio, el de Lowry identifica concentraciones muy
bajas de proteinas, aproximadamente 1,000 veces menos que el méto-
do de Biuret (tres érdenes de magnitud inferior), es decir de 100 a 400
pgr/mL. El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de va-
loracién cuantitativa de las proteinas. Consiste en afiadir a la muestra
un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo
la intensidad de color proporcional a la concentracién de proteinas,
segtn la ley de Lambert-Beer. Este método consta de dos etapas:

1. En medio alcalino, los iones Cu*" se unen a las proteinas forman-
do complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos.
Estos complejos Cu**-proteina tienen un color azul claro. Ademas,
provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la
proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de L-tirosina que van
a participar en la segunda etapa de la reaccion. El Cu** se mantiene
en solucion alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2. También en medio basico la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteau
por los grupos fendlicos de los residuos de L-tirosina, presentes en
la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como catalizador. El
principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el 4cido
fosfomolibdottingstico, de color amarillo, que al ser reducido por los
grupos fendlicos, da lugar a un complejo de color azul intenso, el
cual se puede cuantificar en el espectrofotémetro. Reaccion:

de tirosinas
@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo®+)
H g 2 HO (color amarillo)
44 o
C uz*
— ..N:;é..c:;h_ T m———
L T |
OHROH
Complejo Cu**-proteina 0 Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido

(color azul pélido) (W, Mo™)
(color azul)
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Independientemente del método que se utilice para cuantificar protei-
nas en una muestra problema, es necesario realizar una curva patrén
utilizando una solucién con una concentracién conocida de proteina.
Generalmente se utiliza albiimina sérica bovina (BsA), la que esta estan-
darizada en la mayoria de los laboratorios.

Control de linealidad fotométrica

1.2 1
1 4
0.3 1
05 +
0.4 4
0.2 1

0 T T T T T ]
0 oo1r op2 003 004 005 006

Ce {(mg/mil)

Material biolégico

- Fracciones de extracto de higado obtenidas en las practicas anterio-
res (5y 6).

Equipo y materiales

- Espectrofotémetro, Vortex

- 15 tubos de ensaye de 16x150

Reactivos

1. Soluciones estandar de albimina a 20 mg/mL y 250 pg/mL
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2. Reactivo de Biuret: ~ sulfato de cobre 1.5 gr
tartrato doble de Na y K 6.0 gr
yoduro de potasio 1.0 gr
hidréxido de sodio 2.5 N 300 mL
agua destilada aforar a 1,000 mL

SoL A: sulfato de cobre (CUSO,) 1%
Sol B: tartrato doble de Na y K 2%

Metodologia

Sol C: carbonato de sodio (Na,CO,)2% en NaOH 0.1N
Sol D: I mL de solucién A + 1 mL solucién B

Sol E: 1 mL de solucién D + 50 mL sol C

Reactivo Folin-Ciocalteau diluir en una proporcién de
1:4 con agua

Nota: La solucién D, solucién E y Folin se preparan al
momento de hacer la reaccion.

A. Curva Estindar de Proteina por el método de Biuret

1. Se marca una serie de tubos de ensaye de 16x150 del 1 al 6
2. A cada uno de los tubos se le adicionan los reactivos en el orden y
cantidades especificados en la tabla siguiente:

Tubo | Albiimina 400 Agua Reactivo de DO, | Concentracion mgr/mL de
mgr/mL Biuret proteina
1 0.0 mL 2.0 mL 3mL
2 0.1 mL 1.9 mL 3mL
3 0.25mL 1.75 mL 3mL
4 0.5mL 1.5 mL 3mL
5 1.0 mL 1.0 mL 3mL
6 2.0 mL 0.0 mL 3mL
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Nota: El tubo 1 es el control de reactivos y sirve para calibrar el espec-
trofotémetro, los tubos 2 al 6 son los que se utilizan para elaborar la
curva estdndar de concentracién de proteinas (BSA).

3. Mezclar bien cada uno de los tubos después de adicionar cada reactivo.
4. Dejar reposar 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente
leer la absorbancia a 530nm.

Para determinar la concentraciéon de proteinas de una muestra desco-
nocida —en este caso de sus fracciones se procede de igual manera-sélo
que, en lugar de agregar solucién de BSA de concentracién conocida,
se adicionan 0.1 mL de la muestra a la que se le quiere determinar la
concentracion de proteinas.

1. Se marca una serie de tubos de ensaye de 16x160 del 1 al 6.
2. A cada uno de los tubos se le adicionan los reactivos en el orden
y cantidades especificados en la tabla siguiente:

Tubo | Muestra descono- | Agua Biuret | DO, nm | Concentracion mgr/ | Proteina
cida 0.1 mL mL de proteina Total
1 FrcO 19mL | 3mL
2 Frcl 19mL | 3mL
3 Frc2 1.9mL | 3mL
4 Frc3 19mL | 3mL
5 Frc4 1.9m 3mL
6 | Control reactivos | 2.0mL | 3 mL

Después de que se obtuvieron los valores, se extrapola el valor de la
DO que se obtuvo en los tubos directamente sobre la recta de la curva
estdndar de albimina. Buscando el valor de la DO en el eje de las Y se
extrapola sobre la recta en las X para obtener el valor de la concentra-
cién de proteinas. En caso que se haya diluido la muestra se multiplica
por el factor de dilucién y, si se quiere saber el total de proteina, se
multiplica por el total de mililitros que se tienen de cada fraccién.
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B. Curva estindar de proteina por el método de Lowry

Para la determinacién de la concentracion de proteina con la metodolo-
gia de Lowry se sigue el mismo procedimiento, utilizando la solucién
estindar de BSA de 250 ug/mL y, en lugar de reactivo de Biuret, se
agregan 5 mL de solucién E, dejando reposar 10-15 minutos en oscu-
ridad. A continuacion se agregan 0.5 mL de reactivo de Folin (diluido
1:4) a cada uno de los tubos. Se mezclan muy bien por agitacion y se
deja reposar 20 minutos en oscuridad, para que se desarrolle completa-
mente la reaccion coloreada. Determinar la absorbancia leyendo a 500 nm
en el espectrofotémetro. Como ya se menciond, en esta metodologia
la concentracién de proteina en la solucién stock es de 250 ug/mL de
albtimina.

Resultados

1. Hacer la curva patrén de concentracion de proteina, graficando la
densidad Optica obtenida con la lectura de los tubos 1-5 en el eje de
las Y, contra la concentracion de la soluciéon stock de albiimina en
el eje de las X, utilizando papel semilogaritmico y conservando la
proporcion de los datos. Se espera que todos los valores den una
recta con cierta proporcionalidad; es decir, que a mayor DO mayor
concentracion de proteinas.

2. Los resultados de las muestras desconocidas —en este caso fraccio-
nes de la centrifugacién diferencial y del gradiente de sacarosa- se
van a cuantificar extrapolando los valores de la DO sobre el eje de las
Y y determinandose la concentracion de proteinas que sobre la DO le
corresponde al eje de las X dentro de la recta.

3. Hacer un cuadro con las concentraciones por mL de proteinas de
cada fraccién, tanto de la centrifugacién diferencial como de la del
gradiente.
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Cuestionario

1. ¢Cuél es la concentracién de proteinas en las diferentes fracciones?,
(A qué cree que se deba?

¢Qué utilidad puede darsele a la técnica de cuantificacion de proteinas?
3. (Cuando se utiliza el método de Biuret y cudndo el de Lowry para
determinar concentracion de proteinas?

¢Cuales son los fundamentos quimicos de ambas técnicas?

5. (Qué otros métodos existen para cuantificar proteinas? Describalos.

N

s






PRACTICA 8
LISOSOMAS: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
DE FOSFATASA ACIDA

Objetivo

Medir la actividad de la fosfatasa acida total en ausencia y presencia de
l-tartrato utilizando un sustrato sintético, el p-nitrofenolfosfato.

Introduccion

Los lisosomas son organelos celulares de membrana tinica y contienen
una serie de enzimas hidroliticas cuya méaxima actividad es a pH 4.5.
La mayoria de las enzimas que se localizan en los lisosomas se identi-
fican en buffers acetatos pH 4.5.

La fosfatasa acida se encuentra en casi todas las células, en los li-
sosomas, pero su actividad estd aumentada en glébulos rojos y en pla-
quetas. La cantidad de fosfatasa total en suero esta formada de una
fraccién que proviene de los glébulos rojos y plaquetas y de otra que
proviene de la prostata, en el caso de los machos. La fosfatasa acida
de prostata tiene la propiedad de ser inhibida por Il-tartrato. El hecho
de que la mujer y el hombre tengan cantidades iguales de fosfatasa
acida nos habla que el origen de esta fosfatasa no es la prostata, sino
el higado o, probablemente, el bazo. Cantidades elevadas de fosfatasa
acida suelen considerarse como sinénimo de carcinoma de prostata en
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metastasis (por el hecho de que la fosfatasa 4cida reportada en sangre
no es la prostatica, pues esta es vertida al semen y a la orina, no a la
sangre). Hay aumento de esta enzima también en hipertiroideo prima-
rio, embolia pulmonar y en lisis plaquetaria (por obstruccién, no por
aplasia).

La actividad de fosfatasa (acida o alcalina) se mide mediante la hi-
droélisis de los ésteres orgédnicos (mononucleétidos) transforméndolos
en nucledsidos y fosfatos inorganicos; o bien, con sustratos acoplados a
través de unién éster a un croméforo (como seria el caso del p-nitrofe-
nolfosfato, que se utiliza en esta practica como sustrato de la enzima).

Equipo

- Estufa
- Espectrofotémetro

Materiales

- 13 tubos de ensaye de 16x150
- 1 pipetade 5mlL, 1 pipeta de 1 mL
- Celdas para el espectrofotémetro

Reactivos

- Medio para identificar la actividad de fosfatasa dcida en LISOSOMAS: 50
mL de buffer de acetatos 20 mM pH 4.8 con tartrato de sodio 10 mM

- P-nitrofenol fosfato 50 mM como sustrato

- Hidréxido de sodio 100 mM para detener la reaccion
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Método

La fosfatasa acida de lisosomas, como la alcalina que se localiza en
Golgi, liberan el grupo fosfato del sustrato, liberando p-nitrofenol, el
cual en un medio alcalino se transforma en un ion nitrofenol de color
amarillo que puede detectarse a 420nm. La intensidad seréd proporcio-
nal a la actividad de la enzima. La reaccion se efectia en 30 minutos y
se detiene por adiccién de hidréxido de sodio que inactiva a la enzima.
Las unidades de fosfatasa se definen como el ntimero de milimoles
(mM) de p-nitrofenol formado en 60 min en un mL, ya sea suero o —en este
caso— homogenados. El procedimiento se realiza de la siguiente forma:

1. Se marcan una serie de tubos del 1 al 13 y se colocan en hielo (4°C)
2. A cada uno se le agregan los reactivos mostrados en la tabla siguiente:

Tubo Sustrato Buffer de acetatos | Homegenado hepitico | DO420nm

(p-nitrofenol fosfato) 20 mM pH4.5 100 mgr/tubo
1 0.1 mL 4 mL Frc 0
2 0 4 mL Frc 0
3 0.1 mL 4 mL Frc1
4 0 4 mL Frc1
5 0.1mL 4 mL Frc 2
6 0 4 mL Frc 2
7 0.1 mL 4 mL Frc3
8 0 4 mL Frc3
9 0.1 mL 4 mL Frc 4
10 0 4 mL Frc 4
11 0.1 mL 4 mL Frc5
12 0 4 mL Frc 5
13 0.1mL 4 mL 0

Nota: La cantidad de proteina que se utiliza en cada tubo de reacciéon
es de 100 mgr. En caso de que la enzima que se esta cuantificando es en
suero se usan 0.2 mL
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3. Después de adicionar todos los reactivos, los tubos se incuban a 30°C
durante 20 a 30 minutos.

4. Lareaccion se detiene agregando 1 mL de hidréxido de sodio 100 mM.
Mezclar bien y leer a 420nm. El equipo se calibra con el tubo 13 que
es el blanco de reactivos.

Resultados

1. ;Qué diferencias encontré entre los tubos a los que le agreg6 sustrato
y a los que no? ;A qué se debe?

2. Investigue cuéles son los valores normales de la fosfatasa 4dcida en
nifios y en adultos.

3. Investigue un método citoquimico para el estudio de la fosfatasa &ci-
da en cultivos.

4. ;Cudl de los pasos del cuadro anterior modificaria para el caso de la
cuantificacién de la fosfatasa alcalina en nuestro modelo?

5. La fosfatasa alcalina acttia a pH de 8-10; ;qué compartimientos celu-
lares poseen ese pH?



PRACTICA 9 )
PEROXISOMAS: IDENTIFICACION
DE LA URATO OXIDASA

Objetivo

Cuantificar la degradacion del acido trico por la actividad de la enzi-
ma urato oxidasa presente en los uricosomas, determinando la dismi-
nucién del 4cido trico en el tubo de reacciéon mediante el coeficiente de
extincion de éste.

Introduccion

Los peroxisomas son organelos celulares delimitados por una mem-
brana. Se han identificado en hongos, algas, protistas, células vegetales
y animales. En estos organelos estan presentes flavin oxidasas —como
la urato oxidasa— que acttian sobre su sustrato, el acido trico; de ahi
que se llamen uricosomas. En humanos y en otros primates el produc-
to final de la degradacién de las purinas es el acido urico, el cual es
procesado por la enzima urato oxidasa formando alantoina, para ser
excretada. La urato oxidasa es una enzima marcadora de peroxisomas
o uricosomas y promitocondrias. Estas oxidasas mixtas son dependien-
tes de FAD y, particularmente, participan en la oxidacién de purinas a
acido drico. Este, a través de la urato oxidasa forma alantoina para que,
posteriormente, por la alantoinasa y la alantocainasa se forme urea. En
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estos organelos oxidativos se produce perdxido de hidrégeno, el cual
inmediatamente se descompone a oxigeno y agua (O, + H,O) por ac-
cién de las peroxidasas o catalasas.

Material biolégico

- Fracciones de extracto de higado obtenidas en las practicas anteriores

Equipo y materiales

- Estufa

- Espectrofotémetro

- Microcentrifuga

- Vortex

- 15 tubos de ensaye de 16x150

Reactivos

Medio para identificar la actividad de la urato oxidasa en URICOSOMAS
0 PEROXISOMAS:

1. 50 mL de buffer fosfatos 10 mM con cloruro de sodio 150 mM, cloruro
de magnesio 2.6 mM, KCI 3.3 mM y 10 mL de succinato de sodio 0.1 M
pH?7.6

2. Sustrato: 5 mL de acido drico 0.5 M

3. Reactivos para identificar y cuantificar 4cido trico: carbonato de so-
dio 10%, reactivo de Folin

4. Reactivos utilizados para desproteinizar: 4cido sulftirico 2/3 N, tar-
trato de sodio 10% y/o acido tricloroacético 5%
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Método

1. Una serie de tubos de ensaye de 16x150 perfectamente limpios, se
marca del 1 al 11.

2. Los tubos se colocan en hielo en hielo (0-4°C) y se mantienen ahi el
mayor tiempo posible. Para llevar a cabo la reaccién, mezclar en los
4 mL de buffer fosfatos el volumen de cada fraccién, que equivale a
100 mgr de proteina. De acuerdo con la siguiente tabla, adicionar a
cada tubo el succinato de sodio 100 mM para regenerar el FAD que
requiere la urato oxidasa y el acido trico (sustrato).

Nota: A cada uno de los tubos se le adicionan los reactivos en el orden
y cantidades especificados en la tabla.

Tubo | Homogenado hepdtico 100 | Buffer fosfatos | Succinato de | Acido tirico | DO640nm
mgr de proteina/Tubo pH7.6 Na 100 mM | 500 yM
1 FrcO 4 mL 1.0 mL 0.5 mL
2 FrcO 4 mL 1.0 mL 0
3 Frc1 4 mL 1.0 mL 0.5 mL
4 Frc1 4 mL 1.0 mL 0
5 Frc2 4 mL 1.0 mL 0.5 mL
6 Frc2 4 mL 1.0 mL 0
7 Frc3 4 mL 1.0 mL 0.5 mL
8 Frc3 4 mL 1.0 mL 0
9 Frc4 4 mL 1.0 mL 0.5 mL
10 Frc4 4mL 1.0 mL 0
11 Frc5 4mL 1.0 mL 0.5 mL
12 Frc 5 4mL 1.0 mL 0
13 Control de reactivos 4mL 1.0 mL 0.5mL

3. Después de adicionar todos los reactivos, los tubos se sacan del hielo
y se incuban a 30°C durante 30 minutos. Después de este tiempo se
cuantifica la desapariciéon de 4cido trico o la aparicién de urea.
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Cuantificacion de acido trico

5.

6.

En esta técnica se requiere precipitar las proteinas con acido sulftirico
2/3 N, para lo cual se agregan 0.25 mL por tubo y, ademas, se agregan
0.25 mL de tungstato de sodio al 10% o acido tricloracético (TCA) al 10%.
Mezclar bien y dejar reposar 8 minutos. Centrifugar a 3,000 rpm por
10 minutos.

Para el desarrollo de color y cuantificar el 4cido trico que se localiza en
el sobrenadante de los tubos tratados, como se indica en los pasos 1-2,
se toman 2.5 mL de cada tubo y se les agregan 0.5 mL de carbonato de
sodio al 10%, mezclando bien.

Adicionar 0.5 mL de reactivo de Folin para proteinas, diluido 1/10
(reacciona con el acido trico).

Cada tubo se mezcla muy bien y se deja reposar 20 minutos a tem-
peratura ambiente.

Leer en el espectrofotémetro a 640nm.

Nota: El tubo 11 sirve para calibrar el espectrofotémetro como blanco
de reactivos.

Resultados

~

Elabore una tabla con sus resultados.

(En qué fracciones se encuentra la maxima actividad de la urato
oxidasa, xantino oxidasa y la peroxidasa?

Los resultados obtenidos, ;correspondieron a lo esperado en las
fracciones que obtuvo en la centrifugacion diferencial y con la utili-
zacion del peréxido? ;Por qué?

Investigacion extramuros

Consulte libros de bioquimica clinica, bioquimica y manuales de ana-
lisis clinicos.
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Cuestionario

1. ¢Qué método se utilizaria para cuantificar urea?

¢Qué utilidad médica se le puede dar a esta técnica?

3. ¢Qué fundamento se utiliz6 para cuantificar el &cido trico o urea
involucrado en la actividad de la urato oxidasa de uricosomas?
¢En qué organismos no existe actividad de urato oxidasa? ;Por qué?
¢Por qué los peroxisomas estan relacionados con deslipidemias?
¢Qué funcién tienen los PPARS (proliferation peroxisomes activating re-
ceptors)?

N

SRS






) PRACTICA 10 )
RETICULO ENDOPLASMICO LISO: IDENTIFICACION
DE CITOCROMO PP450

Objetivo

Identificar el citocromo P450 (cYT P450) en las fracciones celulares ob-
tenidas por centrifugacién diferencial y en gradiente como marcador
de microsomas.

Introduccion

Las enzimas involucradas en el metabolismo de xenobi6ticos estan loca-
lizadas en el interior de las células, primordialmente en los hepatocitos
del higado. En la célula hepatica la actividad enzimatica se ubica en el
reticulo endopldsmico liso, que corresponde a la fraccién microsomal
que se conoce como S9, ya que se obtiene al centrifugar el homogeniza-
do hepatico a 9,000 rpm.

En la fraccién microsomal hay un sistema multienziméatico que con-
tiene tanto al CYT P450 como a la oxidasa terminal, la cual participa
como transportador de electrones en el sistema enzimético oxidativo.
La determinacion de la presencia de este citocromo es una manera in-
directa de medir enzimas activas en el complejo de oxidasas mixtas, ya
que la mayoria se induce por el propio sustrato; una stper induccién
se realiza en presencia de barbitiricos como el fenobarbital o pento-
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barbital. Esta estrategia experimental se utiliza para obtener fracciones
activas inducidas de S9 en ratas, para el estudio de contaminantes am-
bientales que requieran metabolizarse en las pruebas de identificacién
de mutagénos y carcinégenos, principalmente en sistemas bacterianos
que carecen de este sistema.

El CYT 450 es una hemoproteina como la citocromo oxidasa. Ambas
unen al mondéxido de carbono, sin embargo, sélo el CYT P450 en presen-
cia de monéxido de carbono modifica su absorcién a 450nm.

Materiales y equipo

- Espectrofotémetro
- Estufa

Reactivos

- Buffer de fosfatos 10 mM pH 7.4 con KCl al 1.15%
- Reactivos para cuantificar CYT P450 inducido:
o Hidrosulfito de sodio o ditionita (polvo)
o Sistema generador de CO (4cido férmico y pirita) o humo de tabaco

Método

El procedimiento es muy similar a todos los anteriores. Los tubos de
ensaye necesarios se enumeran y se les agregan los reactivos que se
indican en la tabla siguiente:

Tubo Hidrosulfito | Buffer fosfatos 10 | Homogenado hepdtico 100 co | Doasonm
8 mar mM pH 7.4 mer
1 + 4 mL Frc 0 +
- 4 mL Frc 0 -
3 + 4 mL Frc1 +
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(continua)
Tubo | Hidrosulfito | Buffer fosfatos 10 | Homogenado hepdtico 100 | CO | DO, nm
8 mgr mM pH 7.4 mer
4 - 4 mL Frc1 -
5 + 4 mL Frc2 +
6 - 4 mL Frc2 -
7 + 4 mL Frc3 +
8 - 4 mL Frc 3 -
9 + 4 mL Frc 4 +
10 - 4 mL Frc 4 -
11 + 4 mL Frc 5 +
12 - 4 mL Frc5 -
13 + 4 mL Control de reactivos +

Nota: el tubo 11 sirve para calibrar el espectrofotémetro.

Resultados

Los valores obtenidos se comparan entre las muestras a las que se les

a

dicion6 hidrosulfito contra los que no se les adiciond, y contra los que

se obtienen en cada fraccién para identificar en qué fracciones se en-
cuentra organelo que se esté caracterizando.

1.

AR

Senala el mecanismo de accién del CYP 450 en el metabolismo o bio-
transformacion de xenobidticos.

;Cual es la finalidad de la biotransformacion?

¢Qué otras hemoproteinas conoces? Investigar.

¢Qué otras funciones tienen las hemoproteinas?

(Cuantas familias de CYP 450 conoces? ;Cudles son las mas impor-
tantes?






PRACTICA 11
MITOCONDRIA: IDENTIFICACION DE CITOCROMO C
Y DESHIDROGENASA SUCCINICA

Objetivo

Identificar indirectamente la actividad de las enzimas deshidrogenasa
succinica y citocromo C, las cuales son marcadores de la mitocondria.

Introduccion

Los marcadores enziméticos permiten identificar bioquimicamente a
los organelos donde se localiza la enzima o enzimas. El citocromo C es
una enzima transmembranal que se encuentra en la membrana interna
de la mitocondria y participa en la cadena de electrones; es necesaria
para las reacciones de 6xido reduccién, cuyo aceptor final es el oxige-
no para formar H,O y ATP. La determinacién de la presencia del Cyt C
reducido es a través de su espectro de absorcidn, es decir, su capacidad
de absorber radiacién electromagnética a 550nm.

En general, el proceso en el cual las moléculas orgénicas son oxida-
das hasta C0, se le conoce como resp1rac1on aerdbica (cuando el aceptor
de electrones es el oxigeno). Se llama respiracién anaerdbica o glucdlisis
cuando el O, no participa y, generalmente, ocurre en el citoplasma.

Otra enzima marcadora de la mitocondria es la succinato-deshi-
drogenasa, que cataliza la reduccién del Cyt C cuando el succinato es
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oxidado a fumarato. En esta reaccién se requiere FAD, que se reduce a
FADH, y facilita la reduccién del Cyt C, permitiendo que este transfiera
los electrones a otros aceptores de la cadena de electrones.

El cianuro de potasio inhibe el tltimo paso de la cadena de elec-
trones. De esta manera se evita que el flujo de electrones continte y se
lleve a cabo la formacién de ATP. Por lo tanto, las moléculas de Cyt C
quedan en estado reducido, ya que las otras enzimas que consumen al
Cyt C se encuentran inhibidas por efecto del cianuro.

Materiales y equipo

Microcentrifuga
Espectrofotémetro

Tubos de ensaye de 16x160
Pipetas de 5 mL

Reactivos

a. Medio de mantenimiento para mitocondrias: 300 mL (sacarosa 69.8
mM, D-manitol 210.2 mM, tris HCI 10 mM, albtiimina 0.5% pH 7.4)

b. Medio para identificar la actividad de la Cyt C en MITOCONDRIAS:
50 mL de medio de aislamiento adicionado con MgCl, 2.6 mM y KCl
3.3 mM, 10 mL de succinato de sodiol.0 N, 10 mL de cianuro de po-
tasio 1.0 N y 10 mL de azul de metileno al 0.0005%

Método

1. Numerar 13 tubos o matraces Erlenmeyer de 25 mL y preparar las
mezclas de reaccion, adicionando en cada uno de ellos los reactivos
de acuerdo con la tabla siguiente.
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Nota: Es importante que coloque 100 pgr de proteina por tubo. Si no
lo hace, posteriormente se tendran que estandarizar los datos entre la
actividad que se detecte en cada fraccion y dividirla entre la concentra-
cién de proteina de su fraccién correspondiente. De aqui la importan-
cia de determinar la concentracién de proteina de cada Frc obtenido en
la separacion del homogenado hepatico para que calcular el volumen
de la Frc que equivale a 100 pgr de proteina.

Tubo | Succinatode | Cianuro de | Buffer de mito- | 100 ugr de DO, .
Nal0OM | Potasiol N condrias proteina/tubo | 0 min 30 min
1 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc O
2 0.1 mL 0 4 mL Frc O
3 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc1
4 0.1 mL 0 4 mL Frc1
5 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc 2
6 0.1 mL 0 4 mL Frc 2
9 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc 3
8 0.1 mL 0 4 mL Frc 3
9 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc 4
10 0.1 mL 0 4 mL Frc 4
11 0.1 mL 0.2 mL 4 mL Frc5
12 0.1 mL 0 4 mL Frc5
13 0.1 mL 0.2 mL 4 mL 0

2. Después de adicionar todos los reactivos a los tubos y mezclar bien,
retirelos del bafio frio y adiciéneles .02 mL de azul de metileno. Ob-
servar con detenimiento para distinguir cudles tubos presentan ma-
yor coloracion.

3. Leer en el espectrofotometro a 550nm y registrar los datos como
tiempo 0.

4. Incubar a 30°C durante 30 minutos y volver a leer a la misma longi-
tud de onda (550 nm).

5. Lasunidades de deshidrogenasa succinica se pueden calcular a par-
tir de los uMoles de Cyt C reducido/minuto. La diferencia entre el
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coeficiente de extincion molar (o absorbilidad) del Cyt C reducido y
el oxidado es de 18 x 10° cm? por mole, esto es 18.5 x 10° xA /mola.

Resultados

Reste a los nones los datos obtenidos de los tubos pares donde no se
agrego cianuro. Elabore un cuadro de sus valores e identifique la frac-
cién donde se encuentra la citocromo oxidasa por los valores del Cit C
reducido/oxidado.

Compare si equivale a la fraccién donde localiz6 la Citromo C con
los cambios de coloracién del azul de metileno.

Cuestionario

1. ¢{Por qué se requiere adicionar succinato de sodio a la reaccién?

2. ;Cudl es la finalidad de agregar azul de metileno a los tubos? ;Po-
dria agregar dinitrofenol o verde janus en vez de azul de metileno?

3. ¢En qué fraccion celular obtiene la mayor actividad del citocromo C?

4. Grafique la actividad del Citocromo C en funcién del tiempo.

5. ¢Por qué es necesario estandarizar la concentracion de proteina en
todos los tubos?

6. Investigue a qué longitud de onda absorbe el Cyt C oxidado. ;Por
qué solo calculamos el reducido?

7. {Qué otro organelo, ademds de la mitocondria, podria presentar ac-
tividad de citocromo C?

8. (Qué esperaria que pasara si agregamos verde janus?, ;nos podria
identificar la fraccion de mitocondrias por cambio de color?

9. ¢{Qué otros organelos presentan actividad de oxidasas donde partici-
pan otros citocromos?



) PRACTICA 12
SEPARACION DE CLOROPLASTOS: CONTENIDO
DE CLOROFILA

Objetivo

El alumno aislard cloroplastos y calculara los miligramos de clorofila
por gramo de tejido.

Introduccion

El cloroplasto es el sitio donde se lleva a cabo la fotosintesis en algas
y plantas superiores. La primera indicaciéon de que tenia una funcién
fotosintética fue observada en 1882 por Theodor Englemann, en el alga
Spirogyra. En las células de vegetales hay desde 1 a 1000 cloroplastos,
con un tamafo de aproximadamente 5 mm y forma elipsoidal. Presen-
tan una membrana externa y una interna, ademads de una tercera que
es la membrana del tilacoide. Esta se organiza en forma de discos que
se encuentran interconectados y que, en conjunto, se llaman grana. El
estroma es una soluciéon de enzimas, DNA, RNA y ribosomas.

Los lipidos de la membrana del tilacoide tienen una composicion di-
ferente al resto de los lipidos de membrana. S6lo 10% son fosfolipidos,
aproximadamente 80% no tienen carga y son monogalactosil y digalac-
tosil diacilglicerol; 10% son sulfolipidos (sulfoquinovosil diacilglicerol).
La cadena acilo de estos lipidos es insaturada, lo que le da fluidez alta.
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El principal fotorreceptor en la fotosintesis es la clorofila (figura 1),
con un anillo tetrapirrélico ciclico, un grupo hemo y un ién Mg**.

CHLOROPHYLL b

CHLOROPHYLL a
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Equipo

- Microscopio compuesto
- Espectrofotémetro

- Centrifuga

Material biolégico

- Hojas frescas de espinaca
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Materiales y reactivos

- Mortero

- Matraz Erlenmeyer de 500 mL
- Pipetas de 10 y 0.1 mL

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Papel filtro

- Hielo frappé

- NaCl 0.35M, buffer Tris 0.2 M a pH 8
- Tubos Falcon de 15 mL

- Probeta de 100 mL

- Pipetas Pasteur con bulbo

- Gasa

- Agua destilada

- Acetona al 80%

Método

1. Lave con agua de la llave las hojas de espinaca, séquelas y con una
navaja quite el tallo y nervaduras. Mantenga sus muestras en hielo
el mayor tiempo posible.

2. Pese 25 gr y muela en el mortero con 50 mL de NaCl frio mas 5 ml
de buffer Tris frio. Filtre a través de varias capas de gasa y tome 5
mL para centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos. Hagalo por du-
plicado.

3. Transfiera el sobrenadante a otro tubo y centrifugue a 2500 rpm du-
rante 10 minutos. Deseche el sobrenadante. En el precipitado se en-
cuentran los cloroplastos intactos.

4. Agregue 2.0 mL de NaCl y resuspenda suavemente el precipitado
de cloroplastos con ayuda de una pipeta Pasteur. Tome una gota de
la suspension y péngala sobre un portaobjetos y, después de poner-
le el cubreobjetos, observe al microscopio a 40X.

5. Al resto agréguele 5 mL mas de NaCl y vuelva a centrifugar a 2500
rpm por 10 minutos.
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6. Elimine el sobrenadante y resuspenda el precipitado en 5 mL de
NaCl. Etiquete la solucién como suspension de cloroplastos.

7. Coloque 0.1 mL de suspensién de cloroplastos en un tubo de ensaye
y agregue 10 mL de acetona al 80%. Agite suavemente y filtre a tra-
vés de papel filtro Whatman 1. Recoja el filtrado en un tubo o celda
de espectrofotémetro y lea a una longitud de onda de 652nm. Use
solucién de acetona como blanco.

8. Multiplique el valor de absorbancia por 5.8 para obtener los miligra-
mos de clorofila por mililitro de suspensién de cloroplastos.

Resultados

1. ;Qué caracteristicas tienen los cloroplastos al observarlos en el mi-
croscopio optico a 40X?

2. ;Por qué no se utiliza el primer precipitado para la obtencién de clo-
rofila?

3. En esta préctica, ;qué métodos analiticos utiliz6?

Investigacion extramuros
Consulte libros de fisiologia vegetal, bioquimicas y biologia celular.

1. ;Cuéntos tipos de clorofila hay en plantas superiores y algas?

2. Compare la estructura molecular de la clorofila con la hemoglobina
y comente si hay similitud.

3. ({Qué aplicacion tiene calcular la cantidad de clorofila? ;En qué tipo
de estudios es requisito tener datos de cantidad de clorofila?

4. Busque un esquema de la membrana tilacoide y ubique dénde se
realizan los eventos de la fotosintesis.

5. ;Cuales de los eventos antes mencionados requieren energia y cua-
les son los productos?

6. Indique en qué parte del cloroplasto se realiza el ciclo de Calvin.
(Por qué se llaman reacciones oscuras?
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7. Investigue como los herbicidas inhiben la fotosintesis.

8. Construya un cuadro que ubique los grupos de la biodiversidad que
tienen pigmentos fotosintéticos y su nombre.

9. ¢Por qué la clorofila es el pigmento mas eficiente para captar la ener-
gia luminosa?






PRACTICA 13
CITOESQUELETO: MOVIMIENTO CILIAR

Objetivo

Observar el movimiento ciliar de Crasostrea spp, tanto en condiciones
fisiolégicas como con cambios de temperatura y en presencia de blo-
queadores de la cadena respiratoria.

Introduccion

El citoesqueleto estd formado por cuatro componentes fibrilares: mi-
crofilamentos, filamentos intermedios, microtrabéculas y microtibu-
los, que estdn presentes en el citoplasma de células eucariontes, ayudan
al soporte y participan en el desplazamiento de moléculas y organelos.

Los microttibulos, formados por la proteina tubulina, intervienen
en diversas funciones tales como transporte intracelular. El movimien-
to de cromosomas, cilios y flagelos son sensibles a temperatura, pre-
sién y drogas como colchicina, vinblastina y taxol. El movimiento ciliar
en las células de las branquias de moluscos bivalbos y en la traquea de
varios vertebrados forman ondas metacromaticas; su movimiento ne-
cesita la presencia de ATP para proporcionar la energia necesaria para
esta funcion, la cual se obtiene cuando la molécula es degradada por
ATP_ localizadas en el axonema del cilio.
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Material biolégico

- Ostiones o almejas con valva, recién sacados de su ambiente, 3 ejem-
plares por equipo

Materiales y equipo

Microscopio 6ptico con objetivos de 40X y 100X
Aceite de inmersion
Portaobjetos excavados y planos
Cubreobjetos

Estuche de diseccion
Termometro

Caja de Petri

Matraz Erlermeyer

Tapoén de hule

Tubos capilares de vidrio

Hielo

Reactivos

- Humo de cigarro
- Cianuro de potasio (KCN) 0.05 M en filtrado de ostién

Método 1

1. Abrir las valvas del ostion.

2. Cortar el musculo aductor que une al ostién con su valva derecha
(ver figura 1).

3. Colocar el organismo en la caja de Petri sobre su valva izquierda,
tratando de no derramar el liquido que contiene.
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Figura 1. Imagen (izquierda) y estructuras del ostién Crasostrea spp (derecha)

4. Depositar el liquido de tres ostiones en un matraz para preparar las
soluciones de trabajo:

a. Colocar una fraccién de la solucion en frio,

b. A otra fraccion adicionarle KCN a una concentracion final de 0.05 M

c. Adicionarle a la ultima KCN 0,05 M. Después de disolver la sal,
burbujearle humo de cigarro, tal como se muestra en la figura 2.

+——— (igarro

—

—— Succién

Figura 2.
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5. Descubrir el cuerpo del molusco cortando el manto que lo cubre.

6. Tomar 4 trozos, de aproximadamente 5 mm, de la regién de las
branquias y colocarlos en las excavaciones de los portaobjetos. Eti-
quetarlos de la “A” ala “D”.

7. Al portaobjetos A, agregarle dos gotas del liquido frio y mantenerlo
sobre hielo,

8. Al portaobjetos B, agregarle dos gotas de solucién de KCN.

9. Al portaobjetos C, agregarle dos gotas de solucién de KCN con humo
de cigarro.

10. Al portaobjetos D, agregarle dos gotas de solucion natural y mante-
nerlo a temperatura ambiente.

11. Colocar los cubreobjetos y observar a 40X y 100X.

12. Tomar fotomicrografias.

Resultados

1. Anotar lo observado en cada preparacion.
2. Comparar el movimiento ciliar y analizar los resultados.

Investigacion extramuros

1. ;En qué se diferencian los cilios de las células procariontes de los de
las células eucariontes?

. Los cilios y los flagelos, ;son lo mismo?

. (Qué patologias de movimiento ciliar hay en humanos?

4. ;Cudl es la diferencia entre los microtibulos del citoesqueleto y los

de los cilios?
5. {Qué bloqueadores quimicos conoce de la polimerizaciéon de tubulina?
6. {Qué otras proteinas forman parte del axonema del cilio?

w N



PRACTICA 14
NUCLEO

Objetivo

El alumno identificard la estructura del ntcleo en interfase.

Introduccion

El ntcleo en interfase es un compartimento celular delimitado por dos
membranas interrumpidas por poros, que contiene el material genéti-
co constituido por el dcido desoxirribonucleico (DNA) y los componen-
tes para la transcripcion de la informacién genética, acido ribonucleico
(RNA), para su procesamiento y para la duplicacién del DNA. La presen-
cia o ausencia del nticleo como compartimento es uno de los criterios
para separar las células en procariontes y eucariontes.

Con el microscopio 6ptico se pueden distinguir diversas estructu-
ras: la envoltura nuclear, el nucleolo, grumos de cromatina, un espacio
no ocupado por el nucleolo ni por la cromatina compactada (a este es-
pacio se le llama region intercromatiniana). Desde 1949 Barr y Bertram
observaron, en neuronas de gatos hembras, la presencia de una masa
que se tefifa intensamente en el nticleo de estas células en interfase. A
partir de 1951, Barr reconocié que esta masa no estaba relacionada con
el nucléolo —como al principio se consideré—, y se asocié con el sexo
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femenino, denominandolo cromatina sexual o corpuisculo de Barr. Ac-
tualmente se conoce como cromatina X heterocromética.

El estudio de la cromatina X empez6 a formar parte de los estudios
citogenéticos cuando se comprob6 que podia demostrarse su presencia
en diferentes tejidos y observarse en frotis de mucosa bucal o linfocitos
de sangre periférica. Cuando surgieron las técnicas para el estudio de
los cromosomas humanos (1959) se encontré una estrecha relacién en-
tre la presencia del corptsculo de Barr y el niimero de cromosomas X.

Material biolégico

- Meristemos (raices) de Allium cepa, de 3 a 4 cm
- Células del epitelio bucal

Material y equipo:

- Microscopio Optico

- Portaobjetos y cubreobjetos
- Vidrios de reloj

- Pinzas y aguja de disecciéon
- Lampara de alcohol

- Microscopio compuesto

- Vasos de Koplin

Reactivos

Orceina acética al 2%

HCl1M

Acido acético al 45%

Alcohol: absoluto, 96%, 70% y 50%
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Método para cromatina sexual-cuerpo de Barr

1.

Después de enjuagar varias veces la boca con agua, tome, por ras-
pado suave con un abatelenguas, una muestra de epitelio bucal y
coléquela en un portaobjetos perfectamente lavado y sin grasa. Para
esto limpie con una mezcla de alcohol etilico absoluto-acido acético
al 45% en proporcion 3:1.

. Después de colocar la muestra, haga un frotis. Cada equipo debe

tener, minimo, una muestra de células del epitelio bucal de mujer y
otra de hombre.

. Adicionandole unas gotas de HCI 1N, hidrolice durante 30 segundos

y absorba rapidamente el 4cido, con ayuda de papel secante. Tifia la
preparacion con orceina acética.

. Lave con acido acético por goteo, cubra con un portaobjetos y selle

con barniz de ufias. Observe al microscopio a 100X.

Método para identificar células en interfase y mitosis en meristemos

A. Preparaciones temporales

1

. Cortar 1 cm de la parte terminal o apical de las raices y colocar en un

vidrio de reloj con orceina acética. Cuidar que los meristemos que-
den perfectamente cubiertos con el colorante.

. Calentar a la llama de la ldmpara de alcohol y retirar inmediatamen-

te al desprender vapores. Enfriar y volver a calentar suavemente por
2 0 3 veces. Cuide que el colorante no entre en ebullicion, ya que los
meristemos se dafian y usted dafia su aparato respiratorio al respirar
los vapores del acido acético.

. Enfrie y transfiera cada una de las raices a un portaobjetos. Corte 2 mm

desde el dpice, afiada una gota de orceina acética y coloque encima
un cubreobjetos.
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5.
6.
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Presione con la punta de un lapiz la zona donde se encuentra el me-
ristemo y, mediante golpes, con la goma del 14piz disperse el tejido
hasta obtener una monocapa. Con papel kleenex, quite el exceso de
colorante.

Observe al microscopio con el objetivo de 10X y 40X.

. Preparaciones permanentes utilizando el método de hielo seco o de nitrdge-

no liquido

. Haga sus preparaciones permanentes utilizando las temporales. Las

preparaciones permanentes serdn utilizadas en la practica de ciclo
celular.

. Coloque las preparaciones sobre hielo seco en frappé o en nitrégeno

liquido, con el cubreobjetos hacia arriba. Cuando esté perfectamen-
te escarchado retire el cubreobjetos con ayuda de un bistur{ o aguja
de diseccién. Si el cubreobjetos quedé con material de la prepara-
cién, no lo deseche, y siga los mismos pasos que a continuacién se
describen.

. Introducir el portaobjeto en los vasos de Koplin conteniendo solu-

ciones de alcohol en concentracién creciente, en el siguiente orden:
50, 70, 96 y absoluto. Deje las preparaciones por un tiempo menor a
30 segundos en cada uno de ellos.

. Al final, escurrir el exceso de alcohol y poner rapidamente una gota

de medio de montar. Cubrir con un portaobjetos limpio. En el caso
del cubreobjetos, poner un portaobjetos limpio.

Etiquetar y secar en la estufa a 50°C.

Observar al microscopio con el objetivo de 40X y 100X.

Resultados

1.

2.

Observe de 50 a 100 células epiteliales de hombres y mujeres, jen
cuantas encontré cuerpos de Barr?
Observe nucleos en interfase y localice el nucleolo.
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3. En una preparacion fija, observe nicleos en interfase en el aumento
a 100X.

4. Observe las preparaciéon de meristemos vegetales en 40X, y cuente:
(cuantas células en interfase encuentra por campo (minimo 5 cam-
pos)? y, ;cudntas en mitosis?

5. Compare células en interfase de los meristemos vegetales y del epi-
telio bucal.

a) Indique si la forma de la célula es igual o diferente.
b) Indique, aproximadamente, cuédl es la proporcién del tamafio del
nucleo con respecto a la célula.

6. ;Observé células binucleadas? ;Cuantas?

7. Comparando la preparacién de meristemos vegetales y la de epitelio
bucal, indique por qué en esta tltima sélo hay ntcleos en interfase.

Investigacion extramuros

1. Investigue qué han aportado al estudio del ntcleo las técnicas de:
a) Microscopio electrénico
b) Inmunocitoquimica
c) Hibridacién in situ
d) Autorradiografia de alta resolucién
e) Crio-métodos
2. (A qué se refieren los términos eucromatina y heterocromatina?
3. Mary Lyon, en 1961, propuso una hipétesis para explicar la conden-
sacion del cromosoma X. ;Qué puntos consider6?
4. ;Cuales son los conceptos actuales de la inactivacién del cromosoma X?
5. Complete la siguiente tabla, de acuerdo con lo propuesto por Barr de:

El ndmero de cuerpos de Barr = al nimero de cromosomas X-1
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No. de Cuerpos de Barr

Fenotipo observado

Sexo genético
probable

Niim. total de cromo-
somas

M, anormal

H, anormal

0 H, normal
0 M, anormal
1 H, anormal
1 M, normal
2 H, anormal
2
3
3

M, anormal

6. ;Cual de los individuos de la tabla es sindrome de Turner clasico?

7. ;Cudl de los individuos de la tabla es sindrome de Klinefelter clasico?

8. Describa las caracteristicas clinicas de estos dos sindromes.

9. Los cuerpos de Barr son una prueba presuntiva. Explique cémo pue-
de confirmar los resultados de la tabla.



PRACTICA 15 /
CICLO CELULAR Y ETAPAS DE LA DIVISION CELULAR

Objetivo

El alumno identificara las etapas del ciclo celular en células vegetales y
animales.

Introduccion

Las células, al reproducirse, tienen que asegurar que todo su material
se reparta en forma aproximadamente equitativa entre las células hijas
resultantes. Los acontecimientos que ocurren durante la reproduccién
celular estan comprendidos dentro del proceso del ciclo celular, el cual
estd determinado por cinco fases diferentes: 1) la que asegura que el
DNA se duplique o fase S (sintesis); 2) la encargada de que el material
genético se reparta exactamente entre dos ntcleos o fase M (mitosis);
3) cuando la célula madre se divide en dos células hijas por medio de
la fase C (citocinesis). Las dos fases restantes, llamadas G, y G, (Gap),
tienen las siguientes funciones: 4) en G, ocurre la sintesis de proteinas y
en 5) G, se prepara para entrar en mitosis. G, y G, anteceden a las fases
de sintesis del DNA y de mitosis, respectivamente, y son las fases en las
que ocurren multiples procesos regulatorios del ciclo celular. Desde el
punto de vista metabdlico, el ciclo celular es una sucesién de interfase y
mitosis; en la primera ocurren todos los procesos metabdlicos y regula-
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torios necesarios para la progresion ordenada del ciclo, mientras que en
la mitosis se dan los rearreglos estructurales, tanto citoplasméticos como
nucleares, que permitirdn la reparticién exacta del material genético.

Materiales

- Se utilizan las preparaciones permanentes de los meristemos de Allium
cepa.

Equipo

- Microscopio compuesto con objetivos 40X y 100X

Método

1. Utilizando campos al azar observe 1000 células en cada una de las
preparaciones de meristemos.

2. Anote cudntas estdn en interfase y cuantas en mitosis.

3. Anote en qué fase de la mitosis (profase, metafase, anafase y telofa-
se) se encuentran las células que observé.

4. Alterminar de observar las preparaciones realice los siguientes cdlculos:

Numero de células contadas en mitosis X 100
Indice mitético =

Numero total de células contadas

) Numero de células en cada fase de la mitosis X 100
Indice de fases =

Ntumero total de células en mitosis
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Resultados

Con los indices que obtuvo, establezca la duracién relativa de los dife-
rentes periodos del ciclo celular, con excepcién de los interfasicos (G,
SyG,).

Investigacion extramuros

1. Indague cudl es la metodologia que actualmente se utiliza para in-
vestigar el ciclo celular en interfase (G, Sy G,).

2. Con un esquema de ciclo celular, identifique los eventos bioquimi-
cos y celulares que ocurren en cada etapa.

3. Explique, de acuerdo con la informaciéon que ha investigado, ¢por
qué el estudio del ciclo celular con la microscopia dptica se ha cen-
trado en las etapas de la mitosis?

4. Investigue cudles son los puntos de regulacion del ciclo celular y
cudl es la metodologia que se utiliza para su investigacion.

5. Investigue como puede aplicar lo que aprendi6 en la practica para
realizar estudios de genotoxicidad.
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PRACTICA 16 )
CULTIVO CELULAR EN SUSPENSION

Objetivos

El alumno se habilitara en el cultivo de células en suspension e investi-
gard su aplicacion en biologia y otras disciplinas.

Introduccion

A los linfocitos, células de la médula u otras células que estan sepa-
radas y flotan en el medio de cultivo, se les conoce como cultivos en
suspension, por no estar adheridos al recipiente de cultivo.

Las condiciones bésicas necesarias para el cultivo celular son:

a) el medio de cultivo
b) las condiciones para el cultivo
c) la célula o tejido a cultivar

Los medios de cultivo, generalmente, contienen sales, glucosa y se su-
plementan con suero bovino (de 5 a 20 %), L-glutamina, aminodcidos
esenciales e indicadores de pH (como el rojo de fenol que se observa de
color rojo a pH alcalino, de color amarillo oro cuando el pH es neutro o
amarillo cuando el pH es acido). Los medios mas usados para cultivar
linfocitos son: MEM, RPMI 1640, McCoy 5A, TC199.
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Los recipientes de cultivo pueden ser de plastico o de vidrio, pero
es importante que resistan la esterilizacion en el autoclave a 15 libras
de presién durante 15 a 20 minutos. Las condiciones de cultivo requie-
ren una zona de esterilidad, de preferencia en una campana de flujo
laminar y esterilizada previamente con fenol.

Los linfocitos son células sanguineas que se pueden obtener de san-
gre circulante, del bazo y de la médula ésea, en varios grupos, como
peces, aves y mamiferos. La poblacién de linfocitos de sangre circulante
estd en interfase, pero pueden ser estimulados por mitégenos, compues-
tos que inducen su divisién (mitosis). La fitohemaglutinina (PHA) es una
glicoproteina que se enlaza a la membrana del linfocito, alterando la per-
meabilidad y la entrada de moléculas que dispara la sintesis de macro-
moléculas y estimulan a los linfocitos T, para que entren en mitosis.

Equipo

Autoclave

Campana de flujo laminar

Centrifuga

Estufa a 37°C

Microscopio compuesto con objetivos 40X y 100X

Materiales

Tubos de ensaye de 15 mL, estériles y con tapén de caucho
Pinzas estériles

Jeringa heparinizada de 10 mL

Pipeta Pasteur con bulbo de latex

Portaobjetos perfectamente limpios y desengrasados
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Reactivos

Soluciones de heparina 1000 Ul/mL

Fitohemaglutinina (PHA) 2.5 ng/mL

Medio de cultivo MacCoy 5A modificado

Colchicina 4 pg/mL

Solucién fijadora de Farmer (alcohol metilico y acido acético glacial 3:1)
Solucién hipoténica de KCI (5.6 g/1000 mL de agua destilada)

Métodos

A. Obtencion y siembra de linfocitos

1.
2.

3.

Cada equipo esterilizara sus tubos, tapones y pinzas.

Obtener una muestra de 5 mL de sangre venosa con una jeringa pre-
viamente heparinizada.

En el interior de la campana de flujo laminar y con el mechero encen-
dido, colocar 5 mL de medio de cultivo MaCoy 5A modificado en un
tubo limpio y estéril y, con una jeringa de insulina, adicionar 0.1 mL
de fitohemaglutinina (2.5 mgr/mL de medio).

. Agite suavemente la sangre contenida en la jeringa, retire la aguja y

adicione 1 mL de sangre total a cada tubo conteniendo el medio de
cultivo. Cuide que la sangre no toque las paredes del tubo.

. Tape el tubo con el tapén de corcho y agitelo suavemente. Etiquete e

incube durante 71 horas a 37°C.

. Todo el procedimiento de siembra se repetird en otro tubo, al cual no

se le adicionara la colchicina.
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B. Cosecha

1.

4.

Después de las 71 horas de incubacion, agregar a cada tubo sembra-
do cuatro gotas de colchicina. Tapar y agitar suavemente. Continuar
incubando durante 45 a 60 minutos.

. Saque los tubos de la estufa y, con la pipeta Pasteur con bulbo, trans-

fiera toda la sangre a un tubo de centrifuga, desprenda la etiqueta y
pongaselo a este. Centrifugue a 1,000 rpm por 10 minutos.

. Elimine el sobrenadante con la pipeta Pasteur con bulbo, teniendo

cuidado de no tocar el pellet. Deje aproximadamente 0.5 mL del so-
brenadante para resuspender la pastilla de células. Agregue 5 mL de
KCl e incube a 37°C durante 15 minutos.

Centrifugar a 1,000 rpm durante 10 minutos. Quite la mitad del so-
brenadante, resuspenda la pastilla de células y agregue sin dejar de
mezclar 5 mL de solucién de fijacién. Incube el tubo en el refrigera-
dor por 15 minutos.

. Centrifugue a 1,000 rpm durante 10 minutos. Quite el sobrenadan-

te, resuspenda, agregue 5 mL de fijador y vuelva a centrifugar. Este
proceso se repite tantas veces como sea necesario y hasta que el pre-
cipitado esté blanco.

. A partir de la segunda vez que se adiciona solucién fijadora, el tubo

se puede guardar tapado en el refrigerador hasta el momento de ha-
cer las preparaciones.

C. Preparaciones

1.

Si guardé su tubo con células en el refrigerador, agregue fijador has-
ta la mitad del tubo y centrifugue a 1,000 rpm durante 10 minutos.
Elimine el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur, dejando
aproximadamente 0.5 mL del sobrenadante. Resuspenda el precipi-
tado y, con la pipeta Pasteur, tome una muestra dejando caer cuatro
gotas en el extremo del portaobjetos perfectamente limpio y desen-
grasado, desde una altura de mas de 20 cm.
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2.

3.

4.

Sople la muestra sobre el portaobjetos hacia el extremo contrario de
donde puso las gotas de cultivo. Haga tres preparaciones por muestra.
Seque la preparacion al aire y tifia con solucién de Giemsa por 15
minutos.

Lave suavemente al chorro del agua y seque a temperatura ambiente.

D. Observacion al microscopio

1.

2.

Cuando las preparaciones se sequen, observarlas al microscopio con
el objetivo de 40X.

Compare las preparaciones del tubo con colchicina con las prepara-
ciones a las que no se les agregd este compuesto. Registre sus resul-
tados y comente sus observaciones.

. En las preparaciones con colchicina, cuente 100 células e indique

cuantas de ellas estdn en mitosis.

. Localice mitosis y observe a 100X. Seleccione mitosis completas y

con cromosomas bien separados.

. Tome fotomicrografias de las mitosis seleccionadas.
. Compare sus fotomicrografias con la fotocopia que se le proporcioné

en el laboratorio.

Investigacion extramuros

1.

G W

Recorte la fotocopia de la fotografia al microscopio de los cromoso-
mas y arme el cariotipo.

. Busque los siguientes cariotipos en la bibliografia: de chimpancé, de

gorila y de orangutdn y compaérelos con el cariotipo humano que
elaboré. Comente con cudl compartimos mas semejanzas.

. Investigue de qué vegetal se obtiene la fitohemaglutinina.
. ¢Qué otros mitégenos estdn disponibles en el comercio?
. La colchicina es un alcaloide, investigue de qué vegetal se obtiene y

cudl es su férmula.
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6. Explique como funciona la colchicina para la obtencién de cromoso-
mas en metafase.

7. ¢(Qué utilidad tienen los cariotipos en los estudios taxonémicos y por
qué han sido cuestionados?

8. ¢(Cuales son los puntos minimos en la investigaciéon taxonémica, en
la actualidad?



~ PrACTICA 17 )
BIOLOGIA MOLECULAR DE LA CELULA:
ELECTROFORESIS

Objetivos

El alumno se habilitara en el uso de las micropipetas y en la elaboracién
de geles para realizar separaciones de biomoléculas por electroforesis.

Introduccion

Las micropipetas manuales tienen como propdsito medir liquido en
forma exacta y precisa. El funcionamiento de todas las micropipetas
se basa en el principio del desplazamiento del aire y la utilizacién de
puntas desechables. Las pipetas cubren un rango amplio de volumen
de trabajo, que va desde 0.1 microlitros (nL) hasta 5 mililitros (mL).

La calidad de las micropipetas es comprobada de acuerdo con la
norma ISO 8655/DIN 12650. Los controles de calidad se llevan a cabo
mediante pruebas gravimétricas, utilizando agua destilada a 22°C y
puntas originales. Las micropipetas con los siguientes rangos de volu-
men deben utilizar puntas con las siguientes caracteristicas:

111
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Rango de volumen (uL) Puntas de polipropileno (uL) Color:
0.1-25 10 Generalmente blanco
2.0-20 300 Generalmente amarillo
10 - 100 300, 350 Generalmente amarillo
100 - 1000 1000 Generalmente azul
1000 - 5000 5000 Generalmente blanco

El volumen de la pipeta se muestra claramente en una pantalla situada
en el mango. El ajuste del volumen se lleva a cabo facilmente, girando
el émbolo en direccion de las agujas del reloj, si se quiere disminuir el
volumen; o girando en contra de las manecillas del reloj, si lo que se
quiere es seleccionar un volumen mayor.

Material y equipo

1. Micropipetas con diferentes rangos de volumen de trabajo
2. Puntas de las medidas adecuadas a las pipetas

3. Camara de electroforesis horizontal y vertical

4. Fuente de poder

Reactivos

Agarosa

TEMED

Solucién amortiguadora Tris-Boratos-EDTA (TBE)
SDS

Acrilamida y bis-acrilamida

B-mercaptoetanol

Glicina

NS L=
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Método
A. Técnica de pipeteado
1. Antes de utilizar cualquiera de las micropipetas disponibles, iden-

tifique cada uno de sus componentes, los cuales se muestran en la
figura 1.

Anllio de ajuste

del cuerpo inferior

[eslizante

anti

Expaulsor
de‘?"pu ntas

Puntas desechables de pipeta

Figura 1. Partes de las micropipetas de un canal y multicanal

2. Coloque la punta correspondiente a la pipeta y seleccione el volu-
men que desea medir.

3. Las micropipetas se utilizan para medir soluciones acuosas, nunca
las utilice para medir 4cidos y solventes, ya que los vapores de los
mismos las dafian. Presione el émbolo de forma suave y lenta, sobre
todo con liquidos viscosos.
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4.

5.

6.

Presione el botén del émbolo hasta el primer tope e introduzca la
punta 2-3 mm dentro del liquido. Suavemente, libere el émbolo.
Una vez que el émbolo lleg6 a su posicién original, saque la pipeta
tocando la pared del recipiente.

Presionando el émbolo hasta el primer tope, coloque el liquido que
estd midiendo. Contintie presionando hasta el segundo tope. Este
procedimiento vaciard completamente la punta, asegurando la pre-
cisién de la toma (figura 2).

Preparacién Aspiracién Estabilizacién  Dispensado Purga

S ol E S G B

IR

Figura 2. Forma correcta de sostener la micropipeta y pasos para medir
el volumen deseado: posicién de partida (izquierda), primera parada
(centro) y segunda parada (derecha).

. Para medir liquidos viscosos o un volumen muy pequerio

. Presione el botén del émbolo hasta el segundo tope e introduzca la

punta dentro del liquido 2-3 mm. Suavemente, libere el émbolo.

. Retire la pipeta tocando la pared del recipiente, permitiendo que es-

curra la solucion densa adherida a la parte externa de la punta, ya
que no pertenece al volumen que se desea medir.

. Coloque el liquido presionando el émbolo hasta el primer tope y

mantenga esta posicion para que el liquido denso que queda en la
punta escurra lo mas posible. Entonces presione el émbolo hasta el
segundo tope.

. Repita varias veces hasta que logre que en su punto no permanezcan

restos de la solucién que estd midiendo.
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C. Electroforesis

La electroforesis es una técnica analitica con poder de resolucién muy
amplio. Existen diversos tipos de electroforesis, dependiendo de los
medios de soporte. Los geles de celulosa son usados para moléculas
de bajo peso molecular, como los aminoacidos y los carbohidratos; los
geles de poliacrilamida y agarosa se utilizan para moléculas de mayor
peso molecular, como DNA, RNA y proteinas.

Desde el punto de vista instrumental, la electroforesis se realiza en
un soporte vertical (geles de poliacrilamida-PAGE), horizontal (geles de
agarosa) y capilar. En la electroforesis, en un gel de poliacrilamida,
el soporte estd constituido por una red tridimensional formada por
la polimerizacién de la acrilamida con N,N’-metilen-bis-acrilamida,
controlada por un sistema de catalisis con el persulfato de amonio y
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED). Para elaborar los geles de
poliacrilamida se utilizan los siguientes reactivos:

1) Monémeros de acrilamida (CH, = CH- CO-NH,)

2) N,N’-metilen-bis-acrilamida (CH, = CH- CO-NH- CH,- NH- CO-
CH=CH,)

3) Eliniciador de la reacciéon puede ser persulfato amoénico o riboflavi-
na que, en presencia de luz, se descomponen, dando radicales libres
en solucion.

5,0 — 250,

4) El catalizador o reactivo TEMED, que forma radicales libres estables
y permite que se propague la reaccién de polimerizacion.

5) Lasolucién de buffer para estabilizar el pH y como electrolitro, para
que el medio sea conductor.

La relacién arcrilamida: bisacrilamida suele ser constante y caracteriza
la dureza del gel. El tamafio del poro estd determinado por la concen-
tracion total de monémeros acrilamida + bis-acrilamida, que definen el
grado de reticulado del gel. Los porcentajes habitualmente utilizados
estan entre 3-30% y se escogen atendiendo al tamafio de las moléculas
que se desean separar. Generalmente, los geles que se utilizan para se-
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parar moléculas con diferentes rangos de peso molecular se muestran
en la tabla siguiente:

Acrilamida Margen de peso
(% pesofvolumen) molecular (kDa)
5 200-60
10 75-18
12.5 60-15
15 45-12

Las biomoléculas como proteinas y acidos nucleicos en solucién acuo-
sa y bajo la accién de un campo eléctrico se moveran hacia el cdtodo o
el &nodo en funcién de su tamafio, forma y carga eléctrica.

La electroforesis de zona representa la migracién de una particula
cargada en una disolucién de electrolitos que estdn embebidos en un
soporte microporoso y bajo la accién de un campo eléctrico. Es una téc-
nica analitica y preparativa que se realiza con diversas metodologias,
en funcién del equipo de electroforesis, sistema de buffer, voltaje, tipo
de soporte y naturaleza del revelado. En la electroforesis vertical se
usan geles de poliacrilamida y, en la horizontal, geles de agarosa.

Un equipo de electroforesis de zona consta de las siguientes unidades:

1. La fuente de poder, que proporciona el campo eléctrico cuando se
establece una diferencia de potencial entre los electrodos.

2. La camara de electroforesis, con los recipientes donde se sittia el buffer
que moja los electrodos.

3. El soporte electroforético.

Para realizar un corrimiento electroforético, siga los siguientes pasos:

1. Arme la camara siguiendo los pasos de la figura 3. Arme las pla-
cas de vidrio en la cdmara. Después de poner los peines, adicione
la mezcla de acrilamida-bisacrilamida para hacer el gel y cargue la
muestra. Conecte a la fuente de poder.
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Figura 3.

2. Ensamble la cdmara como se muestra en la figura 4 e identifique el
anodo y el cdtodo para conectar la cAmara correctamente a la fuente
de poder.

3. Después de conectar la cdmara de electroforesis a la fuente de poder
identifique el botén de encendido y el del voltaje para seleccionar la
intensidad de la corriente que va a utilizar.

Figura 4. Ensamblado final de la cAmara de electroforesis






) PRACTICA 18 )
EXTRACCION DE DNA GENOMICO Y DE PLASMIDO

Objetivo

Habilitar al alumno en la extracciéon de DNA de un cultivo celular puro.

Introduccion

El aislamiento del dcido desoxirribonucleico (DNA) se puede compli-
car por la presencia de enzimas nucleasas, como la DNA,,, ¥y de otras
macromoléculas que son aisladas simultdineamente durante el proceso
de extraccion del DNA. Las nucleasas se pueden inhibir por falta de
cationes que actiien como cofactores como el Magnesio (Mg*?), para
esto se utilizan agentes quelantes como el etilendiamino tetracético
(EDTA). Los detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), ademds
de inhibir las nucleasas disocian las proteinas del DNA y las hace més
accesibles a la degradacion. Otro reactivo que desplaza las proteinas
asociadas al DNA y que previene la degradacion de dcidos nucleicos es
el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB).

119
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Material y reactivos
A. Procedimiento 1

1. Buffer de extraccion. Sacarosa 20%, Tris 25 mM, EDTA 10 mM. A 1 mL
de buffer extraccién agregar 500 pL de sDs 10 % y ajustar el pH a
8. Agregar 2 mg/mL de lisozima y/o0 20 mgr/mL de proteinasa K
(opcional)

2. Precipitacion del DNA. Acetato de amonio 7.5 M, etanol al 95%

B. Procedimiento 2

1. Solucion de extraccion de DNA. Buffer TE 10/1 (10 mM de Tris-HCl
y 1 mM de EDTA pH 8): dodecil sulfato de sodio (SDs) al 10%; bro-
muro de cetiltrimeti amonio (CETAB) 2X, 1 gr de CETAB en 50 mL de
H,O; 5.0 mL de Tris 1M pH8 (100 mM final); 2.0 mL de EDTA 0.5 M
(20 mM final); 14 mL de NaCl 5M (1.4 M final).

2. Precipitacién del DNA. 10 mL de solucién cloroformo-alcohol-isoami-
lico (24:1); isopropanol frio; acetato de sodio 3 M pH .5.2; etanol 70%

C. Procedimiento 3

1. Solucién de CTAB. Se prepara 2 o 3 dias antes de la extraccion. Para 1 L
de solucién mezclar 100 mL de Tris 1M pH 8, 128 mL de NaCl 5M,,
40 mL de EDTA 0.5M y 20 gr de CETAB.

2. Buffer TE 10/1 (10 mM de Tris pH8 + 1 mM de EDTA).

3. Preparar esta soluciéon al momento. Por cada 5 mL de CTAB, adicio-
nar 0.2 gr de polivinilpirrolidona (PVP) y 25 puL. de f-mercaptoetanol.
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Métodos

A. Procedimiento 1. Como muestra bioldgica para extraer el DNA se puede uti-
lizar la fraccion nuclear que se obtuvo de los hepatocitos o linfocitos de sangre
periférica.

1. Centrifugar los cultivos celulares a 12,000 rpm durante 3 minutos.
Decantar el sobrenadante y agregar a la pastilla de células 200 pL de
solucion de extraccion fria (1).

2. Agitar vigorosamente e incubar 30 minutos a temperatura ambiente

y durante 2 hrs a 65°C.

. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos.

4. Con una pipeta, transferir el sobrenadante a otro tubo y precipitar el
DNA, adicionando 100 puL de sbs al 10%, 100 uL de acetato de amonio
7.5 My 600 pL de etanol al 95%, frio.

5. Dejar precipitar en hielo por 1 hora. Centrifugar a 12,000 rpm, decan-
tar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

6. Disolver el pellet de DNA en 50 a 100 pL de agua destilada y tomar
una alicota para checar la concentracién del DNA midiendo DO a 230,
260 y 280nm.

7. Divida las lecturas 269/280. La proporcién debe ser de 1.8 a2y, la de
230/260, debe ser de 2.2. Estos valores nos dan una estimacion de la
pureza y cantidad del DNA.

w

B. Procedimiento 2. Purificacion de DNA de plasmido

1. Centrifugar el cultivo a 1,200 rpm en frio y durante 20 minutos. Re-
tirar el sobrenadante y agregarle al pellet 60 uL de té 10/1 y 60 pl de
sDs al 10% (ojo: se pueden afadir 2 gotas de proteinasa Ky 40 nL de
lisozima para tener un volumen final de 200 pL.

2. Incubar a 37°C durante 1 hora. Para desnaturalizar proteinas, adi-
cionar 100 pL de NaCl 5M y 80 pL de CETAB, agitando vigorosamen-
te con el vortex (de 2 a 5 minutos).
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. Incubar la muestra a 65°C por 10 minutos y agregar 0.8 mL de cloro-

formo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar con el vortex y centrifugar
la muestra a 12,000 rpm durante 5 minutos.

. Se forman tres fases. Recuperar la fase acuosa superior y colocarla en un

tubo limpio. Agregarle 0.6 mL de isopropanol frio. Mezclar durante 5
minutos y centrifugar nuevamente a 12,00 rpm por 5 minutos maés.

. La pastilla que se forma es el DNA, lavarlo agregando 1 mL de etanol

al 70%, frio, y centrifugar a 12,000 rpm.

. Decantar el sobrenadante, dejar secar y resuspender la muestra en 50

pL de té o agua destilada. Tomar alicuota para determinar concen-
tracién e integridad del DNA.

Nota: El DNA también se puede precipitar de la fase acuosa con 100 pL
acetato de sodio 3M y 600 pL de etanol al 95%, frio. Centrifugar a 12,00
rpm por 10 minutos.

C. Procedimiento 3

1.

5.

6.

Moler 10 a 20 mgr de muestra de plantas secas y agregarle 500 pL de
buffer CETAB. Incubar a 55°C durante 60 minutos y adicionar 500 pL
de mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1.

. Centrifugar 10 minutos a 12,000 rpm. Se forman tres fases. Tomar la

fase acuosa y transferirla a un Eppendorf estimando el volumen de
la fase acuosa, ya que se le adicionaran 0.08 voliimenes de acetato de
amonio frio 7.5 M y 0.54 volimenes de isopropanol frio.

. Mezclar bien y dejar de 15 minutos a toda la noche, en frio. Centrifu-

gar a 14,000 rpm de 3 a 5 minutos.

. Extraer el sobrenadante con una pipeta y el pellet de DNA, lavarlo

con 700 pL de etanol al 70%, frio. Mezclar muy bien y centrifugar de
1 a 3 minutos a 13,000 rpm.
Eliminar el sobrenadante y al pellet agregarle 700 pL de etanol al
95%, frio. Mezclar y centrifugar de 1 a 3 minutos.

Dejar secar el pellet al vacio y agregarle 50 pLL de agua destilada o
buffer té 10/1.
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D. Procedimiento 4. Extraccién de DNA a partir de linfocitos

1. Obtener una muestra de sangre periférica en tubos con EDTA.

2. Adicionar hasta 50 mL con solucién de lisis 1 a 4°C. Tapar y mezclar
por inversién cuidadosamente.

3. Centrifugar durante 10 minutos a 4,500 rpm y 4°C. Decantar cuida-
dosa y rapidamente el sobrenadante a otro tubo, sin levantar la pas-
tilla formada. No tirar el sobrenadante.

4. Resuspender la pastilla obtenida con 3 mL de buffer de lisis 2, 125 pL
de sDs 10% y 550 pL de perclorato de sodio 5 M.

5. Agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente, con agitacién
mecanica.

6. Pasado el tiempo, adicionar 3.5 mL de NaCl 6M a cada tubo. Agitar
muy fuertemente con la mano durante 15 segundos. Centrifugar a
3,500 rpm por 30 minutos.

7. Recuperar el sobrenadante en otro tubo. Adicionarle 7 mL de isopro-
panol absoluto a temperatura ambiente, tapar el tubo y agitar sua-
vemente en posiciéon horizontal hasta la formacién de una medusa
(DNA).

8. Fijar la medusa obtenida en la pared del tubo con ayuda de una pi-
peta Pasteur y desechar el liquido. Lavar el DNA 2 veces con etanol al
70%, teniendo precaucion en el lavado.

9. Finalmente, resuspender el DNA con 0.2-0.5 mL de solucién amorti-
guadora té. Dejar en agitacion suave toda la noche a 4°C o incubar a
37°C por una hora.






PRACTICA 19
ELECTROFORESIS DE DNA

Objetivo

Aplicar el método de electroforesis para la separaciéon de biomoléculas
en un campo eléctrico.

Introduccion

La separacion de 4cido desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena, se
hace utilizando como soportes geles de agarosa (horizontal) y de po-
liacrilamida (vertical). En ambos casos, en funcion del tamano de los
fragmentos de DNA que se quieren separar, el gel se prepara a distintas
concentraciones. Los fragmentos mds pequefios, < 100 pb, se pueden
separar adecuadamente en geles poliacrilamida. Los medianos, < 1,000 pb,
pueden resolverse en geles de acrilamida de concentracién baja (7%),
o de agarosa a concentracion alta (1.7-2.0%). Tamafios mayores, hasta
20 kpb, se separan en geles de agarosa. Las moléculas lineales de DNA
de doble cadena migran en la electroforesis a una velocidad inversa-
mente proporcional a su tamafio. Una vez separadas, las moléculas de
DNA normalmente se visualizan por fluorescencia de distintos com-
puestos que se unen a ellas, como el bromuro de etidio. Este interca-
lante quimico estd siendo sustituido por otros fluorocromos con mayor
poder de deteccién o menor toxicidad.
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Material y equipo

- Micropipetas y puntas

- Camara de electroforesis horizontal y vertical

- Fuente de poder

- Transiluminador de luz Uv

- Horno de microondas

- Bafio con temperatura regulada

- Vortex

- Microtubos

- Estufa de incubacion

- DNA de plasmido y cromosémico, extraido en la practica 18

Reactivos

- Enzima de restriccion Pst1

- Agua tridestilada estéril

- Agarosa

- Amortiguador Tris.acetato-EDTA 1X (TAE)

- Bromuro de etidio 10 mg/mL

- TAE 50X (Tris-acetato-EDTA):  Tris base 24.20 gr
Acido acético glacial 5.71 mL
EDTA 0.5 M pH 8 10.00 mL
H,Ocbp 100 mL

Método
A. Restriccion del DNA

1. A la muestra de DNA contenida en un microtubo de 500 pL (Eppen-
dorf). Adicionarle los siguientes reactivos:
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DNA (plasmido) 10 pL
Amortiguador 10X 2uL
Pst1 40 U/pL 1pL
Agua estéril 6 nL

2. Incubar la reaccidon de restriccion durante 12 horas a 37°C.

B. Preparacion de geles de agarosa

1. Pesar 2 gr de agarosa en un matraz Erlenmeyer y fundirla con 20 mL
de TAE 1X, en el horno de microondas, por 50 segundos.

2. Preparar el molde de la camara de electroforesis y, después de ase-
gurarse de recuperar el volumen perdido por la ebullicién, vaciar
aproximadamente 10 mL de la agarosa fundida en el molde. Colocar
el peine.

3. Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 20 a 30 minutos. Reti-
rar el peine y poner el molde en la cdmara de electroforesis. Llenar
con el volumen necesario de amortiguador TAE 1X hasta cubrir el
gel, entre 100-120 mL.

4. Preparar las muestras agregandoles 2 pL. de amortiguador de mues-
tra 'y 15 pL de la reaccién de restriccion.

5. Colocar las muestras en el gel y correr durante 30 minutos a 100 volts.

6. Verificar los resultados de la separacion electroforética en el transilu-
minador, después de sumergir el gel en una solucién de bromuro de
etidio durante 5 minutos.
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