




EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

I) OBJETIVO:

1. Comparar métodos de extracción de proteínas  a partir de distintos organismos.

2. Cuantificar las proteínas resultantes de cada extracto.

II) INTRODUCCION:
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Las  proteínas son las moléculas orgánicas más abundantes en la célula, ellas constituyen más del 50% del peso seco de la célula. Cada organismo, ya sea unicelular o multicelular, o cada tipo celular, tiene un rol específico determinado por su composición proteica. Con la posibilidad de que 20 aminoácidos diferentes puedan estar unidos en cualquier orden para conformar polipéptidos de cientos de aminoácidos, tienen el extraordinario potencial de producir una gran cantidad de variantes en su conformación. Esta variedad permite a las proteínas funciones tan refinadas como las de las enzimas que permiten el metabolismo celular. 
  
Una bacteria puede tener cerca de 1000 proteínas  diferentes; mientras que en una célula humana puede haber 10.000 clases de proteínas  distintas.  

  
La composición proteica de una célula depende del conjunto de genes que se estén activando  y esto está relacionado directamente con las señales que recibe la célula, de su micro ambiente y de las características celulares que le son propias. Es decir que el patrón proteico de una célula vegetal será distinto al de una célula animal y a su vez una célula hepática de un ratón, por ejemplo, será distinta de una célula hepática de un humano.

 
Esta expresión diferencial de proteínas puede ponerse en evidencia mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida. Para esto es necesario extraer las proteínas a partir de las células que constituyen los tejidos u órganos. Los métodos más utilizados se basan esencialmente en la homogenización de los tejidos y la destrucción de los límites celulares por medio de diferentes procedimientos mecánicos y/o químicos. Obteniéndose lo que se denomina extracto crudo, si es necesario se pueden realizar centrifugaciones diferenciales para obtener fracciones subcelulares o para aislar organelas específicas. Básicamente, las proteínas asociadas a membrana quedarán en el pellet y las solubles en el sobrenadante.
Una vez el extracto o preparación de organelas esta listo, varios métodos permiten purificar una o más proteínas. Para ello, se somete al extracto a tratamientos que separan las proteínas en diferentes fracciones basados en algunas propiedades tales como tamaño o carga, proceso denominado  fraccionamiento. Las primeras fases en este proceso utilizan diferencias en la solubilidad que depende del pH, la temperatura, la fuerza iónica entre otros factores.   
Volviendo a la obtención del extracto crudo, al momento de elegir el protocolo a seguir es importante tener en cuenta:

· MATERIAL BIOLOGICO DE PARTIDA: por ejemplo si se trata de un tejido o un cultivo celular, esto nos demandara diseñar estrategias para obtener un extracto crudo lo más homogéneo posible. En el caso de tejidos antes que nada es necesario romper el tejido de forma violenta para que en el primer fraccionamiento no perdamos la mayor cantidad de extracto y que en algunos casos nos permiten mantener estructuras subcelulares. Abajo se nombran varias opciones con distintos grados de sofisticación, pero en general involucran una ruptura mecánica grosera.

· Homogeneizadores eléctricos: Vástago de teflón / Rotor-stator (como cuchillas)

· Sonicadores: trabajan con ultrasonido

· Tubos y vástagos de teflón 

· Morteros
 
 En el caso de que el material de partida sea un cultivo de células eucariotas la extracción se simplifica ya que con la adición de un detergente o con una diferencia osmótica podemos romper los límites celulares.
· TIPO DE ORGANISMO: dependiendo del tipo celular nos vamos a encontrar con distintos protocolos que pueden involucrar la ruptura de paredes celulares, como en el caso de células vegetales, bacterias, etc. 
· FINALIDAD DEL EXTRACTO PROTEICO: esto determinará el buffer de extracción que se utilizará dependiendo si nos interesa o no que las proteínas conserven su actividad biológica, su conformación nativa, su interacción con otras proteínas u otras moléculas. Además algunos protocolos son tan violentos que involucran la ruptura de todas las membranas, otros nos permiten fraccionar y obtener, por ejemplo proteínas citoplasmáticas y aislar núcleos enteros y luego obtener proteínas nucleares por separado, etc. 

  
A la finalidad de este práctico solo procederemos a obtener extractos proteicos crudos a partir de distintos sistemas biológicos que serán comparados mediante geles SDS-PAGE. 
  Para que la comparación entre los distintos perfiles obtenidos sea válida, es necesario utilizar la misma cantidad (masa, concentración) de proteínas. Existen distintos métodos que permiten medir el contenido de proteínas de una muestra. Los más típicos involucran la adición de un reactivo químico que es capaz de reaccionar con determinados residuos aminoacídicos produciendo como resultado el cambio de color en la solución que es proporcional a la cantidad de proteínas totales de la muestra. Este cambio de color es medido utilizando un equipo denominado espectrofotómetro y para determinar la concentración de proteínas totales de la muestra a analizar, los resultados de absorbancia se interpolan a un curva de calibración construida utilizando una proteína pura estándar, por lo general albúmina serica bovina (BSA bovine seric albumin),  cuya concentración es conocida.

  DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS:

1. Absorbancia medida a 280 nm: este es un método rápido y sencillo que puede ser utilizado cuando la  concentración es de más de 4 (g/(l, la dificultad es que a esta longitud de onda absorben otras moléculas no-proteicas, como los ácidos nucleicos. Además este método, comparado con los colorimétricos, es menos sensible y requiere mayores concentraciones y debe ser usado con soluciones proteicas puras.

2. Determinación colorimétrica: las muestras proteicas por lo general consisten de una mezcla de  diferentes proteínas, entonces el contenido relativo se basa en la utilización de reactivos que reaccionan con grupos funcionales de las proteínas para dar el reactivo coloreado, donde la intensidad del colorante correlaciona directamente con la concentración de los grupos reactivos y puede ser medida mediante espectrofotometría. 
a. Ensayo de Lowry (750 nm): principalmente se trata de una reacción de redox con los enlaces peptídicos y con los aminoácidos Tyr, Trp y Cys. Desventajas: es afectado por un amplio rango de compuestos no proteicos como EDTA, sulfato de amonio, Tritón X-100.

b. Bicinchoninine acid assay 562nm (BCA): más sensible, puede ser usado a varias temperaturas, los complejos coloreados son muy estables, pero es altamente susceptible a interferencias entre los que no se encuentran los detergentes lo que lo hace muy conveniente.

c. Ensayo de Bradford (595nm): es el doble de sensible que los dos anteriores con lo cual reacciona a menor concentración de proteínas, es un método rápido y además no presenta interferencia con sustancias reductoras como el DTT y el β-mercaptoetanol, que interfiere con los otros. La desventaja es que es altamente sensible a detergentes, por lo cual se han realizado tablas con coeficientes de corrección con distintas concentraciones de detergentes
III) PROCEDIMIENTO:

A. Extracción de proteínas: 
1. Tejido animal: 
i. Colocar un trazo de tejido en un eppendorf.

ii. Agregar 200 ul buffer RIPA. 

iii. Homogeneizar utilizando el vástago de teflón.

iv. Centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos. 

v. Colocar el sobrenadante en un eppendorf nuevo.

Buffer RIPA: Tris-HCl pH 7.5 50 mM; EDTA  1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %

B. Cuantificación de proteínas: 
  Se utilizará el Bio-Rad Protein Assay

i-Preparación del reactivo
1. Preparar el reactivo diluyendo 1 parte del reactivo concentrado en 4 partes de agua desionizada. EL VOLUMEN QUE SE PREPARARA DEPENDERA DE LA CANTIDAD DE MUESTRAS QUE TENGAN CONSIDERANDO LOS DUPLICADOS Y TRIPLICADOS.
2. Agregar 190 (l del reactivo diluido a cada pocillo (well) de la placa de 96.

ii- Preparación de la curva de calibración:  La curva de calibración se realizará por duplicado, esto significa que a partir de las diluciones del estándar que ustedes realicen se van a sembrar 2 veces en la placa.
3. Preparar diluciones de la proteína estándar (BSA) según se indica en el cuadro inferior, la cual es representativa de la solución proteica a cuantificar. El rango lineal de este método es de 0.05 (g/(l a 0.5 (g/(l.

Curva de BSA
4. 
4.  Tomar 10 (l de cada dilución del estándar y colocar en la placa de 96 wells. Realizar       duplicados para la curva.

iii- Preparación de la muestra a cuantificar: La cuantificación de la misma se hará por triplicado

 Dado que la concentración de detergente utilizado interfiere con el método de Bradford aquellas muestras que han sido realizadas con Buffer Ripa se cuantificara una dilución del buffer en la misma proporción que se diluyó la muestra.
5.  En un microtubo nuevo colocar 995 (l de H2O y agregarle 5 (l de la muestra original, antes de tomar esta alícuota homogenizar bien. 
6. Tomar 10 (l de esta dilución y colocar en un pocillo de la placa.
7. Realizar un Blanco utilizando una dilución 1/200 del buffer de lisis. 
En todos los casos mezclar bien con la pipeta y CAMBIAR EL TIP AL AGREGAR CADA MUESTRA.

8. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos (hasta no más de 1 hora) y medir la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas.

IV) INFORME: 

1. Graficar la curva de calibración de BSA (Abs 595 nm vs Concentración de BSA)

2. Utilizando la recta obtenida, calcular las concentraciones de proteínas para cada muestra cuantificada.

Fraccionamiento subcelular de tejidos: Un tejido tal como el hígado es homogenizado mecánicamente para romper las células que lo componen y dispersar su contenido en un buffer acuoso. Las partículas grandes y pequeñas, en esta suspensión, pueden ser separadas por centrifugación a diferentes velocidades.
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