ANEXO 1

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAM IDA

Las proteinas son las macromoléculas mas grandes y de mas amplia
distribucion en la célula. Sus propiedades biolégicas, asi como muchas de sus
propiedades fisicas y quimicas dependen de la integridad de sus estructuras, lo
gue influye directamente en su funcionalidad, en base a la cual, se pueden
clasificar en: enzimas, proteinas estructurales, motoras, reguladoras,
transportadoras, hormonas, receptores proteicos, de defensa y de almacenaje.
Dada la importancia de los papeles que pueden desempefian las proteinas en
los sistemas bioldgicos, su andlisis se ha vuelto imprescindible y para esto se

han desarrollado diversas técnicas que facilitan su estudio.

Una las técnicas habitualmente utilizadas en el analisis de proteinas, es la
electroforesis, que se puede realizar en diferentes modalidades y condiciones,
los cuales dependeran del interés de estudio. En este caso se utilizé un sistema
discontinuo (conformado por dos geles de poliacrilamida: uno de resolucion y
otro de empacamiento que presentan diferente concentracién, composicion y
pH). El gel de empacamiento generalmente se localiza en la parte superior del
sistema formando los pocillos donde se depositan las muestras. El gel de
resolucidn por su parte forma el cuerpo del gel por donde migran y se separan
las proteinas. Las muestras proteicas se trabajaron bajo condiciones

desnaturalizantes, empleando un detergente (SDS =dodecil sulfato sédico), que

actua desplegando las proteinas y cargandolas negativamente, esta muestra se
coloca en uno de los pocillos del gel y se aplica un potencial eléctrico que lo
atraviesa, por lo tanto las moléculas migraran a una velocidad inversamente
proporcional a su tamafio, cuando los polipéptidos mas pequefios se acercan a
la base del gel, el proceso termina, y se sigue un procedimiento de tincién

donde un colorante se une a los polipéptidos para hacerlo visibles y poder asi
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evaluar y establecer el patron de separacién proteica que finalmente podra ser
analizado e interpretado.

Soluciones para SDS-PAGE
Buffer I: Separador pH 6.8 (Trizma base 0.5 M/SDS al 0.4%).

Buffer 1l: Concentrador pH 8.8 (Trizma base 1.5 M/SDS al 0.4%). Para la 2DE

se aumento la concentracion de SDS al 4%.

Buffer 1ll: Corrida 5X (Pesar 72g de glicina, 15.1g de trizma base y 59 de SDS;
disolver y aforar a 1L, diluir 1X para realizar la corrida y ajustar el pH a 8.3).
Para la 2DE se aumento la concentracion de SDS.

Buffer IV: Muestra 2X (Tris-HCI 0.125 M, SDS 4%, glycerol 20%, 2-

mercaptoetanol).

Procedimiento para SDS-PAGE
1.- Preparacion del Gel separador/Concentrador

Armar el equipo

Limpiar perfectamente los vidrios formadores del gel. Ensamblarlos en el
equipo formador de geles utilizando los separadores correspondientes. Revisar
que no existan fugas colocando agua con un transfer, descartar el liquido y

secar.

Preparacion del gel separador

Tomar los volumenes correspondientes a la tabla 1 y agregarlos en un vaso
precipitado de 50 mL, mezclar y adicionar lentamente entre los vidrios el liquido

con ayuda de un transfer, evitando la formacion de burbujas (2/3 del total del
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vidrio). Posteriormente agregar alcohol etilico al 50% para permitir la
polimerizacion. Esperar hasta que se distinga la interfase entre el gel y el

alcohol (20-40 min) y luego esperar 10-15 min para terminar la polimerizacion.

Preparacion del gel concentrador

Retirar el exceso de alcohol sobre el gel separador, secar con papel filtro.
Tomar los volumenes correspondientes a la tabla 1 y agregarlos en un vaso
precipitado de 50 mL, mezclar y adicionar el liquido lentamente (evitar la
formacion de burbujas) sobre el gel separador ya polimerizado, acoplar el peine
formador de pozos. Esperar hasta que se distinga la interfase entre los geles

(20-30 min) y hasta que se termine la polimerizacion (10-15 min).

2.- Preparacion de la muestra

Mezclar 15 pL del buffer muestra 2X con 15 pL de su muestra y agitar en
vortex, calentar a 95°C durante 5 min, pasado este lapso, introducir
inmediatamente los microtubos en el congelador e incubar durante 1 min.

Centrifugar a 2000 rpm por 1 min.

3.- Corrida electroforética

Una vez que esté listo el gel, se desmonta del equipo formador de geles y
se monta en la camara de corrimiento. Verificar que no existan fugas. Llenar 1/3
de la cAmara y la parte interna entre los vidrios con buffer corrida y agregar 25
uL de la muestra que desea analizar en cada pozo del gel. Conectar a la fuente
de poder y aplicar corriente constante (90-100 Volts) hasta que el frente del gel

llegue a medio centimetro del borde inferior de los vidrios.
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4 .- Tincién

Desmontar cuidadosamente el gel, y seguir el protocolo establecido para la

tincion con AgNO3,

5.- Secado

Adicionar glicerol en la solucion preservadora (1 mL/10 mL), agitar minimo
durante 1 hora. Escurrir el gel, colocarlo sobre un soporte plano y rigido (vidrio)
y envolverlo cuidadosamente en papel celofan dulce, retirar el excedente de
liquido, aire o burbujas, estirarlo perfectamente con ayuda de ganchos. Esperar
2-3 dias hasta su secado.

Tabla I. Las cantidades que se describen a continuacién estan estimadas para
un mini gel de Imm de espesor con una concentracion del 10 y 12%.

Gel Gel
Reactivo separador concentrador
12% | 10% (uL)
— , — - -
Acrilamida/Bisacrilamida (30%/0.8%) 27 291 433
(mL)
Buffer | (pH 6.8) (mL) -0- 833
Buffer Il (pH 8.8) (mL) 1.7 1.66 -0-
H.O (mL) 2.3 2.77 2000
Persulfato de amonio 10% (L) 25 20 20
TEMED (uL) 5 4.6 5

52



ANEXO 2

TINCION CON SALES DE PLATA

Para poder visualizar la proteinas separadas mediante electroforesis (SDS-
PAGE) es necesario emplear métodos de tincidon con colorantes organicos o
bien transferir el gel a una matriz para que se unan con anticuerpos especificos

en alguna proteina de interés.

El colorante organico mas utilizado es el Azul de Coomassie Brillante que
nos permite detectar alrededor de 50 ng de proteinas por banda, pero cuando
se desea obtener mayor sensibilidad se utiliza la tinciébn con sales de plata, con
la que podemos analizar desde 0.3 hasta 10 ng de proteina por banda o

mancha.

Esta tincion (sales de plata) fue introducida originalmente por Switzer en
1979, pero a través del tiempo ha tenido diversas modificaciones, encontrando
actualmente una gran variedad de protocolos que nos permiten realizarla, pero
de manera general estos protocolos se clasifican en dos: la tincidbn con plata
amoniacal o también conocida como tincion alcalina y la tincion acida donde se

utiliza nitrato_de plata . Cada protocolo tiene diferentes ventajas dependiendo

del tiempo, sensibilidad, costo y compatibilidad con otros métodos analiticos,
especialmente la espectrometria de masas (uso de glutaraldehido o
formaldehido). Pero los mecanismos precisos de estas tinciones se basan en la
unién de los iones de plata a las cadenas laterales de los aminoacidos
(principalmente grupos carboxilo), que en condiciones adecuadas se reducen a
plata metdlica, lo que permite visualizar las proteinas fijadas al gel como bandas

o manchas de color marron.

En este caso utilizamos la tincibn con Nitrato de plata siguiendo una
metodologia basica que se desglosa en varias fases; la primera consiste en la

fijacion donde las proteinas son inmovilizadas en el gel y se remueven los
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compuestos que podrian causar alguna interferencia en la 2DE (glicina, tris,
SDS, y anfolitos acarreadores). La segunda fase corresponde a la
sensibilizacion que se usa para incrementar la formacion de la imagen, para lo
cual se han propuesto numerosos compuestos que se unen a proteinas, y estos
se unen a los iones plata para reducirlos a plata metélica o producir sulfato de
plata. Otra fase muy importante es la impregnacion con plata, seguida de la
fase de revelado de la imagen y finalmente se utiliza una solucién “stop” para

estabilizar la imagen.

RECOMENDACIONES

Reducir al minimo la manipulacion del gel y usar guantes libres de talco por que
puede contaminarse con Keratina de la piel.

Los volimenes de las soluciones deben ser suficientes para cubrir por completo el
gel y nunca debe secarse.

Cuando use TCA (9:9:2; alcohol-Ac. Acético-agua) debera lavar el gel después de la
fijacion para remover acido.

El uso de agentes reductores como el glutaraldehido previo a la tincion plata

incrementa la sensibilidad y velocidad de reduccion de las proteinas.

El uso de agua MiliQ aumenta sensibilidad y disminuye fondo.

El uso de Tiosulfato de sodio, Carbonato y formaldehido puede reducir el fondo.
Enfriar a 4°C la solucién plata previo a su utilizacion puede aumentar la sensibilidad.
La solucion con carbonato debe preparase al instante, dura estable alrededor de 10
min.

-La solucion reductora de Farmer, es estable por 30 min aproximadamente.
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Preparacion de Soluciones para Tincion con AQNO 3

Solucion Fijadora (Metanol 50%, Acido acético glacial 12%, Formaldehido
37% 25 pL/50 mL): Para un gel de 1-1.5 mm preparar un volumen final de 25
mL (lo necesario para que cubra por completo el gel); agregando 10 mL de
etanol, 2.5 mL de Ac. Acético y aforar hasta 25 mL con agua MiliQ, al momento

de utilizarla agregar 12.5 pyL de formaldehido.

Solucién Sensibilizadora  (Etanol abs. 30%, Acetato de sodio an. 6.8%,
Tiosulfato de sodio 0.2%, Glutaraldehido 25%, 500 pL/100 mL): Para 25 mL
agregar 7.5 mL de etanol, 1.7 gr de acetato de sodio anhidro, 0.05 gr de

tiosulfato de sodio y 125 pL de glutaraldehido.

Solucion Plata (Nitrato de plata 0.25%, Formaldehido 37%, 40 pL/100 mL):
Pesar 0.0625 gr de nitrato de plata y disolver en 25 mL de agua MiliQ, afadir 15
uL de formaldehido al momento de usarse. Cubrirse de la luz.

Solucion Reveladora (Carbonato de sodio anhidro 2.5%, Formaldehido 37%,
20 pL/100 mL): Pesar 0.625 gr de carbonato de sodio y disolver en 25 mL de
agua MiliQ. Afnadir 5 puL de formaldehido al momento de revelar. Esta solucién
tiene una estabilidad de 10 min, aprox. Agregar 1 cristal de tiosulfato de sodio

para aumentar la sensibilidad.

Solucion Stop (NaEDTA 1.5%): Pesar 0.375 gr de NaEDTA vy disolver en 25
mL de agua MiliQ.

Solucion Preservadora (Etanol Absoluto 30%, Glicerol 4%): Agregar 7.5 mL de

etanol, 1 mL de glicerol y aforar hasta 25 mL con agua MiliQ.
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Soluciéon de Lavados: Se recomienda utilizar Etanol 20 - 50% (para evitar que
se hinche el gel).

Procedimiento para la Tincion con AgQNO3

Una vez finalizada la SDS-PAGE, retirar el gel de los vidrios y colocarlo en
un recipiente que le permita permanecer extendido, se pueden realizar 2-3
enjuagues con la solucion de lavado y posteriormente adicionar cada una de la

soluciones como se indica a continuacion:

1.- Solucion fijadora: Agregar el formaldehido a la solucion fijadora,
homogenizar y cubrir completamente gel. Incubar en agitacion constante al

menos 30 min. Es recomendable dejarlo toda la noche.

2.- LAVADOS: Realizar 3 lavados rapidos con etanol al 50%.

3.- Solucién Sensibilizadora: Se agrega el glutaraldehido a la solucién

sensibilizadora y se cubre el gel durante 30 minutos.

4.- LAVADOS: Se realizan 3 lavados con etanol al 20%, 10 minutos cada

uno.
5.- IMPREGNADO CON AgNO3: Se agrega el formaldehido a la solucién de
nitrato de plata y se cubre el gel durante 20-30 minutos (dependiendo del grosor

del gel), protegiendo en todo momento de la luz.

6.- LAVADOS: Realizar dos lavados rapidos con etanol al 20%, de 20 seg c/u

para quitar exceso de la solucidn anterior.
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7.- Solucibn Reveladora: Se agrega el formaldehido a la solucion de
revelado y se cubre el gel. Se debe dejar el tiempo suficiente para que
aparezcan bandas de 3-10 min una vez que aparecen con la intensidad

deseada retirar de inmediato para evitar fondo.

8.- LAVADOS: Realizar un lavado rapido (20 seg) con etanol al 20% para

quitar el exceso de la solucion anterior.

9.- Soluciébn STOP: Se cubre el gel con esta soluciéon durante 10 min con
agitacion constante (se puede usar la solucion fijadora 1).

10.- LAVADOS: Se hacen 3 lavados con etanol 50% de 1 min c/u.

11.- Solucién de Almacenamiento: Para secar el gel se cubre con esta

solucion al menos 30 min. Se puede dejar largos periodos.
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ANEXO 3

DESTINCION CON FERROCIANURO DE POTASIO

El complejo de iones plata-proteinas del gel es subsecuentemente reducido
a metal plata con formaldehido en ambiente alcalino con carbonato de sodio o
hidroxido de sodio. El nitrato de plata libre puede ser removido lavando el gel
antes de revelar para quitar el exceso. La distincion parcial de los geles usando
el agente reductor de Farmers es recomendado para remover el background
tefido que obscurece el gel e interfiere con la interpretacion de los patrones de

proteinas.

SOLUCION REDUCTORA DE FARMER (Ferrocianuro de Potasio/ Tiosulfato
de Sodio): Se prepara ferrocianuro de potasio 30 mM Yy tiosulfato de sodio 100
mM. Mezclar ambas soluciones en voliumenes iguales, el resultado sera una

solucién amarillenta estable por 30 minutos.

Procedimiento: Es necesario remover la solucién stop del gel previamente
tefido y realizar un lavado con agua durante 5 minutos en agitacion.
Posteriormente colocarla la solucion reductora de Farmers e incubar en
agitacion entre 5-15 minutos (estable por 30 min) dependiendo de la intensidad
del background. Terminar la distincion regresando el gel a la solucién stop.

58



ANEXO 4

ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSION (2DE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida es una técnica indispensable en
el andlisis y estudio de las proteinas. Existen diferentes modalidades y su
aplicacion dependera del interés del estudio que se esté realizando. Sin lugar a
duda cada dia se requiere del analisis de muestras mas complejas, lo que exige
el uso de métodos mas potentes que permitan ofrecer mayor capacidad de
separacion. Para lo cual, se ha venido empleado la electroforesis bidimensional
(2DE), que involucra la combinacién de dos métodos individuales de alta
resolucion donde generalmente como primera dimension se utiliza el
isoelectroenfoque que separa las proteinas en base a su punto isoeléctrico (pl)
seguido de la SDS-PAGE que separa las proteinas en base a su masa relativa
(Mr), estos métodos individualmente tienen la capacidad de separar alrededor
de 100 proteinas, pero cuando son combinados pueden separar mas de 1500.

Los protocolos a seguir cuando se utiliza 2DE son muy variados, y para
poder determinarlos se debera considerar el tipo de muestra y el interés del
estudio. Ademas, debera considerarse la gran diversidad de tipos y origenes de
proteinas (las podemos encontrar en complejas membranas, acidos nucleicos u
otras proteinas de agregados no especificos). Idealmente los procesos deben
permitir la completa solubilizacion, disgregacion, desnaturalizacion y reduccién
de las proteinas, siempre buscando seguir la estrategia simple posible para
minimizar las pérdidas de proteinas durante el proceso, que bésicamente
consta de 4 etapas: la rehidratacion de la muestra, el isoelectroenfoque (IEF), el
equilibrio de las tiras y la SDS-PAGE. También como un proceso opcional se
pueden aplicar tratamientos previos a la muestra, para eliminar posibles
interferencias (sales, acidos nucleicos, detergente o lipidos), uno de estos es

las la precipitacion de proteinas con acetona o bien existen casas comerciales
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gue ofrecen productos especificos para eliminar o reducir cada posible

contaminante.

En la rehidratacion, la muestra debe ser resuspendida en una solucion que
permita que las proteinas se mantengan completamente solubilizadas,
desnaturalizadas, disgregadas y reducidas. En esta etapa, se permite que las
proteinas entren en la tira del gel, ya sea de forma activa o pasiva, lo cual
dependera de la aplicacion o no de electricidad. Como agente desnaturalizante
se utiliza la Urea 8 M, que ademas permite solubilizar las proteinas. La
completa desnaturalizacion asegura que cada proteina esta presente en solo
una configuracion y evita la agregaciéon o interaccion. El detergente CHAPS 2-
4% permite la solubilizacion y agregaciéon mediante interacciones hidrofébicas.
Como agente reductor se puede utilizar DTT 20-10 mM, el cual abre y une los
puentes disulfuro presentes y mantiene a las proteinas en estado reducido.
Como agentes solubilizantes se utilizan acarreadores o anfolitos (IPGs), que
permiten unién a proteinas y facilitan su solubilizacion, minimizando la

agregacion con sus interacciones carga-carga.

En el isoelectroenfoque se recomienda un incremento gradual en el voltaje
aplicado, iniciando con valores bajos por varias horas para minimizar
agregacion y permitir la separacion paralela de diferentes muestras con
diferentes concentraciones de sales, sobre todo cuando se aplica mas de 100

ug de proteina por tira.

En el paso de equilibrio el Tris-HCI mantiene las IPGs en un rango de pH
apropiado. La Urea 6 M junto con el glicerol reduce efectos de endosmosis
debido a la mezcla de cargas que pudieran interferir en la transferencia a la
2DE. ElI DTT preserva las proteinas reducidas y desnaturalizadas. La
iodoacetamida alquila los grupos tiol de proteinas previniendo oxidacion.
Finalmente se satura la tira del gel con SDS para culminar con la SDS-PAGE

donde se separan todas las bandas que fueron separadas en el IEF.
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Soluciones para 2DE

Buffer de Rehidratacion (7 M Urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 50 Mm DTT,
0.2% Bio-Lyte 5/8 ampholyte, 0.002% Azul Bromofenol).

Solucién de Equilibrio | (Urea 6 M, SDS 2%, Glicerol 20%, TRIS-HCI 0.375 M,
DTT 2%).

Soluciéon de Equilibrio I (Urea 6 M, SDS 2%, Glicerol 20%, TRIS-HCI 0.375
M, lodacetamida 2.5%).
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ANEXO 4

Precipitacion de Proteinas con Acetona Fria

Se agregaron 400 pL de acetona fria en un microtubo y se afadieron 100
uL del extracto proteico de Hp43504 (200 pg de proteina estimado segun el
micrométodo Bradford). La concentracién final de la acetona sera al 80%
considerando que se agreg6 una parte de la muestra por cada 4 partes de
acetona al 100%.

Se agito en vortex hasta disolver por completo (5-10 min).

Se incubd a -20°C por 60 minutos.

Se centrifugé 10 minutos entre 13 000 — 15 000 xg a 2°C.

Decantar el exceso de acetona cuidando que no se disgregue el
precipitado. El procedimiento anterior se repite entre 2-5 veces hasta
remover completamente la interferencia.

Decantar la acetona y evaporar el sobrante a temperatura ambiente en la
campana de extraccion, cuidando no sobresecar la muestra.

Resuspender el pellet en la solucion adecuada (buffer rehidratacion).
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ANEXO 5

Micrométodo de Bradford
(SIGMA)

El reactivo de Bradford (RB) puede ser utilizado para determinar la
concentracion de proteinas en solucién. El procedimiento se basa en la
formacion de un complejo entre la union del Brillant Blue G y las proteinas de
solucion, lo que genera un cambio en la absorbancia dentro de un rango de 465
a 595 nm. La cantidad de luz que es absorbida es proporcional a la
concentracion de proteinas presentes. Se puede utilizar el micrométodo
empleando placas de 96 pozos. El rango de concentracion lineal de proteinas
es de 0.1-1.4 mg/mL, usando albumina sérica bovina (BSA) como estandar. El
ensayo consiste en mezclar una parte de proteinas con 30 partes del RB, se

realiza a temperatura ambiente y el cambio de color inicia inmediatamente.

Procedimiento

1.- Preparar una curva estandar de proteina empleando un rango 0.1-1.4
mg/mL de BSA.

2.- Agregar 250 L del RB en cada pozo, cuidando de la luz y temperatura.

3.- Agregar 5 uL de cada estandar de proteina en cada pozo, asi como de
muestra y blanco (buffer empleado para disolver BSA).

4.- Mezclar en un shaker aproximadamente 30 segundos.

5.- Incubar a temperatura ambiente 5-45 minutos. Medir absorbancia a 595 nm
en un tiempo no mayor a 60 minutos.

6.- Graficar absorbancia contra concentracion de cada estandar. Determinar la
concentracion de proteina de la muestra comparando el valor de la absorbancia

de la curva estandar.
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ANEXO 6

ReadyPrep 2D-Clenaup Kit
BioRad

Este kit comercial facilita la preparacién de muestras con baja conductividad
para su uso en IEF y 2DE. Ademas concentra la proteina de muestras diluidas

permitiendo aumentar la sefial para la deteccidén de spots.

Procedimiento

1.- Transferir de 1-500 pug de proteina en un volumen final de 100 pL a un
microtubo de 1.5 mL.

2.- Adicionar 300 pL del agente precipitante 1 a la muestra de proteina y
mezclar muy bien en vortex. Incubar en hielo por 15 minutos.

3.- Adicionar 300 pL del agente precipitante 2 a la mezcla de proteina y
agente precipitante 1. Mezclar muy bien en vortex.

4.- Centrifugar los tubos a velocidad maxima (12000 xg) por 5 minutos para
formar el pellet y descartar sobrenadante.

5.- Centrifugar 30 segundos a 15 000 xg en la misma posicion que el paso
anterior y eliminar todo el liquido posible.

6.- Adicionar 40 pL del reactivo de lavado 1 sobe el pellet. Centrifugar en las
condiciones anteriores.

7.- Descartar la solucion de lavado.

8.- Agregar 25 uL de ReadyPrep proteomic grade water y agitar en vortex 10-
20 segundos.

9.- Agregar 1 mL de wash reagent 2 (precongelado a -20°C al menos una

hora previa)
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10.- Incubar el tubo a -20°C por 30 minutos agitando en vértex 30 segundos
cada 10 minutos.

11.- Despueés del periodo de incubacion centrifugar a 15000 xg por 5 minutos
para formar el pellet. Descartar el sobrenadante. Centrifugar 30 segundos de
nuevo, descartar el liquido y dejar secar al aire no mas de 5 minutos.

12.- Resuspender cada pellet adicionando el volumen adecuado de buffer
muestra. Agitar en vortex 30 segundos. Incubar a temperatura ambiente 3-5
minutos y volver con agitacion en vortex 1-2 minutos.

13.- Centrifugar a velocidad méaxima 2-5 minutos a temperatura ambiente. Usar
el sobrenadante para rehidratar la tira. Se puede almacenar la muestra a -80°C

para analisis posteriores.
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