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actualidad e importancia
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RESUMEN

Mediante la electroforesis es posible separar moléculas biologicas en dependencia fundamentalmente de su carga bap la influenc
de un campo eléctrico. Se dio una vision general de la electroforesis en geles de poliacrilamida para proteinas en condiciones
nativas o desnaturalizadas, se incorporaron nuevos conocimientos tomados de la literatura reciente a los conceptos tradicionale
de este método, como son la adicién de compuestos de restriccion de la difusion y que aumentan la estabilidad de los geles. Se
ejemplificé el comportamiento anémalo de algunas proteinas en la determinacién del peso molecular por electroforesis en geles

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizadas.
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La electroforesis es un método analitico —
semipreparativo, en el que se separan biomoléculas,
en dependencia entre otros factores de su carga y
bajo la accién de un campo eléctrico, fue empleado
por primera vez pofTiseliusen el afio 1937.
Raymond y Vintrauben 1959 emplearon como
soporte para la electroforesis un gel de
poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método
fue perfeccionado por varios investigadores como
Davis y Ornstein. La popularidad de este crecié
rapidamente y se logré un aumento de la resolucion.
El dodecil sulfato de sodio (SDS) se introduce en
esta técnica en 1970, y ya en 1972 se emplean
agentes reductores y SDS en la determinacion del
peso molecular de proteinas en lo que se denominé
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE). En este trabajo se da un bosquejo
general de la electroforesis, si se tiene en cuenta
el desarrollo desde su surgimiento hasta el presente.

DESARROLLO
1. Fundamentos de la electroforesis

La electroforesis es la migracion de solutos
iGnicos bajo la influencia de un campo eléctrico;

Estas particulas migran hacia el catodo o anodo
(electrodos - y +), en dependencia de una
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combinacién de su carga, peso molecular y
estructura tridimensional.

Es de destacar que a escala analitica, los
métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucion y versatilidad, y sirven como
método de separacion de mezclas complejas de
acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas,
donde aportan un potente criterio de pureza. Se
pueden conocer también mediante estas técnicas,
las caracteristicas acido-basicas de las proteinas
presentes en un extracto crudo, lo que da la
informacion necesaria si se pretende realizar una
separacion cromatografica basada en diferencias
de carga. Es (til ademéas para determinar otros
parametros como peso molecular, punto isoeléctrico
y numero de cadenas polipeptidicas de las
proteinas.

La velocidad de migracion (v) de la particula
es directamente proporcional al producto de su
carga efectiva (q) y el gradiente de potencial
eléctrico (E) e inversamente proporcional al
coeficiente de friccion (f) relativo a la tallay forma
de la molécula, o sea, a la resistencia que le ofrece
el medio.

V=qE/f

La movilidad electroforética (Me) es un caso
particular de la velocidad de migracién de un ion,
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cuando se aplica un campo eléctrico de 1 Vicm.
Su signo es igual al de la carga de la particula.

La velocidad de migracién electroforética
depende de la densidad de carga de la molécula
(relacion carga/ peso), del voltaje aplicado y de la
porosidad del gel de electroforesis. El voltaje no se
puede incrementar indiscriminadamente porgue se
genera un excesivo calor. En contraste, al aplicar
bajo voltaje puede ocurrir una pobre separacion,
por causa de la difusion por tiempo muy prolongado
de la corrida electroforética.

La mayoria de las biomacromoléculas
(proteinas, &cidos nucleicos y polisacaridos) poseen
determinada carga eléctrica con grupos aniénicos
y cationicos capaces de disociarse. La carga neta
de la particula estd dada por el pH del medio y
puede ser modificada por la interacciéon con
pequefias moléculas de iones u otras
macromoléculas. De lo anterior se deduce que el
pH influye sobre la velocidad de migracion de las
moléculas? En el punto isoeléctrico de la
biomolécula, pH al cual su carga neta es 0, esta no
migra. Por debajo del punto isoeléctrico tiene carga
neta positiva y migra hacia el catodo, y por encima
del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y
migra hacia el anodo.

2. Métodos electroforéticos zonales

Son utiles para lograr la separacién de
componentes de mezclas complejas. Se aplican
pequefas cantidades de la disolucion de proteinas
a un soporte solido, que se impregna con una
solucion de tampén. Los soportes son en general
polimeros y forman un gel poroso que restringe el
movimiento de las moléculas a través del medio
durante la electroforesis y disminuyen los flujos de
conveccion del solvente. Como soportes han sido
utilizados papel (celulosa), almidén, poliacrilamida,
agarosa, acetato de celulosa, etcétera.

Este método tiene gran poder resolutivo porque
se aplica una cantidad pequefia de proteina a una
zona estrecha, mientras que la longitud del trayecto
es mucho mayor que la zona de aplicacién. El
equipamiento requerido es simple (fuente de poder
y cubeta vertical u horizontal donde se coloca el
soporte y 2 electrodos). Con el desarrollo de la
ciencia se han disefiado equipos automatizados de
electroforesis como dthastSystem.

2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La poliacrilamida es un soporte empleado
frecuentemente en electroforesis en gel, es
guimicamente inerte, de propiedades uniformes,
capaz de ser preparado de forma rapida y
reproducible. Forma, ademas, geles transparentes
con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no i6nicos y que permiten buena
visualizacion de las bandas durante tiempo
prolongado. Ademas tiene la ventaja de que
variando la concentracion de polimeros, se puede
modificar de manera controlada el tamafio del
poro3

2.2. Formacion del gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se forman por la
polimeizacion vinilica del mondémero acrilamida
CH~=CH-CO-NH,y del monémero entrecruzador N,
N’-metilen-bis-acrilamida CH CH-CO-NH-CH
-NH - CO - CH = CH La polimerizacion se inicia con
la formacion deadicales libres del monémero, que
se producen por radicales libres de oxigeno, por
causa de la accion de iones persuffais aminas
terciarias como el N, N, N, N’ -tetrametilen-diamina
(TEMED) se emplean como catalizadores de esta
reaccion, porque causan la formacion de radicales
libres del persulfatbEsta reaccion es fuertemente
inhibida por altos niveles de oxigehaor lo que la
solucion debe ser desgasificada para lograr una
formacion de gel reproducible. Hay muchos
factores que desempefian una funcién importante
en la separacion electroforética, como son pH,
fuerza idnica, gradiente de potencial, tiempo de
corrida, concentraciones de acrilamida y bis-
acrilamida, etc. Las condiciones Optimas de una
buena separacion, en la practica se determinan
experimentalmente, con el andlisis de cémo
influyen los diferentes factores en la electroforesis
en cuestidon. La naturaleza de la muestra sirve de
guia para alcanzar las condiciones en la que se
deben obtener los mejores resultatlos.

Bambeck reporta que durante la
polimerizacion del gel a temperaturas inferiores a
17 °C, laiiniciacion del control catalitico y el tiempo
de elongacién de la cadena comienzan a ser
diferencialmente controlables.



2.3. Significacibn de % Ty % C

La concentracién de acrilamida (% T)
representa el porcentaje en peso del monémero
total empleado (acrilamida + entrecruzador en
gramos por 100 mL) y determina la longitud
promedio de la cadena del polimero. La
concentracion de bis-acrilamida (% C) representa
el porcentaje de este monomero en el gel y
determina el grado de entrecruzamiento.

La estructura del gel comienza a ser evidente
ad%T,0,2-5 % CLos factores que gobiernan
la talla del poro del gel son complicados, pero en
general el tamafio del poro disminuye con el
incremento del %7Y.Las proporciones en que
ambas se encuentran determinan las propiedades
fisicas del gel como son densidad, elasticidad,
resistencia mecanica y el tamafio del poro. En
general se recomiendan valores de T de 5a 15 %
y de C de 2 a 4 %.Para separar moléculas por
tamafio, es necesario tomar en cuenta la relacion
entre el poro efectivo del medio y el tamafio de la
molécula que se pretende separar. Si el poro del
medio es significativamente mayor que la molécula,
la separacion electroforética sera sobre la base de
diferencias de carga y el tamizaje molecular sera
minimo. Al aplicar muestras biolégicas en un gel
con gradiente de acrilamida, todas las
macromoléculas comienzan su migracion a bajo
porcentaje y en la medida en que avanzan se
encuentran con poros mas pequefios que retardan
su movimiento. Las moléculas menores comienzan
a tener alta friccion cuando los poros son mas
pequefios, mientras que las grandes comienzan la
friccién en los poros de mayor tamafio.

2.4. Tipos de mondmeros

La bis-acrilamida es el agente entrecruzador
mas comunmente empleado en este tipo de
electroforesisO Gaaly otros en 198%,plantearon
gue la bis-acrilamida puede actuar como
terminador de la cadena en el proceso de
polimerizacion y concentraciones altas pueden
disminuir el tamafio de poro maximo de gel.

Se han reportado otros agentes
entrecruzadores como: la N, N"-diallitartar diamina
(DATD) que da un tamafio de poro mayor que el
obtenido con bis-aitaimida; la N, NC- bisacrililcistamina
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(BAC) cuyo gelresultante se une por los grupos
bisulfuro, lo que hace que pueda disolverse en
soluciones de reactivos tidlicos y el N,N"-(1,2-
dihidroxietileno) bis-acrilamida o DHEBA forma
geles de poros altamente hidrofiliéos.

2.5. Catalizadores empleados en la formacién
del gel de poliacrilamida

La polimerizacion se lleva a cabo con la
utilizacion de sistemas cataliticos redox como por
ejemplo:

* Persulfato de amonio (agente oxidante) y
TEMED como agente reductor.

* Persulfato de amonio y 3-dimetilamino propio-
nitrilo (DMAPN).

* Perdxido de hidrégeno, sulfato de hierro y 4cido
ascorbico.

La polimerizacion no ocurre a bajo pH, ya que
requiere radicales de monémeros libres formados
por catélisis basica de radicales oxigeno del
persulfato.

La fotopolimerizacién con riboflavina no es
inhibida por el oxigeno, sin embargo, en ambos
casos el TEMED actiua como agente reductor
suave y acelera la polimerizacibn.

2.6. Sistemas de tampén que se emplean
en la electroforesis egeles de poliacrilamida

La fuerza iénica (m) determina el potencial
electrocinético ya que reduce la carga neta de los
grupos con cargas efectivas. Se ha determinado
gue la movilidad de las particulas cargadas es
inversamente proporcional a la raiz cuadrada de la
fuerza ibnica, a baja m se eleva la velocidad de
migracion y es menor la difusion, de manera que la
zona de separacion es mas ancha y mayor la
resolucion.Con el aumento de lam, se incrementa
el desprendimiento de calor y la evaporacion. En
la electroforesis, los efectos de absorcion de agua,
no-homogeneidad del material, intercambio i6nico
con grupos cargados del soporte vy
electroenddsmosis, pueden influir sobre la
movilidad y la calidad de la separacion. La
electroendésmosis generalmente ocurre porque
grupos cargados del soporte se ionizan en
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soluciones tampdn neutras o acidas vy los
contraiones libres hidratados,(bt) migran hacia

el catodo, esto provoca un movimiento relativo del
solvente respecto al soporte sélido y que las
moléculas no cargadas sean transportadas hacia
el catodo a pesar de no tener grupos ionizados.

La electroforesis en geles de poliacrilamida
puede realizarse en el rango de pH de 2 a 11, sin
embargo la desaminacion de las proteinas o las
reacciones hidroliticas pueden ser severas a valores
de pH inferiores a 3y superiores de 10. La mayoria
de las proteinas con puntos isoeléctricos
comprendidos entre pH 4y 7,5, son separadas en
geles con pH entre 8y 9.

La fuerza ibénica del sistema tampén debe
mantenerse a un nivel adecuado para garantizar la
solubilidad de la muestra y suficiente capacidad
amortiguadora. Es usual utilizar concentraciones
de tampon en urango entre 0,025y 0,1 mol/L, pero
pueden emplearse concentraciones sobre 0,5 mol/L
en sistemas fuerteante acidos, pues a bajos
valores de pH muchos acidos débiles (que son los
mas empleados) estan débilmente ionizados y es
necesaria una alta concentracién para obtener la
adecuada capacidad amortiguadora.

2.6.1.Sistemas de electroforesis. Electroforesis
de multiples zonas (MZE)

El sistema de electroforesis a emplear depende
de los objetivos a alcanzar, los mas empleados son
gel uniforme y tampon homogéneo, y gel y tampon
heterogéneo. La principal desventaja del primero,
es que la resolucion es menor que con los sistemas
heterogéneos, porque no hay efecto concentrador
en la primera parte de la corrida. En el sistema
discontinuo o heterogéneo se varian el poro del gel
y los iones del tampdn, por lo que se puede
concentrar la muesttaCuando no es necesaria
una gran resolucion, los sistemas homogéneos tienen
la ventaja de ser rapidos, sencillos. Las bandas,
especialmente de proteinas pequefias, son mMas
anchas en el sistema homogéneo que en el
heterogéneo, efecto que se compensa con la mayor
pendiente de este Ultind.

En la actualidad es comun que la electroforesis
discontinua se realice con 2 tipos de geles, un gel
concentrador (de poros grandes) y un gel separador
(de poros pequefio%)1* Esto se fundamenta en

gue los constituyentes idnicos de las soluciones
tampones utilizadas en ambos geles son iguales,
pero el pH de estas y el tampdn de corrida
empleado en los electrodos es diferente. La
separacion ocurre en el gel separador, donde la
migracién esta determinada por la carga y el tamafio
molecular de las particulas. Encima de este gel se
sitia el gel concentrador, generalmente de una
menor altura (1/3 del gel separador), en el que la
muestra se concentra en una zona muy estrecha;
lo que determina la separacion en bandas finas en
el gel separador y alto poder de resolucion. El
proceso general en PAGE-SDS discontinuo consta
de 3 etapas: concentracion, desconcentracion y
resolucion.

La teoria de MZE fue formulada pdovin®®
Al aplicar esta teoria a un sistema con tris-HCl en
ambos geles y tris-glicina como tampon de corrida,
se observa que las 2 especies io6nicas existentes
Cl- (iones conductores) y glicinato (iones
rezagados) migran en la misma direccion que las
moléculas de la muestra. Al comenzar la
electroforesis, los iones Glenden a moverse
rapidamente, separandose del resto de las especies
i6nicas y dejando tras de si una zona de baja
conductividad. La conductividad especifica es
inversamente proporcional a la fuerza del campo
eléctrico, se forma un gradiente de voltaje en esta
region que acelera el movimiento de los iones
rezagados, lo que hace que estos migren en seguida
detrds de los iones conductores y a la misma
velocidad; de esta manera se forma el denominado
limite de Kohlraush, entre los iones conductores y
los rezagados (entre las regiones de alto y bajo
gradiente de voltaje). Las movilidades de los
componentes de la muestra son intermedias entre
las de los iones conductores y rezagados, por lo
gue se encontraran en la region limite, en capas de
solo algunos micrones de grosotuando la
muestra concentrada llega a la interfase entre el
gel concentrador y separador, ocurren cambios en
la movilidad de los constituyentes por causa del
pH, la fuerzaibnicay el efecto de tamizaje del gel.
Dependiendo de los componentes individuales de
la muestra estos migran en bandas discretas.

La principal ventaja de la teoria de MZE es la
flexibilidad con que puede ser aplicada en el
fraccionamiento analitico o preparativo.



2.7. Formatos de la PAGE

Existen 3 formas diferentes de realizar
electroforesis en geles de poliacrilamida: lamina
vertical, varilla cilindricay lamina horizontal.

Los geles mas finos son mas econdmicos
porque emplean menos reactivos y pueden ser
eficientemente refrigerados durante la corrida, por
lo tanto pueden ser corridos a mayor voltaje,
lograndose asi una alta resolucion en corto tiempo.
Los tiempos de tincién y destinciébn son menores
también porque la difusiébn es muy rapida; sin
embargo como el gel es tan fino es mas propenso
a perturbaciones y problemas en la polimerization.
Se ha planteado que la resolucion de las moléculas
generalmente aumenta con la disminucién del
grosor del gel®

2.8. Comportamiento de las proteinas en la
electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio &GE-SDS)

La electroforesis con SDS es un excelente
método para identificar y monitorear las proteinas
durante un proceso de purificacion; también se
emplea para la determinacién del peso molecular
de las subunidades de proteifas.

La estructura del detergente SDS empleado
en esta variacion de la electroforesis en gel de
poliacrilamida es CH(CH,) ,, CH,= SQ, - Na.

El anion se une a las proteinas por absorcion no
especifica (aproximadamente una molécula de SDS
por cada dos residuos de aminoacidos, con una
relacion SDS/proteina méaximo de 1,4 g/g). EI SDS
desnaturaliza por completo las proteinas y rompe
las interacciones no covalentes que determinan la
estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos
alifaticos dodecil se colocan en el interior, mientras
gue los grupos sulfato en la superficie y todos los
complejos SDS-proteina toman carga neta negativa
(que excede la carga intrinseca de las cadenas de
aminoacidos). Las proteinas reaccionan con SDS
a relativamente alta concentracion, pero se ha
demostrado que 0,4 % de SDS es el nivel minimo
necesario para saturar los sitios de union de la
proteina, sin embargo, se emplea 1 % para lograr
un margen de seguridad.

El Rf es una medida convencional de la
movilidad de la proteina relativa al frente de
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migraciort y se define como la distancia desde el

inicio del gel separador hasta el centro de cada
banda dividida entre la distancia a la que ha
migrado el ion lider.

La concentracion apropiada de SDS en el
tampon superior, se determina incrementando la
cantidad de SDS hasta que no exista variacion en
el Rf. Se ha demostrado que concentraciones en
el rango de 0,02 a 0,025 % de SDS en el tampdn
superior es suficiente, sin embargatiiza 0,03 %
para obtener umargen de seguridad.

El complejo SDS-proteina tiene forma de
varilla con un diametro aproximado deft§ una
longitud proporcional al peso molecular de la cadena
polipeptidica. El tratamiento concomitante con un
agente reductor de puentes bisulfuro, como el beta
mercaptoetanol BME) o el DTT desnaturaliza
las proteinas y las rompe en las subunidades que la
componen. Por lo que el complejo SDS-proteina
tiene generalmente mayor densidad de carga y
menor tamafio que las proteinas nativas. Se ha
determinado que con 5 min a 95-100 °C es
suficiente para la formacién de enlaces estables
SDS-proteina a una concentracion de 1 % de SDS,
en presencia de EDTA y condiciones reductoras.
El complejo SDS-proteinaestable durante 3 meses
a4°C. ESDS migra mas rapido que el complejo
proteina-SDS en un gel restrictivo, por lo que el
SDS no es necesario adicionarlo en los geles si
este esta presente en la muestra y en el tampon
superior, lo que da la ventaja de asegurar las
condiciones y la eficiencia de polimerizacion de
los geles sin SDS.

La migracion de los derivados proteina - SDS
hacia al anodo es inversamente proporcional al
logaritmo de su peso molecular (log PMLa
relacién carga/masa es aproximadamente igual para
todas las proteinas de la muestra por lo que la talla
de esta deviene en el factor determinante de la
separacion. El SDS-PAGE se emplea para estimar
el peso molecular de las proteinas y se compara
con un patrén. No obstantBjellqvist® ha
reportado que diferentes proteinas de igual talla
pueden migrar como una banda Unica.

Bajo iguales condiciones de pH y temperatura,
el SDS y las proteinas se concentran en la misma
zona, pero como la cantidad de SDS es muy grande
comparada con la de proteinas y su concentracion
en el gel concentrador se puede regular, se forma
una zona de concentracion amplia caracterizada
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fundamentalmente por ser estable con el frente de
corrida y que continuamente aumenta durante la
electroforesis dependiendo de la cantidad de SDS
introducido en el tampoén. Se aprecia una progresiva
difusion del borde de migracion en la medida en
gue aumenta la concentracion deEEtos autores
demostraron que el ién glicinato no se concentra
con el gel concentrador, lo que puede estar
provocado por una interaccion entre la glicinay el
SDS. La concentracion de pequefias proteinas es
dificil en estas condiciones, porque se forman
complejos de proteinas y detergentes de igual talla
y carga que las micelas de SDS solas, por lo que
recomienda el empleo de una minima cantidad de
SDS.

Las condiciones pueden ajustarse dependiendo
de como se necesite separar las proteinas (en
estado completamente desnaturalizada,
parcialmente desnaturalizada o nativa). Las
asociaciones covalentes entre las unidades de
proteinas pueden mantenerse omitienddMiE

aductos bisulfuro con las proteindsannot MA
y Zheng 3° reportaron un método de preparaciéon
de la muestra en el que se elimina el SDS del gel.

2.9. Determinacion de peso molecular de
proteinas. Comportamiento anémalo de
diferentes proteinas en electroforesis

El peso molecular (PM) de las proteinas puede
determinarse en electroforesis al comparar las
movilidades electroforéticas de varios marcadores
de peso molecular conocido. Existen patrones
(mezclas de proteinas de peso molecular conocido
y que se tifien uniformemente) de varios rangos de
peso molecular, se debe aplicar el que abarque el
peso molecular esperado para la proteina que se
guiere determinar. Estos patrones deben ser
tratados de manera similar a la muestra. En general,
cuando las proteinas tienen gran cantidad de
carbohidratos en su composicién o cuando estan
unidas a complejos de membrana migran de manera

del tampdn de muestras. En ausencia de este agente aberrantépor lo que no son recomendadas como

reductor los puentes bisulfuro intracatenarios e
intercatenarios de la muestra de proteinas
permanecen intactos; la movilidad electroforética
del complejo SDS proteina se altera bajo estas
condiciones de disociacion y durante la
electroforesis la movilidad de los oligémeros SDS
proteinas es menor que con los componentes SDS
polipéptidos completamente desnaturalizados. Las
proteinas pueden mostrar una respuesta individual
caracteristica a la reduccion, lo que se determina
al comparar los geles corridos @ME o sin este.
Adicionalmente las proteinas no reducidas, pueden
no estar del todo saturadas con SDS por lo que
puede variar su relacién peso/peso en su
interaccion con el detergente. Esto hace que las
determinaciones de peso molecular con estas
caracteristicas no tengan la misma confiabilidad
gue el analisis hecho con polipéptidos del todo
desnaturalizados. Es necesario la existencia de
patrones y proteinas conocidas de igual
configuracion para una comparacion valida. EL
SDS-PAGE bajo condiciones reducidas y no
reducidas es un método muy Util para el analisis de
los puentes bisulfuro que contienen las proteinas.
Schuhmacher My otros® en estudios con la
lisozima de huevo durante la electroforesis
demostraron que ¢BME y del DTT forman

marcadores de peso molecular.

Al realizar un ploteo del log PM de la proteina
patron como funcion del valor de Rf, se obtiene un
gréfico ligeramente sigmoideo. El peso molecular
desconocido puede estimarse por el analisis de
regresion lineal o por interpolacion en la curva del
log de PM contra Rf.

El ploteo de Ferguson del log de Rf contra el
% T del gel separador para varias proteinas
patrones chequea el error sistematico del método,
para lo que es importante que estas proteinas
muestren uniformidad en su densidad de carga, lo
gue se determina por la intercepcion de sus lineas
a 0% T. Se obtiene un ploteo de Ferguson no
lineal en el fraccionamiento de pequefias proteinas
a una alta concentracion de gel o de proteinas
muy grandes que dan valores de Rf muy pequiefios.

El coeficiente de retardacion (Kr) da una
medida de la influencia del tamizaje sobre la
movilidad de las biomoléculas, se ha reportado que
es funcién del peso molecular y existe inclusive
para moléculas pequefias. Los valores de Kr
podrian minimizarse para todas las proteinas
patrones por seleccién de valores bajos de C. Con
el empleo del ploteo de Ferguson se pueden
discriminar las diferencias de carga, el peso
molecular y las formas de diferentes iséméros,



asi como determinar el peso molecular de estos;
sin embargo se pueden encontrar dificultades
técnicas cuando varios multimeros de proteinas
se analizan.

Existen casos de migraciones andmalas de
proteinas como por ejemplo la ferritina y apoferritina
de bazo de cabalfoen que se recomienda su
empleo para calibrar SDS-PAGE solo bajo
adecuadas condiciones de desnaturalizacion (2 %
SDS, agente reductor de bisulfato y 5 min a 100 °C
05ha37°C), yaque laapoferritina es inusualmente
resistente a la desnaturalizacion y disociacion en
subunidades. Puede observarse que en un tampon
continuo a pH 7 da una banda con peso molecular
de 20 000y en SDS -PAGE con sistema de tamp6n
discontinuo se aprecian 2 bandas de PM 19 889 y
22 200, lo que puede no ser por causa de un
aumento de la resolucion en la técnica, sino por
diferencias en la concentracion de SDS, por lo tanto
el fendmeno puede ser explicado por diferencias
ocasionales en la estimacién del peso molecular
de los 2 tipos de SDS-PAGE. Cuando estas
proteinas se separan por filtracion en gel, sus
propiedades geométricas e hidrodinamicas hacen
gue su talla y caracteristicas superficiales sean
diferentes de otras proteinas globulares tipicas, por
lo que es necesario tener en cuenta su
comportamiento caracteristico.

Zhang Jy otros? hacen un interesante andlisis del
comportamiento anémalo en cuanto a la determinacion
de peso molecular, de una proteina recombinante
inhibidora de la proteina fosfatasa-1(denominada
inhibidor-3), que esxtremadamente hidrofilica y
estable al calor. Esta proteina tiene un peso
molecular aparente de 23 kD en SDS-PAGE, por
gel de filtracion, un peso molecullativo de
55 000 y supesamolecular calculado es de 14 kD.
Esta caracteristica se ha descrito también para las
proteinas inhibidor-1 e inhibidor-2, que actdan
sobre la proteina fosfatasa-1.

Para completar el estudio de peso molecular
de proteinas, se ha reportédel analisis por
espectrometria de masa por ionizacién en
electroatomizacion (ESI-MS) para proveer de una
determinacidon exacta del peso molecular de
proteinas aisladas y no resueltas por SDS-PAGE.
A pesar de que existen otros métodos més
recientes para la determinacién del peso molecular
de proteinas, la electroforesis en geles de
poliacrilamida no ha perdido su utilidad.
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2.10. Estabilidad de los geles de electroforesis

El principal problema que afecta la estabilidad
y laresolucion en todos los medios de electroforesis
es la absorcion y desorcion. Las caracteristicas de
tamizaje del gel estan fundamentalmente dirigidas
por el tamafio del poro y cuando el medio absorbe
agua, el tamafio medio del poro se incrementa, esto
hace que las moléculas puedan migrar mas rapido
a lo largo del gel y disminuye la resolucion. Pero
como la absorcion de agua no es uniforme en
cada porcion del gel, casi siempre es mayor en la
region central que en los extremos, por lo que las
moléculas localizadas en esta migran a través del
gel més rapido que las que estan en los extremos,
lo que deforma y afecta la reproducibilidad de la
electroforesis.

Todos los geles de poliacrilamida absorben agua
durante el proceso de polimerizacién y durante la
conservacion, pero la tendencia se incrementa con
el aumento del porcentaje de acrilamida.

En el sistema de electroforesis con tampdén y
gel heterogéneos, la diferencia de concentracion
entre los geles concentrador y separador crea un
potencial osmético entre los 2 geles, lo que provoca
gue el agua pase del gel concentrador (region de
bajo % acrilamida) hacia el separador (region de
alto % de acrilamida). Este proceso es muy rapido
y continta hasta que se establezca un equilibrio
entre ambos geles como resultado de la difusion
del agua al gel separador, por lo que el porcentaje
de acrilamida no es estable en el gel separador y
es necesario emplear los geles en el dia de su
preparacion.

Cuando se mantiene en tampon, el gel absorbe
rapidamente agua de este hasta llegar al equilibrio,
lo que provoca inestabilidad en este y dificulta su
comercializacion. Un gel no tiene una calidad
aceptable si presenta poros no uniformes como
resultado de la difusion de agua entre el gel de
alto porcentaje y la atmésfetaPor todo lo
anterior se ha planteado la utilizacién de
compuestos que restringen la difusion, los que
pueden ser polioles, polisacaridos, alcoholes
poliméricos, etc. Estos compuestos se adicionan
en la parte del medio de electroforesis en que se
guiere inmovilizar el agua, en el caso de la
electroforesis en poliacrilamida cuando esta
sintetizando el gel concentrador, lo que no afecta
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el proceso electroforético que se puede seguir
segun el método convencional. Si se desea prevenir
la difusion de agua desde el tamp6n hasta el gel, es
necesario afiadir estos compuestos al tampon.
Los compuestos de restriccion de la difusiéon
reportados por CM Stadfrson moléculas no
cargadas hidrofilicas que contrarrestan el potencial
osmotico entre 2 geles de electroforesis con
diferente potencial osmotico o entre el tampony el
gel. Sin embargo como el potencial osmatico
depende de la hidrofilicidad de los compuestos y
de la concentracion molar, la concentracion de un
compuesto particular de restriccion de la difusion
dependera del desbalance de potencial osmotico

que se desee contrarrestar; se necesita una menor

concentracién para un gel uniforme que la necesaria
para un gel discontinuo. El polietilenglicol es el
agente hidrofilico de restriccion de la difusion mas
empleado en el gel concentrador en electroforesis
de poliacrilamida. El proceso de difusion de agua
es dependiente de la temperatura, por lo que la
reduccion de la difusion en el medio aumenta
también la estabilidad térmica de este. La
viscosidad del gel puede controlarse con la adicion
de polimeros, ademas se le puede afadir agarosa
en concentracion de 0,2 a 2 % p/v, dependiendo de
la cantidad de mondémero y agente entrecruzador
gue contenga el gel.

2.11. Phastsystem

El equipoPhastSysteroonsiste en un sistema
de electroforesis computarizado, en el cual se
puede ejecutar focalizacién isoeléctrica,
electroforesis y revelar estas automatizadamente,
Los geles de electroforesis denomindeluastGel
empleados en el equigghastSysteptanto para
sistema nativo como desnaturalizado emplean como
tampo6n acetato 0,112 mol/L y tris 0,112 mol/L a
pH 6,4 en ambas zonas. Las longitudes de los geles
concentrador y separador son de 13 y 32 mm
respectivamente y su grosor de 0,45 mm.

El tampon de electrodo se suministra en forma
de tiras de 2 tipos, uno para electroforesis nativa y
otro para desnaturalizada, hechos con reactivos de
alta calidad y agarosa de baja electroendésmosis.
Estas crean durante la corrida un sistema de
tampon discontinuo o continuo segun se desee.

En las tiras para SDS-PAGE se emplea tricina
0,2 mol/L, tris 0,2 mol/L, SDS 0,55 % pH 8,1,
agarosa 2 %. Esta alta concentracion de SDS en
las tiras permite eliminar el SDS del gel.

El PAGE-nativo en equipd@hastSystem
emplea los mismos geles que el desnaturalizado,
solo cambia el sistema de tampdn en las tiras, que
es en este caso de L-alanina 0,88 mol/L y tris 0,25
mol/L pH 8,8 en agarosa 2 % (acetato como iones
lideres y L alanina como rezagados). Como el pH
del gel toma un valor de 8,8, las proteinas con
punto isoeléctrico menor que 8,3 se cargan
negativamente y migran a través de la zona de
concentracion.

3. Fuentes de error en la electroforesis

La electroforesis es una técnica muy sensible
y puede ser afectada por muchos errores
experimentales, estos se reflejan a continuacion.

3.1. Temperatura durante la polimerizacion
y la corrida del gel

La movilidad de las proteinas varia entre otras
causas porque la viscosidad del agua aumenta a
bajas temperaturas (la distancia recorrida es
aproximadamente 20 % mayor en la region central
gue es mas caliente). Este efecto puede atenuarse
con el empleo de un tampén mas diluido o
manteniendo temperaturas bajas durante el
desarrollo de la electroforesis.

En geles vertidos a 25 °C ocurre mayor
variabilidad de los Rf si se comparan con los
vertidos a bajas temperaturas. La eficiencia de
polimerizacion incrementa compavamente a
0 °C por lo que sus propiedadisicas son
superiores (para SDS-PAGE) a las de geles
polimerizados a 25 °C, posiblemente por una
disminucion del promedio de la longitud de la
cadena de estos Ultimbs.

Un promedio de la desviacién estandar de los
Rf determinados por geles hechos con la misma
mezcla de polimerizacion es de 0,01, mientras que
entre geles hechos de diferentes lotes de
polimerizacion, aunque preparados con idéntica
cantidad de catalizadores es de 0,13. Esto esta
dado porque no es igual el porcentaje de conversiéon
de mondmero en polimero.



La uniformidad de la temperatura a través del
gel mientras ocurre la corrida electroforética
generalmente elimina el efecto de la deformacion
de las bandas en forma de “sonri§a”.

3.2. \¢élocidad de la polimerizacién. Niveles
de catalizador

Una polimerizacion muy rapida puede deformar
las bandas, porque ocurre una contraccion no
uniforme del gel, en este caso debe reducirse el
TEMED vy el persulfato de amonio o adicionar
ferricianuro de potasio, con el objetivo de hacer
mas lenta esta.

El empleo de niveles bajos de catalizador
provoca que la superficie del gel se torne desigual
y tienda a romperse con facilidad, pero el empleo
de altas concentraciones provoca que los geles
tiendan a cuartearse. Este problema puede
solucionarse en geles de altas concentraciones, al
poner una capa de alcohol isobutilico en lugar de
agua (en geles de bajas concentraciones deben
emplearse alcoholes de altas densidades).

3.3. Pureza de los reactivos

El empleo de reactivos de alta calidad y agua
desionizada es un prerrequisito para hacer geles
reproducibles y de alta resolucién, en particular esto
es muy importante para la acrilamida, ya que es el
constituyente méas abundante del gel y sus
principales impurezas son &cido acrilico residual
(que puede retardar la mbgad electroforética
de algunas proteinas), poliacrilamida lineal e
ionest

O Gaal y otros® plantearon que el acido
acrilico y otras impurezas pueden ser eliminados
por diferentes métodos, entre ellos la recristalizacion
de la acrilamida.

En SDS-PAGE la calidad del SDS es
importante, porque las proteinas pueden unirse a
impurezas como alkil sulfato, CC,y C; vy
provocar que una simple proteina forme multiples
bandas en el gel. Con SDS puro ocurre una
migracién anGmala en proteinas muy basicas o muy
acidas, en varias glicoproteinas y lipoproteinas por
causa de su composicién inustial.
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3.4. Tempo de corrida

La determinacion del tiempo adecuado de
corrida es muy importante, pues corridas muy
cortas impiden que las muestras avancen el espacio
necesario para su correcta separacion, pero
también se ha probado que tiempos de corrida
cortos minimizan la dispersion de la muestra y el
ensanchamiento de la banda.

3.5. Preparacion de las muestras

En el caso de la SDS-PAGE es necesario
lograr una completa desnaturalizacién de las
proteinas, para evitar la aparicion de bandas
fantasmas en la electroforesis (bandas dobles por
la concentracion dME o por el tiempo de
incubacion):?

Seichiy Chaféreportaron que la alquilacion
de la cisteina antes de la electroforesis evita la
formacion accidental de aductos de acrilamida
durante la electroforesis.

4 .Tincion

Las proteinas coloreadas naturales como la
mioglobina, hemoglobina, ferritina y citocromo C,
pueden ser observadas directamente en los geles,
sin embargo la visualizacion de la mayoria de las
proteinas requiere el uso de colorantes.

Los colorantes organicos fueron los que se
emplearon primero para tefir proteinas en los geles
(ejemplo de estos bromofenol azul, azul de
Coomassie, etc.).

Una rapida tincion, destincion y fijacion son
esenciales en el caso de las proteinas pequefias
para evitar su elusion; la omisién del metanol de la
solucién de tincion es beneficiosa ya que se reduce
el tiempo de tincion y disminuye el hinchamiento
de los gele#?

Existen diferentes tipos de tincién, entre ellos
la plata que es muy sensible y tiene la caracteristica
de producir generalmente coloraciones carmelita
0 negro, sin embargo algunas proteinas tienen
colores caracteristicos como las lipoproteinas que
tienden a colorearse de azul y algunas glicoproteinas
gue aparecen amarillas, carmelitas o réj&ste
efecto cromético se ha demostrado que esta dado
por la difraccion de la luz en la plata. Se han
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desarrollado algunos procedimientos de tincion con
plata para identificar ciertas proteinas, con el
empleo de combinaciones de tincion.

La tincién con Coomassie puede emplearse
para la determinacién de proteinas cuando estas
son abundantes, pero no para la determinacién de
pureza de proteinas trazas. Esta tinciobn requiere
un medio acido para la generacion de la atraccion
electrostatica entre las moléculas del colorante y
los grupos amino de las proteinas. La atraccion
ionica es a través de las fuerzas de Van Der Walls,
gue une alas proteinas y al colorante formando un
complejo. Esta union es totalmente reversible en
condiciones apropiadas.

Se hareportado la tincién de proteinas por otros
métodos entre los que se encuentran: eriocromo
negro, compuestos fluorogénicos, modificacion de
los aminoacidos de las proteirfas.

5. Conservacion de los geles de electroforesis

Notsu K y Shiratori NP reportaron sumergir
el gel después de electroforesis en una solucion de
sacaridos, azucares, alcoholes de mas de 4
carbonos y polimeros solubles en agua; después
se introduce este entre 2 filmes de celofan
transparentes y semipermeables colocado en forma
de sandwicha ambos lados del gel o en unoy en
el otro una lamina plastica. De esta forma los
componentes acuosos del gel son reemplazados
por los de la solucion. Esto permite que el gel se
seque, sin causar su ruptura, deformacion, pérdida
de la transparencia y sin necesidad de emplear
calor o presion reducida ni ninguin aparato especial.
No se han reportado variaciones en geles tratados
con este método después de 2 afios.

Se recomienda el empleo de un poliol como el
glicerol como un agente «humedo» cuya funcion
es ademas de actuar como un agente de restriccion
de la difusion, impedir que el gel se seque por la
evaporacion durante la conservacion, lo que evita
la ruptura de este.
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SUMMARY

Electrophoresis makes possible to separate biological molecules
depending mainly upon their charge under the influence of an
electric field. A general and updated outlook on electrophoresis
in polyacrylamide gels for proteins is given. Some traditional
concepts about this methods such as the addition of compounds
limiting diffusion and that increase the gel stability are analyzed.
Examples are given about the abnormal behavior of some proteins
in the determination of the molecular weight by electrophoresis
in polyacrylamide gels under disnatured conditions.
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