Electroforesis
Conceptos basicos.

Es un proceso de transporte de moléculas cargadas el cual es dirigido por un
campo eléctrico aplicado desde el exterior.

Una molécula de carga g en un campo eléctrico E experimenta una fuerza
F=qE

A la fuerza eléctrica se opone una fuerza friccional.

En solucidn, la fuerza friccional es proporcional a la velocidad, v, de la

molécula.

La magnitud de la esta fuerza es fv, (f, coeficiente friccional, refleja el tamafio
y forma de la macromolécula).



Bajo dos fuerza opuestas, las moléculas alcanzan rapidamente el estado
estacionario, velocidades terminales, con las dos fuerzas iguales

gE =fv

La movilidad electroforética de la molécula, m, definida como la velocidad
al estado estacionario por unidad de campo,

m = v/E = gff,

es caracteristica de cada molécula y sus unidades son cm2 / V-sec.



La carga como el coeficiente friccional dependen de:

» La composicion de las proteinas

» De |la naturaleza del solvente

° pH

» Cantidad y tipo de iones en solucion

» Presencia de denaturantes, agentes reductores y urea.



Electroforesis en gel.
Es facil de realizar y se obtienen resultados altamente confiables.
Los geles, estructuralmente son intermedios entre solidos y liquidos.

De las diferentes matrices, las mas utilizadas son los geles de agarosa y
poliacrilamida.

Las caracteristicas estructurales de ambos geles son muy similares:

* Los polimeros individuales de agarosa y poliacrilamida se combinan en fibras
y luego en agregados mas grandes.

* Los geles de agarosa se mantienen unidos por enlaces de hidrogeno y

los geles de poliacrilamida por enlaces covalentes.

* Ambos tipos de geles existen como distribuciones al azar de material solido y
especios abiertos, poros.

Los poros se definen por la resistencia que el gel imparte al movimiento de
particulas cargadas. Esta resistencia varia con el tamafio y forma de las
macromoléculas.

Durante la electroforesis las moléculas se mueven entre los poros llenos de buffer.
Las regiones densas del gel actuan como barreras para el movimiento.



Geles de agarosa.

 Los poros de la agarosa son mas grandes que los geles de poliacrilamida.

» En estos geles se pueden separar proteinas de alto tamafio molecular

(500 kDa) y DNA sobre 2000 pares de bases.

» La agarosa es un polimero natural aislado de ciertas algas marinas.

* Los diferentes tipos de agarosa varian en sus propiedades fisicas y quimicas:
Temperatura de gelificacion,
Fuerza del gel,
Porosidad, etc.



Geles de poliacrilamida.

Se forman por la copolimerizacion de:
Acrilamida (CH,=CH-CO-NH,) y
Entrecruzador bisacrilamida (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,).

Los geles de poliacrilamida se caracterizan por un par de valores,

%T es el porcentaje de mondmero incluyendo el entrecruzador,
%C es la proporcion de entrecruzador como porcentaje del total de mondmero.

El tamafio del poro es funcion inversa del %T.
Para una concentracion de mondémero, el tamafno del poro también varia con
%C.

La eleccion del buffer para realizar la electroforesis es fundamental, ya que
las proteinas son muy sensibles a la fuerza iénica, pH, especies idnicas, etc.



Electroforesis en condiciones denaturantes

Cuando se incorpora un detergente anionico al buffer (SDS), la separacion
electroforética se realiza de acuerdo con el tamafio molecular de las proteinas:
se puede usar para determinar el peso molecular de las proteinas.

Las muestras denaturadas, en presencia de SDS y de un agente reductor,
adquieren una razon carga/masa uniforme impartida por el SDS (1,4 g SDFS/gr
de polipéptido).

En estas condiciones las propiedades del detergente prevalecen respecto de
las propiedades de la proteina.

* Los polipéptidos cubiertos por SDS toman una forma similar proporcional al
tamafio molecular.

 La densidad de carga es independiente del pH (entre 7 y 10).

 La separacion en el gel depende del tamano molecular,

 La separacion de polipéptidos en este sistema puede ser usada para estimar
su peso molecular.



Varias proteinas no se comportan de la manera descrita.

* Las proteinas que no se denaturan completamente, con
puentes disulfuros intactos

e Las glicoproteinas y lipoproteinas

 Proteinas con un alto contenido de lisina y prolina

* Proteinas muy basicas o muy acidas

» Proteinas muy grandes (cientos de kDa)

 Polipeptidos menores de 12.000 Da

Porgue no se produce una saturacion completa con el SDS o
la razén de carga es anomala respecto del tamafio molecular.



Estimacion de la masa molecular

La movilidad electroforética del polipéptido-SDS depende de su masa
molecular.

La velocidad de migracion del derivado SDS es inversamente
proporcional al logaritmo de su masa molecular.

Los polipéptidos-SDS se mueven de una manera predecible, migrando
los complejos de mas bajo peso molecular mas rapido que aquellos de
mas alto PM.

El PM de una proteina se puede estimar a partir de su movilidad relativa
en una SDS-PAGE calibrada.

La estimacion de la masa molecular esta entre las aplicaciones mas
populares de la electroforesis.



El parametro mas relevante es la movilidad relativa, Rf, definido como
la razén entre la movilidad de una proteina y la movilidad del frente.

El grafico del logaritmo de la masa molecular (logM) versus la
movilidad relativa (Rf), se ajusta razonablemente bien a una linea
recta. La interpolacion de los valores de Rf de las proteinas problemas
en la curva estandar dara una idea aproximada de su PM.



Isoelectroenfoque

Es un método electroforético para separar moléculas anfotéricas en una
gradiente de pH.

La carga neta de una molécula anfotérica depende del pH del medio.

Cuando las proteinas se mueven en un medio en que cambia el pH, su
carga neta cambia en respuesta a los cambios de pH.

En un campo eléctrico, una proteina en una gradiente de pH migrara
hasta que alcance una posicion en la gradiente en la cual la carga neta
sea cero.

Para cada proteina existe un pH especifico al cual la carga neta es cero.
Este pH isoeléctrico, pl, es una propiedad fisico-quimica de cada proteina.



Isoelectro enfoque

Cuando una proteina se coloca en un medio con pH variable y en un
campo eléctrico, ésta se movera hacia el electrodo con carga opuesta.

Durante la migracion a través de la gradiente de pH, la proteina capta o
pierde protones. Con esto la carga neta y la movilidad disminuiran.

La proteina llegara a un punto en que el pH de la gradiente sea igual a
su pl. En ese punto la proteina no tendra carga y detendra su movimiento.

De esta manera, las proteinas se condensan en bandas estrechas en la
gradiente de pH a su pl individual y caracteristico.



Isoelectro enfoque

Las proteinas alcanzan sus respectivos valores de pl a velocidades diferentes pero
permanecen relativamente fijas en esos valores de pH por tiempos relativamente
largos.

En la electroforesis convencional las proteinas continidan moviéndose a través del
medio hasta que el campo eléctrico se retire.

Las proteinas migran hacia su posicion de equilibrio desde cualquier parte del
sistema. Asi, el punto de aplicacion de la muestra es arbitrario.

En efecto, la muestra puede estar distribuida inicialmente a través de todo el
sistema de separacion.

Es una técnica de alta resolucion que puede resolver proteinas que difieren en
menos de 0,05 unidades de pH sus valores de pl.

La técnica es rapida y no denaturante y puede ser corrida en forma preparativa
como analitica.

La resolucidon de esta técnica esta determinada por la gradiente de pH y el
campo eléctrico aplicado.



Las diferencias en pl entre dos proteinas separadas es directamente
proporcional a la raiz cuadrada de del pH e inversamente proporcional
a la raiz cuadrada del voltaje.

Apl a[(gradiente de pH/ (voltaje)]1/2.

Rangos de pH estrechos y voltajes altos dan una alta resolucion
(un pequeno Apl).

Ademas del efecto sobre la resolucion, campos eléctrico

altos también resultan en tiempos de corrida mas cortos.



Blotting

Membranas sintéticas unen proteinas y acidos nucleicos lo suficientemente
fuerte como para ser usados para un inmunonsayo en fase solida.

Las moléculas unidas a la membrana son facilmente accesibles a
anticuerpos o sondas de acidos nucleicos.

Esto ha llevado al desarrollo de una variedad de procedimientos altamente
especificos y sensibles conocidos como blotting.

Las proteinas son transferidas desde el gel de la electroforesis a la membrana
de soporte de nitrocelulosa, a la cual se unen por fuerzas hidrfobicas.

Se utiliza la electroforesis para transferir las proteinas desde el gel a la
membrana, donde se produce una réplica manteniendo la misma resolucion
del gel.



Un experimento tipico de inmunoblotting consiste en seis pasos
interrelacionados:

1. Las proteinas son fraccionadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida.

2. Las proteinas son transferidas desde el gel a la membrana donde ellas
guedan inmovilizadas como una réplica del patron de bandas del gel.

3. Los sitios no ocupados por la proteina en la membrana son saturados
para

evitar la union inespecifica del anticuerpo.

4. El blot es probado para las proteinas de interés usando anticuerpos
especificos.

5. Se usa un anticuerpo secundario, especifico para el anticuerpo primario,
conjugado con un grupo reportero detectable, como por ejemplo una
enzima.

6. La banda de la proteina se visualiza por el grupo reportero.
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Figure 6-7 Two-dimensional electrophoresis.

(a) Proteins are first separated by isoelectric focus-
ing. The gel is then laid horizontally on a second
gel, and the proteins are separated by SDS polyac-
rylamide gel electrophoresis. In this two-dimen-
sional gel, horizontal separation reflects differences
in pl; vertical separation reflects differences in
molecular weight. (b) More than 1,000 different
proteins from E. coli can be resolved using this
technique.
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