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1. RESUMEN.

El parto humano es el resultado de mdltiples eventos fisiolégicos que incluyen
la sincronizacién de contracciones uterinas, dilatacion del cervix y la ruptura de
las membranas corioamniéticas (MCA). En la ruptura de estas membranas
participan diversos procesos bioquimicos entre los que se encuentran el
aumento en la degradacion de diferentes tipos de colagena que conforman la
matriz extracelular (MEC). La explicacion a esta degradacion ha sido
relacionada con la presencia de una familia de enzimas Illamadas
metaloproteasas de matriz extracelular (MMPSs), las cuales han sido reportadas
en liquido amnidtico, cérvix y membranas fetales por lo que se propone que
tienen un papel fundamental en la ruptura de estas membranas. Por medio de
técnicas de zimografia, cromatografia de exclusion molecular vy
microcalorimetria diferencial de barrido se ha reportado la presencia de un
complejo multienzimatico en las MCA formado por diferentes MMPs que se
encuentran en estado latente horas antes del trabajo de parto (TP) y cuya
actividad es regulada por concentraciones de calcio. El complejo se encuentra
en la fase inicial de caracterizacion, desconociéndose su estructura molecular,
origen y aun la existencia de otras proteasas 0 proteinas que posiblemente
participen con las MMPs identificadas en la formacién del complejo. En el
presente trabajo utilizando herramientas de protedmica molecular se inicid la
identificacion de las proteinas que lo constituyen. Para ello se extrajo el
complejo multienzimatico de las MCA de mujeres con embarazos a término sin
TP y se inici6 el estudio en geles de Poliacrilamida, posteriormente las
muestras se corrieron en electroforesis Bidimensional (2-D) y las huellas mas
abundantes se analizaron por medio del programa Image Master. Finalmente
se procedio a la espectrometria de masas (MALDI-TOF), los datos generados
se procesaron usando los programas bioinformaticos Aldente y Mascot. Los
resultados confirmaron la presencia de MMP (-9 y -2), ademas de las
siguientes proteinas: proteina reguladora de glucosa (GRp78), calreticulina
(CRT), prolil 4- hidroxilasa subunidad beta (P4H, sub ) y proteina del reticulo
endoplasmatico 57 (ERp57). Los resultados generados en este trabajo marcan

la pauta para iniciar la caracterizacion estructural y funcional de este complejo.



2. INTRODUCCION.

El parto humano es el resultado de mudltiples eventos fisiolégicos que
incluye la sincronizacion de las contracciones uterinas, dilatacion del cérvix y
finalmente la ruptura de las membranas corioamniéticas (MCA) para facilitar la
expulsion del producto y de sus anexos sin interferencia, accidente o
complicacién®.La ruptura de las MCA involucra diversos procesos bioquimicos
entre los que se encuentra un aumento en la degradacion de la colagena en el
amnios , la alteracion morfolégica en la zona cervical que se manifiesta como
un adelgazamiento en la capa del trofoblastos asi como en la decidua materna?®
y la induccion de la sintesis de enzimas que degradan la matriz extracelular
(MEC)®.

La degradacion de la MEC esta relacionada con la actividad de una familia
de enzimas llamadas Metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs), estas
enzimas son secretadas al espacio extracelular en forma de enzimas latentes
capaces de degradar los componentes de la MEC provocando la ruptura de las
MCA 2%,

Estudios previos han demostrado la actividad de las MMPs presentes en
las MCA como: la colagenasa intersticial (MMP-1)°, estromelisina 1 (MMP-3)°,
matrilisina (MMP-7)’, asi como las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9)%*,

2.1 MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS.

Las MCA estan formadas por dos tejidos, el amnios y el corion, que se
encuentran superpuestos uno al otro, formando una unidad estructural
funcional. La funcién principal de las membranas es el mantenimiento de la
homeostasis del feto, ademas de proteger al feto contra infecciones
ascendentes del tracto genital materno®.

El amnios y el corion estan formados por distintos tipos celulares, entre
ellos las células epiteliales, inmunolégicas y trofoblastos, que se encuentran

embebidos en una MEC cuyo principal constituyente es la colagena™®.



La colagena es un componente importante envuelto en la MEC de las MCA,

que contribuye a la elasticidad y fuerza tensil del amnios. Entre las colagenas

mas abundantes se encuentran las tipo I, lll, IV y VI, las cuales pueden ser

degradas por las MMPs*

El tejido amnidtico estd compuesto por cinco capas: 1) capa del epitelio

amnidtico, 2) capa de la membrana basal, 3) capa compacta, 4) capa de

fibroblastos y 5) capa intermedia o esponjosa’?.

1)

2)

3)

4)

5)

La capa del epitelio amnidtico es la mas cercana al feto la cual se
encuentra en contacto directo con el liquido amniético, esta capa secreta
colagenas de tipo lll, IV y proteoglicanos.

La membrana basal esta conformada principalmente de colagenas tipo
lll, IV y V, ademas de laminina Yy fibronectina. Esta capa no contiene
vasos sanguineos.

La capa compacta estd compuesta por tejido conectivo, cuyos
principales componentes son las colagenas de tipo I, Il y IV.

En la capa de fibroblastos se encuentran colagenas de tipo I, lll, IV y V,
macrofagos envueltos en la MEC y células mesenquimales que son
responsables de la secrecién de la colagena encontrada en la capa
compacta.

Por dltimo la capa intermedia 0 esponjosa, es la que limita al amnios y el
corion. Esta capa contiene gran cantidad de colagena tipo I, Ill, IV y
proteoglicanos, cuya principal funcién es la absorcion del estrés fisico o

mecanico, permitiendo el deslice del amnios sobre el corion.

El tejido del coridn es la zona histol6gica de mayor espesor en las MCA la

cual posee una mayor fuerza tensil. La capa reticular se encuentra adyacente a

la zona esponjosa del amnios y es seguida de una estructura tipo membrana

base que delimita la capa final de trofoblasto. Parte del corion se encuentra

interdigitado con la decidua uterina®® (Fig 1).
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Fig.1.- Representacion esqueméatica de la membrana corioamniética a término y su
composicién extracelular correspondiente®

2.2 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR.

Las MMPs son una familia de enzimas dependientes de Ca* y Zn** que
muestran gran selectividad por su sustrato, siendo las responsables de la
degradacion de la MEC'. Hasta la fecha se han identificado 26 MMPs en el
ser humano® (Tabla 1). Estas enzimas pueden ser agrupadas estructuralmente
de acuerdo a la homologia de sus dominios y a la especificidad de sus
sustratos en: Colagenasas, Gelatinasas, Estromelisinas, Matrilisinas,
Metaloproteasas de matriz asociadas a membranas (TM-MMPSs) y otras MMPs
en donde se encuentran enzimas que no han sido completamente
caracterizadas®®.

Todos los miembros de esta familia son secretados en forma de zimogenos
0 proenzimas los cuales son procesados subsecuentemente por otras enzimas
proteoliticas (otros miembros de la familia o por diferentes proteasas) para
generar la forma activa’. Las MMPs se expresan bajo condiciones
fisiolégicamente normales por lo que mantienen una homeostasis. La sobre-
expresion de las MMPs puede resultar en un desequilibrio en su actividad lo

que puede conducir a una variedad de enfermedades patoldgicas®’*2.



2. 3 MECANISMOS DE REGULACION DE LAS MMPs.

La regulacion de la actividad en vivo de las MMPs puede llevarse a cabo
por varios mecanismos: regulacion transcripcional, estabilidad del mRNA,
compartamentalizacion celular, activacion de zimdgenos e inhibicion de la

forma activa por moléculas especificas ***°

2.3.1 Regulacion Transcripcional de MMPs.

La mayoria de las MMPs y TIMPs responden a estimulos a nivel
transcripcional. Una serie de promotores de MMPs han sido hasta el momento
descritos, revelando una variedad funcional de los elementos cis como por
ejemplo: AP-1, PEA-3, Sp1l, Tcf/lLef-1, NFKB, RARE. El elemento AP-1 es una
familia de proteinas trans activadoras, es un elemento de accién cis implicado
en la induccién de la expresién de MMP-1,

El promotor NFKB es conocido por regular muchos genes de MMPs. Un
sitio de NFkB fue identificado en el promotor de MMP-9 con una probable
participacion en la induccion del gen de TNFa. Otros estudios también han
demostrado que NFkB tiene una participacidon esencial en la induccién
cinergética de la expresiéon de MMP-9 %,

Las MMPs comparten secuencias consenso que son comunes en toda la
familia, la region promotora contiene una secuencia rica en timinas y adeninas
(caja TATA). Recientes estudios sobre la expresién genética de las MMPs las
agruparon en 3 grupos de acuerdo a su conformacion genética: 1) aquellas que
tienen caja TATA con alrededor de 30 pb y con un sitio AP-1 de alrededor 70
pb como son MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10, MMP12, MMP13, MMP19
y MMP26 ; 2) aquellas que poseen caja TATA pero no tiene promotor del sitio
AP-1 como la MMP-8, MMP-11y MMP-21 ; 3) aquellas que no poseen caja
TATA ni promotor del sitio AP-1 como la MMP-2, MMP-14 y MMP-28%,



Tabla 1.- Clasificacion en familias de Metaloproteasas de matriz extracelular
presentes en el humano™.

No. SUBGRUPOS MMP NOMBRE kDa SUSTRATO

1 COLAGENASAS MMP-1 Colagenasa 57/52 Colégena fibrilar (tipo I, II, I,

intersticial VII, X), gelatina.

2 MMP-8 Colagenasa de 85/64 Colagena I, II, 111.

Neutrofilo
3 MMP-13 Colagenasa-3 52/42 Colagena ll.
MMP-18 Colagenasa-4

5 GELATINASAS MMP-2 Gelatinasa A 72/68 Gelatinasas, colagena 1V, V,
VII, X, elastina, fibronectina

6 MMP-9 Gelatinasa B 92/86 Gelatinasas, colagena IV, V,
elastina.

7 ESTROMELISINAS MMP-3 Estromelisina-1 57145 Proteoglicanos, laminina,
fibronectina, colagena lll, 1V,
V, IX, gelatina.

8 MMP-10 Estromelisina-2 57145 Proteoglicanos, fibronectina,
colagena lll, IV, V, gelatina.

9 MMP-11 Estromelisina-3 51/44 Laminina, fibronectina.

10 MMP-27 Homologo de

Estromelisina-
2(51.6 %)

11 MATRILISINAS MMP-7 Matrilisina (PUMP) | 28/19 Proteoglicanos, laminina,
fibronectina, gelatina,
colagena IV, elastina.

12 MMP-26 Matrilisina-2

13 METALOPROTEASA | MMP-14 MTI-MMP 66/54 Pro MMP-2

DE MATRIZ
14 | ASOCIADA A | MMP-15 MT2-MMP 72162 Desconocido
MEMBRANA

15 (MT-MMP) MMP-16 MT3-MMP 64/53 Pro MMP-2

16 MMP-17 MT4-MMP 57/53 Desconocido

17 MMP-24 MT5-MMP

18 MMP-25 MT6-MMP

19 OTRAS MMP-12 Metaloelastasa 54/22 Elastina, fibronectina,

Macréfago colagena IV.

20 MMP-19 RASI-1 | e Gelatinas.

21 MMP-20 Enamelisina 54/22 Amelogenina.

22 MMP-21 MMP  identificada

en el cromosoma 1

23 MMP-22 MMP  identificada

en el cromosoma 1

24 MMP-23 CA MMP

25 MMP-28 Epilisina

26 MMP-29 Sin nombre




3.2 Estabilidad del mRNA.

A nivel post-transcripcional, la expresion genética puede ser regulada a
través de la estabilidad del mMRNA en el citoplasma. Esto es mediado a traves
de una variedad de factores incluyendo la union de proteinas y microRNAs
(MIR) que interactdan con el elemento cis localizado en muchos sitios en el
MRNA. El elemento cis cominmente mas descrito es la secuencias AUUUA la
cual se encuentra a menudo en muiltiples copias dentro de 3 UTR de mRNAs?.

La expresion de MMP-9 puede ser regulada a nivel de estabilidad del
MRNA. En las células mesangiales, el ATP analogo ATPYS potencializa la
habilidad de IL-1beta para inducir el estado estable de MMP-9 mRNA. Este
efecto es via tres elementos ricos de AU en el 3’ UTR del gen MMP-9 que esta
constitutivamente limitado en estas células por la estabilizacion del RNA factor
HuR?,

De igual manera el cortisol induce a la MMP-13 estando estable el mMRNA
en los osteoblastos mediante la estabilidad transcripcional. Se demostrd que el
cortisol incrementa la union de las proteinas a los elementos ricos de AU en el
3" UTR de las MMP-13. Estudios realizados usando transgenes reportaron que
el 3 UTR en MMP-13 estabiliza un c-fos de mRNA, y que el cortisol aumenta

aun mas la estabilidad del mRNA en este sistema®.

2.3.3 Compartamentalizacién celular

La compartamentalizacion se refiere al lugar y tiempo en que es liberada la
MMP dentro del ambiente pericelular, esto es importante ya que nos permite
ver la afinidad de la interaccién entre la enzima y su sustrato. Las células no
liberan las proteasas indistintamente, por el contrario, las proteinasas, como
las MMPs probablemente pueden anclarse a la membrana celular, de este
modo mantienen una alta concentracion local de enzimas y orientan su
actividad catalitica a sustratos especificos dentro del espacio pericelular.
Existen diferentes ejemplos de la interaccion especifica entre células y MMPs
como la unién de la MMP-2 a la integrina a2pf1, MMP-9 a CD44, MMP-7 a la
superficie de proteoglicanos y colesterol. Se ha reportado que proMMP-7 es
capturada y activada en las membranas celulares mediante su interaccion con

CD151 ?*.Tal como se sugiere para CD44 y para la integrina a2p1 estas anclas

8



en la membrana pueden actuar como accesorios que pueden mediar la

activacion de la pro-enzima®.

2.3.4 Activacion de zimogenos.

Las MMPs son sintetizadas y secretadas al medio ambiente extracelular en
estado de proenzimas o zimdgenos que requieren ser activadas para llevar a
cabo su funcién. Para que una proMMP se vuelva cataliticamente activa, la
interaccion del tiol y Zn®* debe ser interrumpida. Van Wart y Birkedal Hansen®®
propusieron este proceso como un paso general y requerido en la activacion de
todas las proMMPs, llamando a este mecanismo “switch de cisteina”. En
esencia la interaccion tiol- Zn** puede ser rota y una MMP latente puede ser
cataliticamente activada por 3 mecanismos in vitro: 1) modificacion del tiol
libre por compuestos fisioldégicos (oxidantes, disulfuros) y no fisiolégicos
(agentes alcalinos, iones de metales pesados), 2) corte directa del predominio
por otras proteinasas, 3) perturbacion quimica o alosterica del zimdgeno
conduciendo a un corte intramolecular o intermolecular autolitico del
predominio™®.

De acuerdo con los mecanismos antes mencionados la base fundamental
de activacion, es la disposicion del residuo de Cys73 en la region del
propéptido de la enzima. Este residuo no se encuentra accesible en la enzima
latente, pero éste es expuesto o modificado por tratamiento con agentes
proteoliticos. Se propone que la Cys73 de la enzima latente esta unida de
manera coordinada al &tomo de Zn?* del sitio activo de manera que bloquea a
este. Todos los modelos de activacion llevan a la disociacion de la Cys73 del
atomo de Zn%* con una exposicién concomitante del sitio activo. La interrupcion
de esta interaccién provoca que la cisteina reaccione con un SH para evitar la
reasociacion de la Cys 73 con el atomo de Zn®', de esta manera se inicia una
cascada de eventos que altera la conformaciéon de la enzima resultando en la

activacion de ésta y en el corte del propéptido™®.



2.3.5 Inhibicion de la forma activa de las MMPs.

El papel mas relevante de la inhibicion de las MMPs corresponde a los
inhibidores tisulares de metaloproteasas, conocidos como TIMPs. Estos
inhibidores son una familia integrada por cuatro distintos miembros: TIMP-
1,TIMP -2, TIMP-3 y TIMP-4 los cuales son glucoproteinas que se comportan
como inhibidores especificos de las MMPs. Estas proteinas contienen 12
residuos de cisteina que forman 6 bucles unidos por puentes disulfuro y 2
nudos. Tienen 2 sitios de dominio: el dominio N-terminal y el dominio C-
terminal®® . Los TIMPs inhiben a las MMPs en una relacién 1:1 a través del
dominio N-terminal de la molécula TIMP con el sitio activo de la MMP. Estos
TIMPs coordinan el sitio catalitico de Zn?* el cual se une al sitio activo de
manera similar como a un sustrato de MMP?’,

Otras proteinas también pueden inhibir la actividad de las MMPs. Como la
a2- macroglobulina, el principal inhibidor de metaloproteasas en los fluidos

corporales®®.

2.4 COMPLEJOS ENZIMATICOS.

Los complejos multienzimaticos son grupos de enzimas asociadas, no
covalentes que comprenden mdltiples centros cataliticos®. Estos complejos
catalizan diversas reacciones metabdlicas y regulan muchas funciones
celulares como la sintesis de &cidos grasos® , la sintesis de triptéfano®' y la

1*? entre otros.

sintesis del péptido no ribosoma

Diferentes investigadores han reportado la presencia de complejos
formados por diferentes miembros de la familia de las MMPs en la superficie
celular. La MMP-2 y MMP-9 se distinguen de otras MMPs secretadas ya que
en su forma latente pueden formar complejos con otros TIMPs. Uno de estos
complejos ha sido propuesto como un mecanismo de activacion de la MMP-2
sobre la superficie de la célula. TIMP-2 primero forma un complejo con

proMMP-2 por la unién a su dominio de hemopexina, después de lo cual el

10



complejo localiza la superficie de la célula donde esta unido al sitio activo de
una MT1- MMP. Este complejo ternario proMMP-2/TIMP-2/MT1-MMP facilita la
activacion de la proMMP-2 mediante otra molécula MT1-MMP*3,

Otro complejo en la superficie celular es el formado por MMP-14 y TIMP-2
gue se unen a proMMP-2 permitiendo que otra MMP-14 activa corte el pro
dominio y libere a la MMP-2 activa®*.

Se ha observado que en tejidos con patologia vascular MMP-1 y MMP-3
son secretadas y activadas simultaneamente y pueden ser inhibidas mediante
el incremento de TIMP-1y la formacién del complejo TIMP1/ MMPs®.

Recientes investigaciones han reportado la presencia de un complejo
formado por diferentes MMPs el cual se encuentra presente momentos antes
del TP en las MCA®®.

11



3. ANTECEDENTES DE LA PRESENCIA DE MMPs EN RELACION CON EL
TRABAJO DE PARTO.

Diferentes estudios han relacionado de manera consistente la presencia de
diferentes MMPs durante todo la gestacion® y horas antes de que inicie el
TP%

La MMP-2 se encuentra presente en concentraciones constantes en

liquido amniético y decidua a lo largo de la gestacion*?%3®

y se ha observado
que la concentracién de esta aumenta al final de la gestacion®°.

Otras MMPs reportadas incluyen a MMP-3 que se expresa en las células de
la decidua, esta MMP degrada un extremo del sustrato de la MEC y que puede
activar la forma de proenzima de otras MMPs incluyendo proMMP-1 y
proMMP-9 “°.

Se ha observado que MMP-9 incrementa su actividad al momento del parto
en las MCA*, liquido amniético* y en la decidua*®. MMP-9 es expresada por
el epitelio del amnios, los macréfagos, por los trofoblastos del corion y por las
células deciduales®.

La MMP-7  ha sido identificada como un constituyente fisiolégico del
liquido amniético, corién, amnios y decidua’, se sabe que la actividad de MMP-
7 se incrementa conforme avanza la gestacion®. MMP-8 esta presente en el
liguido amnidtico, se ha observado que su concentracion en las MCA aumenta
cuando estas presentan TP en comparacion con las MCA que no presentan
TP,

En el 2006 Meraz, et al*®, caracteriz6 la expresion y actividad de MMPs en
las MCA de la rata durante la gestacion y el trabajo de parto mediante las
técnicas de calorimetria diferencia, cinética enzimatica y zimografria. Se
demostré la existencia de un complejo de alto peso molecular, formado por
diferentes MMPs y TIMPs el cual se mantiene estable en calcio y que en
ausencia de calcio presenta un amplio rango de desnaturalizacion. La
calorimetria revelo la presencia de proMMP-9, MMP-9, proMMP-3, MMP-3,
proMMP-2, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2. Mediante inmunohistoquimica y
microscopia confocal se demostré la presencia de cada una de las enzimas

(moléculas del complejo) en la MEC de las MCA.
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Por lo que en este trabajo de tesis se identifican parte de las proteinas que
conforman este complejo multienzimético en las membranas corioamnioticas

humanas a término.



4. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Iniciar la identificacion de las proteinas que constituyen el complejo
multienzimatico localizado en las membranas coriamnidticas humanas a

término utilizando herramientas de proteémica molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar la actividad gelatinolitica del complejo multienzimético
presente en los extractos de MCA humanas a término.

¢ Identificar las proteinas que conforman el complejo de las MCA
humanas a término mediante geles de segunda dimensién.

e Analizar cada una de las huellas de proteina obtenidas por segunda

dimensién, mediante espectometria de masas (MALDI-TOF).
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5. MATERIAL Y METODO.

5.1 Colecta de Muestras Biologicas.

Las MCA humanas a término (37- 40 semanas de gestacion) fueron
obtenidas por medio de cesarea, sin TP y sin patologia alguna, en los
quiréfanos del area clinica del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro

Espinosa de los Reyes” ubicado en la Ciudad de México, México.

5.2 Preparacion del Extracto.

Las MCA fueron lavadas con solucién salina a una temperatura de 4° C ,
una vez lavadas las membranas fueron liberadas de células en una solucion
amortiguadora Buffer: Trizma base 50 mM, CaCl, 20 mM, NaCl 150 mM y azida
de sodio 0.02%, pH 7.4 mas Tritobn X-100 al 0.25% con 10 ciclos de
temperatura de 37 °C y -70 °C (diagrama 1).

5.3 Extraccién del Complejo Proteico.

Se realizaron extractos de MCA. Para ello se prepararon homogenados en
una solucién amortiguadora Buffer: Trizma base 50 mM, CaCl, 20 mM, NaCl
150 mM y azida de sodio 0.02%, pH 7.4 con la ayuda de un Polytron (Brinkman
Instruments, USA). Posteriormente los homogenados fueron centrifugados
durante una hora a 10, 000 x g a una temperatura de 4° C, el precipitado y el
sobrenadante fueron separados. El precipitado fue tratado con una solucién
amortiguadora Buffer: Trizma base 50 mM, EDTA 40 mM, NaCl 150 mM y
azida de sodio 0.02%, pH 7.4 y fue centrifugado durante una hora a 10, 000 x g
a una temperatura de 4° C, el precipitado final obtenido fue dializado con
Buffer: Trizma base 50 mM, NaCl 150 mM y azida de sodio 0.02%, pH 7.4 para
liberar el EDTA. Una vez dializado, fue colectado para analisis. La
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concentracién de proteinas fue determinada por el método de Bradford®’,

usando albimina bovina como estandar de referencia (diagramal).

5.4 Electroforesis SDS.

Se analizaron alicuotas de los sobrenadantes colocando 10 pg de proteina
por carril en geles de poliacrilamida SDS al 10%, usando un sistema con
formato de minigel (Bio-Rad, Richmond, CA. USA), en condiciones
desnaturalizantes con Mercaptoetanol e incubadas durante 5 minutos a 95 ° C.
Después de la electroforesis los geles fueron tefiidos con Azul de Coomasie R-

250 y destefiidos con acido acético 10% y metanol 10%.

5.5 Zimograma de Gelatina.

Para identificar las proteinas con actividad de gelatinasas, se analizaron
alicuotas de los sobrenadantes colocando 10 pg de proteina por carril en
condiciones no desnaturalizantes en geles de poliacrilamida-SDS al 8% con
gelatina al 1% de acuerdo con las modificaciones sugeridas por Fisher, et al., *®
usando un sistema con formato de minigel (Bio-Rad, Richmond, CA. USA).
Después de la electroforesis los geles fueron lavados con Triton X-100 al 2.5%
durante 30 minutos con 3 cambios de buffer cada 10 minutos, e incubados toda
la noche a 37° C en un buffer: Trizma base 50 mM, CaCl, 20 mM, NaCl 150
mM, pH 7.4. Al finalizar la incubacion los geles fueron tefiidos con azul de
Coomasie R-250 y destefiidos en acido acético 10 % y metanol 10%. En cada
corrida se incluyeron marcadores de actividad para proMMP-9 y proMMP-2,

usando el sobrenadante de la linea celular U-937.

15



Diagrama de flujo de la metodologia.

Se muestra de manera breve los métodos utilizados para la separacion de las

membranas, preparacion del extracto y extraccion del complejo de proteinas a

analizar.

Membrana Coridnica

Membrana Amniética

Lavar con solucion salinaa 4° C

4

Incubar con Solucion Buffer Tris pH7.4

{

Preparacion de homogenado y
posterior centrifugacion

'

Separacionde sobrenadante y
precipitado

|

Choques de
temperatura

Al precipitado se le agrego Buffer EDTA (pH 7.4) para
la extraccion del complejo. Preparacion del
homogénadoy posterior centrifugacion

4

¢

—

37°cC

-10°C

Separacion de sobrenadante y precipitado  |_,

Conservacion de las
muestrasa -70° C

Concentracién de proteinas (sobrenadante),
cuantificacion de proteinas por Técnica de Bradiord

Diagrama 1.- Método de colecta de muestras, preparacion del extracto y extraccion

del complejo de proteinas.
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5.6 Electroforesis Bidimensional (2- D).

Para la identificacion de Proteinas por medio de punto isoeléctrico y peso
molecular, antes de correr alicuotas del extracto se corrieron 3 patrones de
estandar 2-D SDS Page Standards (BIO-RAD) para corroborarlos con nuestras
muestras. Alicuotas del extracto del complejo fueron tratadas con 2-D Clean-
Up Kit (GE Healthcare) y se dejaron precipitar durante toda la noche a - 20° C.
Posteriormente se cuantifico la concentracion de proteinas mediante el kit 2-D
Quant Kit (GE Healthcare). Las proteinas fueron resuspendidas en una
solucion stock de rehidratacion: 8M urea, 2% CHAPS, 2% IPG Buffer, 0.002%
azul de bromofenol, utilizandose tiras GE HealthCare IPG Buffer de 13 cm de
largo con un gradiente de pH 3-10 NL las cuales se dejaron rehidratando toda
la noche. Después de la rehidratacion, la primera dimension fue corrida usando
el Sistema de Eléctroenfoque GE Healthcare Ettan™ IPGphor™ 3. Una vez
finalizada la primera dimension las tiras fueron equilibradas en una soluciéon
buffer SDS (6M urea, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 29.3% glicerol, 10% SDS y
0.002% azul de bromofenol) con DTT durante 15 y posteriormente durante 15
minutos en solucion buffer SDS con lodoacetamida.

La segunda Dimension fue corrida en geles de poliacrilamida SDS al 10%
(Bio-Rad, Richmond, CA. USA) a 200 V constantes. Después de la
electroforesis los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie R- 250 y
destefiidos con &cido acético 10 % y metanol 10%.

5.7 Andlisis de Proteinas.

Las huellas de las proteinas fueron analizadas en el sistema Image Master
y escindidas para su analisis posterior mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF) en el Instituto de Salud Publica en Cuernavaca, Morelos. Las
huellas fueron destefiidas en una solucion 25 Mm Bicarbonato de amonio, 50%
acetonitrilo. Después de haber dejado a las huellas toda la noche en tripsina de
digestién, la mezcla de péptidos fue extraida con acido triflouroacetico 1%

(TFA), las huellas fueron tratas con un ZipTip de limpieza (Millipore SPA, Milan,
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Italia) y eluidas directamente en una matriz acido a- ciano-4 hidroxicinamico
(10 g/ L acido a- ciano-4 hidroxicinamico, 50% acetonitrilo, 0.3% TFA). Los
espectros de la espectrometria MALDITOF fueron obtenidos con un
espectrometro de masas DE Pro (Applied Biosystems), con rango de peso
molecular de 700 a 4000 Da, un tiempo de retardo de 15 ns y una aceleracion
de iones con un voltaje de 20 kV. Se denomina MALDI por sus siglas en inglés
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al MALDI y cuyo
nombre procede también de sus siglas en inglés Time-Of-Flight. MALDI-TOF.
Este permite el andlisis de biomoléculas (proteinas, azucares y péptidos) y
moléculas organicas grandes (polimeros y macromoléculas) que tienden a
hacerse fragiles y fragmentarse cuando son ionizadas.

El andlisis de los datos obtenidos por MALDI-TOF se realiz6 con los

programas bioinformaticos Aldente*® y Mascot™.
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6. RESULTADOS.

6.1. Electroforesis SDS

Para identificar a las proteinas que se encontraron presentes en el
complejo extraido en ausencia de calcio, las muestras se corrieron por
electroforesis SDS-Page para verificar que las proteinas se encontraran sin
degradacion. Se observé un total de 20 bandas de diferente peso molecular
(PM) entre los cuales estaban 50, 53, 57, 59, 62, 65, 69, 72, 75, 84, 92, 100 y
135 kDa, asi como bandas de peso mayor a 250 kDa (Figura 2).

Extracto homogenado de MCA en ausencia de calcio

1 2 3 4

Fig. 2.- Gel SDS-Page 10%, extracto de MCA en ausencia de calcio. Carril 1 marcador

de peso molecular. El extracto obtenido en ausencia de calcio fue corrido por triplicado
(Carril 2-4).
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6.2 Zimograma de Gelatina.

La deteccion de metaloproteasas se hizo a través de la técnica de
zimografia de gelatina en el cual se observaron bandas con pesos moleculares
de 92, 82, 72 y 65 kDa, ademas se observd una banda con peso molecular
elevado (115 kDa) (figura 3). Las bandas corresponden a proMMP-9, MMP-9,
proMMP-2 y MMP-2.

1 2 3

kDa

proMMP-9

MIMP-9

proMMP-2
MMP-2

Figura 3.- Alicuotas del extracto de membranas corioamnioticas (MCA) en presencia y
ausencia de calcio. Carril 1. Marcador de actividad, Carril 2. Muestras del extracto de
MCA en presencia de calcio. Carril 3. Muestras de extractos de MCA en ausencia de
calcio.
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6.3 Electroforesis Bidimensional (2-D).

Mediante la electroforesis 2-D de los patrones de estandar 2-D SDS Page

observamos 5 huellas de proteinas (figura 4).

3 pH 10

Fig. 4.- Gel 2-D del estandar para 2-D SDS-Page.

De acuerdo con el patron 2-D las huellas observadas corresponden a las

proteinas:
Tabla 2.- Proteinas del estandar 2-D SDS Page.
Huella Proteina Peso Molecular Punto Isoeléctrico
(kDa)
1 Conalbdmina 76 6.0, 6.3, 6.6
2 Albumina 66.2 54,56
3 Actina bovina 43 5.0,5.1
4 GAPDH 36 5.9, 6.0
5 Anhidrasa c 31 5.9,6.0
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Se corrieron un total de 10 geles de 2- D del extracto de MCA en ausencia
de calcio en donde se observaron un numero mayor a 20 huellas de proteinas
(Fig. 5), de las cuales 6 fueron seleccionadas para ser analizadas por el

programa Image Master.

M ik 0 McA
kDa

r

kDa

€200

\ } 4

1

5
8) —p W l " 663
(MMP-9) s v\

854
/ A o ‘ o

\

Fig. 5. — Gel 2-D del extracto de membranas corioamniéticas (MCA) en ausencia de
calcio sefialdndose la banda de un peso molecular de 82 kDa la cual corresponde a
MMP-9; sefaladas con flechas negras las huellas de las proteinas que fueron
analizadas.
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De las huellas seleccionadas obtenidas mediante Electroforesis 2-D, se
obtuvo su peso molecular y punto isoeléctrico con el programa Image Master
(Tabla 3).

Tabla 3.- Namero de huellas analizadas de la 2-D mediante el programa Image
Master. El PI teérico fue obtenido por medio de la base de datos de SwissProt.

Huellas Peso Molecular Pl Pl
(kDa) experimental | tedrico
1 92 54+0.3 5.6
2 82 5.1+0.1 5.2
3 72 5.0+£0.0 5.0
4 46 4.2+ .0.0 4.2
5 57 47+0.0 4.7
6 56 5.6 +£0.2 5.9

6.4 Espectrometria de masas

Por medio del andlisis de los resultados obtenidos por Espectrometria de
Masas (MALDI —-TOF) se logroé identificar a las siguientes proteinas: MMP-2,
MMP-9, la Proteina reguladora de glucosa de 78 kDa (GRp78), Calreticulina
(CRT), Prolil 4- hidroxilasa subunidad beta (P4H, sub B), y a la Proteina del
reticulo endoplasmico (ERp57)(Tabla 4).

Tabla 4.- Proteinas identificadas en el complejo de MCA a término, mediante la
técnica de espectrometria de masa (MALDI-TOF).

No. de Ref. del

Huella | Banco de Datos de Nombre ?(I(?)S;)l Puntaje | Esperado P<
Proteinas (PDB)
1 EC 3.4.24.35 MMP-9 92 150 3.4e-09 |0.05
2 EC 3.24.24 MMP-2 82 170 4.2 e-07 |0.05
3 Gi 121567 GRp78 72.33 150 3.5e-09 |0.05
4 Gi4757900 CRT 48.14 88 0.00021 | 0.05
5 Gi 2507460 P4H sub 57.11 168 2.3e-12 | 0.05
6 Gi2507461 ERp57 56.78 84 0.00058 | 0.05
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7. DISCUSION

El mecanismo de activacion de las MMPs que participa momentos antes
qgue se desarrolle el TP es una linea de investigacion importante ya que se
conoce muy poco del tema. Por datos obtenidos en el laboratorio se encontré la
presencia de un complejo formado por diferentes MMPs y TIMPSs presente en
la MEC de las MCA horas antes del inicio del TP, el cual se encuentra
regulado por concentraciones de calcio que da la estabilidad al complejo®. De
este complejo se desconoce su estructura molecular, las proteinas que lo
conforman, sin embargo este complejo podria sugerir un mecanismo de
actividad enzimatica que podria participar en el control de la actividad de las
MMPs en el tejido.

Este trabajo inicié con la extraccién del complejo en ausencia de calcio de
MCA  obtenidas de cesaria. La extraccion del complejo se verifico
observandose el despliegue de aproximadamente 19 bandas de proteinas
(Figura 2) que con la técnica de zimograma no es posible observar.
Posteriormente al aplicar la misma muestra sobre el sustrato (gelatina),
ademas de verificar la presencia y actividad de las MMPs (-2 y -9), verificamos
la latencia del complejo en presencia de calcio® (Figura 3). Una vez obtenida
la suficiente cantidad de muestra que requeriamos para iniciar el andlisis de las
proteinas que conforman el complejo, utilizamos diferentes técnicas de
proteGmica molecular, procediendo a correr la muestra en 22 dimension.

A través de la 2 2 dimension observamos mas de 20 huellas de las cuales
6 fueron las seleccionadas para su analisis debido a que eran huellas cuya
presencia predominaba siempre que se corrieron los geles y por la intensidad
que estas presentaban (figura 4). Las huellas seleccionadas para su andlisis
oscilaron entre los 57 y 97 kDa, y un punto isoeléctrico (PI) en un rango de pH
de 4.0 a 5.9 (tabla 2). Entre algunos de los PMs y Pls observados encontramos
aquellos valores que correspondieron a MMP-9 y MMP-2 lo cual reforzaba lo
observado mediante el SDS- Page y la zimografia de gelatina.

Una vez que realizamos 10 geles de 2 2 dimension y que nuestros datos
eran reproducibles procedimos a identificar las huellas seleccionadas por

medio de espectometria de masas y su analisis fue realizado con los
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programas bioinforméticos Aldente y Mascot. Todas las proteinas identificadas
con excepcion de MMP-9 y MMP-2 fueron proteinas chaperonas que se han
reportado en el Reticulo endoplasmatico (RE).

Se identifico la presencia de las proteinas chaperonas: proteina reguladora
de glucosa (GRp78), calreticulina (CRT), prolil 4- hidroxilasa subunidad beta
(P4H sub B) y proteina del reticulo endoplasmico (ERp57) como proteinas que
conforman el complejo

Las chaperonas son una familia de proteinas cuya funcion principal a nivel
intracelular es la de unirse a otras proteinas para ayudar en su plegamiento,
ademas participan en la sintesis de nuevas proteinas (glicoproteinas) y en su
transporte®. Las chaperonas del RE estan clasificadas en 4 grupos, de los
cuales en este trabajo encontramos proteinas que pertenecen a 3 de ellos
(Tabla 5).

Tabla 5.- Caracteristicas de las proteinas chaperonas reportadas como integrantes de
nuestro complejo.

Proteinas Subfamilia Localizacién Funcion Enfermedades
Chaperona de unién a Ca', Alzheimer®*
GRD78 / Chaperonas Lumen del RE sensor de estrés en el RE, Arterosclerosis
B[?P de choque Transmembrana del RE regulador de la respuesta Céncer>
térmico. Nucleo para el despliegue de Inducidas por priones™®
proteinas, anti apoptosis®**® Parkinson
: Plegam|entq,de o+ Alzheimer
glicoproteinas, union a Ca ; 59
Chaperonas regulador de la homeostasis Autoinmunes
CRT parecidasa | Transmembrana del RE |’ 9 . T+ Hipertrofia cardica
lecti y almacenaje de Ca" " en el .
ectinas. RES"58 Cancer
P4H sub B/ Tio oxidoreductasa Alzheimer
PDI Lumen del RE catalizador de puentes de . 61
; 60 Parkinson
Chaperonas disulfuro
catalizadoras
de Lumen del RE Tio oxidoreductasa cataliza Alzheimer
ERp57 plegamiento. Nucleo la formacién de uniones o X .
) : o 62 Inducidas por priones
Citosol puentes de glicoproteinas

La GRP78 también conocida como proteina de unién a la cadena pesada

inmunoglobulina (BiP) ademas de participar en el plegamiento de proteinas es

considerada centro regulador de la homeostasis del RE especificamente de las
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células eucarioticas. Esta proteina generalmente es constitutiva, sin embargo
su expresion aumenta en condiciones de estrés como la ausencia de Ca’" en
el RE, estrés oxidativo e hipoxia®®. Se sabe que esta proteina puede formar
complejos dependientes de Ca ** con otras chaperonas como la CRT®.

La CRT, proteina de alta afinidad por Ca?*, ayuda en la modulacién de la
expresion de genes® y participa en la cardiogénesis®. Se ha reportado que la
CRT puede formar estructuralmente y funcionalmente complejos proteicos con
otras chaperonas residentes del RE como Grp74, PDI, ERp72 dependientes
de Ca™ ®.

P4H sub B inhibe la agregacion de proteinas mal plegadas en la células,
sin embargo si se encuentra en bajas concentraciones puede facilitar la
agregacion de proteinas. Esta proteina ha sido identificada como una de las
proteinas de potencial marcaje en las areas involucradas con el mecanismo de
accion antiangiogénica®’. Se ha reportado que PDI participa en la formacién de
complejos con la CRT la cual al parecer es dependiente de Zn*" e involucra el
sitio del dominio- P y la regién terminal NH, del dominio- N de la CRT. La CRT
se une reversiblemente a PDI a bajas concentraciones de Ca’" en RE,
mientras que los complejos proteicos se disocian rapidamente en
concentraciones altas de Ca*™* .

La ERp57 trabaja en conjunto con las proteinas calnexina y calreticulina
constituyendo el ciclo Calreticulina- Calnexina el cual es responsable del
plegamiento y del control de la calidad de la nuevas glicoproteinas
sintetizadas®®. La expresién de ERp57 se ve aumentada en presencia de CRT
y calnexina, esta interaccion es dependiente de Ca’ . La interaccion entre
ERp57 y CRT se encuentra restringida a la region N- terminal de la proteina,
mientras que la sensibilidad a Ca™ es conferida a la parte del dominio C-
terminal de la proteina, lo que sugiere que el dominio C- terminal de la CRT
juega un papel de sensor de Ca™ en el lumen del RE®. La capacidad de
almacenaje de Ca’™ en el lumen del RE se ve aumentado por la unién de
diferentes chaperonas a Ca*™, esto incluye a la CRT, GRp78, PDI™.

Si bien es cierto que las proteinas identificadas como parte de nuestro
complejo se encuentran trabajando en el RE en un ambiente intracelular, se

sabe también que estas pueden estar presentes en un ambiente extracelular
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con excepcion de la ERp57 que hasta el momento no habia sido reportada
extracelularmente (tabla 6). Por otro lado, diferentes estudios reportan la
presencia de chaperonas de choque térmico en algunos compartimientos
fetales (tabla 7), lo cual nos hace suponer que no seria raro encontrar a estas

proteinas identificadas en nuestro estudio presentes en la MEC de las MCA.

Tabla 6.- Chaperonas localizadas extracelularmente

Proteinas Localizacién Funcién
GRp78 / BiP Superflme,celular de ,ceIul%s Receptor de sefializacion en la superficie
1-LN de cancer de prostata celular
Superficie celular de | Modulador de la adhesion celular.
linfécitos. Impide la autolisis de linfocitos.
CRT En uniébn a proteinas de | Regulador de la respuesta del sistema
matriz  extracelular ~ como | inmune.
laminina y fibrin6geno™
Actda como una reductasa que rompe
enlaces disulfuro de las proteinas unidas
Superficie celular de: a la célula.
PaH sub B/ leucocitos, linfocitos Modulador  de la  actividad de
PDI . 73 ;
fibrosarcomas, plaquetas trombospondina.
Regulador de la adhesion de leucocitos.

Los componentes de la MEC como la fibronectina un componente muy
importante de la MEC, participan en el proceso de adhesion, migracion y
diferenciacion celular. Recientemente se encontr6 un motivo Cys-X-X-Cys en la
fibronectina doce tipo 1 que posee una actividad PDI la cual esta parcialmente
‘muerta”, se ha sugerido que este dominio es importante para el ensamblaje de
la matriz a fibronectina’. Se sabe que la CRT induce la expresion de los genes
de fibronectina y su depositacion en la MEC y que esta expresion de CRT es

sensible a los niveles de Ca** extracelular™.
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Tabla 7.- Participacion de proteinas chaperonas de choque térmico expresadas en
compartimentos fetales.

Proteinas

Localizacion

Caracteristicas

HSP60

Placenta

La expresion de HSP60 estd presente en la placenta de
mujeres con TP a término y pretérmino, sin embargo no
existe diferencia significativa en la intensidad de expresion de
esta chaperona, por lo que la presencia o ausencia de esta
proteina al parecer no tiene ninguna influencia en el TP
pretérmino. Se observé en la placenta la presencia del
anticuerpo HSP60 y HSP70 y del anticuerpo del antigeno del
complejo HSP60 y HSP70 que fue detectado en mujeres con
TP pretérmino. La activacion de citocinas pro inflamatorias
mediante estos complejos puede influir negativamente en la
induccion del TP pretérmino’®.

HSP70

Liquido
amniético

La concentracién de HSP70 en mujeres con TP a término fue
significativamente mas alta que en aquellas que se
encontraban a término pero que no presentaron TP. Es
posible que la liberacibn de HSP70 en el compartimiento
intracelular pueda estar relacionada con una respuesta
inflamatoria leve y con el proceso de remodelacion tisular que
se observa con frecuencia en el tracto reproductivo durante el
TP a término. Se puedo observar también que las mujeres
con infecciones amnioticas con ruptura prematura de
membrana tienen una mayor concentracion de HSP70 en
contraste con aquellas que presentan ruptura prematura de
membrana sin infecciones amnidticas, esta proteina es
liberada en la cavidad amnidtica después de la invasion
microbiana. Las endotoxinas bacterianas y HSP70 podrian
estar involucradas con TLR-2 y TLR-4 en la activacion de
NFkB e inducir la produccion de citocinas proinflamatorias
incluyendo a la interleucina (IL) -1, IL-6, y TNF-a por células
mononucleares y macréfagos induciendo la produccién de
prostaglandina y el TP prematuro’’.

HSP90

Placenta

La expresion de HSP90 estd presente en la placenta de
mujeres con TP a término y pretérmino, sin embargo no existe
diferencia significativa en la expresion de esta, por lo que al
parecer su ausencia 0 presencia no tiene ninguna relacion
con el TP pretérmino’®.

HSP105

Decidua,
tejido de
trofoblastos

La expresion de HSP105 en el epitelio luminal del dUtero de
ratas se ve a partir del primer dia de gestacion, su maxima
expresion puede observarse en células deciduales
adyacentes a la implantacion del embrién entre el dia 5y 6
de gestacion. La inyeccién de antisense oligodeoxinucleotidos
al 3er dia de gestaciéon en el Utero de ratas suprime la
expresién de HSP105 reduciendo el nimero de embriones
implantados. Al parecer HSP105 es capaz de inducir la
apoptosis de las células luminales desestabilizando la barrera
epitelial en el lugar de la implantacion y con ellos facilitando la
invasion del trofoblasto y la implantacion del embrién’®,
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La expresion de GRp78 ha sido identificada en personas con osteoartritis.
Esta enfermedad cambia la expresién génica de los condrocitos y de los
componentes de la MEC, provocando el estrés de los condrocitos y la
expresion de GRp78 "°. Todos los datos reportados nos hacen ver que en
efecto los componentes de la MEC se encuentran interactuando de alguna
forma con las proteinas que conforman nuestro complejo.

Durante el TP pueden ocurrir cambios en las concentraciones Ca*, por lo
gue estas chaperonas podrian estar participando en la estabilizacién de las
concentraciones de Ca™ del complejo horas antes del inicio del TP, ya que una
vez iniciando este TP las contracciones miometriales modifican las
concentraciones de Ca’™ provocando asi la inestabilidad del complejo y con
ello liberando a las MMPs para posteriormente degradar a las MCA.

La formacion del complejo podria también tener como funcion el
almacenaje de enzimas en grandes cantidades para que al momento del inicio
del TP todas estas enzimas puedan ser liberadas llevando a cabo una
degradacion masiva de los componentes de la MEC.

Este complejo podria ser propuesto como un nuevo mecanismo de
activacion de las MMPs momentos antes del desarrollo del TP. Sin embargo se
requieren de futuras investigaciones para conocer que otras proteinas
conforman este complejo u otros complejos y su participacion durante el TP,

asi como conocer su estructura molecular y su estequiometria.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se estandarizo la técnica de Electroforesis Bidimensional
para iniciar la caracterizacion de nuestro complejo.

Mediante los resultados obtenidos se confirma la presencia de MMP-2 y
MMP-9 como metaloproteasas de MEC presentes en el complejo. Mediante las
diferentes técnicas de protedmica molecular fue posible identificar a las
proteinas: proteina reguladora de glucosa 78, calreticulina, prolil 4- hidroxilasa
subunidad B, y proteina del reticulo endoplasmatico 57 como parte de las
proteinas que conforman el complejo multienzimatico identificado en las MCA.
Por primera vez se reporta la presencia de la proteina del reticulo
endoplasmatico 57 en un ambiente extracelular.

Al parecer todas estas proteinas participan en la estabilizacion de las
concentraciones de Ca"" del complejo y con ello mantenerlo estable, ademas
este complejo podria estar también ayudando en el almacenaje masivo de
diferentes MMPs para la degradacion de los componentes de la MEC de las
MCA.
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7. APENDICE DE TECNICAS

1. METODO DE BRADFORD PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS
(Bradford, 1976)

REACTIVOS:
a) REACTIVO DE COLOR DE BRADFORD

b) ESTARDAR DE PROTEINAS: Albimina sérica bovina en agua destilada (1 mg/ml)

METODO:

Construir una curva patron con 2, 5, 10, 15 y 20 ug de proteina, ajustar el volumen a
1000 pl con solucién salina fisioldgico. Tomar 160 ul de la curva realizada y agregar
40 ul del reactivo de color de Bradford, agitar y leer a 595 nm.

Seguir el mismo procedimiento con las muestras tomar 30 ul de cada una y ajustar a
volumen 160 pl con solucién salina. Tomar 40 ul de reactivo de color, agitar y leer.

2. ELECTROFORESIS SDS

1.- Se preparan geles de poliacrilamida SDS al 10% de acuerdo con la siguiente tabla:

REACTIVO GEL INFERIOR | GEL SUPERIOR
(10 ml) (5 ml)
Acrilamida/bis-acrilamida 2.5 ml 500 pl
Buffer superior | smememememeeeee 1.25 ml
Buffer inferior 25ml | e
Agua 4.9 ml 3.19
TEMED 10pl 10pl
Persulfato de amonio al 10% 50ul 50 pl

Buffer inferior: Tris 1.5M pH 8.8

REACTIVO | CANTIDAD
Tris 1.5M 18.17 ¢
SDSal10% | 4 ml

Ajustar a pH de 8.8 y aforar a 100 ml con agua desionizada

Buffer superior: Tris 0.5M pH 6.8

REACTIVO | CANTIDAD
Tris 0.5M 6.05¢g
SDSal10% | 4 ml
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Ajustar a pH de 6.8 y aforar a 100 ml con agua desionizada.

Persulfato de amonio al 10%: Disolver 10 mg de persulfato de amonio en 100 ul de
agua desionizada. Preparar al momento de uso.

2. La cantidad de muestra se ajusta para tener 5 yug de proteina y se pone a incubar
durante 5 minutos a 95 ° C con 1 pl de Mercaptoetanol y agua 1:3; y se mezcla con
una cantidad proporcional de buffer de muestra.

Buffer de muestra

REACTIVOS CANTIDAD
Buffer superior 1.75 ml
Glicerol 1ml
SDS 10% 1ml
Azul de bromofenol 10 mg
Agua 5.75 ml

3. Se hace la electroforesis de las muestran poniendo un marcador de peso molecular
como control, corriendo durante aproximadamente 2 horas a 10 mA con el siguiente

buffer de camara:

REACTIVOS CANTIDAD
PARA 1L
Tris 39
Glicina 14449
SDS al 10% 10 ml

4. Se ponen los geles en solucion tefidora durante media hora y posteriormente en

solucién destefidota

Solucién tefiidora

por 24 h.

REACTIVOS CONCENTRACION
Metanol 10 %

Acido acético 10 %

Glicerol 10 %

Azul de Coomasie R-| 10 %

250 al 1%

Solucién Stock de Coomasie: Disolver 0.5 g azul de Coomasie R-250 en 50 ml de

agua desionizada.

Solucién destefidora

REACTIVO CONCENTRACION
Metanol 10 %
Acido acético 10 %
Glicerol 10 %
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3.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-D)

SOLUCIONES

Buffer de Rehidratacion

Almacenar en alicuotas de 2.5 ml a -20° C.

Buffer de Equilibrio

Almacenar en alicuotas de 20 ml a -20°C.

DTT Y IODOACETAMIDA

H. 4x Solucion Buffer Gel
de 1.5 M Tris base, pH 8.8

Solucion Buffer de
Electroforesis SDS
Laemmli 1x. de 25 mM
Tris base, 192 mM
glicina, 0.1% SDS

Reactivos Concentracién Cantidad
Final
Urea 6M 7219
Tris-HCL, pH 8.8( ver 75 mM 10 ml
solucién H)
Glicerol 29.3% 29.3% 58.6 ml
SDS 2% 2% (vIv) 40 ml SDS al 10%
1% azul de Bromofenol de 0.002% 400 ul
solucién stock 0.002%
Agua doblemente destilada | = --------memeeee- Llevar a 200 ml
Reactivos Cantidades
DTT 200 mg /20 ml
Yodoacetamida | 200 mg/ 10 ml

Reactivos Conce_ntrac:lon Cantidad
Final
Tris Base 15M 18.17 g
Agua Doblemente destilada | ------------------ 75 ml
HClag = | -——mmmmmmmemee- Ajustar a pH 8.8
Agua doblemente destilada | ------------------ llevar a 100 ml.
Reactivos Conce.ntramon Cantidad
Final
Tris base 25 mM 15.15¢
Glicina 192 mM 72 ¢
SDS 0.1 % (w/v) 50 mi
Agua doblemente | ---ememmemeeeee- Llevar a 500 ml
destilada
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Reactivos Concgir:]t;ia\mon Cantidad
Solucién Agarosa de 25 Buffer de 100 mi (10 mi
mM Tris base, 192 Electroforesis =~ | -------==e=eeeeee- Laemmli SDS 10x +
glicina, 0.1% SDS, 0.5 % Laemmli SDS 90 de agua milliQ)
agarosa, 0.002% azul de Agarosa (NA o M) 0.5 % 05¢g
bromofenol. 0

1% azul de 0.002% (W) 200 il

Bromofenol

PROCEDIMIENTO
LIMPIEZA DE MUESTRAS
1.- Tratar la muestra con 2-D Clean — Up Kkit.

2.- Dejar precipitar las proteinas de la muestra a -20°C al menos12 hrs.

REHIDRATACION

3.- Centrifugar la muestra a 12, 000 rpm a 4° C durante 5 minutos.
4.- Quitar sobrenadante.

5.- Cuantificar la concentracion de proteina mediante 2-D Quant Kit

6.- Resuspender el pellet en 200 pl de una solucion stock buffer de rehidratacién de
8M urea, 2% CHAPS, 0.5/2% IPG Buffer, 0.002% azul de bromofenol.

7.- Agregar DTT (7mg DTT / 2.5 ml de Buffer de Rehidratacion) y 0.5% buffer IPG
8. - Centrifugar a 12, 000 rpm a 4°C durante 5 minutos.

9.- Equilibrar la placa de rehidratacion con la ayuda de la burbuja.

10.- Colocar la muestra a lo largo de un carril de la placa de rehidratacion.

11.- Colocar encima de la muestra la tira IPG Buffer GE HealthCare de pH 3-10 NL,
verificando que el lado del gel de la tira este hacia abajo.

12.-Quitar burbujas entre la tira de pH y la muestra.

13.- Llenar el carril en donde esta la muestra y la tira con aceite Plus One y dejarlo
rehidratar a TA al menos 12 hrs.

PRIMERA DIMENSION

14.- Correr la primera dimension en el Sistema de Electroenfoque GE HealthCare
Ettan IPg3.
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15.- Una vez que termine de correr la primera dimension la tira puede guardarse en
una bolsa de plastico a — 70 °C.

SEGUNDA DIMENSION

16.- Preparar gel inferior de SDS- Page al 10%.

17.- Preparar gel inferior dejando 1 centimetro de distancia del borde del cristal,
colocar 2 peines en los extremos del gel.

18.- Tratar la tira de pH con 200 mg de DTT en 200 ml de Buffer de equilibrio durante
15 minutos con movimiento constante.

19.-Tratar la tira con 400 mg de lodoacetamida en 200 ml de Buffer de equilibro
durante 15 minutos con movimiento constante.

20.- Colocar la tira de pH sobre el gel inferior.

21.- Sellar los vidrios de la cAmara con Agarosa cuidando de que esta no esté muy
caliente ya que puede derretir el gel superior.

22.- En uno de los pocitos colocar marcador de peso molecular y en el otro pocito
muestras del extracto.

23.- Correr el gel a 100V constante en el gel superior.
24.- Cuando la muestra ingrese al gel inferior subir el voltaje a 200V.

25.- Tefir el gel con solucion Azul de Commasie R-250.

2-D QUANT PROTEIN KIT

Reactivos

e BSA solucion estandar.
Reactivo precipitante.
Reactivo co- precipitante.
Solucién Cooper.
Reagente de color A.
Reagente de color B.

Procedimiento:
1.- Hacer la siguiente curva estandar:

No. de tubo 1 2 3 4 5 6
Volumen 2mg/ ml
BSA solucion | -------mmeeee- 5l 10 pl 15 ul 20 pl 25 pl
estandar
Proteina
cuantificada | T 10pg | 20pg | 30pg | 40ug 50 ug
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| SoluciénSalina | 250 | 20ul | 15p [ 10p [ S5ul | - |
2.- Colocar en un tubo eppendor la(s) muestra(s) a cuantificar puede ocuparse desde
un volumen de 1 pl a 100 pl.

Nota: Los reactivos deben de agregarse tanto a las muestras a cuantificar como a los
tubos de la curva estandar.

3. — Agregar 500 ul del Reactivo de precipitante, vortexear e incubarlos 3 minutos a
TA.

4.- Agregar 500 pul del Reactivo de co-precipitante y mezclar por inversion.
5.-Centrifugar los tubos a 10, 000 rpm durante 5 minutos.
6.- Quitar el sobrenadante sin tocar el pellet.

7.- Centrifugar nuevamente por un momento y quitar el sobrenadante restante con la
ayuda de una micropipeta.

8.- Agregar 100 pl de solucion Cooper y 400ul de agua destilada, vortexear y disolver
el pellet.

9.- Agregar 1 ml del Reagente de color a cada tubo y mezclar por inversion.
100 partes del Reagente de Color A por 1 parte del Reagente de Color B.
10.- Incubar a TA de 15- 20 minutos.

11.- Leer a una longitud de onda de 480 nm.

KIT 2-D CLEAN UP

Reactivos
e Reactivo precipitante.
e Reactivo Co-precipitante.
e Reactivo wash additive.
e Reactivo wash buffer.

Procedimiento:
1.- Colocar 120 pl de muestra en un tubo eppendor

2.- Agregar a la muestra 310 pl del reactivo de precipitante y dejar reposar en hielo
durante 15 minutos.

3.- Agregar 310 pl del reactivo de Co-precipitante y mezclar.
4.- Centrifugar a 4° C a 12, 000 rpm durante 8 minutos.
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5.- Quitar el sobrenadante sin tocar el pellet.

6.- Agregar 45 ude Co- precipitante y dejar reposar durante 5 minutos en hielo.
7.- Centrifugar a 4° C a 12, 000 rpm durante 5 minutos.

8.- Quitar sobrenadante sin tocar pellet.

9.- Agregar 50 pl de agua estéril fria y con los dedos dar golpecitos para que el pellet
se despegue de las paredes del tubo pero que no se disuelva.

10.- Agregar 5 pl de wash additive y 1 ml de wash buffer y vortexear durante 30
segundos cada 10 minutos durante 30 minutos.

11.- Dejar reposa por lo menos 12 horas a -20° C.
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