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ABSTRACT

The proteins of the human proteome are calculated by five hundred; they have been
used for diagnostic diseases as well as in clinical studies and as medicine for the
treatment of different pathologies.

The more abundant and best-known proteins of the human proteome were used in
this project as molecular weight markers. The human albumin was used as a control
because its easily recognized in position on the electrophoretic analysis due to this
protein’s high concentration in human plasma.

This molecular weight marker shows a precision of 97% in determining the molecular
weight of known and unknown proteins’ molecular weight as compared with other
more sophisticated methods.
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RESUMEN

Las proteinas del proteoma humano se han calculado en 500, las cuales han sido
utilizadas para diagnosticar diferentes patologias, para estudios clinicos y como
medicamentos en diversas patologias.

Las proteinas mas abundantes y de reconocido papel biolégico se utilizaron en
este proyecto como marcadores de peso molecular, a su vez se utiliza la albimina
humana como control, dada su bien reconocida posicién en la electroforesis de
plasma humano, como la proteina mas abundante.

El marcador elaborado con proteinas plasmaticas demuestra una precision superior
al 97% tal como se demostroé con la determinacion del peso molecular de la albumina
humana.
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INTRODUCCION

Las proteinas plasmaticas han sido estudiadas
por décadas y desde muchos puntos de vista,
han sido ademas, utilizadas como
biomarcadores de diferentes patologias. Se
entendié por largo tiempo como “proteinas
plasméaticas” aquellas que se encontraban en
el plasma y con funciones en la circulacion
sanguinea, excluyendo aquellas proteinas que
servian como mensajeras entre los tejidos
como las hormonas o aquellas que son
liberadas en la circulacion después de
traumas, como la mioglobina cardiaca
después de un infarto al miocardio, 0 como
las interleuquinas. (Putnam FW, 1987).

Hoy en dia con el avance de la ciencia, se ha
descubierto que las “proteinas plasmaticas”
aparecen en el plasma por diversas razones
demostrando que el concepto de “proteinas
plasmaticas” restringia las funciones biol6gicas
de muchas proteinas; motivo por el cual, hoy en
dia el concepto proteoma del plasma es
aceptado cuando se habla del contenido total de
proteinas de la circulacion.

El ndmero total de proteinas en el proteoma
plasmético, aun no ha sido determinado con
certeza y tomara mucho tiempo antes que se
pueda determinar, pero una cifra que ha sido
nombrada y la cual es muy modesta son 500
proteinas (Anderson NL, Anderson NG, 2002),
esto sin contar con las diferentes glicosilaciones
gue sufren las proteinas, los diferentes pesos
moleculares en forma de precursores protéicos
en su forma madura y los diferentes productos
de degradacion que estas proteinas pueden sufrir
a nivel bioldgico. Tampoco se tiene en cuenta en
esta cantidad, los polimorfismos que pueden
sufrir éstas proteinas y lo que es mas importante,
no considerando los 10.000.000 de anticuerpos
producidos por el organismo humano, los cuales
tienen todos una secuencia diferente, la que
reconoce un antigeno especifico por cada
secuencia.

El rango de 500 proteinas pudo basarse en que
son las proteinas identificadas por diferentes
causas como la identificacion en patologias

’ BISTUA VOL 5 No. 2

JULIO-DICIEMBRE 2007
especificas, por ser las mas abundantes, por
habérseles identificado funciones de
transporte, degradacion o por ser utilizadas en
diagnéstico clinico, como medicamento o
profilaxis. (Anderson NL, Anderson NG, 2002;
Chen JH, Chang YW, et al., 2004).

Las técnicas modernas para identificacion de
proteinas en los fluidos corporales y en
particular en el plasma, como la
espectrometria de masas combinada con la
electroforesis bidimensional facilitan la
identificacion de mezclas complejas de
proteinas que por medios tradicionales tardaria
mucho tiempo.

En los préximos afios veremos una enorme
capacidad de determinar por medio de estas
tecnologias el proteoma humano plasmatico con
mayor precision, asi como el estudio de
diferentes patologias y las proteinas plasmaticas
involucradas en ellas determinadas con mayor
precision, hecho este que facilitara el tratamiento
de los pacientes que padecen estas patologias;
ampliando asi, no solo los conocimientos
cientificos de las patologias hasta ahora
estudiadas (Chen JH, Chang YW, et al., 2004;
Verrills NM, 2006, Ziedins KB, et al., 2005), sino
también otras patologias de importancia para el
ser humano y animal, contribuyendo ademas a
expandir las fronteras de la diagnostica (Hortin
GL, etal, 2006) y el desarrollo de nuevos métodos
clinicos que facilitaran la prevencion.

Si bien estas “nuevas” tecnologias
revolucionan la purificacion y caracterizacion
de proteinas y péptidos, las técnicas
tradicionales se seguiran empleando por
razones economicas, cantidad de proteina
necesaria y sobre todo por el posible uso de
las proteinas en el tratamiento de diferentes
patologias, de igual forma, se seguiran
utilizando los estandares protéicos como
marcadores de peso molecular.

Entre las proteinas mas abundantes y
representativas del plasma estan la a,-
Macroglobulina (a,-M), el plasmindgeno (Plg),
el fibrinogeno (Fg) y la albdmina.
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La a,-M es un miembro de la superfamilia de las
glicoproteinas tioéster, junto con la proteina de la
zona de gestacion (PZP) y los componentes del
complemento C3, C4 y C5 (Sottrup-Jensen L,
1987). Esta familia de glicoproteinas es tipificada
por la a,-M humana, la cual se considera como
una proteina inhibidora de los cuatro tipos de
proteasas (serino, metalo, carboxil y tiol) (Sottrup-
Jensen L, 1989). La a,-M se sintetiza como
mondmeros de 180 kDa (Lundwall A, Malmheden
I, Stalenheim G, Sjoquist, 1981).
Estructuralmente, el dimero de la a,-M se
mantiene unido por dos puentes de disulfuro
(Sottrup-Jensen L,1989; Jensen PEH, Sottrup-
Jensen, 1986), pero consta de una estructura
cuaternaria en la forma tetramérica (Sottrup-
Jensen L, Hansen HF, Pedersen HS, Kristensen
L, 1990).

El fibrinbgeno (Fg) es una molécula formada por
tres cadenas polipeptidicas no idénticas
interconectadas por tres puentes de disulfuro y
sus subunidades estan determinadas como
AaBi,?; (Doolittle RF, 1981) se convierte a
fibrina por accién de la trombina que hidroliza los
fibrinopéptidos A y B en la secuencia Arg*-Gly*’
de la cadena a y Arg*4-Gly*® de la cadena 3. La
cadena a contiene 610 residuos de aminoécidos,
(a.a.) y un peso molecular de 66 kDa, mientras
que la 3461 a.a. y un peso molecular de 52 kDa
y la cadena ?411a.a. y un peso molecular de 46
kDa, lo que le da a la molécula de Fg un total de
2964 residuos de a.a., esto en conjunto con la
contribucion de los carbohidratos da un peso
molecular de 340 kDa (Doolittle RF,1981). Tiene
una concentracion plasmatica de 3 mg/ml y
diferentes funciones biolégicas especialmente
involucradas en las ultimas reacciones de la
cascada de la coagulacién y en el taponamiento
definitivo de las lesiones vasculares que se
forman constantemente en el endotelio,
convirtiéndose a su vez en los cimientos sobre
los cuales se desarrolla el Sistema Fibrinolitico.

El Fg ha sido una molécula extensamente
estudiada no so6lo por su fascinante estructura y
por su papel dual en los Sistemas de Coagulacion
y Fibrindlisis; sino también, por el descubrimiento
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de un gran numero de disfibrinogenemias que
causan perturbaciones en dichos sistemas en
quienes son portadores de mutaciones en la
molécula de Fg (Matsuda M, et al., 1999).

El plasmindgeno (Plg), como la mayoria de las
proteinas plasmaticas es sintetizado en el higado
y su concentracion en el humano es de 2mM
(Wallen P, 1980), su peso molecular incluyendo
los carbohidratos (Castellino FJ , et al., 1973) ha
sido determinado en 92 kDa'y 82 kDa para el
Gluy Lis-Plg respectivamente (Wallen P, 1980),
esta constituido por una sola cadena
glicoprotéica con a.a. glutdmico en su N-terminal
para el Plg humano (Wallen P, Wiman B, 1970),
motivo por el cual se denomina Glu-Plg. El
sistema Plg /plasmina (Pli) (Fibrinolitico) esta
compuesto por la proenzima Plg, la cual es
activada a Pli, encargada de degradar la fibrina
en productos de degradacion de la fibrina (FDP).

La activacién del Sistema Fibrinolitico depende
de la conversién del Plg a Pli por el activador
tisular del Plg (t-PA) y el activador del Plg tipo
urokinasa (u-PA) (Castellino FJ, Ploplis VA,
2005).

La tripsina es una serino proteasa pancreatica
con un peso molecular de 23 kDa, (Cunninghan
JR, Leon W 1954) y con muchas propiedades
similares a la quimotripsina (Green NM, Neurath
H, 1954; keil B, Sorm F, 1962). Se origina en las
células acinares del tejido pancreatico, tiene un
precursor inactivo tripsinégeno con un peso
molecular de 24 kDa y un punto isoelectrico
cercano a 9.3 (Siekevitz P, Palade G, 1960), se
activa por la hidrolisis del enlace peptidico Lys -
lle24, cataliza la hidrolisis de péptidos, amidas y
enlaces éstery se caracterizan por su alto grado
de selectividad (Walsh KA, Neurath H, 1964).

La tripsina cuando es tratada a pH 2 provee una
mezcla de las dos formas de tripsina,
conteniendo 15-20% de a-tripsina ( Jameson
GW, Elmore DT,1974). La tripsina bovina existe
en dos formas a-tripsina y [3-tripsina, las cuales
han sido separadas por diferentes técnicas entre
ellas cromatografia en Sulfoethil-sefadex
(Schroeder and Shaw, 1968; Berezin et al.,
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1969). La R-tripsina tiene una sola cadena

polipeptidica, mientras que la a-tripsina tiene dos
cadenas resultantes del clivaje autocatalitico del
enlace Lys*3! — Sert®,

La albumina (que en este caso se usa como un
patrén de comparacion), es la proteina mas
abundante del plasma. Esta constituida por 585
a.a. con 17 puentes disulfuro entrecruzados en
su molécula y tiene un peso molecular de 67
kDa (Sugio S, Kashima A, et al., 1999). Tiene
multiples funciones, como transportar y
almacenar acidos grasos, oligoelementos,
hormonas sexuales, bilirrubina y medicamentos,
ademas ejerce entre el 75% Yy 85% de la presion
oncética. (Carter DC and Ho JX, 1994; Stewart
AJ, et al., 2003; Liu R, Yang J et al., 2005) La
albumina se utiliza en pacientes con
guemaduras, cirrosis hepatica, sindrome
nefrotico, desnutricion, problemas
cardiovasculares e hipovolemia.(Redl H, Kros |
P, Schlag G, Hammerschmidt D E, 1989;
Bellomo R, Boyce N et al., 2004).

Este estudio esta basado en la purificacion de
las proteinas mas abundantes del proteoma
plasmatico humano, para su uso como
marcadores de peso molecular en electroforésis
SDS-PAGE en la determinacion de pesos
moleculares de proteinas desconocidas y
conocidas, asi como de péptidos de importancia
fisiologica. Se elaboro y estandariz6 un marcador
de peso molecular basado en proteinas del
proteoma plasmatico humano y una enzima
proteolitica adquirida comercialmente como es
la tripsina bovina. Se analizé la precision de dicho
marcador usando como control la albumina
humana.

MATERIALES Y METODOS

TOMA Y PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

El plasma humano fue suministrado por el
Hospital Erasmo Meoz de la ciudad de Cucuta
(Norte de Santander) analizado y certificado, libre
de antigenos como hepatitis, VIH, chagas, y otras
enfermedades infecciosas.
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PURIFICACION DE LAS PROTEINAS

Las proteinas fueron purificadas de acuerdo a
los siguientes métodos:

a,-Macroglobulina: Para la purificacion de la a,-
M, se tomaron 250 ml de plasma normal humano
al cual previamente se le retir6 el Plg por
cromatografia de afinidad en sefarosa-lisina de
acuerdo al método de Deutch, Mertz (Deutsch
DG, Mertz ET, 1970), posteriormente se realizd
cromatografia de afinidad en Sefarosa-Zn (Imber
MJ y Pizzo SV, 1981), en un cromatografo
BioLogic LP (BioRad Laboratories, Hercules), a
través de una columnade 2.5 x 13 cm, empacada
con 45 mL de matriz. La proteina fue eluida con
0.01M de acetato de sodio, 0.15M de NaCl, pH
5.0, se colectaron fracciones de 8 mL. La
concentracion de la a,-M fué determinada por
absorciénal =280__ usando como coeficiente
de extincién 8.9 (Hall PK, Roberts RC, 1978); la
proteina fue concentrada en una célula de
ultrafiltracion AMICON (Millipore, Bedford),
utilizando membranas de celulosa regenerada.

Plasmindgeno: El Plg humano fue purificado por
cromatografia de afinidad en Lisina-sefarosa
segun el método de Deutsch y Mertz (Deutschy
Mertz, 1970), en una columna de 2.5 x 8 cm
(Biorad), equilibrada con tres volimenes del
buffer 0.1M fosfato 0.15M de NaCl pH 7.3 (PBS)
aunarata de flujo de 2ml/min. Se eluy6 con 100m
de PBS que contenia 0.05M €.ACA) y se
determind la concentracion utilizando (e'*), =
1.6 (Appel et al., 1994) finalmente se concentro
en una célula de ultrafiltracién como se menciond
anteriormente. Posteriormente se realizo
cromatografia de cambio i6nico, para separar los
plgs Gluy Lys de acuerdo al método de Cafias y
Arbelédez. (Canas y Arbelaez, 2007).

Fibrindgeno: El Plasma se desplasminogeno de
acuerdo al método de Deusth, Mertz (Deutsch y
Mertz, 1970). Inicialmente se precipité con etanol
absoluto y acetato de sodio, posteriormente se
centrifug6 para eliminar gran cantidad de
proteinas plasmaticas; se repitio este
procedimiento hasta tener la proteina de interés
en un 99% de pureza de acuerdo al método de
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Blombéack B, and Blombéck M. (Blombéack B, and
Blombéack M, 1957) con algunas modificaciones
(no publicadas). Se resuspendié en PBS y se
determin6  su concentracion por
espectrofotometria UV, utilizando como blanco
0.3 M de NaCl con adicion de 6.66 M de urea
alcalina y como coeficiente de extincion molar
0.150 (Blombéck B, and Blomback M, 1957).

Tripsina: Fue adquirida comercialmente a Sigma
Aldrich, de pancreas de bovino, N° T 8003 (Ficha
técnica Sigma- Aldrich)

Albumina: El plasma se precipité con etanol al
95%, se centrifugo y ajusto el pH del
sobrenadante a 5.2 con buffer acetato pH 4.0,
gue contenia 0.8M de acetato de sodio y 4M de
acido acético. Se precipitdé de nuevo con etanol
al 95% y se dejo en reposo a 3-8°C durante toda
la noche, se centrifugé nuevamente de acuerdo
al método de Tanaka et al. (Tanaka K, Shigueoka
EM, Sawatani E, y Dias GA, 1998) con algunas
modificaciones (no publicadas). El sobrenadante
se congeld a -20°C por 4 dias y se descongeld
a 37°C, se centrifugo tal como se mencioné con
anterioridad y se elimino el precipitado. La
concentracion fue determinada por absorbancia
(A4, utilizando el coeficiente de extincion
(€'%),4,= 0.66mg x cm* (Chaudhury C, Mehnaz
S et al., 2003) finalmente se concentré en una
célula de ultrafiltracion como se mencioné
anteriormente.

ANALISIS ELECTROFORETICO

Las proteinas purificadas fueron analizadas por
electroforesis SDS-PAGE al 7.5, 10y 12.5% de
acuerdo al método de Laemmli, (Laemmli, 1970).
Las muestras fueron mezcladas con buffer de
carga que contenia [3mercaptoetanol, SDS vy
tratadas térmicamente a 95°C por 5 minutos, se
aplicaron 5 ng de cada muestra, visualizadas
por tincién con azul de comassie. Adicionalmente,
se realizo analisis densitométrico de las bandas
de las proteinas en un Escaner (ImageQuant TL)
y se verificé el grado de pureza de las mismas,
usando el software Image Analysis Software v
2003; asi mismo se calcularon los pesos

&t ISSN 0120-4211

moleculares de acuerdo a su migracion en el
gel de electroforesis.

TINCION CON NITRATO DE PLATA

Los geles fueron analizados por tincién con nitrato
de plata de acuerdo al método de Rabilloud,
(Rabilloud, 1994) se aplicaron 152 ng del
marcador, 25 ng de Albumina 'y 186 ng de Fb. y
se analizaron por densitometria como se indico
antes.

MARCADOR DE PESO MOLECULAR

Las proteinas fueron tratadas de la forma
mencionada anteriormente, luego se preparo el
marcador usando 4.64 ny de a,-M, 4.25 ng de
Plg, 5.43 ng de Fibrindgeno, y 4 ng de tripsina.
Para la muestra control (Albumina) se aplicé 2 ny.

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
La proteina no incluida en el estandar (Albumina)
se utilizé como control, para determinar la
precision del producto elaborado, se le determind
el peso molecular con ayuda del marcador de
peso molecular y el sofware Image Analysis
Software v 2003.

RESULTADQOS

Todas las proteinas plasméticas involucradas en
el marcador de peso molecular fueron purificadas
individualmente, mostrando una alta pureza,
superior al 95%, como se demuestra en la figura
1, donde el carril 2 corresponde a la a, -M de
180.000 Da, el carril 3 al Plg humano de 92.000
Da el carril 4 a las tres cadenas que
corresponden al Fg humano a saber cadena a
de 66.000 Da, cadena 3 de 52.000 Da y cadena
gde 46.000 Da respectivamente, en el carril 5
esta la banda de 23.000 Da correspondiente a la
tripsina.

Estas proteinas mezcladas en presencia de
agentes reductores y estabilizantes muestran las
6 bandas correspondientes a las 4 proteinas que
conforman el marcador como se demuestra en
lafigura 1. Carriles 1y 7, la albimina humana en
el carril 6 fue utilizada como control, por su bien
conocido peso molecular y migracion tipica en
la electroforesis, ya que es la proteina mas
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abundante en el proteoma plasmatico humano.
Este marcador de peso molecular basado en
proteinas del proteoma plasmatico humano,
demuestra una alta precision en diferentes
porosidades de geles de acrilamida/
bisacrilamida, como se demuestra en la figura
2, donde con ayuda de la proteina control
(Albumina) carril 2, en las diferentes porocidades
de geles, se puede determinar el mismo peso
molecular del control, como se demuestra en
los geles de 7.5, 10 y 12.5% en la figura 2,
respectivamente.

El andlisis densitométrico del marcador de peso
molecular confirma la presencia de las bandas
claramente identificadas por sus pesos
moleculares, como se demuestra en la figura 3.

De igual forma, la proteina control (Albamina)
muestra solo una banda a la cual se le determino
su peso molecular por densitometria con ayuda
del marcador de peso molecular siendo este de
68.708 Da, como se demuestra en la figura 4. El
peso molecular del control fue determinado con
ayuda del software Image Analysis v 2003 que
nos muestra en la figura 5 la curva de calibracion
con tendencia lineal logaritmica con su
correspondiente ecuacion, utilizando los pesos
moleculares y migracion indicada en la tabla 1.
Adicionalmente vemos el coeficiente de regresion
de 0.94 que nos indica un alto grado de
confiabilidad.

La figura 6 muestra la tincion con plata de un gel
de 10% donde el marcador de peso molecular
muestra la presencia de 6 bandas, carril 1. El
carril 2 muestra que el Fg también tefiido con
plata tiene tres bandas, de la misma manera el
control (Albumina) consta de una sola banda,
carril 3.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los métodos de purificacion utilizados para cada
una de las proteinas empleadas en el marcador
de peso molecular elaborado en esta
investigacion, han sido métodos previamente
reportados y utilizados en mdltiples
investigaciones; por tal motivo, la pureza de éstas
proteinas se pudo confirmar no solo por
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electroforesis SDS-PAGE, tefiida con azul de
comassie, sino también por métodos de tincion
mucho mas sensibles, como lo es la tincién con
plata, la cual tiene una sensibilidad de 1-10
nanogramos por banda (Lane D, 1988).

En dichos geles se demostré que la pureza de
las proteinas empleadas fue superior al 95%, de
acuerdo al analisis densitométrico, en el cual se
comprobd la presencia exclusiva de 6 bandas
pertenecientes a las proteinas a,-M, Plg, Tripsina
y alas cadenas con distintos pesos moleculares
del Fb (a, 3, 9.

Lo anterior demuestra que si bien, dentro de la
elaboracion del estandar se utilizé una serino-
proteasa de alto poder litico (tripsina) (Leon W,
Cunninghan JR,1954), su actividad proteolitica
fue completamente inhibida por los
estabilizadores que contiene la solucién del
marcador de peso molecular. Se pudo observar
también gue no hubo activacion del Plg a Pli, ya
que no se observaron bandas (de 64kDa y 23
kDa) adicionales a las de las proteinas utilizadas
en el marcador.

El marcador elaborado demostré ademas, una
alta precision en la determinacion del peso
molecular de la proteina utilizada como control,
a saber, la albumina humana cuyo peso
molecular de 67 kDa, ha sido ampliamente
reportado en la literatura ( Sugio, etal., 1999); ya
que por medio del software utilizado en el estudio,
el peso molecular se determin6 en 68.708 Da
presentando un porcentaje de error del 2.5%, el
cual es totalmente aceptable en la determinacion
del peso molecular de una proteina por el método
electroforético, que ademas de rapido y sencillo
es economico.

Esta forma de determinar el peso molecular de
una proteina ya sea conocida o desconocida,
demuestra ademas una alta precision en geles
de diferentes porosidades, desde 7.5 hasta 12.5
%, que son los mas utilizados a nivel de andlisis
de proteinas, pero pueden ademas usarse en
geles de menory mayor porosidad, dependiendo
de la proteina o peptido a la cual se le vaya a
determinar su pesos molecular.
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Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE 10% Carriles 1

y 7: Marcador de peso molecular, Carril 2: a, -M,
® 23000 ' e : Carril 3: Plg, Carril 4: Fg (cadenas a, R, Y), Carril 5:

Tripsina, Carril 6: Albimina humana (control).
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Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE del Marcador de peso molecular en diferentes porocidades del gel 7.5,
10 y 12.5%. Carriles 1: Marcador de peso molecular. Carriles 2: Albimina humana (control).
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Figura 3. Analisis densitométrico del marcador de  Figura 4. Andlisis densitométrico de la Albumina
peso molecular, teflido con azul de comassie. humana (control), tefiida con azul de comassie.
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE 10%, Tincién
con plata. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril
2: Fg, Carril 3: albimina humana (control).

Tabla 1: Valores de migracion de las proteinas con relacion a su peso molecular.

Banda | Peso molecular KDa. Movilidad eII;ctroforética
1 180 0,11
2 92 0,23
3 66 0,35
4 52 0,41
5 46 0,46
6 23 0,81
7* 67 0,38

*(Control, Albumina)
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