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Resumen

La electroforésis es una técnica para separacion de biomoléculas segun
su movilidad y naturaleza (generalmente acidos nucleicos o proteinas) en
un campo eléctrico sobre una matriz porosa, cuya composiciéon depende
de la biomolécula a analizar. Para la separaciéon de acidos nucléicos se
utilizan matrices de agarosa y para la separacién de proteinas se utilizan
matrices de poliacrilamida. Esta técnica representa una herramienta
fundamental de analisis cuantitativos en diversos campos de ciencias
biolégicas como biologia molecular, bioquimica o proteémica. Entre las
distintas plataformas de electroforésis, las mas utilizadas en andlisis de
acidos nucléicos son la electroforésis en gel de agarosa, la electroforésis
de campo pulsado (PFGE) o la electroforésis en gel con gradiente de
desnaturalizacién (DGGE), y las mas utilizadas para analisis de proteinas
son la electroforésis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio
(SDS) y la electroforésis bidimensional. Esta revision discutird las técnicas
previamente mencionadas y sus recientes aplicaciones.
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Abstract

Electrophoresis is a technique for separating biomolecules according to
their mobility and nature (usually nucleic acids or proteins) in an electric field
on a porous matrix, whose composition depends on the biomolecule to be
analyzed. For the separation of nucleic acids, agarose matrices are used and for
the separation of proteins, polyacrylamide matrices are used. This technique
represents a fundamental tool of quantitative analysis in various fields of
biological sciences such as molecular, biochemical or proteomic biology.
Among the different electrophoresis platforms, the most used in nucleic acid
analysis are agarose gel electrophoresis, pulsed field electrophoresis (PFGE) or
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), and the most used for analysis
of proteins are polyacrylamide gel electrophoresis with sodium duodecyl
sulfate (SDS) and two-dimensional electrophoresis. This review will discuss the
previously mentioned techniques and their recent applications.
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INTRODUCCION

Los microrganismos son un grupo de seres vivos que
se encuentran en una gran variedad de lugares como lo
son las plantas, animales y humanos en donde coexisten
con el huésped ayudando a realizar un sin fin de funciones.
Sin embargo, algunos de estos como los microorganismos
patégenos pueden ocasionar enfermedades en los
organismos mencionados provocando la muerte de
los mismos. Desde la perspectiva de la salud, en seres
humanos es necesario establecer protocolos que permitan
la identificacion de estos agentes perjudiciales y prevenir
el efecto patégeno que generan sobre las personas. El
estudio del ADN de los microorganismos ha potenciado
la identificacién de estos a partir de diferentes técnicas
moleculares, tal es caso de la electroforésis, una técnica
que permite el procesamiento de los fragmentos de ADN
que al ser regiones muy conservadas dentro de cada
especie, es posible identificar a estos. El presente estudio
proporciona informacion acerca del fundamento de la
técnica de electroforésis, los procedimientos y reactivos
requeridos para la misma, asi como los avances y nuevas
técnicas que han surgido con el paso del tiempo.

DESARROLLO

Métodos de separacion de acidos nucléicos.

Electroforésis en gel de agarosa. La creacion de la
electroforésis como un método de separacién de ADN
bicatenario de cadenas simples se remonta al afio 1962,
elaborado por Matsubara y Takagi, donde se utilizaba al
almidon como gel de corrimiento. La necesidad de analizar
moléculas de ADN de longitudes variables propici6 el
estudio de otros compuestos que pudieran utilizarse
como gel de corrimiento en las pruebas de electroforésis,
surgiendo laagarosa en 1969 como un candidato adecuado
debido a las caracteristicas que posee. La agarosa es un
polisacarido obtenido del aislado de agar de algas rojas
marinas, el cual esta constituido por unidades repetidas de
agarobiosa, sustituida de manera extensa en grupo ester
de sulfato, acido pirdvico cetal y esteres metilicos. Dicho
polimero es de interés en el analisis del ADN debido a las
caracteristicas que posee al ser gelificado, consiste en una
bobina aleatoria estructurada por una doble hélice en
etapas iniciales de la gelificacién y a medida que avanza
la gelificaciéon se forman las dobles hélices finales. La
configuracion mencionada forma una red fibrosa que
puede ser utilizada como filtro para la clasificacion de
diferentes moléculas, donde la concentracién de agarosa
es inversamente proporcional al tamaro del poro. Ha sido
reportado un limite de tamafo maximo de fragmentos
de ADN que pueden ser analizados con gel de agarosa,
siendo entre 100 a 2000 pb a una concentracion de 2-3%
del polisacarido. Por otro lado la longitud minima del
fragmento se establece a valores superiores a 50 kb, donde
la concentracion recomendada es de 0.25% de agarosa
[15]. La aplicacién de la electroforésis con geles de agarosa
se ha implementado una gran variedad de estudios como
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lo es el ensayo de comentado esencial (ensayo de una
sola célula). Dicha técnica es utilizada para determinar el
dano o reparacién del ADN en células eucariotas y tejidos
disgregados a partir de la adicion de la suspensién de
células junto con la agarosa sobre el molde para formar el
gel delgado. Después se realiza la lisis de las células con
un detergente (Triton X-100) y NaCl 2M para la eliminacion
de histonas del ADN. Las moléculas que permanecen
adheridas al gel reciben el nombre de nucleoides que
se caracterizan por mantener el superenrollamiento del
ADN. De acuerdo al modelo propuesto por Cook y col.
En 1970, estipula que las moléculas de ADN estan unidas
a una matriz nuclear formando una secuencia donde
cada unidad estructural genera un bucle. Entonces, al
ocasionar rupturas de la cadena de ADN se dice que el
superenrrollamiento se relaja y al ser aplicado un campo
electroforético, dicho bucle puede migrar hacia el anodo
de la camara de electroforésis. A mayor cantidad de
rupturas se presenta una mayor cantidad de ADN en la
cola del cometa, que después de tenirse (4,6-diamidino-2-
fenilindol), la intensidad relativa de la fluorescencia de la
cola se mide como indice de frecuencia de ruptura del ADN
por medio de microscopia de fluorescencia.

Aplicaciones. La aplicacion de dicho ensayo abarca el
estudio de células sanguineas provenientes de animales
o humanos, células de hemolinfa de moluscos e insectos,
esperma, tejidos animales disgregados, levaduras, nucleos
liberados de tejidos vegetales, en otras palabras es
aplicable a cualquier tipo de célula eucariota que pueda
obtenerse como una célula Unica [12].

Figura 1. Imagenes de ensayo de cometa obtenidas por
microscopia de fluorescencia

Electroforésis de campo pulsado (PFGE). El desarrollo y
modificaciones de la electroforésis convencional permiten
generar nuevas metodologias para mejorar el analisis e
identificacion de contenido genético de células eucariotas
y procariotas. Scwartz y Cantor demostraron que la
implementacién de campos eléctricos podia ser utilizada
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para la separacion de moléculas largas de ADN por
electroforésis en geles de agarosa. El principio de la técnica
consiste en la aplicacion de dos o mas campos eléctricos
en direcciones perpendiculares por lapsos de tiempo
definidos, permitiendo alterar la direccién de las moléculas
de DNA y orientandola a diferentes posiciones. Un aspecto
importante a considerar en la técnica es la heterogeneidad
de los pulsos generados por los campos eléctricos ya que
esto permite la produccién de un gradiente de intensidad
de campo eléctrico a través de la longitud del gel y como
consecuencia, lineas de campo eléctrico distorsionadas
tomandose como pistas de migracién de las moléculas
de ADN en los carriles de los geles. Lo anterior permite
separar los fragmentos de interés para su posterior
analisis. Las medidas de las moléculas de interés definen el
tiempo de aplicacién requerido del campo eléctrico para
reorientarlas, a mayor tamano mayor tiempo de aplicacién
y viceversa para las moléculas de ADN pequenas. La
preparaciéon de las muestras de ADN consiste en el cultivo
de células correspondientes a 500 ug/mL de DNA, después
son recolectadas y lavadas con solucion isoténica para
mantener la integridad de las mismas. Posteriormente,
se agregan al gel de agarosa, se realiza una mezcla y
el producto formado es vertido en el molde. El molde
formado es sumergido en una solucién con detergentes
y agentes desproteinizantes que permiten al material
genético estar listo para la aplicacién de campos eléctricos.
Después se lleva a cabo la electroforésis aplicando los
campos eléctricos, donde previamente se requiere teir
al gel con un agente de intercalacion fluorescente para
la visualizacion del patrén, los mas utilizados son: gel red,
SYBR® gold, SYBR® gold y bromuro de etidio. Estos tintes
permiten obtener patrones de intensidad de fluorescencia
que son digitalizados y analizados de manera visual o
mediante software.

Aplicaciones. A partir de la técnica mencionada
se pueden analizar mezclas de ADN mayores a 20 kb y
maximas a 5Mb mediante geles de agarosa que separar las
moléculas de acuerdo a su tamano [13]. PFGE permite el
analisis de ADN intacto por lo que ha sido utilizado en la
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diferenciaciéon de subtipos de bacterias, considerandose
la técnica de oro para dicho proceso. Algunos ejemplos
son: la medida y el nimero de cromosomas de DNA y/o
enlace genético de grupos bacterianos como S. pombe S.
cerevisiae, Candida albicans, Plasmodium, etc [14].
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aplicacion de campos eléctricos en diferentes
direcciones.

Electroforésis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE). La electroforésis en gel por gradiente
desnaturalizante (DGGE) es una técnica usada para
separar fragmentos cortos-medianos de DNA basado
en sus caracteristicas de fusién. Esta técnica ha sido
frecuentemente utilizada para identificar polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) sin la necesidad de secuenciacion
del DNA y como un método de huella molecular para
comunidades en ecosistemas complejos, en particular con
la amplificacion de los genes de RNA ribosomal 16S debido
a que es altamente conservado [9].

En el DGGE se utiliza un gel de poliacrilamida que
contiene un gradiente creciente de desnaturalizantes
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quimicos (generalmente urea o formamida) a través de
los cuales el DNA migra por electroforésis. A medida que
el DNA migra por el gradiente, cada molécula empezara
a desnaturalizarse a una concentracion particular del
desnaturalizante dependiendo del %GC en la molécula y
el orden de las bases en la secuencia. La migracién de las
moléculas seretardadacuando sucedeladesnaturalizacion.
La técnica DGGE se representa esquematicamente en la
Fig. 3.
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Y
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Figura 3. Diagrama esquematico de un DGGE

Un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente
quimico desnaturalizante puede ser utilizado, en este caso
la técnica es llamada Electroforésis en Gel con Gradiente
de Temperatura (TGGE). Recientemente, DGGE se ha
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convertido en una herramienta importante en la ecologia
microbiana, donde ha sido utilizado como método de
huella molecular para evaluar la diversidad microbiana en
comunidades con mezclas complejas de microorganimos.

Lasinvestigacionesrealizadas por Subasingheetal., [10]
paralaidentificacion de bacteriasen productos microbianos
utilizaron la técnica de DGGE, y con ella encontraron que la
formacion de multiples bandas en el gel representaban a
una misma bacteria en lugar de un consorcio bacteriano.
Esto fue atribuido a inconvenientes con el PCR elaborado
previamente. Otro ejemplo de aplicacion del DGGE fue el
realizado por Xin et al., [11] en el analisis de comunidades
bacterianas asociadas con pericoronitis asintomatica
y sintomdtica, una enfermedad bucal inflamatoria. El
resultado del perfil bacteriano en pacientes clinicos mostro
una menor diversidad de microorganismos que en los
pacientes control (sin enfermedad), este descubrimiento
sugiri6 que la microbiota asociada a pericoronitis se
vuelve menos diversa, quizd debido a que ciertos grupos
de microorganismos dominan el las biopeliculas a medida
que la pericoronitis progresa.

Métodos de separacion de proteinas.

Electroforésis en gel de poliacrilamida (PAGE). La
electroforésisesunatécnicaparalaseparaciondemoléculas
segln la movilidad de éstas en un campo eléctrico.
Los geles de poliacrilamida son geles quimicamente
entrelazados formados por la reaccion de acrilamida con
un agente de entrecuramiento bifuncional como el Bis
[8]. La electroforésis con geles de poliacrilamida (PAGE)
es util para separar moléculas por tamafo-carga y hay
muchos sistemas diferentes dependiendo de la muestra y
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sus posteriores aplicaciones [2]. Las propiedades que debe
tener un medio de soporte ideal son [6]:
- Naturaleza quimica inerte (no debe reaccionar con el
analito o con cualquier reactivo utilizado)
« Alta conductividad eléctrica
« No debe absorber el analito
« Porosidad controlada para lograr un efecto de
separaciéon deseado
« Transparencia para lograr una tincion e imagen
exitosa
+ Baja toxicidad
- Facil disponibilidad de los reactivos utilizados
- Rigidez razonable para un facil manejo de la matriz
« Electroendoosmosis: flujo de un buffer a través de
una superficie cargada

Los geles de poliacrilamida tienen todas las
propiedades descritas anteriormente.
Formatos de PAGE. Varios formatos y versiones de
PAGE han sido desarrolladas, como:
1.SDS-PAGE
2.Gradiente de SDS-PAGE
3.PAGE de Acido acético - Urea para proteinas
basicas
4.Gel de electroforésis discontinua con Bromuro de
cetiltrimetilamonio
5.Electroforésis con enfoque isoeléctrico
6.Electroforésis capilar
7.Electroforésis bidimensional
La popularidad de los geles de poliacrilamida proviene
de varias propiedades fundamentales como claridad
Optica, neutralidad eléctrica y disponibilidad en un
amplio rango de porosidad. Su féormula quimica, como
comunmente se polimeriza a partir de acrilamida y N, NO-
metileno bisacrilamida (Bis), se muestra en la Fig. 4, junto
con la de los dos catalizadores mas ampliamente usados,
el peroxodisulfato (amonio o potasio) y N, N, NO, NO-
tetrametiletilendiamina (TEMED) [6].

Bis

CHezfliH — GHy—CH— CH,— CH—CH, — CH—
Acrylamide C=0 (|)=O i =0 : —0
CH,=CH . NH —— NH, NH, TH
=0 He CHy
W AL U
c—0 c=—0 c=o c=o
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Riboflavin

(CH 3)N—CHz—CHz—N(CHg),

Peroxodisulfate radical TEMED

Figura. 4 Reaccidén de polimerizacion de la acrilamida e
iniciadores de la polimerizacion.
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Electroforésis en gel de poliacrilamida con duodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). SDS es un detergente que
desnaturaliza estructuras secundarias y estructuras
terciarias no enlazadas con disulfuro y las reviste con
una carga negativa que se correlaciona con su longitud,
permitiendo que los pesos moleculares sean estimados.
La movilidad a través del gel puede verse afectada por el
estado dela proteina (por ejemplo, fosforilaciony presencia
de moléculas multiméricas) [2]. La electroforésis SDS
fue el siguiente paso légico después de la electroforésis
discontinua. Mientras que esta ultima discrimina las
macromoléculas en funcién del tamafo y la carga
superficial, la electroforésis SDS fracciona las cadenas
polipeptidicas esencialmente en funcién de su tamano. Por
lo tanto, es un método simple, pero poderoso y confiable
para la determinacion de la masa molecular.

La muestra de proteina (1 mg/mL) generalmente se
desnaturaliza en 100 mmol/L fosfato pH 7.0, que contiene
1% SDS, 1% 2-mercaptoetanol, 5% -10% de sacarosa (para
aumentar la densidad de la muestra para cargar el gel) y
trazas de bromofenol azul (como un colorante de rastreo
para monitorear la formacién de limites en sistemas
discontinuos y para verificar la terminacién de la corrida).
Después calentando a 100°C durante 5 minutos, la muestra
se deposita generalmente en posillos en la placa de gel [6].

Para detectar las bandas se realiza una tincién con
varios reagentes. Después de la tincién, las bandas pueden
ser cuantificadas por densitometria. Adicionalmente a la

Montalvo Navarro Carlos Antonio et al.: UNISON / EPISTEMUS 26/ Afio 13/ 2019/ pdg.: 48-54



v,

deteccion de proteinas, métodos de deteccion especifica
han sido desarrollados para tincién de motivos de lipidos y
carbohidratos, asi como paratincion de actividad biolégica
y deteccién de anticuerpos por sondas.

Aplicaciones. Magdy y Maged [4] utilizaron la técnica
de SDS-PAGE para validar un método de estimacion

cuantitativa de la enzima digestiva papaina en
formulaciones farmacéuticas (tabletas, capsulas y jarabes)
comercializadas en mercados egipcios. Los resultados
obtenidos demostraron que la cantidad de papaina
obtenida por SDS-PAGE fué menor que la cantidad indicada
en los envases de producto en presentacién de tabletas y
capsulas.

Otro estudio donde se utilizo la técnica SDS-PAGE es el
reportado por Min-Kyoung et al., [3] en el cual investigaron
el patrén de bandeo de azucares reductores, péptidos
totales e isoflavonoides presentes en tofu congelado y
descongelado fermentado con B. subtilis, asi como la
digestibilidad y el contenido de fenoles totales en el tofu.

Electroforésis bidimensional. La electroforésis en 2D es
una técnica clasica capaz de dar una imagen extendida de
las proteinas presentes en una muestra de interés. Se basa
en una primera separacion por el punto isoeléctrico de la
proteina, seqguido de una separaciéon por peso molecular
utilizando SDS-PAGE. El resultado es un mapa proteico
con alta resolucion donde una banda generalmente
contiene una Unica proteina [1].La electroforésis 2D
generalmente se aplica para acceder al inventario total
de proteinas de las células vivas. La electroforésis 2D se
complementé mas tarde con gendémica para el analisis
de los genomas relativamente estaticos como modelo de
vida y transcriptéomica para acceder al inventario de ARNm
altamente dindmico necesario para una mayor produccién
de proteinas. Aunque el nombre de electroforésis 2D
sugiere que es un proceso de dos pasos, de hecho es un
proceso de cinco pasos:

1.Extraccién de proteinas de la muestra bioldgica

2.Primera separacion anadiendo la proteina en un
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gradiente de pH para separarlas respecto a su punto
isoeléctrico
3.Interfaz con la segunda separacién con adicion de
buffer conteniendo SDS para cargar negativamente
las proteinas
4.Segunda separacion en un gel SDS PAGE para separar
las proteinas respecto a su masa molecular
5.Deteccidn de proteinas en el gel
Generalmente, el orden de la separacién es primero
por punto isoeléctrico y después por electroforésis SDS,
aunque también puede ser en el orden contrario. La
figura 2 resume los pasos bdsicos para llevar a cabo una
electroforésis en dos dimensiones [7].

extracted sample

= exiraction > ;_-
g U w{{ =7

mcbrctric focusing (pl) —r

ADS-FAGE
;| (vdw)

- = \ Proteslveis Elulivn
S ]

Pepibdes

..-/""?

M pectrometey

Ohneggel quaniifcation

Protein characterization
Figura 5. Esquema sobre la metodologia
general de Electroforésis 2D

Aplicaciones. A pesar de las limitaciones que presenta
la electroforésis en 2D hacia proteinas de membrana, esta
técnica sigue siendo ampliamente utilizada en proteémica
debido a la economia del proceso y a que los procesos
de analisis de las proteinas en el gel por espectroscopia
de masas son simples y baratos. Sin embargo, la razén
principal de la popularidad de esta técnica se encuentra en
su reproducibilidad y su robustez asi como en la facilidad
de sus analisis cuantitativos [5].

Las aplicaciones de la técnica de electroforésis en 2D
son amplias. Se ha utilizado esta técnica en protedmica
bacteriana donde la cantidad de muestras es limitada o en
estudios de toxicologia donde se tiene un gran nimero de
muestras. También en micro-enzimologia donde se utiliza
como una herramienta micropreparativa de proteinas,
en inmunoprotedmica donde la respuesta inmune de
pacientes es evaluada a nivel proteédmico y en el estudio
de modificaciones post-traduccionales [5].

CONCLUSIONES

Las técnicas de electroforésis han revolucionado los
métodos de analisis de biomoléculas y la caracterizacion
de microorganismos en diferentes campos de las
ciencias bioldgicas como las ciencias émicas (gendmica,
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transcriptdmica, protedmica, metagendémica) ya que estas
técnicas se han combinado con otras plataformas como
PCR, técnicas de secuenciacion de nueva generacién
y espectroscopia de masas acoplada a cromatografia
de liquidos, entre otras lo cual ha permitido una mejor
resolucién y precision de resultados experimentales.
Sin embargo, las limitaciones asociadas a esta técnica
deben solucionarse para poder aproximarnos a un mejor
entendimiento de la composicién, funcionamiento y
cambios en el tiempo de los sistemas biolégicos.
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