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Prélogo

A reducién de horas e contidos nos novos graos fai que, nalgins casos, non
se poidan abordar en profundidade aspectos fundamentais das metodoloxias de
andlise celular e molecular mdis empregadas nas investigaciéns bioldxicas levadas
a cabo nos laboratorios. Este Manual de técnicas experimentais en bioloxia pre-
séntase como una sintese parcial que pretende paliar estas deficiencias. Con esta
obra pofiemos ao dispor dos potenciais usuarios unha coleccién de técnicas rela-
cionadas con diferentes campos da Bioloxia (bioloxia celular, bioquimica, xenética,
histoloxia, inmunoloxia) e os seus fundamentos. As técnicas estin descritas con
gran detalle por profesores-investigadores da Facultade de Bioloxia da Universi-
dade de Vigo pensando principalmente no seu uso docente en clases de practicas
de laboratorio, pero tamén como referencia de primeira man no laboratorio de
investigacion. Se serve como esperamos para facilitar a ensinanza e a aprendizaxe
destas técnicas a estudantes universitarios e investigadores do dmbito da bioloxia e
biomedicina, o esforzo realizado cumpriria un dos seus principais obxectivos.

Os autores



Presentacion

Este Manual de Técnicas Experimentais en Bioloxia estruttrase en ddas partes:
a primeira inclde unha pequena serie de Seminarios cun contido tedrico bdsico e a
segunda a descricién detallada de diferentes practicas de laboratorio. Os seminarios
proporcionan unha visién concisa dos fundamentos fisicoquimicos ou molecula-
res nos que se basea o desefio das distintas técnicas. Con eles, preténdese facilitar
a comprensién do porqué dos diversos pasos dos seus protocolos. Nalgins casos
tamén se presenta unha pequena perspectiva histérica da técnica. A segunda parte
do manual fornece os protocolos detallados de diversas técnicas que forman parte
de pricticas de laboratorio de bioloxia celular e molecular, impartidas dende hai
anos en distintas materias polos autores. Cada capitulo segue a mesma estrutura
basica: Obxectivos, Introducién, Material, Procedemento, Resultados e Cuestidns.
Nalgins casos tamén se incliie un apartado de Problemas e outro de Consellos. Na
maiorfa destes capitulos, o apartado de Resultados inclde un conxunto de Tiboas
e/ou Figuras con obxecto de axudar ao alumno na comprensién da practica, a toma
de datos e/ou a representacién grifica dos mesmos.

As Lagoas-Marcosende, Vigo, decembro de 2013
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Seminario 1

1. ELECTROFORESE

PRINCIPIOS XERAIS

Cando se aplica un campo eléctrico a unha disolucién as moléculas de soluto
que tefien carga neta positiva desprazanse cara ao citodo (—) e as que tefien carga
neta negativa cara ao dnodo (+). Este desprazamento denominaselle electroforese.
Se se aplica unha diferenza de potencial a través duns eléctrodos xérase un campo
eléctrico (E) que equivale 4 voltaxe aplicada (V), dividida pola distancia entre os
eléctrodos (d). Cando se aplica este campo eléctrico, £, a forza sobre unha molécu-
la cunha carga de ¢ culombios ¢ de £g N (newtons) e ¢ a que a dirixe cara un eléc-
trodo. Non obstante, existe unha resistencia friccional f'que retarda o movemento
da molécula cargada (ver Figura 1). A resistencia friccional reflicte o tamano e a
forma da molécula, a porosidade do medio (que adoita ser un xel) e a viscosidade
do fluido que conduce a corrente, denominado tampén de electroforese.

~O-
«— ) —>

Figura 1. Forzas que actiian sobre unha molécula cargada sometida a un campo eléctrico.

A velocidade, », dunha molécula cargada nun campo eléctrico vird dada pola
ecuacion:

Sendo f” o coeficiente de friccidn.

De maneira mdis comtin emprégase o termo mobilidade electroforética (x) que
equivale 4 velocidade dunha molécula por unidade de campo:
v q Ze
E-ff

Onde e representa o signo das cargas ¢ Z 0 seu numero.

5

A corrente na solucién entre os eléctrodos é conducida principalmente polos
i6ns do tampén de electroforese e unha pequena parte polos iéns da mostra. Como
se trata dun circuito de corrente continua réxese pola lei de Ohm, que expresa a
relacién entre intensidade da corrente (/), voltaxe (V) e resistencia (R):

R_V
T
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En electroforese, pédese acelerar unha separacién incrementando a voltaxe
aplicada, o que aumentaria a intensidade da corrente circulante reducindo o tempo
de migracién. Durante unha electroforese a potencia en vatios (W) que se xera no
medio vén dada pola ecuacién:

W = RI?

A meirande parte da potencia xerada disipase en forma de calor cuxa produ-
cién excesiva ten efectos negativos sobre o resultado do proceso electroforético. O
quecemento do xel e do tampén de electroforese produce a aparicién de correntes
de conveccién térmica e o incremento da taxa de difusién tanto das moléculas da
mostra como dos iéns do tampén de electroforese. Isto tradicese na aparicién de
“rtias” mdis anchas e bandas mdis dispersas, interferindo coa resolucién axeitada
das mostras separadas. Dado que os bordos do xel disipan a calor con maior efi-
ciencia que o centro, a viscosidade do tampén de electroforese ¢ maior nos bordes
que no centro, onde o avance da electroforese serd maior, dando lugar a un efecto
de fronte cambada (efecto sorriso). Finalmente, outro efecto indesexable derivado
da xeracién de calor consistird na posible perda de actividade encimdtica no caso
dalguins tipos de electroforese en condiciéns non desnaturalizantes.

O seguinte esquema resume os tipos principais de electroforese:

~
De frente libre (medio liquido unicamente)
Papel de filtro (separacién de aminoacidos, e
Electroforese proteinas; determinacién do punto isoeléctrico)
en papel Acetato de celulosa (separacion de proteinas
séricas)
De almiddn (separacion de isoencimas, utiizados como
marcadores xenéticos)
Tipos de De agarosa (separacion de separacion de moléculas de
electroforese ADN bicatenario, e dos distintos ARN ribosdmicos e
Zonal < mensaxeiros)
(as distintas Electrof s Electrof i
proteinas lectrotorese eclrotorese nativa
concéntranse en xel D A
e poliacrilamida
en bandas P ) ) SDS-PAGE
ou zonas) (separacion de moléculas
u Z . - .
de ADN e ARN de Enfoque isoeléctrico
pequeno tamafio, 3
separacion de proteinas, Electroforese
de polipépiidos) bidimensional
Electroforese capilar
~ ~
S S
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Seminario 1

ELECTROFORESE EN XEL

E o tipo de electroforese zonal mas empregado. Os xeles son materiais porosos
que se elaboran con amidén, agarosa ou acrilamida e os poros tefien un tamafo
semellante ao das moléculas. As separaciéns baséanse no efecto de peneirado que
exerce a matriz que forma o xel sobre a migracién das moléculas, de xeito que as
moléculas grandes se atrasan con respecto 4s pequenas. Cada molécula poste a stia
mobilidade electroforética, p, caracteristica (H").

Electroforese en xel de poliacrilamida

O mondmero que se emprega para a formacién do xel ¢ acrilamida. Os catali-
zadores da reaccion son N,IV,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) e persul-
fato aménico (NH,),S,0,. O ion persulfato §,0,* disolto en auga forma radicais
libres 2SO, que ao contactar coa acrilamida actfvana permitindo que forme poli-
meros de cadea longa. Esta disolucién ¢ viscosa mais non forma un xel posto que
as cadeas se deslizan unhas sobre as outras. A formacién dun xel require o enlazado
de cadeas de poliacrilamida entre si. Realizando a polimerizacién en presenza de
N,N’-metilenbisacrilamida conséguese a formacién dunha matriz ou rede tridi-
mensional de cadeas de poliacrilamida. O tamafio dos poros na matriz determinase
mediante dous pardmetros que son a concentracién de acrilamida e o grao de enla-
ce (concentracién de bisacrilamida). O rango de separacién que se pode obter cun
xel estd relacionado co tamafo de poro e, daquela, coa concentracién de acrilamida
e adoita variar entre 12.000 y 100.000 Da empregando xeles do 10 ao 15%.

O tampén de electroforese serve para manter o valor de pH constante nos re-
servorios da cubeta e no xel, e para conducir a corrente a través do campo eléctrico.
As reacciéns que permiten o paso de corrente son as da electrélise da auga produ-
cindose hidréxeno no ctodo e osixeno no dnodo segundo as seguintes reaccions:

2¢ +2H,0 — 20H + H, (Catodo)

1 ;
H,0 - 2H* + 502 + 2e~ (Anodo)

Cando a corrente estd circulando ambos eléctrodos emiten burbullas de gas;
hidréxeno molecular no cidtodo e osixeno molecular no 4nodo. Por cada mol de
electréns que flde a través do circuito prodicese un mol de OH™ no reservorio caté-
dico e un mol de proténs (H*) no anddico. As posibles flutuaciéns do valor de pH
na cubeta debidas ao exceso de i6ns hidroxilo ou de proténs son neutralizadas en
ambos reservorios por accién do tampén de electroforese (AH < A™+ H'):

13
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AH + OH™ & A~ + H,0 (Citodo)
A+ H* o AH (Anodo)
Electroforese en xel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Esta técnica separa as proteinas segundo as stias masas moleculares polos efec-
tos de peneirado do xel. Para eliminar pontes disulfuro e separar as distintas subu-
nidades das proteinas, as mostras tritanse cun axente redutor como ditiotreitol ou
B-mercaptoetanol.

Os xabéns e os deterxentes son moléculas anfipdticas que se comportan como
axentes desnaturalizantes das proteinas. O deterxente dodecil sulfato sédico (SDS),
CH,-(CH,),,-OSO, Na, tinese 4s proteinas nunha proporcién constante (apro-
ximadamente unha molécula de SDS por cada 2 residuos aminoacidicos). Como
o SDS postie carga negativa, as proteinas exhiben relaciéns carga/masa proporcio-
nais e formas semellantes. Por SDS-PAGE pédese determinar a masa molecular
relativa (M,) dunha proteina con grande exactitude sometendo simultaneamente
a0 mesmo proceso a proteinas con valores de M, conecidos (marcadores) fronte 4
proteina problema.

As bandas resultantes da electroforese poden localizarse tinguindo as proteinas
con distintos axentes como son o colorante Azul brillante de Coomassie ou iéns
de prata (Ax). As proteinas tamén poden marcarse previamente cun radioisétopo
como o ¥S subministrando 4s células o aminodcido [*°S]-metionina.

En SDS-PAGE descontinua as bandas de proteina resultantes son estreitas
e, por iso, o poder de resolucién aumenta. A electroforese prepdrase engadindo
o aminodcido glicina a un tampén Tris-HCI a pH 8,3 nun sistema formado por
dous xeles unidos entre si. Un primeiro xel, denominado concentrador, prepé-
rase a un pH de 6,8 onde a glicina se atopa préxima ao seu punto isoeléctrico.
Un segundo xel, denominado separador, prepdrase cun pH de 8,8 onde a glicina
postie carga negativa. A mostra de proteinas migra en primeiro lugar a través do
xel concentrador onde os i6ns glicina apenas conducen a corrente e exhiben moi
pouca mobilidade. Polo contrario, os i6ns Cl~ do tampén migran por diante das
proteinas a causa do seu pequeno tamafio e carga negativa. As proteinas cargadas
negativamente penetran no xel prensado a menor velocidade que os iéns Cl pero
mdis rdpido que os i6ns glicina que a pH 6,8 apenas tefien carga. O resultado é
a formacién dun gradiente de mobilidade electroforética dos distintos aniéns e
neste xel (glicina™ — proteinas-— Cl") que conduce ds proteinas a acumularse
por diante do fronte formado polos idns glicina e, eventualmente, a compilarse

14



Seminario 1

en forma de bandas finas concentradas no pequeno espazo formado pola interfase
entre o xel prensado e o xel separador. Este efecto vese favorecido polo feito de que
o xel prensado se prepara a unha concentracién de acrilamida baixa (4%). Outro
efecto que ocorre neste xel é que os i6ns glicina apenas conducen a corrente e a
resistencia, R, do circuito aumenta. Como a corrente que pasa polo circuito (/)
¢ constante, se R aumenta tamén aumentard " dado que en todo momento se
cumpre que V' = /R. O resultado ¢ que no xel concentrador ocorre un incremen-
to local de V que provoca que as proteinas migren moi rdpido. Cando o fronte
formado polos aniéns penetra no xel separador, o seu maior valor de pH (8,8) ¢
de concentracién de acrilamida (menor tamano de poro) producen dous efectos.
En primeiro lugar, un valor de pH mdis alto outorga aos idns glicina maior carga
negativa o que, Xxunto ao seu pequeno tamano, fai que adianten 4s proteinas na sia
migracién a través do sistema. En segundo lugar, un menor tamafo de poro incor-
pora un compofente friccional maior 4 mobilidade individual de cada proteina
presente na mostra. A combinacién destes factores fard que, no xel separador, o
efecto de peneirado molecular separe as proteinas polo seu tamano.

Enfoque isoeléctrico

As cadeas laterais dos aminodcidos que forman as proteinas poden exhibir dis-
tintos estados de carga. A valores de pH 4cidos (baixos) os aminodcidos ganan pro-
téns de modo que os grupos dcido carboxilico tenden a quedar sen carga (COOH)
e os grupos amino tenden a cargarse totalmente (NH,*) contribuindo a que as
proteinas tefian carga neta positiva. A valores de pH bdsicos (altos) os grupos dcido
carboxilico tenden a ceder o seu protén cargindose negativamente (COO") e os
grupos amino tenden a estar sen carga (NH,) polo que as proteinas tefien carga neta
negativa. Ao seu pH isoeléctrico, o nimero de cargas positivas e negativas dunha
proteina estdn compensados e a ese valor de pH a proteina non migrard cara ningtin
dos dous polos (dnodo ou cdtodo) formdndose unha banda de proteina “enfocada”.

Electroforese bidimensional

En ocasiéns, unha banda obtida mediante SDS-PAGE pode conter varias pro-
teinas distintas (polo tanto, deben ter un valor de A7, similar). Nese caso a mostra
inicial sométese en primeiro lugar a unha separacién por enfoque isoeléctrico (es-
perando que proteinas con A, similar postan distinto pH isoeléctrico) e deno-
minase “primeira dimensién”. Rematada esta, a mostra sométese a SDS-PAGE
no que se denomina “segunda dimensién”. A mestura de proteinas foi finalmente
resolta combinando dias propiedades distintas de cada proteina como son os seus
valores de pH isoeléctrico e de masa molecular.

15
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Electroforese capilar

Esta técnica lévase a cabo en tubos capilares longos (50 cm) e moi delgados
(20-100 um) de cuarzo, vidro ou pldstico. Estes capilares disipan a calor eficiente-
mente e permiten a aplicacién de campos eléctricos elevados (800 V/cm ata 30.000
V). A electroforese estdndar non permite aplicaciéns maiores de 15-40 V/cm polo
perigo de quecemento excesivo e isto fai que a electroforese capilar reduza o proce-
so de separacién a minutos en lugar de horas. Coa ausencia de quecemento excesi-
vo minimizanse os fenémenos de conveccién e difusién de modo que as bandas de
proteina resultantes son moi estreitas e se detectan mediante varridos de luz UV,
que se representan graficamente como unha serie de picos. Dada a sensibilidade
da deteccién espectrofotométrica (en lugar dunha tinguidura) poden detectarse
cantidades minimas de proteinas ou dcidos nucleicos.

ELECTROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS

Os 4cidos nucleicos, ADN ou ARN, pédense separar, identificar e purificar
mediante electroforese en xeles de agarosa (ver Prictica 2) ou poliacrilamida. Os
xeles de poliacrilamida son mdis axeitados para separar fragmentos pequenos de
ADN (5 a 300 pares de bases [pb] que equivalen a 3.000 — 200.000 Da). O seu
poder de resolucién é moi alto podendo distinguirse ddas bandas formadas por
moléculas que difiren entre si tan sé en 1 pb. A desvantaxe é que a preparacién
destes xeles ¢ mdis complexa e consume mdis tempo. Os xeles de poliacrilamida
adoitan desenvolverse en configuracion vertical.

A agarosa é un polimero natural que se obtén de algas dos xéneros Gelidium e
Gracilaria. Estd formado por subunidades do disacdrido agarobiosa (D-galactosa
e 3,6-anhidro-L-galactopiranosa). Os xeles de agarosa tefien menor poder de
resolucién que os de poliacrilamida pero postien maior rango de separacién.
Segundo a concentracién de agarosa do xel, é posible separar moléculas de ADN
nun rango de 200 pb a 50.000 pb (que equivalen a masas moleculares que abran-
guen de 130.000 Da ata 3 x 107 Da) variando a concentracién de agarosa entre
0,7% e 2%. A visualizacién das bandas formadas polas moléculas de ADN ou
ARN realizase habitualmente por tinguidura con axentes intercalantes como é
o colorante fluorescente bromuro de etidio e posterior transiluminacién con luz
ultravioleta de 302 nm.
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