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IN'TRODU

FERTILIZACION:

‘Losk ovocitoé de los mamiferos 'se encuentiran rodeados  por
una’ matriz extracelular denominada Zona Pelucida (ZP), 1a cual
tiene variadas y esenciales funciones durante la fertilizacién vy
el desarrollo temprano del cigoto. Estas funciones incluyen el
reconoccimiento aspecies - especifico del espermatozoide
{Yanagimachi, 19729, la induceién de 1la reaccidén acrosomal,
evitar la polispermia, y ayudar a la implantacién del dvulo en i
atero para el desarrollo del embrién (Dunbar et al., 1981:
Betancourt et al, 1985). Es por esto que ha existido un gran

interés en su estudio.

El proceso de la fertilizacién se inicia al hacer contacto
un espermatozeide con la ZP que recubre al ovocito, atraviesa
esta estructura v llega al interior de la célula. De esta manera
se ponen en contacto los nacleos haploides de los dos gametos
para completar asi el nuamero cromosémico caracteristico de 1la
especie, dar origen al huevo y posteriormente al desarrollo del
nuevo organismo. En términos: generales, este proceso pusedse
dividirse en ires etapas: El reconocimiento del espermatozoide
por el dvulo, 1a regulacidén de la entrada de espermatozoides al
édvulo v la activacién del metabolismo del évulo para dar comienzo

a la divisidn celular y el desarrollo del embridén (Betancourt et

al, 1985).

Florman. en 1983, reporta 11a existencia de un receptor



especifico en la porcisn mas externpa de la ZP, por medio Hel cual
ocurre 1 reconocimiento del espermatézoide por el Svulo. Dicho
receptor corresponde, al parecer, a la regidén glicosidica de una
glicoproteina, as ademads el responsable de prevenir la
polispermia (Dunbar et al, 1981) y de evitar que espermatozoides
de una especie fertilicen a évulos de otra (Hanada, 1972), lo que
se comprueba al presentarse la fertilizacisn entre diferentes
especies cuando se remueve la ZP y por tanto se elimina al

receptor de los espermatozoides.

Cuando un espermatozoide se pone en contacto con 1la ZIP,
ciertas sustancias de esta capa interactiuan con 1la porcién
anterior de la membrana plasmatica del espermatozoide. Entonces,
esta membrana se fusiona con la membrana acrosomal que se
encuentra por debajo de la primera y se provoca la liberacién de
enzimas como la acrosina, la hialuronidasa y algunas proteasas,
que le permiten abrirse paso a través de esa estructura vy
alcanzar 1la membrana del ovocito. Posteriormente se realiza 1la
reaccidén cortical que se inicia con la 'fusién de la membrana de
1os granulos corticales con la membrana plasmatica del éuulo; los
granulos corticales vierten su contenido en el espacio
perivitelino, dicho contenido, que probablemente sea una enzima
parecida a la tripsina, parece hidrolizar parcialmente algunas
proteinas de la ZF que asi origina la alteracién de sitios
receptivos del wespermatozoide e incrementa 1la resistencia al
ataque quimico (Szollosi, 1967); De esta manera se evita que mas
de un espermatozoide fertilice al dvulo. Esta idea ha sido

apoyada por Shabanowitz (1988), al observar cambios en 1la



composicidn bicquimica de la ZP humana después de rsalizarse 1la

fertilizacisén.

CARACTERISTICAS DE LA ZP

Al microscopio éptico la IP se observa como una capa
semitransparente con un grosor de 1 a 27 micrémetros (Um) vy un
diidmetro de 60 a 70 um en promedio, dependiendo de 1la especie
{Bunbar, 1978). Al microscopio electrénico de barrido (Sacco,
1981) asi como por técnicas inmunofluorescentes al microscopio
é6ptico (Fierro, 1987) muestra en su superficie una estructura
constituida por una red de fibras que presentan poros de varios

tamaros.

Con respecto a las caracteristicas quimicas y bioquimicas de
la ZP se ha reportado un contenido proteico de 1.8 nanogramos
(ng) por ZP en ratén (Shimizu et al., 1983), 5 ng en rata (Repin y
Akimova, 1976) y 33 ng en ZP de cerdo (Dunbar et al. 1978). La ZP
do ovocitos de cerdo tiene un 71 % do proteinas y un 19 % de
carbohidratos esto és, su constituciédn es principalmente
glicoproteica. Entre 1los carbohidratos mds caracteristicos se
encuentran los monosacaridos del tipo de la Fucosa, Manosa,

Galactosa y el 4cido N—-acetil glucurénico (Dunbar st al, 1980).

Para el estudio de la composicidén macromolecular de la 2P,
varios grupos de investigacidén han utilizado la técnica de
Electroforesis Bidimensional de 0'farrell (1975), ya que con ésta
se obtiene una gran resolucién de las proteinas al separarlas en

cada dimensién con base en criterios diferentes! En 1la primera



dimensién, 1llamada Isoelectrosnfoque-V(IEF). las proteinas se
separan con base en diferencias en. .sus >Puntbs ;Isdsléctricos'
(PI's) vy en la segunda dimensiédn con base en diferencias sn sus

N

Pesos Moleculares.

En el IEF se utiliza un gradiente de pH creado con una
mezcla de sustancias anfotéricas llamadas anfolitas, orientado de
manera 9que el pH se incrementa hacia o1 catodo. Cuando una
proteina es colocada en dicho gradiente a un pH menor que su
punto Isoeléctrico (PI1), obtiene una carga neta positiva v se
moverad hacia el citodo. Conforme se acerque a su PI la carga neta
decrecera v, finalmente, al alcanzar su PI la carga neta sera
igual a cero y la migracién pararad. Si la proteina es colocada en
un pH mayor que su PI, su carga neta serad negativa vy se movera

hacia sl 4nodo. Del mismo modo, al alcanzar su Pl se detendra.

Una vez que las proteinas se han separado por diferencias en
sus Pl's, el gel en el que se encuentran es llevado a otro para
realizar una segunda separacién. ahora por peso molecular (PM)
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laesmmli

(1970).

Con la ayuda de la técnica de electroforesis bidimensional
ahora se tiene una amplia informacién acerca de la composicién
macromolecular de la ZP de ovocitos de varias especies : Repin y

Akimova (1976) reportan 1la existencia de 3 familias de



glicoproteinas en la ZP délratépk_EBSt y:Dean (1984) reportan 3
familias en la ZP de ratén, con PM dav185. 140 y 83 Kilodaltones
(K) denominadas ZP-1, ZP-2 y ZP-3. respectivamente: Shabanowitz y
0'Rand (1988) reportan que la ZP humana, en condiciones de
reduccién, se separa en 3 macromoléculas glicoproteicas con un PM
de 90 a 110 K (ZP1), 64 a 78 K (ZP2) v 57 a 73 K (ZP3). En
condiciones no reductoras, ZP! y ZP2 co—-migran, y presentan un PM

de 92 a 120 K.

Con respecto a la ZP de ovocitos de cerdo, en condiciones de
no reduccién (sin tratamiento con 2-Mercaptoetanol) se obtienen 2
componentes glicoproteicos con PM de 85 y 90 K (Yurewicz et al.
1983). En condiciones reductoras, cuatro componentes
glicoproteicos se resuelven, con PM de 25, 55, 65 vy 90 K (Hedrick
y Wardrip, 1980). Los componentes 25 y 65 K co—-migran con el 90K
cuando los puentes disulfuro no est&n reducidos pero en
condiciones de reduccisn se comportan independientements, de
modo que los componentes 25 y 65 K se derivan de la familia de
glicoproteinas 90 K. El componente 55K estd constituido por 2
glicoproteinas quimica e inmunolégicamente diferentes, llamadas
55K-alfa (PM 37K) y 55K-beta (PM 40K), que electroforéticamente
co-migran, pero que pueden distinguirse si se realiza una
desglicosilacién de la familia 55K. <Cuando los carbohidratos de
la familia 90 K se eliminan, se obtiens un componente con un PM
de 68 K. Se tiene entonces gque los dos o cuatro componentes de la
ZP de ovocitos de cerdo resuseltos por electroforesis se derivan
de 3 familias de Glicoproteinas : 90K, 55K-alfa y 55K-beta

(Hedrick y Wardrip, 1987).



CORRELACION ENTRE LOS COMPONENTES DE LA ZP DE CERDO
GLICOSILADOS Y DESGLICOSILADOS
(modificado de Hedrick et al, 1987)

Reducidos ’ Reducidos
Glicosilados Desglicosilados
90 K 68 K
65 K 56 K
55 K 40 K
37 K
25 K 15 K
No reducidos No reducidos
glicosilados desglicosilados
90 K 68 K
55 K : 40 K
. 37 K

ANTICUERPOS MONOCLONALES.,

Los vertebrados poseen un conjunto de mecanismos de defensa
llamado sistema inmune que les permite protegerse de los
agresores que encuentra en su medio, r evitar el ’‘eosarrollo de
células tumorales y eliminar moléculas nocivas originadas en Su
interior como consecuencia del envejecimiento, las infecciones o

el trauma (Rojas, 1985).

Cuando una sustancia extrafa se intreduce en un vertsbrado,
el organismo, al no reconocerla como propia, puede desarrollar
dos tipos de respusstas! La respuesta inmune celular, que se
caracteriza por la presencia de Linfocitos T, los cuales

sintetizan 1linfocinas, vy la respuesta inmune humoral, que se



caracteriza por la presencia de Lin#ocités B que se transforman
posteriormente en células plasmaticas productoras de anticuerpos
y ®©en otras células qus guardan la informacién del antigeno
(molécula aislada o pressnte en micéorganismos o células, capaz
de inducir una respuesta inmune) y que por ello son llamados

linfocitos de memoria (Rojas,1985).

En la respuesta inmune humoral, los mecanismos por los
cuales 1os anticuerpos eliminan a las células extrafas soh : 1la
neutralizacisén, que consiste en una simple combinacisn del
antigeno con cualqguier tipo de anticuerpo, la activacién del
sistema de Complemento, vy la Opsonizaciédn, la cual se refiere a
la unidén del anticuerpo a la sustancia extrara o antigeno, que de
este modo se hace mas apetecible. Asi se favorece su ingestién

por las células fagociticas (Hood et al, 1978).

Los Anticuerpos o Inmunoglobulinas {Ig) son proteinas
especializadas que tienen la caracteristica de ,reaccionar
especificamente con o1 Antigeno. En base a caracteristicas
inmunogénicas vy westructurales, se agrupan en cinco clases
l1lamadas inmunoglobulinas A, 'D. E. G, M, que se abrevian
anteponiendo el prefijo Ig. 1la estructura bdsica de las Ig es la
siguiente: Estd4n formados por cuatro cadenas polipeptidicas, dos
de ollas son pesadas., con 440 aminodcidos cada una, las otras dos
son ligeras, con 220 aminoscidos cada una. La unién de las

cadenas pesadas a las cadenas ligeras, ocurre mediante enlaces

disulfuro. Los aminodcidos que constituyen las cadenas presentan



también puentes disulfuro intracatenarios que al unirse forman
asas llamadas dominios de aproximadémente 100 residuos. Los
aminodcidos gque conforman el primer dominio del extremo amino no
son constantes en todas las mnléculasa por lo que a dicha region
se le llama variable, mientras que el resto permanece invariable.
A esta regién se le denomina constante. Dentro de 1la region
variable existen zonas que se combinan directamente con el
antigeno «que presentan un grado de variacién mayor Yy <que por
tanto son llamadas regiones hipervariables. Sin embargo, en las
regiones .constantes también existen diferencias entre la
" composicion de aminoAcidos. lo que caracteriza a cada una de las
Ig,asi como el namero de estructuras bdsicas, que varia entre uno

para I1gG y cinco para IgM.

Al inyectar una molécula extrafa a un organismo éste empieza
a secretar anticuerpos para combatirla, dstos no reconocen a toda
la molécula sine sélo a ciertas regiones de ella llamadas
determinantes antigénicos, por 1lo tanto se formaran diferentes
tipos de anticuerpos de acuerdo con sl numero de determinantes
antigénicos. Como cada anticuerpo seo eslabora enm una estirpe
distinta de linfocitos y células plasmaticas derivadas de oellas
el suero contendrd anticuerpos llamados policlonales por provenir
de varias clonas celulares. Estos tienen el inconveniente de que

no son especificos para un solo determinante antigénico.

La teoria de la Seleccidn Clonal (Burnet, 1961) indica que
si se aisla wuna célula plasmatica que eproduce un anticuerpo

especifico vy so le permite proliferar "in vitro" se originara una
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colonié de células idénticas (clo#a) ,que producird grandes
cantidades de anticuerpos dirigidos contra un solo determinante
antigénico que puedsn entonces ser usados por su especificidad
como una herramienta importante para identificar v marcar
determinadas células o moléculas v poder distinguirlas [>)
separarlas de una mezcla de ellas. A este tipo de anticusrpos que
provienen de wuna sola clona celular se les 1llama Anticuerpos

Monoclonales {AcMc).

Para lYa produccién de AcMe, en un principio se presenté el
probiema de que las células plasmaticas productoras de éstos
tienen wuwpa vida media corta en cultivo, de aproximadamente dos
semanas. Una serie de estudios tuvieron que realizarse para

resplver este problema:

Barsky (1960) al estudiar dos lineas celulares heteroploides
de ratén que crecian juntas, encontré la aparicidn de una nueva
linea <celular con un namero de cromosomas cercano a la suma de
las dos en estudio, éstas eran claraménte células hibridas que
contenian en el nacleo los genomas de las dos parentales. Sin
embargo, la formacién espnnténeé de células hibridas es un evento

muy poco coman en cultivos mixtos de células de cualquier origen.

En 1975 Pontecorvo introduce el polietilenglicol (PEG) como

un eficiente fuségeno de células de mamiferos.

Con base en todos estos estudios, Kohler y Milstein en 1975



logran la produccién de AcMc por medio de-la hibriaacién celular.
Esto 1o hicieron mediante 1la fusién de células tumorales
linfociticas (mieloma) de ratén con linfocitos de bazo de ratones
inmunizados con un antigeno especifico. Las células hibridas
resultantes presentan las caracteristicas de ambos' tipos
celulares: la propiedad del linfocito de producir anticuerpos
especificos y la capacidad de las células de mieloma de

proliferar activamente in vitro.

Actualmente el campo de aplicacidn de los AcMc es nuy
amplio v 'se les utiliza en estudios sobre biologia celular,
biologia molecular, bacteriologia, biologia de la
reproduccién, etc. (David et al, 1981: Yelton et al, 1982).Con
respectoc a esto ultimo, se ha encontrado que los AcMc son una
herramienta adecuada para el estudio de las funciones de la ZP

durante la fertilizacion (Betancourt et al. 1985).
INMUNOGENICIDAD DE LA ZP.

Shivers v Dunbar (1977) encontraran que algunas mujeres con
infertilidad presentan anticuerpos contra su P, ellos
demostraron en un grupo de Zé mujeres infértiles sin causa
anatémica aparente, que cuando su suero era agregado a ovocitos
de cerdo, producia reaccién cruzada antigeno-anticuerpo medida
con la técnica de inmunofluorescencia. En 1980, Nishimoto vy
colaboradores también detectaron au{oanticuerpos contra ZP en 13
de 175 mujeres con infertilidad sin etiologia definida; en

cambio, en 71 mujeres jovenss y 39 mujeres embarazadas, no
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encontraron ninguna reaccién.

Dadoe que los componentes de la ZP son altamente
inmunogénicos, desde hace algunos afios se han producido AcMc
contra éstos para, por un lado, uéarlos como marcadores que
permitan esclarecer algunos procesos de la fertilizacién, vy por
el otro para emplearlos con la finalidad de controlar la
natalidad. La interferencia irmunolégica con estos fines se ha
investigado muy ampliamente por presentar varias ventajas (Sacco

v Shivers, 1978):

1)Estos métodos inhiben la fertilizacidn y no son abortivos.

2)Es posible bloquear la fertilizaciéh por anticuerpos con
titulos bajos.

3)Los anticuerpos contra 1la ZIP no reconocen a hingan otro
tejido, esto es, son tejido-especificos.

4)La ZP de wvarias especies animales presenta reaccién
cruzada, lo que permite teper una fuente de material
antigénico disponible para su purificacién y su

caracterizacisén.

Una importante cantidad de trabajos en varias especies de
animales apovan estos puntos. Dunbar y cols. (1981) inmunizaron
algunas conejas con ZP porcina v a otras con ZP de coneja vy
posteriormente fueron inseminadas artificialmente. Detectaron
anticuerpos contra ZP y en todos los casos hubo infertilidad.
Encontraron que la inmunizacién con ZFP porcina fué mids efectiva
en reducir la fertilidad que la que se hizo con ZP de coneja.

Gibson v colaboradores en 1985 realizaron una inmunizacidén pasiva

i1



en conejas: inyectaron' AcMc vy policlonales contra  2ZIP v

encontraron que la fertilidad se redujo en ambos casos.

Sacco et al (1987) inmunizaron 50 hembras de monos ardilla
con el components 55K de la ZP de cerdo que después fueron
apareadas. Ninguna hembra inmuriizada quedé prerada y aunque
ocurrieron algunos disturbios en las funciones del ovario, estos

efectos fueron reversibles.

En el laboratorio de Biologia Celular 48 la UAMI se
produjeron AcMc contra el componente 55K de la ZP porcina. Se
determiné que son sspecificos contra sste componente (Rodrigusz,
1984), que son tejido-sspecificos, que no presentan reaccién con
corazén, higado, pulmén, rifién y estroma ovarico de cerdo, y que

cruzan con ovocitos de conejo pero no con los de rata o ratén

(Fierro, 1986).

Continuando con estos estudios, se produjeron AcMc contra ZP
completa solubilizada. Se obtuvieron seis Liquidos Asciticos (LA)
ricos en AcMc. En la presente tesis se realizé la caracterizacidn
de estos LA mediante una prueba inmmunolégica llamada Western Blot
(Towbin et al, 1979) para determinar contra cuadles glicoproteinas
se encuentran dirigidos. En esta técnica, después de separar los
componentes glicoproteicos de la ZP por electroforesis se
transfieren a papel de nitrocelulosa para realizar una prusba
inmunolégica: o1 papel se incuba con el LA y después se hace un
lavado "para eliminar los Ac que no se unieron a ningan componente
de la ZP. A continuacién, para poder observar los componentes que

fueron reconocidos por los Ac, ol papel es tratado con un Ac
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anti;IgG‘deJraféh'cbhjugéapfa una pérdkiaésa;qUa'aI contacto. ‘con

‘a-élofof1+naff6ifdé”un§ c6io%ébi6n‘Parpufa.

CDmO' los LA émpleados en esta tesis ' fusron producidos
previamente en el laboratoric de Biologia Celular de la UAMI, se

describe a continuacién como se obtuvieron,

A ratones de 1la cepa BALB/c se les aplicé una primera
inyeceisén del antigeno (ZPc solubilizada) por via
intraperitoneal. Despuéds de transcurridos treinta dias se dié una
hiperinmunizaciém con el objeto de incrementar la poblacién de
células productoras; tres dias después de esta segunda
inmunizaciaén se hizo la fusion celular por medio de
polietilenglicol entre linfocitos del bazo de estos ratones con
células do mieloma de ratén de la linea P3X63AG8B.653, la cual
ademas de no secretar inmunoglobulinas, es deficiente en la
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT),
(Kearny et al. 1979). Esta enzima se requiere para una de las dos
vias do sintesis de nuclesctidos. la llamada via de salvacisén, por
lo que las células de mieloma sélo pueden utilizar la via "de
novo'" para esta sintesis. La via "de novo" pusde ser bloqueada
con aminopterina (andlogo del é;ido félico) con lo cual sélo 1las
células que se hibridicen (hibridomas), al compartir su carga

genética, podran subsistir en un medio con aminopterina.

Basados en lo anterior, 1los hibridomas asi como las células
de mieloma y 1los linfocitos que no se fusionaron (sélo una
minoria de las células se fusionan) se colocaron en un medio con

hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) que permitic solamente
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la proliferacisn: de células.higr;das7;;;&1£;ntesVderlarfﬁsién de
un ‘célula de mieloma con una de bazo. Después se colocaron las
células en cajas de cultivo de 96 pozos. Se usaron timocitos de
ratén como células acompafantes con‘la finalidad de tener >una
densidad celular adecuada para 1la proliferacisén de los
hibridomas, ya que se ha observado que cuando la densidad celular

8s baja la proliferacién es poco activa.

Aproximadamente dos semanas después de la fusién, el
sobronadante de los pozos en donde se desarrollaron colonias de
hibridomas se probd con un ensayo inmuno-enzimatico en fase
sélida conocido con el nombre de ELISA, para detectar 1la
presencia de anticuerpos.

Las células de los pozos Pbsitivos al wensayo ELISA se
clonaron en placas de cultivo de 96 pozos con una a diez células
por poz2o. Upa wvez desarrolladas las colonias de células,
nuevamente se les practicé la prueba de ELISA. Esta accion se
repitié varias veces hasta obtener entre un B0 y un 100% de pozos
positivos para asegurar que se +tenian lineas estables de
hibridomas productoras del anticuerpo. Posteriorments, los
hibridomas se expandieron a botellas de cultivo para obtener
varies millones de ellas. Heche esto, aproximadamente dos
millones de células se inyectaron a ratones - que habian sido
previamente inyectados con un aceite mineral para estimular la
formacisn de tumores asciticos. Entre 20 y 30 dias después de
inyectados los hibridomas, se aprecié ya la presencia del +tumor
ascitice. E1 LA se extrajo de los animales y se congelé a =70

grados centigrados hasta su uso.
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OBJETIVO GENERAL.-

Realizar 1la caracterizacidn de AcMc producidos en'contra des
la ZP de ovocitos de ce¢erdo por medio de la +técnica de

Inmunotransferencia en papel de nitrocelulosa.

OB JETIVOS ESPECIFICQOS.-

Determinar las familias de glicoproteinas de la ZP que son

reconocidas por los AcMc producidos en contra de ella.

Demostrar si estos AcMc s® encusniran dirigidos contra 1la

regién proteica o la regisn glicosidica de la ZP.

HIPOTE®STIS.-

Dado que la inmunizacién fué realizada wutilizando ZP
completa de ovocitos de cerdo y que la macromolécula
glicoproteica 55K es el componente mayoritario en ésta., 1los AcMc

producidos reconocerdn principalmente a la macromolécula 55K.

Por otro lado, debido a que las proteinas presentan uha
mayor inmunogenicidad que los carbohidratos, los AcMc producidos
estaran dirigidos contra la regién proteica de las familias de

glicoproteinas que constituyen a la. ZP.
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MATERIAL Y METODOS.~
OBTENCION DE OVOCITOS.

Se colectaron ovarios de cerdo en sl rastro v se almacenaron
en congelacién a -70°C. Para la obtencién de los ovocitos, los
ovarios fueron descongelados y posteriormente macerados en un
procesador de alimentos. E1l macer;do se filtré a través de varios
recipientes con mallas de nylon de diferente tamafo de poro:
1000, 200, 150 y 85 um, los restos de tejido ovdrico quedaron
atrapados en los tamices de 150‘pm o mayores, mientras gue los

" ovocitos pasaron por éstos, quedando atrapados en el tamiz de 85
Mm va que su tamafio es de 140 pm. Para asegurar que los ovocitos
llegaran hasta el tamiz de 85‘pm, los tamices de 1000, 200 v 150
Mm se enjuagaron varias veces con una solucién amortiguadora de
fosfatos con EDTA (PBS-EDTA) (ver apéndice). Después, el tamiz de
85 um se lavé con este amortiguador a presién con una jeringa,
para eliminar células de la corona radiada y restos de tejido

ovarico que pudieran haber llegado hasta este tamiz.

Los ovocitos se pasaron a una caja de Petri. Se colocé el
tamiz de Bs‘ym invertido sobraiésta y 88 enjuagd con PBS-EDTA a
presidn. Se reviss al microscopio estereoscépico vy en caso de que
aun se encontraran contaminantes. la solucién amortiguadora con
los ovocitos se pasaba una segunda vez por los tamices de 150 vy

lepm.
OBTENCION Y SOLUBILIZACION DE LA ZP

Los ovocitos se homogeneizaron en un aparato manual Potter-
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Elvehjem. Se subio y bajé el émbolo varias veces . De esta manera
estallaron 1los ovocitos y éuadaron sélo los "fantasmas" (ZP) de

ellos en una solucién con los restos de los ovocitos.

El bhomogeneizado se filtrsé en una malla de 40 Hm  para
separar la IP de los restos de los ovocitos. Los fantasmas
quedaron atrapados en 1a malla que a continuacién se enjuagd con

unas gotas de agua destilada para eliminar el exceso de sales.

La malla de 40)um con las ZP se colocéd en un criotubo con
0.5 ml de_bicarbqnato de amonio 0.5 mM v se mantuvo en bafo de
- agua a 70° C durante 30 min para su solubilizacién.
Posteriormente la malla se exprimid contra la pared del tubo con
unas pinzas de diseccidn y se enjuagd con unas gotas de agua
dastilada. MNuevamente se exprimid la malla para tener ol minimo

de pérdida de proteina.
CUANTIFICACION DE PROTEIMAS

Para 1la cuantificacién de proteina presente en las muestras

de ZP solubilizada se empleé el método de Lowry y cols. (1951).
SEPARACICON DE LOS COMPONENTES DE LA ZP

Los componentes de esta estructura se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) vy por
electroforesis bidimensional.

Eleoctroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Se prepard gel de corrimiento al 7-12% (ver apéndice) y se

colocséd en una camara de vidrio de & por 11 cm con separadorses de
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teflidén de 1.5 mm de espesor hasta una altura de 7 cm. Se cubrisg
con isobutanol para una Eépida polimerizacién. .Unak vez que
polimerizé, se colocé un separador de teflén para formar carriles
(peine) y se agregd el gel de compactacion.

Cuando ocurrid la polimerizacidén, se quitaron el peine y sl
separador de la base y se enjuagé el gel con agua destilada. Se
colocé la camara con el gel en un aparato para electroforesis
vertical y se llenaron los reservorios superior e inferior con
solucién amortiguadora para electrodos.

Se prepararon las muestras de la siguiente forma: a dos
volumenes de la muestra de proteina en SDS al 2% se les afadisdo un
volumen de solucidn amortiguadora para mﬁestras de proteina (SFB)
3X (ver apéndice), y se dejoé hervir por uno o dos minutos.

Se colocaron las muestras en los carriles (16)41 por carril
con 5C - 100_yg de proteina) vy se degjaron correr a 100 ¥V durante
4 hrs aproximadamente, hasta gque el frente se encontrd un
centimetro antes del final del gel,

Cuando el objetivo de la electroforesis fué analitico, los
geles se tiferon con azul de Coomasi® de acuerdo con la técnica
de Fairbanks (1971) : se pusieron toda la noche en la solucidon A
(ver apéndice), cuatro horas en la solucion B y finalmente en
&cido acético al 10% hasta que las bandas de proteina se

apreciaron claramente.
Electroforesis bidimensional (0’'Farrell, 1975).

Primera dimemsidn.

S8 prepararon 5 ml de gel para Isoelectroenfoque (gel 1EF)
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(ver apéndice). Esta solucién se colbcé en un tubo de vidrio de
0.5 cm de didmetro y 12 de iargo (cubierto 8n uno de sus extremos
con parafilm) hasta una altura de 10 cm , se cubrid la solucién

con isobutanol y se dejé polimerizar.

Para preparar 1la muestra, se anradié un volumen igual de

amortiguador de lisis con 2-mercapitoetanol.

El tubo con el gel IEF se colocéd en un aparato para
electroforesis vertical. Se llené el recervorio superior (catodo)
con solucidén amortiguadeora bdsica (NaOH 0.02M) vy el inferior
{4nodo) con solucién amortiguadora 4acida (&cido fosférico
0.0iIM). Con una microjeringa se colocé un volumen de la muestra
de ZP con 150 - ZOO.FE de proteina y se corrié el IEF por 17
horas con un voltaje constante de 300 V. Después se ajustée a 500
v por una hora mas, para que las bandas <quedaran bien

delimitadas.

Se inyectd solucién de equilibrio (ver apéndice) entre ol
g8l vy el vidrio para sacar el gel IEF del tubo y se dejé en esta

solucién durante media hora
Segunda dimensian

Se preparé gel de corrimiento al 7% y se colocdé en una
camara de vidrio de 146 por 11 cm con separadores de teflén de 1.5
mm de espeésor hasta una altura de 7 cm. Una vez que polimerizo el
gel de corrimiento, se preparé gei de compactacidén y se colocd

encima de éste y se espers a que polimerizara.
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El gel del 1EF se colocéd sobre 8l gel de compactacisn y se
le dié un bano de agarosa.al 1% para mantenerlo en este 1lugar.
Esta placa se colocd en un aparato para electroforesis vertical,
se llenaron 1los reservorios superior e inferior con solucién
amortiguadora de electrodos y se corrié con un voltaje de 75 V
mientras el frente se encontraba en el gel de compactacién y con
100 Y una vez que pasé al daa corrimiento, durante 4 hrs
aproximadamente, hasta que el frente se encontré a 1 cm del final

del gel.

Cuando el objetivo de la electroforesis fué analitico, al
finalizar el corrimiento se realizé una tincion con azul de
Coomassie.

CARACTERIZACION DE AcMc MEDIANTE
LA TECNICA DE INMUNOTRANSFERENCIA
EN PAPEL DE NITROCELULOSA ("WESTERN BLOT").

El primer paso para ol "western blot”" es +transferir las
proteinas que han sido separadas electroforéticamente a un papel
de nitrocelulosa (nc). Fara esto, se recorté un pedazo de papel
d® nc con las dimensiones del gel de corrimiento y se puso en
agua destilada. Una vez que se hidraté se colocd sobre una fibra
de cocina Scotch-Brite de 12 por 8 cm. Encima del papel se colocé
el gel de corrimiento donde se realizé la segunda dimemsidn de la
electroforesis vy se cubrié con otra fibra. Este "emparedado" se
prensé con dos placas de acrilico multihoradado para asegurar que

el geal vy o1 papel se mantuvisran juntos durante la transferencia.

E1l emparedado con el gel y el papel se colocsé en la camara

para transferencia de proteinas con el gel del lado del catodo.
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Se llensd la camara con solucion amortiguadora para transfersncia

Y se conects la fusnte de poder a 65 V por una hora.

Al ensayar la técnica, para comprobar si la transferencia

habia sido correcta, el papel se tifé con negro amido.

Para realizar la prusba de inmunorreactividad, se bloques el
parel durante 3 horas en solucién amortiguadora en tris-—
hidroximetil aminometano y azida de sodio (TBS—-Azida) con 5% de
leche libre de ¢grasa. Con el blogqueo se evita la unidén
inespecifida de Ac al papel de nc. Posteriormente ss ipcubs
durante 15-17 horas con el liquido ascitico diluido 1:10 con

solucién blpogqueadora.

Se lavse el papel con TBS-Tween media hora con 4 cambios de
solucidn. A continuacidn, el papel se incubé durante 2 horas con
anti—Ig6 de ratén conjugado a una peroxidasa de ribano diluida al
0.2% en TBS con leche al 1% , Al terminar esto, se hizo un lavado

con TBS-Tween media hora con dos cambios de solucion.

Finalmente, el papel se incubé en una solucién de 4-cloro-1-
naftol en TBS con perdxido de hidrégeno preparada al momento para
revelar 1los Ac unidos a la proteina. Una vez que se formé
suficiente color se detuvo la reaccién mediants un lavado con
agua por 1-2 min para evitar la formacién de color en el fondo.
CARACTERIZACION DE AcMc
MEDIANTE LA TECNICA DE "DOT BLOT".

Se recortaron pedazos de papel de nc de 0.8 por 2 cmy se

hidrataron en solucidén amortiguadora de transferencia. Se dejé
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secar a temperatura ambiente. Se colocd una gota de antigeno a
cada papel con 2-6‘yg de proteina, se esperd a que secara al
aire v se bloquedé con TBS con 5% de leche sin grasa por 15-20
horas. Después se incubaron 1los ‘papeles con los 1liquidos
asciticos diluidos 1:10 con TBS-Tween por una noche. Se sliminé
ol exceso de LA con un lavado durante media hora con TBS—tween

con 4 cambios de solucién amortiguadora.

Los papeles se incubaron 2 horas con el conjugado
peroxidasa—Anti 1g6G diluido al 0.2% con TBS-1%X de leche, se lavé
con TBST media hora con dos cambiocs de amortiguador y se revels
con 4-cloro—-l-paftol fresco en TBS con perdxido de hidrégeno.
Cuando las manchas pudieron verse claramsente se lavé con agua

destilada por 2 min.

RESULTADD®OS.

En el rastro ABC de Texcoco se tuvo acceso a las visceras de
los cerdos sacrificados. Se cortaron los ovarios de las +trompas
de falopio. Dos o tres personas en cada sesidén de aproximadamente
3 horas pudieron colectar de 200 a 300 ovarios en buenas
condiciones. Se seleccionaron los ovarios que tenian una mayor

cantidad de foliculos (fig. ).

Con respecto a 1la obtencién de ZP, en cada sesién con
duracion de 4 hrs a partir de 100 ovarios se obtuvieron alrededor
de 350 pg de ZP solubilizada, 1lo que representa un rendimiento

aproximado de 100 ovocitos obtenidos por cada ovario (fig. 2).
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E1l1 macerado de 1los ovarios mediante el procesador de
alimentos se resalizé procufando que 165 fragmentos de ovario no
tuvieran un didmetro menor a 5§ mm, ya que cuando &l macerado es
excesivo se produce una gran cantidad de restos de tejido que
tapan las mallas y esto hace que el numero de ovocitos obtenidos

sea escaso.

La homogeneizacién de 1los ovocitos fué enérgica para
asegurar que la mayoria de los ovocitos estaliaran y <quedaran

solamente sus "fantasmas" (figura 3).

Mediante electroforesis bidimensional se separaron los
componentes de la 2P de ovocitos de cerdo eon condiciones de
reduccién (fig. 4). Durante el IEF fué muy importante aumentar el
voltaje durante la altima hora ya que de esta manera se obtuvo
una muy buena definicién de l1as bandas. Para la segunda dimensién

sS® usé un gel al 7%. E1l componente 25 K sn un gel con esta

concentracién migré con ol frente y no fué posible observarlo.

Se logre una adsecuada transferencia de proteinas del gel al
papel al realizarla a 65 V por upa hora. Esto se observé al tedrir
el papel con negro amido. T;mbién s® determind que muy poca
proteina se quedaba en el gel mediante tincién con azul de

Coomasie después de la transferencia.

El "western blot" de seis LA contra los componentes de la ZIP
de ovocitos de cerdo resueltos por electroforesis bidimensional
en condiciones de reduccidén (90, 65 y 55 K) reveld que ningan LA

reacciona positivamente contra éstos.

23



Mediante '"dot blot" se probd que los LA "son. fupcionales:

todos éstos reaccionan positivamente contra ZP completa
solubilizada. También por medio de esta técnica se encontré, de
acuerdo con 1o obtenido por ”westerﬁ blot", 4que estos LA no

reaccionan positivamente contra el componente 55K purificado por
electroforesis bidimensional y eluido en la Universidad de

California en Davis (UCD), EUA (fig. 5).

Hasta eoste momento se sabia que los LA eran funcionales,

peroc no se conocia contra qué componentes o familias se

encontraban dirigidos.

Para esto, se hicieron electroforesis SDS-PAGE con ZIP
completa desglicosilada (la desglicosilacién se realizé con el
4cido trifluorometansulfénico en 1la UCD). De este modo se
separaron las familias de proteinas 37 vy 40 K asi como el
componente 68 K (fig. 6) vya que mediante electroforesis de este
tipo con ZP completa solubilizada no es posible separar a 1los
componentes de la ZP. Una adecuada separacién se consiguié en
geles al 12% de acrilamida, vya que en concentraciones menores la
familia 37K migra con el frente y de esta manera es muy dificil

observaria,

Posteriormente 1los seis LA se probaron contra las familias
37 y 40K, vy contra el componente é6BK mediante 1la técnica de
"western bloi". Se encontré una reaccién positiva intensa con

la familia 37K y una muy débil en la regién correspondiente al
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componente 68K, no existiendo reaccién con la familia 40K (figura

7).

Ahora <surgia la siguiente pregunta : ¢ porqué los LA no
reaccionan con el componente 55 K si la familia 37 K &s parte de
éste?. Una diferencia importante entre el "western blot” contra
los componentes de la 2ZP resueltos por electroforesis
bidimensional vy el "western blot"” contra los componentes de 1la

ZPDG resueltos por SDS-PAGE es la preparacidén de las muestras, va

que en el primero se empled el agente 2-mercaptoetancl. Este
agente rompe puentes disulfuro tanto intercatenarios como
intracatenarios, de modo que cuando se emplea se pierde la

conformacién de los componentaes de la ZP que se encuentra

determinada por dichos puentes.

Considerando 1lo anterior se pensé en la posibilidad de que
los AcMc probados fueran del tipo conformacional y no secuencial,
es decir, que reconccieran una estructura tridimensional
determinada por puentes disulfuro, Yy no upa secuencia de
aminodcidos. Para probar ésto, se realizéd un "western blot”
contra los componentes de la ZPDG reducidos con 2-mercaptoetanol
con una concentracién del 2.5% én la muestra preparada, idéntica
a la que se empled ®n las muestras resusltas por electroforesis
bidimensional. En este caso., 1la reaccién apenas pudo observarse

(dato no mostrado).
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FIGURA 1~

OVARIO DE CERDOD

Se observa
ovocito. 100X.

FIGURA 2

QUOCITO OBTENIDO DE OVARIOS DE CERDO

la

P

como una capa semitransparente que
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FIGURA 4

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE ZP

DE OVOCITOS DE CERDOC

en los que se realizé IEF fueron colocados

segunda
constitutivas

en placa para llevar a cabo una
Se muestran las glicoproteinas
de reduccisén. A = B85 K, B = 65 K vy
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FIGURA 5 °
LIQUIDOS ASCITICDé PROBADOS MEDIANTE DOT BLOT

VS ZP COMPLETA SOLUBILIZADA Y US EL COMPONENTE 55 K

DOT BLOT

L10UIDOS ASCITICOS SUERO
PROBADOS PRE INMUNE

ZIPCs
[] LA )
55K

FIGURA &

ELECTROFORESIS SDS—-PAGE DE ZP DESGLICOSILADA

) i 3. 4 s s T. 08
- GBI
HEKD .
40k
37K e ¢39K

Carriles 1 y 2, albumina sérica de bovino (usado como referencia,
con PM de &6K). Carril 3, familia 37 K. Carril 4, familia 40 K.
Carril 5, ZP completa desglicosilada. Se observan las familias 37
Yy 40 K; 8l componente 68K no se observa claraments en esta

fotografia. Carril 7, anhidrasa carbénica (39 K) e inhibidor de
tripsina (27 K) usados como referencia.
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FIGURA 7

+ LIQUIDOS ASCITICOS FROBADOS CONTRA ZP

COMPLETA DESGLICOSILADA hEDIANTE WESTERN BLOT

Se muestra reaccién después de estar en contacto con Anticuerpos
y cloronaftol. 1 = Suero preinmune. 2 = anticuerpo policlonal
contra ZP completa. Se observa reaccion contra las familias de
proteinmas 37K y 40K, vy contra el componente &8K. 3 a 8 =
distintos anticuerpos monoclonales contra ZP completa dilucién
1:10. Aunque la familia 40K y el componente 6BK estan presentes
no son reconocidas por los AcMc.
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D ISCU sx N
Eh 81 presente trabajo se logré la caracterizacién de seis
LA ricos en AcMc contra la ZP de ovocitos de cerdo. Las técnicas
de ‘"western blot” vy "dot blot" empieadas para determinar> su
especificidad macromolecular muestran que todos los LA probados
se encuentran dirigidos contra 1la parte proteica de las

glicoproteinas que constituyen a la ZP dado que cruzan contra ZP

desglicosilada.

Cuando se separaron las familias de proteinas 37K, 40K v el
componente 68K a partir de ZP desglicosilada mediante
alectroforesis vy se probaron los LA mediante "western blot" se
encontré una reaccidén intensa con la familia de proteinas 37K vy
una cruza muy débil en la regién correspondients al components

68K, no existiendo reaccisén contra la familia 40K.

La débil reacciéH que se observso en la region del componente
68K seguramente se debe a que durante la desglicosilacién de 1la
ZP se forman agregadns de los componentes 37 y 40K (Hedrick vy
Wardrip, 1987) que durante 1la separacién electroforética
comigran con la 68 K, de manera que la débil reaccidén observada
contra este components puede ser debida a contaminacién con la

familia 37 K.

En los resultados también se observa que los AcMc no cruzan
contra el componente 55K separado por electroforesis
bidimensional ya sea en dot blot o en western blot. Debido a que

si lo hacen con la familia 37K, se esperaria que 1o hicieran

también con o1 componente 55K ya que éste se encuentra formado
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por las familias 37 y 40K unidas madiénte'carbohiﬁratos.

Esto llevé a pensar que los -AcMc probados son
conformacionales, es decir, que  reconocen upa estructura
tridimensional de la ZIP que bajo las condicicones en las que se

realiza la electroforesis en dos dimensiones se perderia.

La ZP porcina estad constituida en un 71% de proteinas que en
su forma nativa tienen un arreglo en el espacio determinado por
las interacciones que existen entre los aminoacidos que
las consti{uyen. Tales interacciones pueden ser débiles (del tipo
no covalente) o fuertes (covalentes): en este caso se encusptran
los llamados puentes disulfuro que se forman por oxidacién entre

los aminodcidos cisteina.

Durante la solubilizacidén de 1la ZP, la separacisén
electroforética y 1la transferencia a nitrocelulosa se emplean
diferentes agentes que causan su desdoblamiento Yy
desnaturalizacién dentro de los cuales se incluyen detergentes
{como e} SDBS y el NP-40), calor y compuestos como la urea dque
rompen los enlaces no covalentes, asi como agentes reductores
como el 2-Mercaptoetanol que rompen los puentes disulfuro

convirtiéndolos en grupos sulfhidrilo (-SH) de cisteina.

En este trabajo los AcMc se probaron inicialmente contra los
componentes de la ZP de cerdo separados mediante electroforesis
bidimensional. Para esto se l emplearon tanto agentes
desnaturalizantes que rompen interacciones no covalentes (calor,

NP-40, urea, SDS) asi como covalentes (2-Mercaptoetancl); en este
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caso, no hubo reaceién contra ninguno de los componentes.

Posteriormente se probaron mediante la técnica de 'dot blot"
directamente contra ZP solubilizada. Se encontré ahora una
reaccién intensa (figura 8). Taméién se encontré mediante
"western blot" una reaccién intensa contra la 37K al probarse los
LA contra ZP completa desglicosilada (figura 7). En este caso,
como en el anterior, los LA se probaron contra la ZP
desnaturalizada exclusivamente con agentes que rompen enlaces no
covalentes. En cambio, cuando se probaron contra los componentes
de la ZIP .separados mediante electroforesis bidimensional se
empleéd ademis un agente que rompe enlaces covalentes del tipo de

los puentes disulfuro, el 2-mercaptostanol.

Para observar directamente el efecto del 2-Mercaptoetancl se
realizé un "western blot" en el que los LA se probaron contra las
familias de ZPDG separadas mediante elsctroforesis SDS-PAGE con y
sin este agente. El resultado {no mostrado) fué que en efecto,
tuando se reducen las familias de la ZP el reconocimiento por los

AcMc es casi nulo.

Esto 1lleva a pensar que los AcMc probados reconocen una
estructura +tridimensional de la ZIP que se encuentra determinada
por puentes disulfuro, de tal forma gue cuando se rompen mediants

ol agente 2-Mercaptoetancl deja de existir la reaccion.

Betancourt Y cols. (1989) plantean que el estado
conformacional del inmunégeno empleado determina el tipo
{conformacional o secuencial) de anticuerpos monoclonales

producidos. Estos autores obtuvieron AcMc conformacionales sélo
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con lineas inmunizadas con ZP solubilizada. Las lineas
inmunizadas con el componente 55K purificado que fué

desnaturalizado y reducido produjo AcMc secuenciales.

Lo anterior estd de acuerdo con la idea de que 1los AcMc
probados en este +trabajo sean conformacionales vya <que como
inmunégeno se empled ZP solubilizada. Estos AcMc podrian ser
empleados con la finalidad de prevenir la fertilizacién tanto in
vitro como ipn vivo con una gran probabilidad de que fueran
efectiuos.' va que el componente 55K induce la reaccioén acrosomal
en espermatozoides de cerdo (Berger et al, 198%a) vy quiza una de
las dos familias que constituyen a este componente (la familia 37
K o la familia 40K) sea andloga en funcién al componente ZP3 de
la ZP de ratén {Hedrick y Wardrip, 1987), la cual funciona como
receptor al espermatozoide e induce la reaccidén acroscmal (Bleil
y Wassarman, 1980). Datos preliminares indican que la familia 40K
pueds tener actividad de receptor. Sin embargo, la funcién de los
carbohidratos estad por dilucidarse tanto para la familia 37K como

para la 40 K (Yurewicz st al, 1988).

Al parecer, la actividad receptora de la ZP3 en IP de ratén
se debe al oligosacarido N;acetil—glucosamina {Florman Yy
Wassarman, 19823 ) v la glicoproteina 55 K es el componente de la
ZP de cerdo que contiene mavor cantidad de residuos de N-acetil-
glucosamina (Hedrick y Wardrip, 1986). Y aunque los AcMc probados
en este trabajo se encueniren dirigidos contra la familia 37 K
que por si sola no induce la reaccién acrosomal (Berger et al.

198%a), y se encuentran dirigidos contra la regisén peptidica y no
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contra la regidén glicosidica, 1la inhibicién de la unién de
espermatozoides seguramanté ocurriria debido a que la -unidén de
AcMc (que tienen un tamafio relativamente grande) cerca de los
sitios de unién de esspermatozoides puede bloquear estos sitios

(Berger et al, 198%b).

En 1a actualidad numerosos estudios en varios laboratorios
han demostrado 1o altamente inmunogénica que es la ZP y han
producido anticuerpos monoclonales y policlonales que han
mostrado tener un gran poder anticonceptivo (Gibson vy cols..

1985; East E Dean, 1986: Sacco y cols., 1987).

Con la demostracién de gque la ZP humana vy la porcina.tienen
antigenos <que cruzan inmunolégicamente, un mayor énfasis  fué
dirigido hacia el uso de ZP de cerdo como base para el desarrollo
de una vacuna anticonceptiva con aplicacién en humanos. De esta
manera se han realizado inmunizaciones en diferentes especies
animales tanto pasivas como activas empleando, respectivaments,
P completa, sus familias o componentes © bien AcMc =)

policlonales dirigidos contra cualquiera de éstos.

Algunos trabajos, sobre todo en conejo. muestran que una
inmunizacién activa con ZP de cerdo produce alteraciones en los
perfiles hormonales y una reduccién drastica en el namero de
foliculos (Dunbar & Wood, 1981; Skinner y cols., 1984). Sin
embargo otros reportes indican que no se producen estos efectos o
bien que no son tan severos y 4ue 56n reversibles (Drell y cols.,

1984; Sacco y cols., 1987).
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‘Esta controversia +trae como -consecuencia una serie de
investigaciones encaminadas a buscar el inmunégeno de la IP
porcina que produzca anticuerpos gque causen infertilidad

reversible sin que ocurran efectos seguhdarios {Sacco, 1987)..

Una vez que este componente haya sido identificado vy
caracterizado podrd ser producido en gran sscala con ayuda de la
tecnologia de ADN recombinante con la que s® clonaria Y

expresaria el gen o la regién que codifica para éste componente

(Ringuette, 1986).

Pero independientemente de que los AcMc puedan ser empleados
o no en un futuro con la finalidad de controlar la natalidad en
humanos, no cabe la duda de su importancia en ®1 estudio de las

funciones de la ZP y del fenémeno de la fertilizacidén en general.
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. APENDICE
(soluciones)

Solucién amortiguadora PBS-Citrato—-EDTA.

NaCl 279.56 g
Na,HPOy B.66 g
EDTA 2.98 ¢
Citrato de Sodio 2.32 g
Azida de Sodio 0.B g

Ajustar el pH a 7.3 con HCl y aforar a 4 litros con agua destilada

Soluciones madre para Iscelectroenfoque (IEF)
Acrilamida IEF 30 %
acrilamida(Bio-Rad) 28.38B g
bis-acrilamida 1.62 g
aforar a 100 ml con agua destilada.
Solucién amortiguadora acida 10X (Anodo)

Acido fosférico 6.8 ml
agua dest. 993.0 ml

Solucién amortiguadora bisica 10X (Catodo)
NaOH 8 g

Agua dest. aforar a un litro

Amortiguador de Lisis (papa preparar las muestras de ZIP).

urea 0.57 g

anfolitas 50.0 ul°
NP-40 10% 100.0 ul
mercaptoetanol o agua 50.0 ul
agua 380.0 ul

Agarosa al | % (para la segunda dimensién).

agarosa 1.0 g
tris-HC1 pH 6.8 12.5 ml
SDS 10% 1.0 ml
Agua dest. aforar a 100 ml

Calentar en bako de agua hasta que se disuelva agitando
continuamente.
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Solucidén de equilibrio

tris-HCl 1M pH 4.8 1.6 ml
SDS 10% 5.0 ml
glicerol 2.5 ml
mercaptoetanol o agua 1.25 ml
azul de bromofenol 0.05% 0.25 ml

Soluciones madre para SDS—-PAGE

Solucién amortiguadora de slectrodos SX

Tris &£0.55 g
Glicina 288.40 g
SDS 20.00 g
Agua dest. | aforar a 4 litros

Acrilamida 30 %

acrilamida (Sigma) 60.0 g
bis—acrilamida 1.6 g
Agua dest. aforar a 200 ml

Tris-HCl C.25M pH 6.8

tris 3.03 g
Agua dest. aforar a 100 nml
ajustar el pH a 6.8 con HCI
Tris-HC1 1M pH 6.8

tris 12.1 g
agua dest. aforar a 100 ml
ajustar el pH a &.8 con HC1
Tris-HCl 1.5M pH B.8

tris 36.3 g

agua dest. aforar a 200 ml
ajustar el pH a 8.8 con HCl

Azul de Bromofenol 0.085%

azul de bromofenol 0.025 g
agua dest. 25.0 ml
etanol 25.0 ml
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Solucidén amortiguadora para . muestras de proteina (SFBVEX)_

tris-HCl1 IM pH 6.8 0, 188 ml
SDS 10% 0.2 ml
gliceroil 0.43 ml
mercaptoetanol o agua 0.15 ml

azul de bromofenol 0,05% ©0.03 ml

Preparacién de gel para IEF "~

Ursa 2.75 g
Acrilamida 1EF 30% 0.67 ml
anfolitas 0.25 ml
NP-40 10% 0.50 ml
agua dest. 1.50 ml
APS 10% 33 Fl
Desgasificar 5 min.

. TEMED Zz‘yl

Preparaciéon de gel de corrimiento para SDS-PAGE

7% 12%

acrilamida 30% 5.83 mi 10.0 ml
agua 12.5 ml 8.36 ml
SDS 10% 0.25 ml 0.25 ml
tris 1.5M pH B.8 6.25 ml &.25 ml
APS 10% 160 ).11 160 ).11
desgasificar 1 min.

TEMED 30 ul 30 ul

total 25 ml 25 ml

acrilamida 30% 1.0 ml
agua dest. 3.8 ml
SDS 10% ’ 0.1 ml
tris HC1l pPH 4.8 5.0 ml
APS 80 ).11
desgasificar | min

TEMED 12 ).11
total 10 ml

Solucisdn Amortiguadora para transferencia de proteinas
( 10X )

tris 75.8 g
glicina 360.5 g
agua aforar a'2.5 litros
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Solucién amortiguadora de tris—hidroximetilaminometano

( TBS )
“trist . 4.84 g
NaCl 36 g
agua aforar a 4 litros

ajustar el pH a 7.4 con HC1.

Solucién amortiguadora TBS—Azida
Se prepara de la misma manera que la solucién TBS, sélo hay que
agregar 0.8 g de NaNj(azida de sodio).

Solucién amortiguadora TBS-Tween
Se prepara de la misma manera que la solucién TBS, s6lpo hay <que
~ agregar 4 ml de Tween.

Reactivo de cloronaftol

Se mezclan inmediatamente antes de su uso:
30 mg de cloronaftol en 10 ml de metanol

50 ml de TBS
50 ul1 de agua oxigenada.

Fe7) TEMS M9 BEBE
m\iﬁg B ik sililTECA
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