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RESUMEN

El cancer de colon es uno de los principales tipos de cancer que contribuyen a la
mortalidad a nivel mundial. El consumo de prebidticos se ha relacionado con
efectos benéficos, ya que éstos llegan al colon generando gases y acidos grasos
de cadena corta (AGCC). E| objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del frijol
comun cocido (FC) (Phaseolus vulgaris L.) variedad Negro 8025 y su extracto de
polisacaridos (EP), sobre los niveles lipidicos en un modelo de cancer de colon
inducido quimicamente con azoximetano (AOM), mediante la cuantificacién de
colesterol total (CT), triglicéridos (TG), lipoproteinas HDL y lipoproteinas LDL. La
mayor concentracion de colesterol y de triacilglicéridos (TAG) lo presenté el grupo
de tratamiento AOM + EP (97.98 + 1.66 mg/dl 9 y 4412 + 0.77 mg/dl,
respectivamente), mientras que los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
se disminuyeron considerablemente en este grupo (3.16 + 0.27 mg/dl) comparado
con el control (6.52 + 0.43 mg/dl). Los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) disminuyeron en los grupos de tratamiento de FC y EP (45.00 + 1.38 mg/ dl y
43.07 + 0.93 mg/dl respectivamente. También la expresion de IL-6, mostré
diferencia estadistica en los grupos de AOM + FC (57.78 + 2.1%) y AOM + EP
(92.38 + 2.3 %), en intensidad de pixeles respecto al control (100 + 2.8 %). Los
resultados sugieren que el FC y EP decrecen los niveles de LDL, en cancer de
colon por la posible accioén de los carbohidratos no glicémicos fermentables en el
intestino grueso.



I INTRODUCCION

El organismo esta continuamente expuesto a factores que incrementan el riesgo de
sufrir alguan tipo de cancer. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) el cancer fue la primera causa de mortalidad a nivel mundial en el 2007, en
donde la mayor parte de la mortalidad anual obedece a cancer de pulmoén,
estdbmago, higado, colon y mama. En México el cancer fue la tercera causa de
muerte, representé el 12.9 % del total de fallecimientos registrado en el 2006 por el
Instituto Nacional de Estadisticas, Geografia e Informatica (INEGI) tanto en
hombres como en mujeres. Uno de los principales tipos de cancer que contribuyen
a la mortalidad general anual es el cancer de colon, el cual, es uno de los tumores
mas frecuentes, ocupando el tercer lugar a nivel mundial con mas de 677, 000
muertes anuales en todo el mundo en el 2007 (OMS), mientras que en México
represent6 el 5 % y el 4.6 % en hombres y mujeres respectivamente del total de los
fallecimientos por tumores malignos en los datos reportados por el INEGI en el
2008. Se ha informado que el cancer de colon se atribuye a la accién de factores
dietéticos, genéticos, ambientales y/o relacionados con el estilo de vida y presenta
una mayor prevalencia en los paises que tienen una dieta de tipo occidental que
incluye una alimentacién rica en carne, grasa animal e hidratos de carbono refinado

y pobre en fibra.

La grasa de la dieta aumenta la concentracion en sangre de colesterol: Este es una
biomolécula de gran importancia bioquimica por su amplia distribucién en el
organismo ya que es precursor de una gran cantidad de esteroides, entre los
cuales se incluyen acidos biliares, hormonas corticosuprarrenales, hormonas
sexuales, vitamina D, glucésidos cardiacos y ademas forma parte de la
composicién de la membrana plasmatica, y lipoproteinas plasmaticas. Las
lipoproteinas juegan un papel muy importante en el metabolismo del colesterol y
una concentracién fuera de los intervalos de referencia de éstas en la circulacion
sanguinea, puede ocasionar un tipo de dislipidemia (alteracion en el metabolismo
de lipidos), como puede ser el descenso en los niveles de lipoproteinas de alta
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densidad (HDL, por sus siglas en inglés) y aumento de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, por sus siglas en inglés), que, acompaiiados de una
hipertrigliceridemia representa una dislipidemia de caracter aterogénico. Asi, el
mantenimiento homeostatico de los lipidos sanguineos (colesterol total (CT),
triglicéridos (TG), HDL y LDL) es importante, ya que el desequilibrio de éste puede
originar o acelerar el desarrollo de enfermedades crénicas degenerativas como la
ateroesclerosis, obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y el cancer.
Datos de la literatura informan que el cancer de colon puede deberse a un
incremento del colesterol en sangre. También se ha informado que un incremento
en la sintesis del colesterol a nivel local (colon) o sistémico (por parte del higado)

puede incrementar el riesgo y desarrollo acelerado del cancer de colon.

El frijol representa un alimento importante en la dieta de la poblacién mexicana
aportando cantidades apreciables de proteinas y carbohidratos, siendo éstos
ultimos a los que se ha atribuido la funcién prebibtica, en especial a la fraccion

indigestible de polisacaridos.

Por lo anterior, en el presente trabajo se realizé un perfil lipidico que incluyé la
determinacion de CT, TG, HDL y LDL en un modelo de cancer de colon inducido
quimicamente el cual nos permiti6 establecer una relacién entre los niveles de
dicho perfil y el cancer de colon en etapas tempranas, asi como la posible
quimioproteccién de una dieta rica en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Negro
8025 y su extracto de polisacaridos a un estado de inflamacién en este tipo de

cancer mediante la determinacion de la expresién de interleucina IL-6.



Il ANTECEDENTES

I1.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

[1.1.1 Generalidades

Uno de los principales componentes en la dieta para gran parte de las poblaciones
de paises en vias de desarrollo son las leguminosas, debido a que son una fuente
rica y econdémica de proteinas y calorias (Rehman y col., 2001). En México el frijol

representa hasta el 156% de la dieta normal (Osorio-Diaz y col., 2004).

El frijol comln (Phaseolus vulgaris L.), pertenece a la familia Leguminosae, es un
alimento basico en la dieta muchos paises de América Latina, Oriente, Sur y los
paises africanos (Aggarwal y col., 2004). México, como parte de Mesoamérica, es
considerado como uno de los centros de origen mas importantes de varios tipos de
frijol, entre los que destaca por su valor comercial Phaseolus vulgaris L., especie
donde se encuentra el frijol negro (Salinas-Moreno y col., 2005) el cual representa
cerca de 22% de frijol producido y se siembra en casi todas las regiones
productoras, aunque se consume principalmente en el Altiplano del centro y sureste
de México (Rosales y col., 2003). Para el 2008, se estim6 el consumo rural per
capita anual del frijol de 12 Kg (SAGARPA, 2009).

11.1.2 Componentes del frijol

El frijol, ademas de ser una buena fuente de proteinas y carbohidratos, es rico en
fibra dietética, tanto soluble como insoluble, se le considera una buena fuente de
vitaminas (Cuadro1), asi como de algunos minerales y de grasas no saturadas
(Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez, 1998).

El tratamiento térmico puede tener efectos diferentes en el contenido de fibra
dietética en los alimentos, ya que la coccion promueve el rompimiento de sus
componentes, ademas de propiciar la interaccién y enlace de éstas con proteinas y
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lipidos, generacibn de cambios cualitativos y/o cuantitativos que varian la
composicion total de la fibra dietética al comparar el alimento crudo con el cocido.
Dichos cambios en las leguminosas favorecen la biodisponibilidad de la fibra
dietética (Gonzalez, 2000).

Cuadro 1. Composicion del frijol (Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez, 1998).

Componente Composiciéon
Proteina 16-33
Fibra dietética (%)
Frijol crudo
Fibra insoluble 0.1-131
Fibra soluble 3.3-76
Frijol cocinado
Fibra insoluble 13.4-22.9
Fibra soluble 3.1-7.0
Acidos grasos (g/100g)
Linoléico 21-28
Linolénico 37-54
Vitaminas (mg/100g)
Acido félico 22-28
Niacina 1.16-2.68
Riboflavina 0.14-0.27
Tiamina 0.9-1.2
Acido fitico (mg/g) 22-28
Taninos (mg cat. eg/mg) 9.6-131.4
Inhibidores de tripsina 13-29
Oligosacaridos (g/100g)
Rafinosa 0.19-0.22
Estaquiosa 1.84-2.45




El frijol contiene varios componentes hidrocarbonados no glicémicos (resisten la
accion de la a-amilasa digestiva): almidén resistente, polisacaridos de la fraccién de
fibra dietética y oligosacaridos no digestibles (Goni y Martin-Carron, 2003). El
conjunto representa el 57.65% de la materia seca del alimento cocinado, siendo la
cascara de mayor contenido de polisacaridos celuldsicos estructurales (58.7% a
65%) y lignina (1.4% a 1.9%) (Srisuma y col., 1991). En el Cuadro 2 se muestra el
contenido de carbohidratos del frijol negro cocido, teniendo en cuenta su naturaleza
de glicémicos y no glicémicos, segln la clasificacion establecida por FAO/OMS en
1998 (Serrano y Gorii, 2004).

Como se indica en el Cuadro 2, el frijol negro cocido contiene un 4.5% de fibra
dietética soluble y 22.6% de fibra dietética insoluble (Herrera y col., 1998), sin
embargo para el cultivar Negro 8025 Feregrino-Pérez y col. (2008), informaron que
el contenido de fibra soluble fue de 6% e insoluble de 20% dentro de la cual 30.8%
es almidén resistente. En la fraccion de fibra dietética total se incluyen los
componentes propios de la fibra (polisacaridos no amilaceos y lignina) y otros
compuestos asociados de naturaleza no hidrocarbonada tales como taninos,
proteina fitatos. Todos estos componentes junto con almidén resistente,
oligosacaridos no digestibles y otros componentes de los frijoles, no son digeridos
en el intestino delgado y constituyen la fraccién indigestible del alimento, los cuales
pueden ser fermentados por [a microflora colénica (Saura-Calixto y col., 2000).

If.1.2.1 Componentes bioactivos del frijol

Los frijoles contienen varios componentes bioactivos que podrian ser responsables
de los efectos preventivos de cancer de colon (Serrano y Goni, 2004), entre los que
se pueden citar: fibra dietética, almidén resistente y oligosacaridos no digestibles, y
estos se han relacionado con la sintesis de acidos grasos de cadena corta
producidos por la fermentacion colénica (Finley y col., 2007). Cada grano de
materia organica de frijol produce aproximadamente 7.24 mmol de AGCC con un
perfil de fermentacion Acético: Propidnico: Butirico de 71: 12: 17 (Bednar y col.,
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2001), mientras que para el frijol P. vulgaris variedad Negro 8025, Feregrino-Pérez
y col. (2008), reportaron una proporcion de 79: 12: 9 para los mismos acidos. Las
diferencias podrian atribuirse a que se trata de diferentes variedades.

Otros componentes bioactivos del frijol, ademas de la fibra, son el acido fdlico,
magnesio, aminoacidos azufrados, taninos condensados, fitoestrégenos 'y
aminoacidos no esenciales, los cuales contribuyen a la prevencion y el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cancer (Rodriguez-Castillo y
Fernandez-Rojas, 2003).

Cuadro 2. Caracterizacion de carbohidratos de frijol negro cocido
(Serrano y Goiii, 2004).

Componentes (% materia seca) Referencia

Carbohidratos glicémicos

Glucosa libre 0.1 Bednar y col., 2001

Almidén total 429 Bednar y col., 2001
Almidén rapidamente digerible 7.5 Bednar y col., 2001
Almidén lentamente digerible 8.4 Bednar y col., 2001
indice glucémico 28 Foster y col., 2002

(pan blanco como referencia)

Carbohidratos no glicémicos

Fibra dietética total 27.0 Herrera y col., 1998
Fibra soluble 4.5 Herrera y col., 1998
Fibra insoluble 22.6 Herrera y col., 1998
Almidén resistente 26.9 Bednar y col., 2001

Oligosacaridos no digestibles

Rafinosa 0.40 Costa y col., 2001
Estaquiosa 3.23 Costa y col., 2001
Verbascosa 0.12 Costa y col., 2001




Se ha informado el consumo de frijol mejora los niveles de colesterol sanguineo y la
respuesta glicémica, efectos proporcionados por los carbohidratos no glicémicos
fermentables en el intestino grueso, tales como la fibra dietética, almidon resistente,
oligosacaridos no digestibles, los cuales se han considerado como compuestos

prebibticos (Serrano y Goni, 2004).

11.1.2.2 Compuestos prebiédticos

11.1.2.2.1 Definicién de compuestos prebidticos

Los prebiéticos se definieron en 1995 como ingredientes alimentarios no digeribles
que afectan de manera benéfica al hospedador estimulando el crecimiento o la
actividad de una o varias bacterias del colon (acido lacticas y bifidobacterias), y por
tanto mejoran la salud (Moral y col., 2003). Los criterios para definir un prebiético
seran por tanto: resistencia a la digestion en intestino delgado, hidrélisis y
fermentacion por la microflora colénica y estimulacién selectiva del crecimiento de
bacterias benéficas en el colon (Roberfroid, 2001). Se ha demostrado que la
proliferacion de bacterias benéficas (acido lacticas y bifidobacterias) mediante la
fermentacién de carbohidratos no digeribles, puede inhibir la colonizaciéon del
intestino por patoégenos, ejerciendo un efecto protector hacia los desérdenes
intestinales agudos o crénicos. La fermentacién de los prebibticos puede promover
algunas funciones fisiologicas especificas a través de la liberacién de metabolitos
de las bacterias en especial de los AGCC (acético, propionico, butirico y lactico,
entre otros) al lumen intestinal (Moral y col., 2003), los cuales pueden actuar directa
o indirectamente (mediante la modificacion del pH) sobre las células intestinales y
pueden participar en el control de varios procesos como la proliferacion mucosal, la
inflamacion, la eliminacion de compuestos nitrogenados, la absorciéon de minerales,
la carcinogénesis de colon (Murphy, 2001), y debido a que muchos prebibticos
comparten las propiedades fisiolégicas de la fibra de la dieta, los estudios se han
destinado a analizar su posible influencia sobre el metabolismo lipidico (Delzenne y
Kok, 2001).



Las sustancias mejor estudiadas como prebidticos son los polisacéridos de origen
vegetal, los oligosacaridos y glicoconjugados de la leche (Ferrer y Dalmau, 2001),
siendo los oligosacaridos y los polisacaridos el grupo de sustratos fermentables
mas abundantes (Wong y col., 2006).

11.1.2.3 Polisacaridos

Los polisacaridos son todos los polimeros de hidratos de carbono que contienen al
menos 20 residuos de monosacaridos. Dentro de este tipo de carbohidratos se
encuentran la celulosa, los B-glucanos, hemicelulosas, pectinas y analogos, gomas

y mucilagos.

Los polisacaridos pueden ser divididos en tres grandes categorias en cuanto a su
efecto beneficioso sobre el organismo: prebidticos, que desempefian un papel
similar al de los probidticos (de accién correspondiente); la grasa-imitacion, que
sustituyen la grasa en los productos (accion indirecta) y fibras dietéticas con

propiedades fisiologicas directas (accion directa) (Warrand, 2006).

Feregrino-Pérez y col. (2008), reportaron el contenido de polisacaridos en el frijol
P.vulgaris L. Negro 8025 de 57.5% del peso seco del grano, porcentaje dentro del

cual se encuentra la fibra dietética.

11.1.2.3.1 Fibra dietética

Las fibras son sustancias de origen vegetal, hidratos de carbono o derivados de

los mismos, excepto la lignina, que resisten la hidrélisis por enzimas digestivas
humanas y llegan intactos al colon, donde algunos pueden ser hidrolizados y
fermentados por la flora colénica (Escudero y Gonzalez, 2006). En la Figura 1 se

muestra una clasificacion de la fibra dietética.
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Figura 1. Clasificacién de la fibra dietética (Ha y col., 2000).

La fibra también se puede clasificar como soluble e insoluble. En base al grado de
digestion o fermentacién en el colon, la fibra soluble es aquella que es fermentada
totalmente por el colon, en cambio, Ia fibra insoluble solo sufre una fermentacién

parcial en el mismo (Garcia y Alvarez, 2000).

Las fuentes de fibra insoluble (y de fermentaciéon lenta) son generalmente
reconocidas como los mejores agonistas protectores de cancer de colon, y los
cereales y leguminosas ofrecen las mejores fuentes de ese tipo de fibra en la dieta
(Marquart y col., 2002). Este tipo de fibra puede disminuir el paso de colesterol y
grasa dentro del colon, durante la fermentacién microbiana activa. El colesterol
puede contribuir a incrementar el riesgo del cancer como un resultado del
metabolismo bacteriano de las grasas y proteinas téxicas/metabolitos mutagénicos
(ej., diacilgliceroles (DAG), acidos biliares secundarios y acidos grasos libres). Asi,
un alto contenido de fibra en los alimentos se ha considerado tradicionalmente
como protector frente al cancer de colon (Casimiro, 2002), y puede atribuirse a
diversos mecanismos como: el aumento de materia fecal, vinculantes
toxicos/metabolitos mutagénicos, reduccién de pH fecal, alterando la fermentacién

9



bacteriana, produccion de AGCC y prevencién de resistencia a la insulina (Marquart
y col., 2002).

Cabe serialar que el contenido de fibra dietética total en el frijol P.vulgaris L. Negro
8025 es de 26%, de acuerdo con lo reportado por Feregrino-Pérez y col. (2008),
dentro del cual se encuentran los oligosacaridos resistentes, uno de los principales

componentes de este tipo de fibra.
I1.1.2.3.2 Oligosacaridos

Estos son los hidratos de carbono con un menor nivel de polimerizacién, entre 3 y
10 moléculas de monosacaridos. Estan divididos en fructo-oligosacaridos (FOS) e
inulina, galacto-oligosacaridos (GOS), xilo-oligosacaridos (XOS) e isomalto-
oligosacaridos (IMOS). Se ha demostrado que tanto los FOS como la inulina
resisten las enzimas digestivas humanas y se fermentan en el colon (Garcia y col.,
2002); Ademas, se ha demostrado que la administracion de este tipo de
carbohidratos puede modificar la composicién de la flora y, en algunos casos, sus
potenciales efectos beneficiosos en nutricion, como por ejemplo, en la mejora de la
absorcién de minerales y en la reduccién de los niveles séricos de colesterol (Sanz
y col., 2004). Los GOS son el tipo de oligosacaridos presentes en el frijol, tales

como la rafinosa, estaquiosa y verbascosa (Serrano y Goiii, 2004).

A pesar de los efectos beneficiosos de los oligosacaridos, es necesario reconocer
los problemas de digestibilidad y flatulencia que, algunos individuos presentan al
consumir frijoles y que podrian limitar el consumo (Rodriguez-Castillo y Fernandez-
Rojas, 2003), dichos problemas son ocasionados por los oligosacaridos no
digestibles (rafinosa y estaquiosa), que son fermentados en el colon por bacterias y
producen hidrégeno, metano y didéxido de carbono (Messina,1999), ain cuando
esos mismos oligosacaridos favorecen el crecimiento de bifidobacterias, que se ha

demostrado disminuyen el riesgo de cancer de colon (Sanders, 1999).
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Cuadro 11. Influencia de los tratamientos sobre la expresion de Interleucina IL-6, de
la porcién distal de colon

Grupo Intensidad de pixeles (%)
Control 100 +2.8%
FC 9521+20%
EP 102.65 +3.5%
AOM 8528 +2.6°
AOM + FC 57.78 +21%
AOM + EP 92.38 +2.3°

*Los resultados representan la media + el error estandar. FC = Frijol cocido (3.2
g/Kg de peso corporal) EP = Extracto de polisacaridos (1.84 g/Kg de peso corporal),
AOM = Azoximetano (15 mg/Kg de peso corporal). Las letras diferentes indican
diferencia con base en la prueba de Tukey y los asteriscos diferencia con respecto

al control de AOM por prueba de Dunnett a= 0.05.
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VIil. CONCLUSION

A las concentraciones estudiadas, el frijol comin (Phaseolus vulgaris L) y su
extracto de polisacaridos de la variedad Negro 8025 modifican los niveles séricos
de lipoproteinas, positivamente las lipoproteinas de baja densidad (LDL), en etapas

tempranas de cancer de colon inducido quimicamente.
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ANEXOS

A Cuantificacion de proteinas
A.1 Solucién amortiguadora pH 7.5 (Solucion de extraccion)

a) Reactivos

e HEPES 500 mM

e NaCl 1500 mM

e NaPP 100 mM

e NazvVO,; 200 mM

e MgCl; 10 Mm

e NaF 500 mM

e EDTA 20 mM

e PMSF 80 mM

e NP-401%

e Glicerol 10%

e CaCl25mM

b) Activaciéon de NazVO,
Se realizan los calculus para la concentracion deseada, se ajusta el pH a 10,
usando NaOH 1N o HCI 1N (la solucién se toma amarilla). Esta solucién se calienta
a ebullicion hasta obtener una solucién transparente, se enfria y se reajusta el pH a
10, se repite esta operacion hasta que la solucién sea totalmente transparente y el

pH estable. Finalmente se alicuota y congela.

c) Preparacion de la solucién amortiguadora.
Para 1 mL de solucion amortiguadora, se adicionan 100 pL de solucién HEPES 500
mM, 100 pL de NaCl 1500 mM, 100 pL de NaPP 100 mM, 100 pL de MgCl; 10 mM
mM, 20 pL de NaF 500 mM, 100 pL de EDTA 20 Mm, 66.6 pL de PMSF 60 Mm, 10
L de NazVO, 200 mM, 100 L de glicerol 10% y finalmente se adiciona 40 pL de



25 CaCl, mM, el volumen se lleva a 1 mL con agua HPLC. La solucién

amortiguadora se homogeniza y se mantiene en hielo durante su uso.

A.2 Reactivo de Bradford
a) Reactivos
e Azul de Coomassie G-25 (5 mg)
e Etanol 2.5 mL
e Acido fosférico 5 mL
e Aforar a 50 mL con agua HPLC.
Mezclar en el orden indicado y disolver con agitacion. Filtrar.

A.3 Curva de calibracion
Preparar albimina a una concentracién de 1 mg/mL en un tubo de 1.5 mL y partir

de ésta se hacen las diluciones respectivas para obtener las concentraciones de
100, 75, 50, 25, 0 pg/uL.
JHJHJ

Curva de Albimina

0.16 -
0.14 4

0.12 -I

P

Absorbancia

y=0.0012x + 0.0141
R*= 0.8996

0 20 40 60 80 100 120
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B Electroforesis SDS-PAGE
B.1 Reactivos y preparacion de solucién digestora.
SDS 10%
Glicerol 30%
Tris-HCI1 100 mM
Azul de bromofenol
Mercaptoetanol 4%
Agua HPLC al aforo

Se mezclan los reactivos en el mismo orden. A las muestras se les agrega la
solucién digestora a la misma proporcion (v/v), se le colocan en bafio de agua por

20 minutos a 60°C y posteriormente se ponen en hielo.

B.2 Reactivos y procedimiento.
a) Reactivos
Acrilamida 30%
Bis-acrilamida 0.938%
Tris 3M-HCI 1M-sds 0.3% pH 8.8
Tris-HCI 1M
Glicerol 79.5 % (Viv)
Solucién de electroforesis inferior

Solucién de electroforesis superior.

b) Gel separador 10%
En un vaso de precipitado y con agitacion constante se mezclan los reactivos:
Acrilamida 30% (Acrilamida + Bis-acrilamida),Tris 3M-HCI 1M-sds 0.3%, glicerol
79.5%, agua HPLC, persulfato de amonio 10% y Temed,



c) Gel de condensacion
En un vaso de precipitado y con agitacion constante se mezclan los reactivos:
Acrilamida 30%, Tris-HCI 1M-sds 0.3% pH 6.8, agua HPLC, persulfato de amonio
10% y Temed.

d) Solucién de electroforesis superior
Tris 0.1 M
Tricina 0.1 M
SDS 0.1%
Agua HPLC

Se disuelven los reactivos, se afora y se refrigera hasta su uso.

e) Solucién de electroforesis inferior.
Tris-HCI pH 8.9 (0.2M).

f) Procedimiento de electroforesis SDS-PAGE
Se monta la camara para hacer geles y se comprueba que no existan fugas, se
coloca el gel separador, se sella con unas gotas de agua HPLC y se deja solidificar
por aproximadamente 7 minutos. Ya solidificado se quita el residuo de agua que se
observa en la superficie. Se agrega el gel de condensacién, se coloca el peine y se
marcan los pozos. Ya solidificado, se lavan los pozos con solucion de electroforesis
superior y se dejan llenos con éste. Se cargan las muestras en el gel (15 a 25 uL).
Se coloca 4pL del marcador o estandar para verificar el peso molecular de la

proteina de interés. Se corre el gel a 120 volts por 80 minutos a 4°C.

C. Inmunoblot.
C.1 Transferencia de membrana
a) Solucion de transferencia
e Tris 48 mM.
e Glicina 39 mM.



e Agua HPLC.

Se prepara 1 litro de solucién y se refrigera.

b) Solucion para tefiir membrana
Rojo de ponceu 0.2% en metanol al 50%. Se agrega 7 mL de acido acético por
cada 100 mL.

¢) Solucién para destefiir
Solucion 1: Metanol 30% y acido acético 10%. Se afora con agua HPLC.
Solucién 2: Metanol al 50% y acido acético al 10%. Se afora con agua HPLC.
Se destifie la membrana con solucién 1 por 5 minutos, después se destifie con

solucién 2 por 10 minutos.

d) Procedimiento
Una vez terminada la electroforesis se despega el gel y se lava dos veces con
solucion de transferencia por 10 minutos. Se activa la membrana PVDF en metanol
por unos segundos y luego se pasa por agua HPLC. La membrana se coloca en
solucion de transferencia. Se coloca el gel y la membrana en la camara de

transferencia en el siguiente orden:

—

. Tres papeles filtro himedos con solucion de transferencia.
2. Membrana activada

3. Gel

4. Tres papeles filtro himedos con solucién de transferencia.

La camara se ciefra y se programa a 15 volts por 18 minutos. Al término se marca

la membrana y se tifie con rojo de ponceau.

C.2 Solucién Blogueadora al 0.5% (En TBS)
a) TBS: Se mezcla Tris-HCI pH8 0.01M, NaCl 5M (0.15M) y agua HPLC c.b.p. 1L.
La solucién se prepara al momento de su uso con leche en polvo (0.05%) libre de

grasa en solucion de TBS. Se filtra antes de usar.



C.3 Solucion de lavado TTBS

Mezclar Tris-HCI 1M pH 8 (0.001M), NaCl 5M (0.5M), Tween 20 (0.1%), agua HPLC
c.b.p. 1L. Se homogeniza y se filtra.
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