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RESUMEN

La contaminacion de cuerpos de agua tales como lagos, rios, mares y mantos
freaticos debido a compuestos quimicos naturales o sintéticos denominados como
Alteradores Endocrinos (conocidos comunmente como EDCs por sus siglas en
inglés, Endocrine Disruptors Chemicals), es una grave preocupacién en paises
desarrollados. En México, lamentablemente no se cuenta con la infraestructura
adecuada para poder evaluar estos compuestos de manera rutinaria para el agua
destinada a consumo o actividades humanas. Aunque son inciertos los efectos
adversos de potenciales EDCs a niveles de poblacion y ecosistema, existe un
acuerdo general de que los EDCs tienen un impacto potencial a la reproduccion y
desarrollo en humanos y fauna. El 17- a-etinilestradiol (EE»), un esteroide
sintético, es de los mas comunmente utilizados en Europa y América en los
anticonceptivos orales. El EE, es excretado al medio ambiente a través de la orina
y las heces, se ha observado que este compuesto permanece biolégicamente
activo provocando feminizacién y otras respuestas enddcrinas anormales en las
poblaciones de peces. ElI objetivo de este trabajo fue determinar
experimentalmente si embriones del modelo biolégico pez cebra (Danio rerio)
expuestos a EE, muestran cambios en su expresion protedmica. Los embriones
se expusieron a partir del tercero al sexto dia después de la fertilizacion a
diferentes concentraciones de EE,. La expresion proteica de embriones expuestos
a los tratamientos se comparé contra la de un control de embriones no expuestos.
Electroforesis Diferenciales en Gel (del inglés, Difference Gel Electrophoresis,
DIGE), Analisis Protedmico “shotgun” y Western-Blot fueron las técnicas utilizadas
para estudiar las diferencias en la expresién proteica. Se observd la induccién
vitelogenina, un conocido biomarcador de exposicién a estrogenos ambientales, a
concentraciones elevadas de EE,. Se analizaron también los grupos de proteinas
encontradas en embriones expuestos a diferentes concentraciones de EE,. Se
espera que los resultados obtenidos en este proyecto, conduzcan a una futura
investigacion utilizando el modelo biolégico pez cebra para determinar si las
diversas fuentes de agua podrian ser consideradas "seguras" y destinarlas para el
uso en actividades humanas o incluso como agua potable.

Palabras clave: Alteradores enddcrinos, 17-a-etinil estradiol, pez cebra,
protedmica, espectrometria de masas.



SUMMARY

Contamination of water bodies such as lakes, rivers, seas, and aquifers due
natural of synthetic chemical compounds known as Endocrine Disruptor Chemicals
(EDCs) is a major concern in developed countries. Unfortunately in Mexico there is
not the proper infrastructure to evaluate these compounds in routine analysis in
water for human activities or consumption. Even the EDC effects at population and
ecosystem level are uncertain, there is a general agreement about EDCs have a
high impact on reproduction and development in human and fauna. 17-a-ethinyl-
estradiol (EE;), a synthetic steroid, is one of the most commonly used oral
contraceptive pills in Europe and America. EE; is excreted to the environment by
urine and feces by individuals; and it has been observed that this compound
remains biologically active provoking feminization and other abnormal endocrine
responses in fish population. The objective of this work was to experimentally
determine if zebrafish (Danio rerio) embryos, a biological model, exposed to EE>
show changes in their proteomic expression. Embryos were exposed from day 3 to
6 after fertilization to different concentrations of EE,. Treatment protein expression
was compared versus a control of non-exposed embryos. Difference Gel
Electrophoresis (DIGE), shotgun proteomics and Western Blot were the techniques
used to study the protein expression differences. Vitellogenin, a well known protein
biomarker for exposure to environmental estrogens, was observed to be induced in
embryos exposed to a high concentration of EE,. Groups of proteins found in
embryos exposed to different concentrations of EE, were also analyzed. It is hoped
that results obtained in this project can lead to a future research using the
biological model zebrafish to determine if water sources could be considered “safe”
to be used in human activities or even as potable water.

Keywords: Endocrine disruptors, 17-a-ethynil estradiol, zebrafish,
proteomics, mass spectrometry
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I. INTRODUCCION

La preocupacién por la contaminacibn en mantos freaticos, aguas
superficiales y mares debido a compuestos quimicos naturales o sintéticos
denominados como Alteradores Enddcrinos, ha estimulado a algunos gobiernos
nacionales, organizaciones internacionales, sociedades cientificas, la industria
quimica y grupos de interés publico para establecer programas de investigacion,
organizar conferencias y grupos de trabajo y formar grupos de expertos y comités
para direccionar y evaluar el tema relacionado con estos compuestos (Damstra,
2002, Damstra, y col., 2002).

Entre los multiples problemas que ocasionan los alteradores enddcrinos se
encuentra la reduccién en la fertilidad de machos, anormalidades en los érganos
reproductivos; problemas de fertilidad en hembras, pubertad precoz, incremento

en cancer mamario, ovarico y prostatico.

Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente,
algunos son persistentes y pueden ser transportados a través de largas distancias,
cruzando fronteras y han sido encontrados en todas las regiones del mundo. Otros
son rapidamente degradados en el ambiente o en el cuerpo humano o pueden
estar presentes por solo cortos periodos de tiempo pero en periodos criticos de
desarrollo. Por ejemplo, la poblacién de trucha en los Grandes lagos se vio
disminuida debido a PCB’s, DDT (Weseloh, y col., 2006), problemas por dioxinas
en embriones de peces incluye edema en el saco del vitelo y pericarpio,
hemorragia en las regiones de cabeza y cola, deformidades craneofaciales y
sindrome de desgaste (Heiden, y col.,, 2006). El sistema cardiovascular y en
particular el endotelio vascular del desarrollo embrionario ha sido identificado
como un objetivo primario de toxicidad inducida por dioxinas (Mehta, y col., 2008);
la exposicion cronica a un ambiente con mezclas de contaminantes muestra

alteracion de comportamiento que podria afectar su salud evolutiva, el estrés



ambiental de esta naturaleza puede permitir reducciones en el tamafo de la

poblacién e incluso la extincion (Weiss, 1998)

El esteroide sintético 17-a-etinilestradiol (EE>), uno de los mas comunmente
utilizados en Europa y Ameérica en los anticonceptivos orales, tiene la
particularidad de que después de ser excretado, permanece biolégicamente activo
provocando feminizacion y otras respuestas enddcrinas anormales en las
poblaciones de peces. EI EE; es un farmaco potente y conocido modulador
enddécrino que esta presente en el ambiente acuatico y en efluentes provenientes
de plantas de tratamiento (Rotchell and Ostrander, 2003). Es sabido que los
estrogenos esteroidales son responsables, al menos en parte, de respuestas de
feminizacion en algunas especies salvajes en reportes del Reino Unido (Jobling
and Tyler, 2003). La concentracion de EE;, encontrada en efluentes y superficies
de agua en Europa oscila entre 0.5 y 7 ng/L (Larson,1999) y han sido reportadas
concentraciones mayores a 50 ng/L (Fenske, y col., 2005). En USA, se demostrd
que diferentes rios tienen concentraciones que van desde 5 ng/L hasta una

concentracion mayor a 273 ng/L (Kolpin, y col., 2002).

La escasez de infraestructura necesaria para monitorear y evaluar estos
compuestos quimicos manifiesta la necesidad de tener como objetivo particular su
evaluacion nacional e internacional. Debido a esta problematica, se ha estudiado
el dafo potencial causado por la presencia de alteradores enddcrinos en un
sistema bioldégico como el pez cebra. Este estudio es la base para proponer una
prueba biolégica en muestras de agua de presas de Querétaro y conocer si el
agua puede ser utilizada de forma “segura” en actividades humanas o cualquier

otra aplicacion.

La tarea para endocrindlogos, toxicélogos, ambientalistas y agencias
reguladoras es examinar colectivamente o en conjunto la llamada “Hipdtesis
ambiental endocrina”, la cual establece que “diversos grupos de quimicos
industriales y agricolas en contacto con humanos y fauna tienen la capacidad de

imitar u obstruir la funcién hormonal” (Norris and Carr, 2006).



La diversidad de quimicos incluye hormonas naturales y sintéticas,
fitoestrogenos, pesticidas y una amplia variedad de productos quimicos
industriales y dificulta la definicion de un “tipico” EDC por lo que cada caso debera
ser cuidadosamente evaluado ya que tienen caracteristicas fisicoquimicas
diferentes, algunos son persistentes y lipofilicos, captados en el tejido adiposo y
secretadas a través de la leche; mientras que otros son hidrofilicos rapidamente
degradados y estar presentes en cortos periodos de tiempo , pero en periodos
criticos de desarrollo. Algunas mezclas complejas (por ejemplo: efluentes
industriales, aguas residuales tratadas) contienen componentes “activos
hormonalmente” pero la entidad quimica especifica no ha sido completamente
caracterizada; la simultanea presencia de hormonas naturales y estrégenos de
plantas posee dificultades analiticas debido a que estos EDCs naturales pueden
ser mas potentes que los EDCs ambientales. En general, los estudios de
exposicion para EDCs son similares a los de otros quimicos téxicos; uno de los
mas importantes puntos que complican la evaluacion de exposicion a EDCs en
humanos y vida salvaje es el nivel, control y duracién de exposicion relativa para

el estado de desarrollo del organismo(Damstra, y col., 2002)

10



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Alteradores endocrinos

El descubrimiento de efectos alteradores por acumulacion de quimicos
antropogénicos en ambientes acuaticos y terrestres en mecanismos enddcrinos
asociados con el desarrollo y reproduccion, permite la designacion de esas

sustancias como quimicos o contaminantes alteradores enddcrinos.

En mayo de 1997 la EDSTAC (Endocrine Disruptor Screening and Testing
Advisory Comité), define a un Alterador Enddcrino como una sustancia quimica
exdgena o mezcla que altera la funcién (es) del sistema endocrino causando

efectos adversos al organismo, su progenie o (sub)poblaciones

La posibilidad de que algunos compuestos quimicos pueden alterar el
sistema endocrino en humanos y animales ha recibido considerable atencién en la
comunidad cientifica y publica. La alteraciéon enddcrina esta en la agenda de
muchos grupos de expertos, comités directivos y paneles de organizaciones
gubernamentales, industria y academia por todo el mundo. Debido a que la
alteracion del sistema enddécrino es un tépico muy delicado, conclusiones y
observaciones cientificas, son a menudo discusiones controversiales entre

cientificos, ambientalistas y autoridades.(Damstra, y col., 2002)

En las ultimas dos décadas se ha incrementado el interés cientifico y el
debate publico acerca de los potenciales efectos adversos que pueden resultar de
la exposicion este grupo de compuestos quimicos capaces de alterar el
funcionamiento normal del sistema endécrino en la vida silvestre y en humanos.

(Lintelmann, y col., 2003).
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2.1.1 Clasificacion de los alteradores enddcrinos

Se identificaron un total de 996 compuestos o elementos y se ha sugerido

que sean conocidos como potenciales Alteradores Enddcrinos.

El grupo mas grande son los quimicos antropogénicos generales, que
consiste en 539 quimicos individuales, metabolitos o productos de degradacién. La
segunda categoria constituye los biocidas e incluye 225 quimicos, metabolitos o
productos de degradacién. La tercera categoria comprende 62 quimicos de origen
natural (biogénicos) que tienen actividad hormonal. Las otras categorias son:
farmacéuticas (58 sustancias); inorganicas y complejos organometalicos (54) y

productos de consumo (28).

La elaboracion de esta lista estuvo a cargo del “MRC Institute for
Enviroment and Health (IEH) for the Department for Environment, Food and Rural
Affaris (Defra)” derivada de estudios publicados y revision de articulos del 2000-
2002 (IEH, 2005).

2.2 Sistema Enddcrino

La especialidad de la endocrinologia abarca el estudio de las glandulas y
las hormonas que ellas producen. El sistema endocrino esta evaluado
primeramente por la medicion de las concentraciones de hormonas, El término
hormona, derivado del griego 0pu@v que significa “para poner en movimiento”
describe acertadamente las acciones dinamicas de las hormonas que ellas
provocan como respuestas celulares y regulan procesos fisioldgicos a través de
mecanismos de alimentacion. Las clasicas glandulas endocrinas — pituitaria,
tiroides, paratiroides, isletas pancreaticas y gonadas- se comunican en términos
generales con otros 6rganos a través del sistema nervioso, hormonas y factores

de crecimiento.
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El sistema enddcrino juega un papel esencial en la regulacién del proceso
metabdlico a corto y a largo plazo, en el sistema reproductivo, sistema
nutricional, de comportamiento, en el intestino, el sistema cardiovascular, la
funcion del riidn y las respuestas a todas las formas de estrés. En el sistema
endocrino, los desérdenes en los niveles de secrecion de hormonas, deriva
inevitablemente en enfermedad, tales efectos se pueden extender a los diferentes
organos y funciones que a menudo debilitan 0 amenazan la salud. La presencia de
compuestos quimicos ambientales que alteran el sistema enddécrino es muy seria,
sin embargo, el hecho de que los humanos y la vida salvaje estan expuestos a
estos compuestos, no necesariamente significa que se manifiesten alteraciones
clinicas en el sistema endocrino debido a que mucho depende del nivel, tiempo y

duracion de exposicion (Damstra, 2002, Damstra, y col., 2002).

2.2.1 La accion de las hormonas a través de receptores

Los receptores de hormonas estan divididos en 2 grandes clases:

membranales y nucleares.

a) Receptores de membrana: enlazados fundamentalmente a hormonas

péptido y catecolaminas.

b) Receptores Nucleares: enlaza pequefas moléculas que pueden
difundirse a través de la membrana celular, tales como la hormona tiroidal,

esteroides y vitamina D.

2.2.2 Homeostasis

En conjunciéon con el sistema nervioso e inmune, el sistema enddcrino
forma el principal mecanismo regulatorio que controla diferentes funciones

esenciales en el cuerpo humano o animal. Los mensajeros del sistema enddcrino
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son las hormonas que son sintetizadas y excretadas en muy bajas cantidades de
glandulas especializadas y transportadas al o a los 6rganos blanco via el torrente
sanguineo. Las hormonas son transportadas en la sangre en el estado libre o
ligadas para llevar proteinas y unirse al 6rgano blanco a hormonas receptoras
especializadas en la superficie de la célula o dentro de la célula (receptores
nucleares). Estos complejos hormona-receptor activan entonces diferentes células
o funciones del 6rgano. El enlace entre hormona y receptor esta basado en el
principio “llave-candado”. Las hormonas regulan el crecimiento, el desarrollo, el
mecanismo homeostatico del organismo tales como la reproducciéon, el
mantenimiento de niveles normales de glucosa o iones en la sangre, presion en la
sangre, metabolismo general y otras funciones del sistema nervioso (Lintelmann, y
col., 2003) el balance de las hormonas (homeostasis) en el organismo es esencial
para prevenir desordenes funcionales. Este complejo sistema es muy sensible

hacia influencias que alteran el desarrollo total del organismo (Matthiessen, 2003).

2.2.3 Mecanismos de accion de las hormonas en células blanco

Hormonas no esteroidales - Las hormonas no esteroidales (solubles en
agua), no entran a la célula, pero se enlazan generalmente en la superficie de la
célula y no cruzan la membrana celular, generando una sefial quimica (segundo
mensajero) dentro de la célula blanco. EI mensajero secundario activa otros
quimicos intracelulares para producir la respuesta de la célula blanco (Norris and
Carr, 2006).

Hormonas Esteroidales - EI mecanismo secundario involucra hormonas
esteroidales, los cuales pasan a través de la membrana plasmatica o celular. Las
hormonas esteroidales se enlazan, una vez dentro de la célula a los receptores
intracelulares en el citoplasma o el nucleo, produciendo un complejo activado

hormona-receptor. EI complejo activado hormona-receptor se enlaza al acido
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desoxirribonucleico (DNA por su siglas en inglés) y activa genes especificos,

incrementando la produccién de proteinas (Norris and Carr, 2006).

2.2.4 Alteradores enddcrinos en humanos, vida salvaje y agua

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha indicado que la presencia
de compuestos estrogénicos en aguas residuales, representa uno de los mejores
ejemplos de efecto y exposicion a alteradores quimicos endécrinos (EDCs) y
define a los EDCs como “agentes exdgenos que interfieren con la produccion,
liberacion, transporte, metabolismo, vinculacién, accidon o eliminacion de las
hormonas naturales en el cuerpo (de humanos y/o especies de vida salvaje)
responsables para el mantenimiento de la homeostasis y la regulacién del proceso

de desarrollo” (Environmental Health Bureau and and Welfare, 1988).

Los riachuelos, la tierra y los mantos acuiferos cercanos a las granjas, se
pueden contaminar por los desechos arrojados a las mismas llegando a ser un
potencial de alteracion enddcrina a las especies del ecosistema, dependiendo del
nivel de exposicion, del tipo de desecho animal, del numero de animales y de su

estado reproductivo y la degradacion de estos compuestos.

Las descargas industriales, de trabajo y domésticas contribuyen junto con
una gran cantidad de excreta humana, detergentes y otras sustancias
farmacéuticas a ser un potencial de contaminacion para la superficie y las aguas

subterraneas por hormonas esteroidales (Sarmah, y col., 2006).

2.2.4.1 Alteracion enddcrina en humanos

Los contaminantes organicos persistentes hechos por el hombre, son
lipofilicos y altamente resistentes a la degradacién. Debido a su persistencia, se
han distribuidos en pequefias cantidades alrededor del mundo, se bioacumulan en

la cadena alimenticia y son almacenados en los tejidos grasos. La exposicién a
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estos compuestos ha sido asociada con muchos efectos adversos a la salud
humana incluyendo dano al desarrollo neuroldgico, y a la funcion inmune y
reproductiva, alteran el funcionamiento normal del sistema enddcrino, ademas
pueden tener impacto negativoparticularmente durante la etapa fetal, neonatal y
desarrollo infantil (Damstra, 2002). Aunque los casos no estan claros en humanos
parece que debido a la presncia en EDCs se ha presentado hipospadia
(anormalidades en los 6rganos genitales) con un incremento al doble desde los
70’s, las cuentas de espermas disminuido y la incidencia de cancer testicular se

ha incrementado .(Iguchi, 1998)

La obesidad esta recibiendo actualmente gran atencion desde que esta es
un riesgo potencial para los sistemas de salud mundial con enfermedades
asociadas tales como diabetes y enfermedades cardiovasculares (Newbold, y col.,
2007).

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado alteraciones
reproductivas intrauterinas y/o neonatal como una consecuencia de exposicion a
EDCs. EI Dietiltilbestrol (DES) es el compuesto mejor documentado, este
estrégeno sintético fue administrado a mujeres embarazadas en los 50’s y 60’s
para prevenir abortos. Esto fue implicado en anormalidades urogenitales en nifios
expuestos en el utero y fue retirado del mercado. Las “hijas DES” son mujeres con
alta incidencia a hipoplasia vaginal, aborto espontaneo, parto prematuro,
malformacion del utero anormalidades menstruales y baja fertilidad. Los “hijos
DES” muestran sindrome de disgénesis testicular, el cual esta caracterizado por

hipospadias y baja calidad del semen (Guzman and Zambrano, 2007).

La exposicion ocupacional de trabajadores en invernaderos, a pesticidas,
fungicidas, y compuestos reguladores de crecimiento, tienen un efecto genotdxico

0 aberraciones cromosomicas (2000)
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2.2.4.2 Alteracion Enddécrina en Animales

Raquel Carson (1962) fue la primer persona en despertar al publico en
general a las ramificaciones ecoldgicas de la alteracion endécrina a través de su
libro Primavera Silenciosa (Silent Spring) (Carson, 1962). Esta prevencién permitié
eventualmente prohibir el uso del insecticida DDT en Estados Unidos y el uso de

dietilestilbestrol para el tratamiento de animales y humanos.

Las anormalidades causadas por quimicos ambientales han sido reportadas
en diversos organismos incluyendo, por ejemplo en cocodrilos en su desarrollo
reproductivo debido a la contaminacién por derrames de difocol y DDT,
compuestos derivados de las actividades agricolas alrededor del Lago Apopka,
Florida. En este caso, las hembras mostraron anormalidades en la morfologia de
los ovarios y los machos jovenes mostraron concentraciones de testosterona tres
veces mas bajos que los niveles normales ademas de un pene pequefio (Guillette,
y col., 1994). Gaviotas, arenques, cormoranes de dos crestas que habitan cerca
de los Grandes Lagos, muestran una capacidad cronica de reproduccion que esta
caracterizada por alta mortalidad embridnica, de polluelos, edemas, retardo en el
crecimiento y deformidades, ademas los cascarones de los huevos adelgazados
causado por los altos niveles de DDT y sus metabolitos (Gilbertson, y col., 1991).

Muchos de los mecanismos de esos defectos permanecen sin aclararse.

2.2.5 Toxicologia

The Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee
(EDSTAC) fué formado para desarrollar estrategias para la evaluacion de miles de
productos e intermediarios, actualmente en uso o en desarrollo que tienen el

potencial de exposicion para humanos y/o medio ambiente.

17



La toxicologia esta interesada con efectos adversos de agentes fisicos y
quimicos (téxicos) en organismos vivos, estos agentes incluyen: drogas, quimicos

industriales, venenos de plantas y animales, luz, ruido y radiacion.

Los efectos provocados por la exposicion a estos agentes pueden oscilar
desde la alteracion de funciones a escala molecular hasta la muerte del
organismo, ademas, en algunos casos, los efectos del agente pueden ser

transmitidos a su progenie.

Muchas clases de tdéxicos pueden actuar como quimicos alteradores
enddcrinos, estos incluyen compuestos que imitan las hormonas naturales y asi
pueden enlazarse a sus receptores, resultando en cualquier funcién de activacién
0 inhibicion. Esos compuestos los cuales pueden ser enddégenos o exogenos,
pueden incrementar o disminuir la concentracién de un compuesto endégeno por
alteracion de actividad de su enzima biosintética, por alteracion de su

metabolismo y excrecion, asi como también por union a proteinas plasmaticas

Ciertos toxicos pueden inducir apoptosis de células gonoidales, resultando
en la disminucion de su funcion. Otros pueden influenciar en la migracion de
células germinales a las gonadas primordiales durante el desarrollo. Se requiere
del conocimiento de exposicién, toxicidad y de la relacion dosis-respuesta para
comprender el impacto del potencial de los EDCs. La manifestacion de efectos
fisioldgicos causados por un toxico, depende de la magnitud de exposicion. Asi, la
relacion dosis-respuesta puede indicar las caracteristicas de exposicion y el grado
al cual un potencial EDC podria afectar funciones enddcrinas, sin embargo, las
relaciones dosis-respuesta para potenciales EDC’s presentan algunos problemas,
por ejemplo, muchos EDC’s pueden tener efectos a concentraciones menores que

aquellas que producen efectos téxicos (Welshons 2003).
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La evaluacion del riesgo asociado a un EDC en particular ha generado
controversias debido a que resulta dificil extrapolar interacciones ligando-receptor
altamente controladas a una respuesta determinada al organismo, poblacion y
niveles de poblacion, por ejemplo, un efecto estrogénico a un nivel del animal
completo puede ser causado por multiples mecanismos incluyendo accién directa
en receptores de estrégenos, induccion de aromatasa, alteraciones en la afinidad
de plasma de proteinas enlazantes a la hormona sexual para estradiol o cambios

en el metabolismo del estradiol.

Para cuantificar los efectos y el impacto de los EDCs en una especie, se
requiere de biomarcadores de exposicion definidos asi como también del
conocimiento acerca del estado en que es mas sensible a un contaminante, p. e€j.
en el estado embrionario, el estado larvareo o fetal, juvenil o adulto. Los

biomarcadores son de tipo bioquimico, citolégico, histologico, fisiologico.

Debido al hecho que existen limitaciones experimentales en una especie
individual de estudio, debe considerarse que animales estan siendo expuestas a
mezclas de EDCs con actividad similar biolégica. Algunos de esos EDCs pueden
estar trabajando a través del mismo mecanismo (ejemplo: dos quimicos enlazados
al mismo receptor) o a través de diferentes mecanismos (ejemplo: un quimico
afectando la sintesis de una hormona y un segundo quimico afectando su
metabolismo e inactivacién) de aqui, que existan quizas efectos aditivos (o
sinergismo) cuando un animal es expuesto a una mezcla de quimicos. Ademas
una mezcla de EDCs con diferentes acciones (estrogénicas y actividad

antitiroidal) puede producir efectos unicos por la accion de un solo EDC.
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2.2.5.1 Bioacumulacion

La bioacumulacién se refiere al almacenamiento y acumulacion de
contaminantes organicos e inorganicos por un organismo viviente en cualquier
habitat. La bioacumulacién resulta de complejas interacciones entre varias rutas
de excrecion, liberacion pasiva y metabolizacion, para el pez, el proceso de
bioacumulacion incluye 2 rutas de absorcién La bioacumulacién puede ser una
consecuencia de bioconcentracion resultante por la absorcidén a través de agallas,
piel o pulmones después de la exposicion a contaminantes como el agua, aire,
suelo. Esto puede también resultar de fuentes de alimentacion (bioaumento) y asi
la ingestiéon de EDCs o tdxicos puede ser bioaumentada varias miles de veces y
ser transferidos a través de la cadena alimenticia o por alimentos atrapados por el
predador mas alto (o primer depredador) La bioacumulaciéon puede resultar en
efectos perjudiciales en organismos, incluso cuando los niveles ambientales son
muy bajos (Streit, 1998). Por ejemplo: el pez Killifish fundulus heteroclitus,
cronicamente expuesto a un ambiente con mezclas de contaminantes, muestra
alteracion de comportamiento que podria afectar su salud evolutiva (Weiss, 1998),
el estrés ambiental de esta naturaleza puede permitir reducciones en el tamafo de

la poblacién e incluso la extincidon (Segner, y col., 2003).

El Programa Internacional en Seguridad Quimica (Damstra, y col., 2002)
propuso un criterio para evaluar EDCs e identificar agentes causales de
enfermedades, este incluye la temporalidad y fuerza de la asociacion, consistencia
y plausibilidad biologica del efecto y la evidencia del recobro de dicho efecto.
Estos criterios se han utilizado por afnos para evaluar el riesgo a humanos y han

sido recientemente incorporados en métodos de evaluacién de riesgo ecolégico.
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2.2.5.2 Exposicidn

En general, la cantidad de compuesto aplicado a un animal es llamada
dosis externa, la cantidad dentro del organismo es llamada dosis interna y la

cantidad que alcanza el 6rgano blanco es llamada dosis del 6rgano-blanco.

La toxicidad de un quimico especifico esta basada en la duracion y
frecuencia de exposicion, magnitud de exposicion y ruta de administracion,

también como el sexo, tendencias y especies del recipiente.

La vida media biolégica de un toxico, definida como el tiempo para la
concentracion de plasma para disminuir a la mitad de su valor inicial depende de

la proporcién de absorcion, metabolismo y excrecion para ese compuesto.

Las rutas mas comunes de exposicidon a toxicos ambientales son: ingestion,

absorcion dérmica e inhalacion.

El otro factor importante es el tiempo de exposicion, y este incluye la
duracion y la frecuencia. La exposicidon de animales a xenobidticos puede estar

dividida en 4 categorias:

Exposicion aguda - menos de 24 horas
Subaguda - continua o exposicion repetida por menos de 1 mes
Subcrédnica - continua o exposicion repetida por 1 — 3 meses

Crénica — continua o exposicion repetida por mas de 3 meses (Norris and
Carr, 2006)
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2.2.6 Toxicogenomica

La Toxicogendmica tiene el potencial para identificar biomarcadores
sensibles que pueden predecir toxicidad. Esto puede clarificar el mecanismo

molecular que conduce a los peligrosos efectos de las toxinas

Esta relacionada con el uso de tecnologias gendomicas para describir
cambios en la expresion del gen resultante de la exposicidn a xenobioticos tanto
en humanos, especies salvajes y peces . Esta tecnologia permitira la identificacion
de nuevos tdxicos asi como también el descubrimiento de mecanismos a través de

los cuales se origina su actividad biolégica (Norris and Carr, 2006)
Aspectos relevantes

PRIMERO: La toxicogendmica permitira mejorar la habilidad para realizar
extrapolacion entre especies debido a la habilidad para monitorear la activacion de

genes homologos a través de especies.

SEGUNDO: El uso de la toxicogendmica permitira el desarrollo de nuevos
biomarcadores por la identificacion de genes o patrones de genes de quienes la

expresion es alterada por la exposicidon a toxicos ambientales.

TERCERO : La toxicogendmica permitira investigaciones para identificar cambios

sutiles que pueden ser enmascarados por otras respuestas bioquimicas.

2.2.7 Protedmica y Toxicoprotedmica

El término proteoma se refiere al conjunto de proteinas presentes en un
organelo, una célula, un organismo o una muestra en particular delimitada que se
analiza (Liebler, 2005). La palabra proteémica fue acunada por Wilkins para definir
el estudio que nos lleva a identificar las proteinas, las modificaciones que

presentan y los lugares donde son expresadas, como estan involucradas en las
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rutas metabdlicas y la forma que interactuan entre ellas (Sparkman O., 2006,
Watson and Sparkman O., 2007)

El proteoma esta definido como los genes expresados de una célula.
La habilidad para comparar los cambios en el proteoma después de la exposicidon
a téxicos a través de especies ayuda en el proceso de identificacion de un
biomarcador y la comparacion de efectos interespecies por cambios identificados
en la expresion de proteinas. Asi, podemos definir a la toxicoprotedmica como “la
aplicacién de protedmica a la toxicologia” donde se busca identificar proteinas y
rutas criticas en sistemas biolégicos que responden a exposiciones en medios
quimicos adversos y en medios ambientes estresantes. La toxicoproteomica se
estd utilizando para descubrir nuevos biomarcadores y firmas de toxicidad en
organos blanco tales como el higado en procesos inflamatorios, mapeo proteico
en suero, plasma y otros fluidos biolégicos. Al mismo tiempo y en forma paralela
se estan llevando a cabo estudios protedmicos y trascriptdmicos. También la
toxicoprotedmica busca descubrir nuevos biomarcadores y firmas en lesiones
tisulares asi como también lograr un mayor entendimiento acerca de la respuesta
en cuanto a la expresion proteica durante toxicidad y enfermedad ambiental. La
exposicion téxica altera el proteoma de las células expuestas, tejidos u

organismos debido a alteraciones en la expresion del gen. (B. Alex, 2006)

La Toxicoprotedmica es la tecnologia de la medicidon de proteinas globales
para la investigacion toxicoldgica. El principal objetivo en toxicoproteémica es el
descubrimiento de proteinas clave modificadas, la determinacion de rutas
afectadas, y el desarrollo de biomarcadores para la eventual prediccion de
toxicidad. Varias tecnologias protedmicas, seran examinadas por sus habilidades
para identificar cambios de perfil de proteinas o aductos de proteinas resultantes

de exposicion quimica que conducen a la toxicidad (B. Alex, 2006).

23



2.2.8 Pez cebra, como modelo biologico

El pez cebra (Danio rerio) esta siendo utilizado cada vez mas como un
sistema modelo para la evaluacion del efecto de drogas. Es muy apropiado para
estudios en genética, embriologia, desarrollo, biologia celular y estudiar
enfermedades en humanos debido a que tienen homadlogos cercanos de muchas
proteinas humanas (Parng, y col., 2002), genes con homologia a rutas apoptoticas
en mamiferos (Inohara and Nunez, 2000), receptores de estrogenos que se
encuentran expresados predominantemente en cerebro, pituitaria, higado y

gonadas. (Menuet, y col., 2002).

El pez cebra muestra caracteristicas unicas incluyendo facilidad en el
mantenimiento; su fertilizacion externa; el desarrollo desde la fertilizacién hasta la
etapa reproductiva es en solo 3 6 4 meses; transparencia que permite evaluacion
al microscopio de todos los estadios de desarrollo y seguir con detalle las primeras
divisiones celulares y la formacion de las capas embrionarias (ectodermo,
mesodermo y endodermo). En las primeras 24 horas de fertilizacion es posible
observar la segmentacion del cerebro ya que se han formado estructuras como el
tubo neural, la notocorda y los somitos (precursores de musculo y esqueleto) para
los 5 dias de desarrollo se han formado érganos sensoriales como los ojos y los
oidos, asimismo aparece el corazon, el higado, los rifilones y el pancreas ademas
de los sistemas circulatorio, digestivo y nervioso son perfectamente funcionales.
En este momento el pez es perfectamente capaz de responder a estimulos
visuales, olfativos y mecanicos y comienza a nadar buscando alimento (Kimmel, y
col., 1995). La cantidad de embriones que una sola pareja puede producir
semanalmente es de 100-200 individuos, y esto facilita la disponibilidad de
material biolégico. El pez cebra es diploide y con ciclos generacionales cortos (de
2-3 meses) su tamano adulto es de 3 centimetros y en una pequefa pecera se
pueden albergar varios individuos. Debido a estas ventajas, los bioensayos del
pez cebra son mas baratos y mas rapidos que los ensayos con ratén y son

apropiados para explorar o monitorear las drogas a gran escala.
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El pez cebra se utiliza también para estudiar los efectos de contaminantes,
especialmente alteradores endocrinos que se enlazan a los receptores de
estrogenos. Se ha demostrado en cierto numero de estudios que la exposicion de
un pez a xenoestrégenos por corto tiempo, se pueden inducir respuestas tales
como la vitelogenina. Experimentalmente, los efectos organizacionales pueden
evaluarse por exposicion a corto tiempo durante el periodo critico de desarrollo o
por tiempo de exposicion largo durante el ciclo de vida completo. Se prefieren los
peces con un relativo ciclo de vida corto a los peces con ciclos de vida completos,
ya que es posible disminuir la duracién de los estudios experimentales en las
etapas de desarrollo y reproduccion y de este modo las pruebas resultan ser mas

manejables y a menor costo.

Se ha investigado el efecto de estrégenos en pez cebra realizando estudios
en ciclos de vida parciales, exponiéndolos durante etapas de desarrollo temprano
a 15.4 ng/L de EE; a los 10, 20, 30 60 dias post fertilizacion (dpf) observando que
se induce significativamente la sintesis de vitelogenina (Andersen, y col., 2003).
Tambien durante el estado adulto se expusieron a una concentracion nominal de
0, 10 y 25 ng/L de EE2 por 24 dias, teniendo un efecto adverso en los 6rganos

reproductivos de machos y hembras (Van den Belt, y col., 2002)

El uso del pez cebra para pruebas ecotoxicolégicas (Liedtke, y col., 2008)
se recomienda en las guias de la Organizacion para la cooperacién y desarrollo

econdmico.

Temperatura y tiempo estandar de desarrollo: el tiempo de desarrollo
estandar se define como las horas normalizadas después de la fertilizacion a
28.5°C, una temperatura optima de incubacién, sin embargo, los embriones se
desarrollan normalmente si se mantienen entre 25 y 33 °C. Incubandolos por
largos periodos arriba o debajo de esos extremos, pueden producir anormalidades
(Kimmel, y col., 1995).
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La mayoria de las especies de peces cultivadas tienen el tipo gonocoristico
de sexualidad y entre las especies gonocoristicas de teledstodos, hay algunos que
revelan hermafrodismo transitorio durante la etapa juvenil. En el Cyprinido Danio
rerio (pez cebra), una especie comun de pruebas en ecotoxicologia, las gonadas
comienzan a distinguirse como ovarios a los 10 — 12 dias después de la
incubacion (HATCHING), independientemente de su sexo definitivo. Casi la mitad
de los ovarios llegan a ser transformados en testiculos cuando el pez alcanza los
23-25 dias de edad. El proceso completo de inversion de sexo se completa
normalmente cerca de los 40 dias después de la incubacion, pero este tiende a
ser prolongado en el pez que tiene que sufrir un crecimiento retardado en su etapa
temprana (Uchida, y col., 2002). En la reproduccion el pez, se influencia el sexo
con la alimentacion de altas dosis de hormonas sexuales, este ha sido un método

comun para obtener cultivos monosexuales.

En todos los vertebrados, la reproduccion ocurre bajo el control de un
sistema complejo conocido como el eje (HPG) Hipotalamo-Pituitario-Gonadal. Una
parte del cerebro, llamada hipotalamo, secreta una hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH). Esta hormona estimula a la glandula pituitaria para que
libere 2 gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH, controla la liberacidén del
gameto) y la hormona estimulante del foliculo (FSH, que regula la produccién del
gameto). Estas gonadotropinas posteriormente estimulan a las génadas para que
se produzcan esteroides sexuales, estrégenos en hembras y testosterona en
machos, los cuales producen los cambios fisicos que ocurren durante el
desarrollo. Las glandulas adrenales también desempefian un papel en la
produccion de los esteroides sexuales, pero su funcién generalmente es mucho

menos importante que la de las gonadas.
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2.2.9 Biomarcadores

Un biomarcador es una respuesta bioquimica, fisiolégica, toxica o de
comportamiento provocada por exposicibn aun agente toxico; el biomarcador
puede ser también el agente toxico o un metabolito de éste detectado en los
tejidos, la respiracion, heces u orina. Un biomarcador puede reflejar exposicion, un
efecto adverso o susceptibilidad a otro quimico o a un agente patdégeno. Ciertos
biomarcadores han sido utilizados en trabajos con especies centinelas, estos
incluyen inhibicibn de colinilesterasa en sangre y cerebro (insecticidas,
organofosforados y carbamatos), induccion/inhibicion de citocromos P450 (de una
variedad de inductores fendlicos, aromaticos, alcohdlicos e hidrocarburos
aromaticos polihalogenados e inhibicion causada por metales y compuestos
organometalicos), inmunosupresion/inmunoestimulacion (metales e hidrocarburos
aromaticos polinucleares/policlorados), cambios en el comportamiento (a partir de
varios xenobioticos) y alteraciones en la funcion endocrina (de varios
xenobidticos). Cada biomarcador puede ser medido con un cierto numero de

analisis y estos deben ser optimizados para cada especie.

Un biomarcador puede ser especifico o completamente inespecifico por
ejemplo, muchos animales responden al estrés incrementando su ritmo cardiaco y
respiratorio. En contraste, la cotinina en orina o saliva es indicativo de exposiciéon
al humo de cigarro. De igual forma la disminucion de la actividad de
acetilcolinesterasa en sangre o cerebro es indicativo de exposicion a un insecticida
organofosforado o agente nervioso (por ejemplo el gas sarin utilizado en atentado
en el metro de Tokio en 1995). En el caso de exposicidon a alteradores enddcrinos
en peces, se considera como biomarcador a la proteina vitelogenina. Los
biomarcadores efectivos son especificos, facil de medir, exactos y reproducibles
(Norris and Carr, 2006).
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2.2.9.1 Vitelogenina

En vertebrados oviparos (peces), el vitelo es critico para la regulacion del
desarrollo embrionario, proporcionando una variedad de nutrientes. Ademas de
cantidades minimas de proteinas transportadoras de vitaminas, y proteinas
enlazantes de tiamina y riboflavina, albumina, transferina, 1IgG y 2 a-glicoproteina,
2 clases de fosfoglicoproteinas: fosfovitinas (Pvs) y lipovitelinas (Lvs) son las
proteinas mas encontradas en el vitelo. Estas dos fosfoglicoproteinas derivan de

un precursor comun de proteinas llamado vitelogenina (Vtg).

Las vitelogeninas son codificadas por un multigen familiar y constituyen las
proteinas mayoritarias en el vitelo del pez. Estas suministran al embrion nutrientes
esenciales incluyendo aminoacidos, lipidos, iones metalicos, fosfatos vy
carbohidratos. Es por eso que el proceso de sintesis y degradacion de la

vitelogenina son importantes para regular la ovogénesis y embriogénesis.

Las vitelogeninas del pez cebra son derivadas de 7 diferentes genes de
vitelogenina y son clasificados en 3 tipos, basados en su secuencia primaria de
aminoacidos: La TIPO | incluye la Vtg1, Vtg4 a 7; la TIPO Il contiene la Vig2 y la
TIPO Il contiene la Vtg3. Debido a su alta expresion, 100 veces mas grande que
la Vtg2 y 1000 veces mas grande que la Vtg3, la TIPO | es la forma predominante

en el pez cebra.

Las vitelogeninas son cortadas proteoliticamente en cadenas pesadas (120
KDa) y ligeras (30-35 kDa y6 kDa).

La produccion de vitelogenina representa una clave del proceso estrogénico
en oviparos vertebrados que es esencial para la maduracion de ovocitos. La
vitelogenina es una fosfolipoproteina sintetizada en el higado de los peces
hembras bajo el control de diferentes hormonas, pero los estrégenos, tipicamente
el 17 B-estradiol, juega un papel dominante. La vitelogenina entra al flujo
sanguineo y alcanza al ovario donde es transformada en dos tipos mayores de

proteinas de vitelo, lipovitelinas y fosfovitinas, las cuales sirven como reserva de
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alimento en el desarrollo del embrion. Estas proteinas del vitelo son las
responsables del crecimiento de los ovocitos en el mes previo a la ovulacion.
Aunque el gen de la vitelogenina esta también presente en el pez macho, pueden
ser detectadas concentraciones poco importantes de vitelogenina,
presumiblemente debido a la muy baja concentracién de estradiol en el plasma.
Sin embargo, la exposicion de peces machos a diferentes concentraciones de
estrogenos o0 xenoestrogenos naturales o sintéticos ha mostrado que la
vitelogenina puede ser inducida considerablemente. Es por eso que la induccion
de la vitelogenina puede servir como un biomarcador sensible para la exposicién a

estrégenos ambientales.(Lintelmann, y col., 2003)

Una forma de detectar la induccion de vitelogenina en nuestro modelo
bioldgico fué utilizando la técnica de Western Blot, que es un método utilizado en
biologia molecular para la deteccidn especifica de proteinas de baja abundanciaen
una muestra o extracto.Para el desarrollo de esta técnica, la proteina extraida las
muestras de los grupos de estudio a comparar se cuantifica con una metodologia
que depende del tipo de muestra (p. ej. método del acido Bicinconinico, método

de Bradford o el comercialmente llamado 2D-Quant kit).

Una vez llevado a cabo lo anterior geles de electroforesis son cargados con la
misma cantidad de proteina para cada grupo de estudio y se procede a la
separacion electroforética en dos dimensiones. Las proteinas separadas son
transferidas desde el gel de acrilamida hacia una membrana de nitrocelulosa
donde son examinadas utilizando anticuerpos especificos para la proteina de
interés, una vez formado el complejo proteina-anticuerpo, mediante el revelado se
obtiene una sefial que nos permite comparar semi-cuantitativamente sus niveles

de presencia entre los diferentes grupos de estudio (Sambrook and Russell, 2001).
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2.2.10 Electroforesis bidimensional en gel

Para la identificacion de proteinas diferenciales entre los grupos de estudio,
se utilizaron geles de acrilamida donde las proteinas son separadas con base a su
punto isoeléctrico y a su peso molecular. Se realiza una comparacién entre un
control y las muestras expuestas a los diferentes tratamientos, buscando
proteinas que se hayan expresado diferencialmente ya sea sub o sobre-
expresadas. Estas proteinas son cortadas del gel y digeridas con la enzima
tripsina antes de ser analizadas por medio de espectrometria de masas para su

identificacion cualitativa.

Otro método utilizado es el llamado gel de electroforesis diferencial (DIGE,
por sus siglas en inglés de Differential In-Gel Electrophoresis) la cual es una
tecnologia semi-cuantitativa para experimentos protedmicos que involucran geles
de electroforesis de 2 dimensiones. Combina resoluciones espectrales de
colorantes fluorescentes (Cy2, Cy3 y Cy5) que han sido disefiados para hacerlos
coincidir masa-carga. Proteinas idénticas marcadas (con Cy2, Cy3 y Cy5) de
diferentes muestras, migraran a la misma posicién a pesar del colorante utilizado,
con esto se pueden separar mas de una muestra en un solo gel. Los diferentes
colorantes poseen diferentes espectros de excitacion y emision por lo cual
trabajan a las longitudes de onda correspondientes, es posible obtener imagenes
que representan diferentes muestras que han corrido al mismo tiempo en el gel,
de esta forma una misma proteina expresada por igual en 2 diferentes

tratamientos debe de observarse con una intensidad similar

2.2.11 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

Esta técnica se utiliza cuando los analitos en la muestra no son volatiles o
inestables térmicamente, para compuestos i6nicos que sean solubles en agua, y
compuestos de alto peso molecular tales como las proteinas. La fase estacionaria

de eleccién mas comun es la denominada fase reversa que puede ser de C-4, C-8
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0 C-18 y de acuerdo a los analitos se determina cual es la idénea para utilizarse.
El principio basico establece que los analitos interaccionan con la fase
estacionaria de manera que van siendo retenidos preferencialmente conforme
mayor sea su hidrofobicidad avanzando lentamente en la fase movil que en este
tipo de cromatografia es de una mayor polaridad que la fase estacionaria. Esta
técnica de separacion acoplada a espectrometria de masas (EM) es actualmente
de amplio uso en el area de protedmica ya que se combina la potencia de la
separacion cromatografica con la informacion estructural que puede obtenerse de

un experimento de EM. (Cunico, y col., 1998)

2.2.12 Espectrometria de Masas de Péptidos y Proteinas

La espectrometria de masas es una tecnologia que permite producir iones a
partir de moléculas organicas o inorganicas, separarlos y clasificarlos en funcién
de su relacion masa/carga (m/z) y medir su intensidad. Los iones analizados

pueden corresponder a moléculas enteras, aductos o fragmentos de moléculas.

Se utiliza también para la identificacion de proteinas basandose en la
busqueda de ellas a partir de resultados experimentales de EM comparados

contra bases de datos de proteinas conocidas para un organismo.

El analisis por EM consta de los siguientes pasos: Introduccién de Muestra;
lonizacién; Separacion por m/z; y Deteccion. Un espectrometro de masas esta
disefiado para llevar a cabo todas las tareas anteriores y actualmente existen
varios modelos en el mercado. La Figura 1 muestra los componentes principales
de un espectrometro de masas y es posible observar que existen diversas
opciones para el proceso de ionizacion de la muestra asi como para la etapa de la
separacion por m/z y deteccion. En el inicio de la EM, se tenia que tener a la
muestra en fase gaseosa para poder ionizarla ya se mediante el uso de electrones

de elevada energia (en la ionizacion electrénica; IE) o reacciones idn-molécula
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(ionizacion quimica, 1Q), sin embargo el poder de esta técnica era muy limitado
cuando se intentaban analizar moléculas no volatiles o térmicamente inestables
como por ejemplo la proteinas. Asi buscando alternativas surgieron métodos de
ionizacién a temperatura ambiente como lo son Bombardeo por Atomos Rapidos
(FAB, del inglés Fast Atom Bombardment), la ESI: lonizacién por electrospray;
MALDI: lonizacion por desorcion con laser asistida por matriz; APCI: lonizacién
quimica a presion atmosférica; APPI: Fotoionizacion a presién atmosférica; DART:
Andlisis directo en tiempo real; DESI: lonizacién por desorcion con electrospray. Al
mismo tiempo los analizadores de m/z y detectores han ido evolucionando para
acoplarse a los diferentes métodos de ionizacién y a la necesidad de menores
limites de deteccion en muestras bioldgicas que generalmente son pequenas. Asi,
en busqueda de mayor exactitud y precisidbn, equipos con analizadores de
masa/carga basados en transformada Fourier (FT por sus siglas en inglés) tales
como el ion ciclotrén/transformada de Fourier y el Orbitrap los cuales se han
acoplado a trampas de iones bi- y tri- dimensionales (2D, 3D). Mencion aparte
merecen los equipos que integran la separacion por movilidad i6nica (ion mobility
spectrometry, IMS) con la EM, estos equipos son capaces de separar los iones de
de acuerdo a su valores de m/z y ademas llevar a cabo una separacién basandose
en sus diferentes movilidades que son debidas a las diferencias en tamano y

forma.

La descripcion detallada de las diversas opciones existente en un
espectrometro de masas para ionizar, separar y detectar iones queda fuera del
alcance de esta tesis y se recomienda consultar referencias especializadas
(Gross, 2004, Hoffmann, y col., 1999, Hoffmann and Stroobant, 2001, Sparkman
0., 2006, Watson, 1997, Watson and Sparkman O., 2007).

Sin embargo, de forma muy breve analizaremos lo que es mas utilizado en

Protedmica para la identificacion de proteinas.
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Los dos métodos de ionizacion mas utilizados en la actualidad que se
aplican en protedmica son MALDI (del inglés Matrix-Assisted Laser/Desorption
lonization) y ESI (del inglés Electrospray lonization). MALDI fue desarrollada por
los investigadores alemanes F. Hillenkamp y M. Karas a finales de 1980 y
actualmente, ha llegado a ser una piedra angular en el analisis de biomoléculas
(Hillenkamp, y col., 1987, Holm, y col., 1987, Karas, y col.,, 1987, Karas and
Hillenkamp, 1988).

Principales Componentes
de un Espectrémetro de Masas

Fuente de lones Analizador de m/z Detector
Generar lones Separar lones Detectar lones
< IE « Sector Magnético/ « Copa de Faraday
-1Q sector Eléctrico « Multiplicador de e
. FAB » Cuadrupolo - Dinodos
« MALDI * Trampas de lones - Dinodos discretos
- ESI 2D - Placa de microcanal
* APCI 3D + Deteccién electro-6ptica
«Otros » Tiempo de Vuelo « Detector Daly
« APPI * FT-lon ciclotrén - Detectores criogénicos
« DART * Orbitrap
- DESI

Figura 1. Componentes Basicos de un Espectrometro de Masas. Abreviaturas se

describen en el texto.

MALDI usa la absorcion de radiacion laser de una muestra que se
encuentra mezclada con una matriz, ambas en fase solida. La matriz absorbe
energia del laser y la transfiere a la muestra lo que provoca que se formen iones
con un numero de cargas que van aproximadamente de 1 a 5 dependiendo del

tamano del péptido o proteina analizada. Una variante tecnolégica de MALDI que
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se ha utilizado de forma relativamente amplia para la busqueda de biomarcadores
es SELDI (del inglés Surface-Enhaced Laser Desorption lonization). En esta
variacién la placa sobre la cual se deposita la muestra es una superficie
modificada quimicamente donde se lleva a cabo la union selectiva de las proteinas
de acuerdo a los mecanismos de interaccion superficie-proteina. Estos
mecanismos son determinados por los grupos funcionales que recubren la
superficie de la placa donde se realiza el analisis. Este sistema es analogo a lo
que se conoce como extraccion en fase soélida en los métodos cromatograficos
(Merchant and Weinberger, 2000). El objetivo de esta metodologia es purificar y
separar las proteinas de su matriz (suero, plasma, orina, saliva, etc..) antes de su

ionizacion mediante el laser.

ESI, introducida por Fenn y colaboradores en 1984 (Yamashita and Fenn,
1984a, b, c), es una técnica de ionizacion suave en la cual los iones que estan en
solucion son colocados en fase gaseosa a través de un mecanismo de desorcién o
de evaporacion. La muestra es rociada a través de una diferencia de potencial
elevada (3-8 kvolts) entre una punta de diametro pequeno y el orificio de entrada

en la interfase que permite enviar los iones al analizador de m/z.

La materia ionizada puede manipularse por medio de campos eléctricos y
magnéticos. Por lo tanto, después de la fuente de ionizacion, los iones son sujetos
a campos magnéticos y eléctricos a fin de separarlos. La aceleracién, la energia y
el momentum inducidos por campos magnéticos y eléctricos son dependientes de
la carga del ion por lo cual los llamados analizadores de masa separan iones de
acuerdo a su relacion masa-carga (m/z) y no unicamente a su masa. En principio,
todas las técnicas de ionizacion podrian acoplarse a cualquier analizador de m/z;
sin embargo, algunos acoplamientos trabajan mejor que otros debido a las
caracteristicas particulares de los propios analizadores, la técnica de ionizacion y
el tipo de informacién que se esta procesando. En general, los analizadores de
m/z tienen algunas caracteristicas en comun como son: 1) el rango de masa

(maximo m/z detectable); 2) el poder de resolucion (capacidad para separar iones
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de m/z adyacente); 3) la exactitud en la medicién de masa; 4) la transmision idnica

y su sensibilidad (Carr and Annan, 1997, Jennings and Dolnikowski, 1990).

Si bien no vamos a abordar cada uno de los analizadores de m/z que
existen, mencionaremos que los mas comunes utilizadas en protedmica son:
trampas ionicas (3D vy lineales), tiempos de vuelo (TOF del inglés Time Of Flight),
cuadrupolos, ion-ciclotron transformada de Fourier (FT-ICR-MS) y Orbitrap-FTMS.
Todos estos analizadores tienen sus propias caracteristicas y pueden ser
utilizados en diferentes combinaciones que permiten diversos tipos de analisis en
el area de protedmica (Gross, 2004, Hoffmann, y col., 1999, Hoffmann and
Stroobant, 2001, Sparkman O., 2006, Watson, 1997, Watson and Sparkman O.,
2007).

2.2.13 ldentificacion de proteinas por medio de Espectrometria de Masas

La Figura 2 muestra las diferentes formas del abordaje proteémico donde

se utilizan la EM como técnica para identificacién de las proteinas.

El abordaje protedmico utilizando espectrometria de masas lo podemos
dividir en dos aproximaciones diferentes, la primera de ellas es conocida como el
abordaje de “abajo hacia arriba” y la segunda como “de arriba hacia abajo” (del
inglés bottom-up y top-down). Para el abordaje “de abajo hacia arriba”, en primera
instancia, se extrae el contenido proteico de las muestras de interés y se
cuantifican usando una técnica estandarizada, la mezcla de proteinas se digiere
mediante una reaccion quimica o enzimatica. Los péptidos obtenidos del producto
de la digestion son separados de alguna manera (p. €j. mediante HPLC o
electroforesis) y analizados por medio de Espectrometria de Masas, de esta forma
los péptidos se separan y al mismo tiempo se determinan sus pesos moleculares.
El mismo experimento se lleva a cabo in silico con todas las proteinas reportadas
en una base de datos del organismo con el cual se esté trabajando (p. ej. pez
cebra, ratén, humano etc...). Asi, a través de algoritmos bioinformaticos se

correlacionan los valores tedricos de m/z de las secuencias de los péptidos
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producidos en la digestion in silico, con los valores determinados de forma
experimental. Cuando ambos valores coinciden dentro de un cierto margen de
error entonces se puede establecer que la secuencia peptidica proveniente de la
base de datos es la que corresponde al valor de m/z que se determind
experimentalmente. De esta forma, a partir de las secuencias de péptidos
determinadas es posible conocer las proteinas de donde provienen lo que al final
del experimento nos lleva a una lista de posibles proteinas presentes en la
muestra con un cierto error experimental asociado. A este procedimiento se le
conoce como Mapeo de Huella Peptidica (PMF, del inglés peptide mass
fingerprinting). Como se puede observar, la determinacion de las proteinas
presentes en la muestra depende en ultima instancia de la exactitud de los valores
de m/z obtenidos experimentalmente para cada péptido ionizado. Por lo tanto la

posibilidad de falsos positivos siguiendo esta metodologia puede ser importante.

Analisis Proteomico

De abego hacia arvibe (Botn-Ug)
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Figura 2. Diferentes abordajes protedmicos.
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A fin de dar mayor certidumbre a estos resultados se agrega un segundo
paso utilizando experimentos EM/EM. Asi, para cada péptido ionizado se
determina su valor de m/z experimental y ademas se envia a una celda de colision
que es una seccion del espectrometo de masas donde los péptidos ionizados son
fragmentados mediante colisiones inelasticas con un gas inerte como puede ser
helio, de esta manera se obtiene un patréon de fragmentacion para el péptido
ionizado en cuestion (experimento EM/EM) (Ver Figura 3). De igual manera que en
PMF, los valores experimentales se comparan con los valores tedricos obtenidos
del experimento in silico, con el fin determinar la secuencia de los péptidos
ionizados. Dado que los patrones de fragmentacion son como la huella digital para
cada péptido, la identificacion de las secuencias peptidicas son altamente
confiables y como consecuencia de esto la identificacion de las proteinas

presentes en la muestra también lo son, con un bajo numero de falsos positivos.
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Figura 3. Conceptualizacion de los experimentos de Mapeo de Huella Peptidica y

EM/EM para la identificacion de péptidos y proteinas.
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Para el manejo de los datos provenientes de los experimentos de EM y la
comparacion de los resultados experimentales con los tedricos asi como la
asignacion de péptidos y proteinas existen diferentes algoritmos matematicos
desarrollados, entre ellos los mas conocidos son Paragon, MASCOT, SEQUEST,
Phenyx y XTANDEM entre otros (Liebler, 2005, Liebler and Editor, 2002, van der
Greef, y col., 2004).

Como se comento antes, es necesario hacer notar que una vez digeridas
las proteinas, se generan una gran cantidad de péptidos por lo que es esencial la
separacion de estos productos de digestion utilizando métodos cromatograficos,
electroforéticos, etc. Idealmente, cada péptido individual deberia de ser analizado,
sin embargo en la actualidad, no es posible llevarlo a cabo experimentalmente de
forma completa. Varias estrategias se han disefnado para resolver este problema;
entre la mas conocida esta la aplicacion de una cromatografia bidimensional que
utiiza dos mecanismos de separacion (generalmente intercambio idnico e
hidrofobicidad en una fase reversa). Esta aproximacion se le conoce como
MUDPIT (del inglés MuUIltiDimensional Protein Identification Technology) vy
principalmente se aplica a muestras de proteinas altamente complejas

provenientes de extractos celulares totales.

2.2.14 Aproximacion Protedmica

Para este proyecto, la aproximacion utilizada fue “de abajo hacia arriba”
basada en geles bidimensional y es descrita con mas detalle a continuacién: En
esta forma de abordaje protedbmico, consecuentemente a la extraccion vy
cuantificacion de proteinas, se lleva a cabo su separacidon mediante geles de
poliacrilamida de 1 y 2 dimensiones para favorecer la separacién, primero con

base al punto isoeléctrico y posteriormente de acuerdo al peso molecular.
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Figura 4. Esquema que muestra la identificacion de proteinas a partir de datos de
Espectrometria de Masas.

Los geles obtenidos son escaneados con el fin de comparar las imagenes
de muestras que son controles y expuestas a tratamientos a fin de determinar
regiones donde se observen proteinas expresadas diferencialmente ya sea sub- o
sobre- expresadas. Asi, de esta manera es posible llevar a cabo una comparacion
entre los diferentes tratamientos con el fin de encontrar las proteinas que se
sobreexpresan o subexpresan. En ciertos casos la diferencia es muy evidente y es

posible determinar estos grupos de proteinas de forma visual.

En la aproximacion DIGE los geles son escaneados de forma que se
detecte la fluorescencia de las proteinas que fueron marcadas durante el
tratamiento de la muestra. Mediante el empleo de software, para cada spot
encontrado en el gel que idealmente representa una proteina se obtiene una
grafica en tercera dimension donde en el eje z representa la intensidad observada
en la imagen para cada mancha (ver Figura 5). De esta manera, con las
imagenes en tercera dimension se obtiene un diferencial de proteinas
determinando y diferenciando las manchas o spots correspondientes entre los
grupos analizados. Asi, se comparan con muestras que son controles y muestras
expuestas al tratamiento a fin de determinar regiones donde se observen

proteinas expresadas diferencialmente ya sea sub- o sobre- expresadas.
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En ambos casos, las proteinas de interés son extraidas de los geles vy
posteriomente son digeridas con una enzima especifica (generalmente tripsina)
antes de ser analizadas via espectrometria de masas para su identificacion
cualitativa. Estas proteinas diferenciales son las de mayor importancia en el
analisis y son por lo tanto las que se identifican a fin de establecer su

potencialidad como biomarcadores.

el 03 Cy3 Control Gel 03 Cy5 Treated

A‘“\

X:352

T: 238
Z:84.00

E:352
T: 238
Z:1a8.0

Figura 5. Anadlisis de geles DIGE mediante software. Tomado de
http://us.expasy.org/melanie/.

Una variacion al analisis anterior es la denominada técnica del “shotgun
proteomics” donde el extracto de proteinas es directamente digerido sin previa
separacién (o con unicamente la remocion de proteinas mas abundantes como la
albumina ya sea por gel de 1D o por cromatografia de afinidad), y analizado
directamente por un sistema de EM acoplado a un sistema de CLAR. Este
procedimiento, capaz de identificar cientos de péptidos en un solo experimento,

permite analizar de forma automatica los componentes de mezclas muy complejas
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de péptidos y se presupone que se evita la pérdida de proteinas. Esta técnica se
ha aplicado a la identificacion directa de componentes de complejos

macromoleculares e incluso al analisis de proteomas enteros sin necesidad de

separar sus componentes mediante electroforesis- El inconveniente de esta
metodologia es que los péptidos abundantes son detectados con un gran nivel de
confianza, mientras que las menos abundantes tienen menos reproducibilidad, es
por eso que se realizaron en esta tesis multiples réplicas biolégicas y con ello se
obtuvo un marcado aumento en la sensibilidad de la identificacion de las

proteinas.

2.2.15 Ontologia Génica (Gene Ontology, GO)

La nomenclatura de genes ha sido utilizada con frecuencia para describir
productos génicos (acidos ribonucleicos y proteinas). Mientras la meta de la
nomenclatura de genes es crear una unica designacion para los nombres de los
genes, estos son frecuentemente no unicos aun dentro de la misma especie.
Intentar agregarle informacién con significado biolégico a los genes puede ser un
problema. De hecho, muchas revisiones en su nomenclatura se han llevado a
cabo conforme la funcién de los productos génicos se han ido conociendo. Con el
fin de ayudar con la ambiguedad de nomenclatura, el uso de métodos ontoldgicos
para estructurar el conocimiento biolégico ha sido desarrollado desde hace varios
anos. Una de las principales ontologias en biologia molecular es la conocida como
Gene Ontology (GO) que produce un vocabulario estructurado, precisamente
definido, comun y controlado para describir el rol de los genes y sus productos en
especies diferentes. Este comprende tres categorias mayores que describen los
atributos del Proceso Bioldgico, la Funcion Celular y el Componente Celular para
los productos génicos. Actualmente contiene 15323 frases para Danio rerio
representando categorias de conceptos dentro de una Grafica Dirigida no ciclica

(DAG, del inglés Directed Acyclic Graph). Las categorias tienen multiples
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“padres’y multiples “hijos™a lo largo de una rama y forman un vocabulario estandar

junto con multiple fuentes bioldgicas.

El proyecto de GO es una iniciativa bioinformatica de gran envergadura
para tratar de estandarizar la representacion de genes y los atributos de sus
productos génicos en especies y en bases de datos. El proyecto posee un
vocabulario controlado de términos para describir las caracteristicas de los
productos de los genes y la manera de anotarlos. Los miembros de GO estan
estableciendo palabras aceptadas para describir las funciones moleculares, los
procesos bioldgicos y los componentes celulares mas que imponer un sistema
homologado de denominaciones o numero para los genes. Mediante esos
términos se pueden vincular genes relacionados independientemente de sus
confusas nomenclaturas. Actualmente a inicios de 2010 GO contiene 30223
términos con 99.2% definidos, los términos estan dividios en 18792 para el
proceso biolégico, 2727 para el componente celular y 8705 para la funcién

molecular. (Consortium, 2009, Consortium, 2000, Pearson, 2001)
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HIPOTESIS

La exposicion de embriones de pez cebra a alteradores endocrinos

induce la modificacion en la expresion proteica del organismo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del alterador endécrino 17-a-etinil estradiol en la
expresion de proteinas del pez cebra (Danio rerio) en etapa embrionaria

utilizado como organismo modelo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar cualitativamente la modificacion en la expresion proteica en

embriones de pez cebra expuestos a 17-a-etinil estradiol.

2. Evaluar la induccién del biomarcador vitelogenina por la exposicién a 17-a.-

etinil estradiol en embriones de pez cebra.
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lll. METODOLOGIA

3.1 Seleccidn de la poblacion de estudio

Se realizaron las cruzas con adultos de pez cebra (Danio rerio) de cepas
silvestres del Laboratorio de Biologia del Desarrollo del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM. Inmediatamente después de la fertilizacion de los ovocitos,
se sacaron cuidadosamente de la pecera con ayuda de una red y a través del
microscopio se realizd la seleccion de los mismos, colocando los ovocitos
fertilizados en una caja de petri desechable (60 embriones por caja) que contiene
una solucion de agua de acuario con azul de metileno al 0.1 % y se incubaron a

una temperatura de 28.5°C.

La proteina utilizada para cargar los geles de 2 dimensiones se obtuvo
extrayéndola de embriones expuestos a una solucion de 100 ng/L de 17-o-
etinilestradiol disuelto en agua de acuario con azul de metileno al 0.1 %, desde el
segundo dia postfertilizacion (2dpf) hasta el 4dpf, con una temperatura de
incubacién a 28.5°C. En esta etapa los embriones aun presentan vitelo el cual se
elimind manualmente con ayuda del microscopio, ya que cuando se realizan los
geles de 2D, la expresion de las proteinas es difusa por la presencia de lipidos

que son abundantes en el vitelo.

Para las técnicas de Western Blot. DIGE y protedmica shotgun, la proteina
se obtuvo de embriones expuestos a 10; 100; 500; 1,000; 5,000 y 10,000 ng/L de
una solucion de 17-a-etinilestradiol disuelta en agua de acuario con azul de
metileno al 1%, desde el 3dpf hasta el 6dpf . En esta etapa el embrion ya no tiene

vitelo.
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3.2 Exposicion de los organismos a 17-a-etinilestradiol

Inicialmente se realiz6 una solucion patron de 1 mg/mL de 17a-
etinilestradiol disuelto en alcohol etilico, las diluciones posteriores se realizaron en
agua de acuario con azul de metileno al 0.1%, la concentracion maxima de
alcohol etilico durante la exposicién de los embriones fue de 0.01% (Liedtke, y
col., 2008)

Se expusieron aproximadamente 30 embriones de 3dpf en pequefnas cajas
de petri desechables con 15 mL una solucion de 17a-etinilestradiol con azul de
metileno al 0.1% a concentraciones de 10; 100; 500; 1,000; 5,000 y 10,000 ng/L
de 17a-etinilestradiol y se incubaron a 28.5°C. Estas muestras se utilizaron para
correr los experimentos Western Blot y DIGE. Para la extraccion de proteina de los

grupos de estudio véase anexo 7.1.

3.3 Cuantificacion por el método del Acido Bicinconinico

Este método es compatible unicamente para cuantificar la proteina
destinada a realizar la técnica de Western Blot ya que las proteinas se encuentran
disueltas en la siguiente solucién: Ringer libre de Calcio (NaCl 116 mM; KCI 2.9
mM y HEPES 5.0 mM a pH = 7.2) EDTA y 10 pL/mL de Coctel Inhibidor de

Proteasas (véase anexo 7.2).

3.4 Cuantificacion por el método 2D Quant

La solucién de extracciéon de las proteinas contiene: Urea 7.0 M; Thiourea
2.0 M; CHAPS 4.0%; Isopropanol 5.0%; Glicerol |2.5% y Ditiotreitol 1%;10 pL/mL

de Coctel Inhibidor de Proteasas y 10 uL/mL de mezcla de Nucleasas, so6lo son
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compatibles para este método de cuantificacidén y se aplica para las técnicas de

Geles de 2 dimensiones, DIGE y Shot gun. (véase anexo 7.3)

3.5 Electroforesis en gel bidimensional

Se trabajdé con embriones de desarrollo temprano, los cuales aun
presentaban vitelo (fosfolipo-glicoproteinas, fuente nutricional para el desarrollo
embrionario), éste se elimind manualmente con la ayuda de una pipeta de punta
delgada con la finalidad de evitar interferencia en esta aplicacién proteémica (Link,
y col., 2006). El experimento inicié con embriones 2dpf que se expusieron hasta el
4dpf a una concentracion de 100 ng/L de 17-a-etinilestradiol disuelto en agua de
acuario y azul de metileno al 0.1 %. Se corri6 una prueba en paralelo, donde
unicamente se expusieron los embriones en agua de acuario y azul de metileno al
0.1 % que fué considerada como control (ver Figura 6.). En cada gel se carg6é 100
Mg de proteina y se tifd con azul de Coomasie (véase anexos 7.5y 7.6). Después
de realizar varios experimentos siguiendo el mismo protocolo, se observé que la
eliminacién del vitelo no se puede realizar de manera uniforme y reproducible, por
lo que para los ensayos posteriores se utilizaron embriones con mayor tiempo de

desarrollo y que no presentan vitelo.

3.6 Western Blot

Es importante senalar que previo a la realizacion de este experimento, se
debera correr un gel de acrilamida de una dimension (1D) al 8%, para verificar que
la proteina extraida de los embriones de pez cebra ha sido procesada
correctamente y no ha sufrido degradacion. En el gel de 1D se debera observar
claramente la separacibn de las bandas de proteina bien definidas,
adicionalmente, cuantificar correctamente la proteina nos llevara a resultados

confiables cuando se realice el revelado de los biomarcadores en el experimento
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de Western Blot por lo tanto es vital escoger el método de cuantificacion de

proteina adecuado (vease anexo 7.7)

3.7 Gel de electroforesis diferencial con tincion fluorescente (2-D Fluorescence
Difference Gel Electrophoresis, 2-D DIGE)

Los geles de acrilamida de 24 cm se dejaron polimerizar por 12 horas. Se
utilizaron tiras para electroforesis de 24 cm, rango de pH de 3-10 lineales. A partir
que se realiza el marcaje de las proteinas con los fluoréforos, se trabaja al abrigo

de la luz para evitar el marcaje se vea afectado.(véase anexo 7.8)

3.8 Espectrometria de Masas de Péptidos y Proteinas

La identificacion de proteinas fue llevada a cabo mediante la aproximacion
que utiliza a la EM para identificar péptidos y proteinas. Los productos de digestion
ya sea provenientes de experimentos de electroforesis bidimensional o protedbmica
shotgun. Los espectros de masa fueron registrados utilizando un equipo MALDI-
TOF 4800 Plus MALDI TOF/TOF Mass Analyzer de Applied Biosystems (US). El
laser fue ajustado de forma que la intensidad del laser produjese la mejor sefal en
las muestras analizadas. La albumina de suero bovino y la enolasa de levadura
fueron utilizadas como controles positivos de identificacion proteica. En cada caso
se aceptd una identificacién con cobertura de secuencia no menor a 55%. (véase

anexo 7.11)
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3.9 Protedmica Shotgun

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

El sistema cromatografico consistio de un sistema de bombeo Waters
Alliance 2690 acoplado a un detector de arreglo de diodos (Waters Alliance 2690)
y un automuestreador equipado con un loop de 100 mL. La separacién fue llevada
a cabo con una columna de fase reversa Vydac C4 de diametro de particula de
300 micras, con un diametro interno de 4.6 mm y una longitud de 50 mm. La fase
movil fue establecida mediante el uso de las siguientes soluciones (véase anexo
7.9).

La separacion de proteinas a través de CLAR- se realizé con una columna
de fase reversa C-4

A) Agua con 0.1% TFA (acido trifluoroaceético)

B) Acetonitrilo (ACN) con 0.1% TFA

Las muestras de proteinas fraccionadas son digeridas se desalan con la
ayuda de puntas ZipTip C+g Yy finalmente se coloca 0.8 uL de muestra en la placa
de MALDI utilizando a-ciano-4-hidroxi-acido cinamico como matriz y se lleva a

cabo la identificacion mediante EM, (véase anexo 7.9).

3.10 Digestiéon de proteinas a partir de muestras de geles o de muestras con

proteinas en solucion

Después de realizar la identificacion de las proteinas diferenciales, estas
manchas se cortaron del gel, se digirieron con tripsina por 16 horas a 37°C, se
desalaron con puntas ZipTip (resina C-18 para retencion en fase sdlida). En el
caso de las proteinas en solucion, se utilizé la técnica de CLAR, (véase anexo
7.10).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prueba inicial de separacion utilizando Electroforesis en gel bidimensional

La etapa de exposicion inicial de los embriones de pez cebra a 17-a-
etinilestradiol utilizando una concentracion de 100 ng/L, fue en el 2dpf
concluyendo hasta el 4dpf y se corrié una prueba en paralelo, donde unicamente
se expusieron los embriones en agua de acuario y azul de metileno al 0.01% que
fue considerada como control. Todos los embriones sobrevivieron al término del
experimento. En la Figura 6 y en la Figura 7, se pudo observar que no existen
diferencias significativas entre los dos grupos de estudio (control y 100 ng/L de 17-
a-etinilestradiol) esto es debido probablemente a la baja sensibilidad del método
para esta concentracion del compuesto, esto se deduce del experimento de
Western Blot donde a una concentracién de 500 ng/L del alterador endocrino si se
observa efecto en el organismo. Cabe aclarar que esta concentracion inicial se

eligié con base a referencias bibliograficas.
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Figura 6. Gel 2D de embriones control de 2-4dpf, tiras 3-10lineales con tincion de
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Figura 7. Gel 2D de embriones expuestos a 100 ng/L de 17-a-etinilestradiol de 2-
4dpf, tiras 3-10 lineales tefnidos con azul de Coomasie.
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4.2 \Western Blot

En este experimento, los embriones de pez cebra se expusieron a partir del
3dpf y se concluye hasta el 6dpf a una concentraciéon de 10; 100; 500; 1,000;
5,000 y 10,000 ng/L de 17-a-etinilestradiol y también se corri6 una prueba en
paralelo, donde unicamente se expusieron los embriones en agua de acuario y
azul de metileno al 0.01% que fue considerada como control. Se realiz6é un gel de
acrilamida al 10% y en cada carril se pusieron 30 ug de proteina extraida de cada
grupo de estudio, Figura 6, (higado de hembra adulta-control positivo-;embriones
no expuestos al alterador enddécrino-control negativo; 10; 100; 500; 1,000; 5,000 y
10,000 ng/L de EE> ), se realiz6 la transferencia de la proteina a la membrana de
celulosa, y al probar el anticuerpo primario monoclonal (anti-vitelogenina)
aparecieron claramente las bandas en aproximadamente 150 kDa lo que indica
que este anticuerpo se enlaza con elevada afinidad a la vitelogenina de la
muestras del pez cebra. En la Figura 8 se pudo observar que la intensidad de las
bandas aumenta conforme la concentracion de los tratamientos también aumenta.
A partir de los 500 ng/L se comenz6 a manifestar la presencia de esta proteina
que es considerada como biomarcador. Para comprobar el control de carga, la
membrana anterior se incuba con el anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina, y

aparecen bandas a 50 kDa que acredita el experimento, ver Figura 10.

El éxito de esta técnica de western blot dependi6 de la afinidad y
especificidad de los anticuerpos utilizados y de la abundancia de la proteina
blanco, ademas, la ventaja de trabajar con organismos de 6dpf con ausencia de
vitelo y lipidos no interfirid en la definicion de las bandas por lo que se pudieron
observar claramente las variaciones en las intensidades de las mismas; es
importante sefalar que la cuantificacion correcta de la proteina extraida es una

pieza clave en la confiabilidad del resultado.
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Figura 8. Western Blot, embriones 6dpf. Control positivo (higado de hembra
adulta), control negativo y embriones expuestos a diferentes concentraciones de
17-a-etinilestradiol.
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Figura 9. Western Blot, embriones 6dpf. Control negativo, embriones expuestos a
diferentes concentraciones de 17a-etinilestradiol.
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Figura 10. Control de Carga/Western Blot, embriones 6dpf. Control negativo,

embriones expuestos a diferentes concentraciones de 17a-etinilestradiol.
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4.3 DIGE

Con la ayuda del software se realiz6 un analisis comparativo entre las
imagenes primaria y secundaria, se puede observar en la Figura 11 y en la Figura
12 que las proteinas sefaladas con el contorno de color verde, son las que
permanecen sin cambio, en color rojo se indican las proteinas que disminuyen y

las que aumentan de intensidad son las de color azul.

En la Figura 13 se observa la cantidad total de proteinas detectadas en el
gel, en esta imagen también se indican las proteinas que se incluyen o excluyen
para el analisis. Las proteinas que se consideraron diferenciales y que se
extrajeron del gel para su analisis de identificacion por espectrometria de masas,
tuvieron el aspecto de una “loma” definida como lo muestra la imagen que esta

sefialada con color rosa.

Una vez hecho el analisis de las proteinas diferenciales con el software, se
escanea el gel de acrilamida que esta tefiido con el colorante Deep Purple, que a
simple vista no se ve tefido, se recurre a una hoja transparente de acetato,

obteniéndose la Figura 14.
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Figura 11. Imagen Primaria del Experimento DIGE. Tiras IPG 24 cm
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< 310L

DIGEsecundaria

Figura 12. Imagen secundaria del Experimento DIGE. Tiras IPG 24 cm
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Figura 13.Imagen del analisis llevado a cabo de los geles DIGE para encontrar

expresiones diferenciales de proteina.
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Figura 14. Acetato con proteinas diferenciales.
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Las proteinas diferenciales se identifican con un numero en la Figura 15
posteriormente se cortan cuidadosamente para extraerse, digerirse y ser

procesadas para identificarse por medio de espectrometria de masas.

Se obtuvieron 11 proteinas diferenciales y solo se identificaron 6 proteinas
mediante espectrometria de masas utilizando la base de datos para Danio rerio
de UNIPROT.

Lo resultados revelaron:

Aumento del spot 1 = proteina LZIC (leucine zipper and ICAT homologus

domain contain protein) Q6DHH7
Disminucion de spot 7 = Queratina citoesquelética
Aumento de spot 8 = Actina
Aumento de spot 9 = Actina
Aumento de spot 10 = Actina
Aumento de spot 11 = Actina 2 Q7ZVF9

Se observé que tanto en los geles 2D como en los geles DIGE, las
proteinas del pez cebra son mayormente acidas, en las la Figura 11 y 12
observamos proteinas aglomeradas donde no hubo una buena separacién de las
mismas. Para futuros experimentos, se sugiere utilizar tiras IPG de 24 cm con un
rango de pH de 4 a 7 con el fin de lograr una mejor resoluciéon en esa area y de

esta manera obtener mejores resultados.
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Figura 15. Identificacién numérica de proteinas diferenciales.
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4.4 APROXIMACION PROTEOMICA SHOTGUN

En este protocolo se propone una ultima etapa donde se lleva acabo un
analisis cualitativo de la expresion de proteinas en embriones de pez cebra
expuestos a 10, 100, 500, 1000, 5000 y 10000 ng/L de 17-a-etinilestradiol

Después de separar los extractos de proteina de cada uno de los grupos de
estudio mediante CLAR, las fracciones obtenidas se digirieron de acuerdo al
protocolo y los productos de digestion se introdujeron en el equipo de EM para la
identificacién de las proteinas. En cada digerido se revisaron las 60 senales mas
abundantes y se analizaron mediante el uso del software MASCOT con una
confianza no menor al 95% utilizando la base de datos para Danio rerio del
International Protein Index, IPI, versién septiembre 2009. Para cada grupo de
estudio se obtuvo una lista de proteinas identificadas para cada tratamiento y se

procedio a su analisis.

Las figuras siguientes representan los resultados de proteinas identificadas
mediante el uso del algoritmo de MASCOT a la muestra Control y todas las
concentraciones a las que fueron expuestos los embriones del pez cebra, 10, 100,
500, 1000, 5000 y 10000ng/L de 17-a.etinilestradiol.
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Control

laciinees Mascot Search Results

User

Email

Search title
Database
Timestamp

Significant h1ts

Probability Based Mowse Score

IPI_zebrafish zebrafish_ 362
at 18:25:19 GMT

24 Sep 2009
IPI00615483
IPIO0896863
IPIO0890560
IPI00631543
IPI00914465

0
IPI00609122
IPI00897421
IPI00898408
IPI00898135
IPI00799105
IPI00506320
IPI00866284
IPI00834162
IPI00505426
IPI00898560
IPI00931270
IPI00512015
IPI00934162
IPI00497779
IPI00512604
IPI00501717
IPI00863921
IPI00B77471
IPI00492212
IPI00899413
IPI00774862
IPI00631393
IPI00508249
IPI00570166
IPI00628720

Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_;d=7955
Tax_Id=7955
Tax_ Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955

(38433 sequences; 19099775 residues)
Gene_ Symbol=ttna Titin a
Gene_Symbol=mll4b;LOC793247;L0C100150711
Gene_Symbol=ttnb im:6911926
Gene_Symbol=dynclhl Dynein cytoplasmic 1
Gene_Symbol=myst3 MYST histone acetyltran
Gene_Symbol=LOC100002368 similar to helen
Gene_Symbol=si:ch211-250g4.3 im:7151086
Gene_Symbol=wu:fc23b07 wu:fc23b07

Gene_ Symbol=LOC557328 similar to XTimeles
Gene_Symbol=LOC100150755 similar to conse
Gene_Symbol=LOC100007078 hypothetical pro
Gene_Symbol=sorbs2a sorbin and SH3 domain
Gene_Symbol=hel dr2 Replicase/helicase/en
Gene_Symbol=CH211-1L10.1 novel protein si
Gene_Symbol=quo Quo protein

Gene_ Symbol=DKEYP-86F8.4 similar to adlic
Gene_Symbol=bxdc5 Ribosome productien fac
Gene_Symbol=LOC567357 similar to polydom
Gene_ Symbol=- 27 kDa protein
Gene_Symbol=zgc:77174 Tudor domain-contai
Gene_Symbol=tepl telomerase-associated pr
Gene_Symbol=dscam Down syndrome cell adhe
Gene_Symbol=myom3 myomesin family, member
Gene_Symbol=brca2 Breast and ovarian canc
Gene_Symbol=DKEY-245P14.6 Novel protein
Gene_Symbol=LOC100149369 similar to predi
Gene_Symbol=- 59 kDa protein
Gene_Symbol=LOC796212 similar to helentro
Gene Symbol=LOC560270 Novel protein simil
Gene:Symbol=DKEYP-99C11.2 DNA polymerase
Gene_Symbol=LOC558599 similar to calmin,

lons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 34 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
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Figura 16. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra

control.
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10 ng/L

Ly Mascot Search Results

User

Email

Search title

Database : IPI_zebrafish zebrafish 362 (38433 sequences; 19099775 residues)
Timestamp : 24 Sep 2009 at 19:11:05 GMT

Significant hits: IPI00615483 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttna Titin a

IPIO0608557 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC567576 similar to spectrin
IPI00634366 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC562960 similar to mCG10465
IPI00508552 Tax Id=7955 Gene Symbol=zgc:63672 Zgc:63672
IPI00897120 Tax Id=7955 Gene Symbol=rnf2l3 ring finger protein 21
IPI00832484 Tax:1d=7955 GeneZSymbcl:zgc:lSB?BT Novel protein simi
IPI00772654 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=fbn2b Fibrillin 2

IPI00650278 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=mdml Isoform 1 of Nuclear pro
IPI00897654 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC556060 similar to FtsJ hom
IPI00808762 Tax_ Id=7955 Gene_Symbol=LOC566592 hypothetical protei
IPI00494861 Tax Id=7955 Gene_Symbol=hel_dr5 Replicase/helicase/en
IPI00498280 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC569779 Novel protein simil

Probability Based Mowse Score

lons score is -10¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 36 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
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Figura 17. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 10 ng/L de EE-.
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100 ng/L

L) Mascot Search Results

User

Email

Search title

Database b IPI_zebrafish zebrafish_362 (38433 sequences; 19099775 residues)
Timestamp : 24 Sep 2009 at 19:37:20 GMT

Significant hlts IPI00504207 Tax Id=7955 Gene Symbol=actclb Actin, alpha 1, skelet
IPI00628880 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=actalb Actin, alpha 1b, skele
IPIO0834037 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=krt4 Type II basic cytokerati
IPT00482295 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=bactinl Actin, cytoplasmic 1
IPI00484294 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=krt5 Krt5 protein
IPI00499941 Tax Id=7955 Gene Symbol=zgc:77231 Zgc:77231
IPI00932853 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttna Novel protein similar to
IPI00615483 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttna Titin a
IPI00488248 Tax Id=7955 Gene_Symbol=mylz3 Myosin, light polypepti
IPI00898135 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC100150755 similar to conse
IPI00771092 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=evpl envoplakin, partial
IPI00485656 Tax Id=7955 Gene_Symbol=ndpkz2 Nucleoside diphosphate
IPI00890560 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttnb im:6911926
IPI00774113 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC100149997 similar to histo
IPI00613983 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC564284 similar to predicte
IPI00897241 Tax Id=7955 Gene Symbol=L0OC100151574 similar to conse
IPI00900941 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC797837 similar to retrotra
IPI00490635 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=hectdl Novel protein with HEC
IPI00501538 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=2gc:91930 Zgec:91930
IPIO0898813 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC100148878 similar to RNase
IPTI00499344 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC564967 similar to zinc-fin

Probability Based Mowse Score

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 36 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

0 100 200 300
Probability Based Mowse Score

Figura 18. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 100 ng/L de EE..
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500 ng/L

ivers Mascot Search Results

User

Email

Search title

Database T IPI_zebrafish zebrafish_362 (38433 sequences; 19099775 residues)

Timestamp : 24 Sep 2009 at 20:35:15 GMT

Significant hits: IPI00504207 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=actclb Actin, alpha 1, skelet
IPIO0628880 Tax_Id=7955 Gene_Symbeocl=actalb Actin, alpha 1b, skele
IPI00932853 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=ttna Novel protein similar to
IPI00615483 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttna Titin a
IPI00481175 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC569585 similar to AGAP0044
IPI00631543 Tax Id=7955 Gene Symbol=dynclhl Dynein cytoplasmic 1
IPI00898818 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC794638 similar to ankyrin
IPIO0896968 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC797628 similar to Ras GTPa
IPI00492212 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=DKEY-245P14.6 Novel protein
IPI0O0503572 Tax Id=7955 Gene_Symbol=myhzl.l Novel myosin family p
IPI00898813 Tax Id=7955 Gene Symbecl=LOC100148878 similar to RNase
IPI0N0882755 'l'ax:Id='7955 GeneZSymel:si:ch211-181p13.1 Novel prote
IPI00858466 Tax Id=7955 Gene_Symbol=myhzl.3 Novel myosin family p
IPI00932963 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC569585 227 kDa protein
IPIO0496539 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=apob apolipoprotein B
IPIO0618715 Tax Id=7955 Gene_Symbol=si:ch211-203h15.1 Novel prote
IPI00481899 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=si:dkey-32e6.1 hypothetical p
IPI00770271 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC796959 similar to ankyrin
IPI00901726 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC100007304 similar to Dual
IPI00834162 Tax Id=7955 Gene Symbol=CH211-1L10.1 novel protein si
IPI00505410 Tax Id=7955 Gene Symbol=CH211-181P13.1 similar to Low
IPI00507427 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC559439 similar to HECT, UB
IPI00897473 Tax Id=7955 Gene_Symbol=ryr2b ryanodine receptor 2b
IPIO0509879 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC561043 similar to mannosid
IPI00915623 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=spatal7 Spermatogenesis-assoc
IPI00770450 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC560278 protein phosphatase
IPI00882629 Tax Id=7955 Gene_Symbol=fancm Fanconi anemia M
IPI00503725 Tax Id=7955 Gene_Symbol=LOC100148193 similar to Dynei
IPI00932446 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=- 37 kDa protein
IPI00898135 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC100150755 similar to conse
IPI00491593 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=eif3d Eukaryotic translation
IPI00502606 Tax_Id=7955 Gene_Symbel=slit3 Slit (Drosophila) homol
IPI00934017 Tax Id=7955 Gene_Symbol=si:ch211-254d18.3 im:6912504
IPI00501333 Tax Id=7955 Gene_Symbol=si:dkey-151cl0.1 Novel protei
IPI00897601 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC100147861 similar to pol p
IPIO0890470 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=DKEY-53D10.1 hypothetical pro
IPI00481119 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=setx senataxin

Probability Based Mowse Score

lons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 37 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
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Figura 19. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 500 ng/L de EE..
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1000 ng/L

liciivess Mascot Search Results

User

Email

Search title

Database H IPI_zebratish :ebrafish_ssz (38433 sequences; 19099775 residues)
Timestamp : 24 sep 2009 at 20:04:12 GMT

Significant hits: IPIO0B868441
IPIO0510376
IPI00499330
1P100898895
IP100934179
IPI00513498
IPIOOB03327
IPIO0609122
IPI00627965
IPI00631543
IPIN0900960
IPI00627925
IPI00932853
IPIO0631393
IPIO0618680
IPIO0B97822
IPI00498290
IPI00507319
IPIO0E62430
IPI0O0496182

1PI00923192

PII 4
IPI00513403
IPI00B64873
4

H - |

9

IPI00489586
IPI00491746

Probability Based Mowse Score

Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_I1d=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955

Gene Symbol=si:dkey-67c22.2 Novel protein

Gene_Symbo 1i:ch211-207il1l.1 hypothetical protein LOC559431

Gene_ Symbol=zgc:56258 Novel protein

Gene_ Symbol=LOC794424 similar to peol polyprotein

Gene Symbel=LOC570113 385 kDa protein

Gene_Symbol=vpsl3d vacuolar protein sorting 13D

Gene_Symbol=LOCS563904 similar to veltage-dependent calcium channel alph
Gene_ Symbol=si:ch211-250g4.3 im:7151086

1953 kDa protein

| dynclhl Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1
Gene_Symbol=LOC100000122 similar to Zinc finger protein 294
Gene_Symbol=lrrk2 leucine-rich repeat kinase 2

Gene_Symbol=ttna Novel protein similar to human titin

Gene Symbol=LOC796212 similar to helentron 2 helitron-like transposon r
Gene_Symbol=atrx Atrxl protein

Gene_Symbol=LOC793680 similar to LReO_3

Gene_Symbol=cacnalc Calcium ch 1, voltage-dependent, L type, alpha 1
Gene_Symbol=nbrl 108 kDa protein

Gene_ Symbol=aspm Novel protein similar to vertebrate asp (Abnormal spin
Gene_ Symbol=ect2 Epithelial cell transforming sequence 2 oncogene
Gene_Symbol=- Protein

Gene_Symbol=myoc3b myosin IIIB, partial

Gene_Symbol=LOC798456 similar to tripartite motif protein 29
Gene_Symbol=hel_drl Replicase/helicase/endonuclease

Gene Symbol=LOC100002368 similar to helentron 2 helitron-like transposo
Gene Symbol=LOC100150883 similar to pol polyprotein
Gene_Symbol=LOC100150755 similar to conserved hypothetical protein
Gene_Symbol=LOC562945 similar to rCG33069

Gene_Symbol=st5 Fcllb09

Gene_ Symbol=LOC445411 Putative uncharacterized protein

Gene Symbol=efha2 EF-hand domain family, member A2

Gene_Symbol=- 135 kDa protein

lons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 35 indicate identity or extensive homology (p<0.05),
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
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Figura 20. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 1000 ng/L de EE,.
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5,000 ng/L

SMATRIX

).5'('11;)‘(1;"} Mascot Search Results

User

Email

Search title

Database : IPI_zebrafish zebrafish 362 (38433 sequences; 19099775 residues)

Timestamp : 24 Sep 2009 at 21:24:17 GMT

Significant hits: IPI00615483 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=ttna Titin a
IPI00890560 Tax_Id=7955 Gene Symbol=ttnb im:6911926
IPIQ0498607 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=vtilb Vesicle transport through interaction with t-SNAREs h
IPIN0901129 Tax_ Id=7955 Gene_ Symbol=LOC799441 similar to F-box and leucine-rich repeat protein
IPIN0863325 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=suds3 Suppressor of defective silencing 3 homolog
IPI00882718 Tax Id=7955 Gene_Symbol=synela similar to nesprin 1 isoform longer

IPI00639467

IPI00804919
IPI00510203
1P100484113
IPI00498290

IPI00608557

IPI00804098

IPI00614320
IPI00897175
IPI00627162
IPI00931123
IPI00899856
IPI00900048
IPI00483190

Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_1d=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955
Tax_Id=7955

Probability Based Mowse Score

Gene Symbol=si:ch211-157f15.1 envoplakin

Gene_Symbol=LOC556023 similar to dynein, axonemal, heavy chain 2
Gene_Symbol=LOC555621 similar to lysosomal trafficking regulator, parti
Gene Symbol=ankrdl3a Novel protein similar to human ankyrin repeat doma
Gene_Symbol=glccil Glucocorticeid induced transcript 1

Gene_Symbol=ttna Novel protein similar te H.sapiens TTN, titin

Gene Symbol=cacnale Caleium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1
Gene Symbol=LOC567576 similar to spectrin repeat centaining, nuclear en
Gene_ Symbol=LOC566740 similar to viral A-type inclusion protein, putati
Gene_ Symbol=zgc:77377 Junction-mediating and -regulatory protein
Gene_Symbo OC566869 similar to cytoplasmic nuclear factor of activate
Gene_ Symbol=dynclhl Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1
Gene_Symbol=LOC560573 similar to Putative S-adenosyl-L-methionine-depen
Gene_ Symbol=nipbl wu:fcl2g03

Gene Symbol=LOC795064 similar to Cryopyrin deletion 4

Gene_Symbol 99 kDa protein

Gene_Symbo ©C100148064 similar to rCG46808

Gene Symbol=CH211-247B3.3 similar to novel immunoglobulin I-set domain
Gene_Symbol=LOC557000 similar to Synaptonemal complex protein 2

lons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 35 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
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Figura 21. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 5000 ng/L de EE,.
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10,000ng/L

{355 Mascot Search Results

User
Email
Search title
Database IPI_zebrafish zebrafish 362 (38433 sequences; 19099775 residues)
Times tamp : 24 Sep 2009 at 21:43:09 GMT
Significant hits: IPI0O062B88B0 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=actalb Actin, alpha 1b, skeletal muscle
IPIN0504207 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=actclb Actin, alpha 1, skeletal muscle
IPI00932853 Tax Id=7955 Gene Symbol=ttna Novel protein similar to human titin
IPI00503326 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=myo7a Myesin VIIa
IPIO0511503 Tax_ Id=7955 Gene_ Symbol=ryrla ryanodine receptor la
IP: 62430 Tax_Id=7955 Gene Symbol=aspm Novel protein similar to vertebrate asp (Abnormal spin
IPIN0615483 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=ttna Titin a
IPIO0897822 Gene_Symbol=LOC793680 similar to LReO_3
IPI00618250 Tax_Id=7955 Gene_Symbo. mCG1046517, partial
IPIN0900960 Tax_ Id=7955 Gene_ Symbo. to Zinc finger protein 294
IPI00898783 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC559683 similar to chromosome 2 open reading frame 21, pa
1 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=DKEYP-77C8.2 similar to Nesprin-2
IPIO0890560 Tax_ Id=7955 Gene_ Symbol=ttnb im:6911926
IPI008B2718 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=synela similar to nesprin 1 isoform longer
IPIN0774587 Tax_Id=7955 Gene_ sSymbol=myhcd4 186 kDa protein
IPI00799951 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC557062 similar to formin-like 1
I Tax_I1d=7955 Gene_Symbol=myhzl.1l Novel myosin family protein
IPI0O0554335 Tax Id=7955 Gene_Symbol=zgc: 63491 Zgc:63491
IPI00487244 Tax 1d=7955 Gene Symbol=DKEY-162B3.2 Novel protein

IPI00858854 Tax_Id=7955 Gene Symbol=vtg6 Vtgé protein

> deleted in lung and esophageal cancer
IPI00504040 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=smc4 Structural maint of ch family sM
IPIO0B06766 Tax Id=7955 Gene Symbol=cep290 Centrosomal protein of 290 kDa

IPI00509126 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=vpsl3d 492 kDa protein
IPI00627925 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=lrrk2 leucine-rich repeat kinase 2

IPI00654500 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=cwfl91l2 Cwfl91l2 protein

IPI00897827 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC100150267 similar to additional sex combs like 2
Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=LOC797308 similar to novel pim oncogene family protein
Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC565591 similar to FAT tumer suppressor homelog 1
IPI00899212 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=LOC561816 similar to pol polyprotein

IPI0050399%6 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=DKEY-31K9.2 similar to human immunodeficiency virus type I
IPI00854296 Tax Id=7955 Gene Symbol=DKEY-183G16.2 similar to novel pim oncogene family protein
IPI0O0901426 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=LOCl00006890 similar to thioredoxin domain containing 11
IPI00510376 Tax Id=7955 Gene Svmbol=si:ch211-207il.1 hvpothetical protein LOC559431

IPIN0511449 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=zgc:112364 Zgc:112364

IPI00631853 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC556141 similar to myesin VIIA

IPI00502767 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=rrpl2 Ribosomal RNA processing 12 homolog

IPI00487003 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC555303 hypothetical LOC555303

I os Tax_Id=7955 LOC100005188 similar to bent CG32019-PD

IPIO Tax_Id=7955 ! - 137 kDa protein

IPIO0497296 Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC570526 similar to Synaptopodin-2

IPIO0507719 Tax:I 955 Gena:syn\bolsnKEYP—li'.'HB,i Centrosomal protein of 135 kDa

IPIOO803079 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOC797363 similar to Kinesin-like protein KIF19

T 11 Tax_Id=7955 Gene Symbol=LOC100148168 similar to DNA mismatch repair protein
IPIO0863043 Tax_Id=7955 Gene Symbol=lyst lysosomal trafficking regulator

IPIO0501181 Tax_ Id=7955 Gene Symbol=LOC565592 similar to Androgen-induced proliferation inhibit
IPIO0609748 Tax:ld-'}QSS Gane:symbol-— 130 kDa protein

IPI00486574 Tax Id=7955 Gene Symbol=hdlbp High density lipoprotein-binding protein

IPIO 94 ; Gene_Symbol=ahctfl AT hook containing transcription factor 1
IPIO0860077 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=prpf4b PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog B
IPI00491594 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=slit2 S1lit2

IPIO0481175 _:
IPI00491944 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=LOCS565697 similar to polycystic kidney disease protein 1
IPIO0505914 Tax Id=7955 Gene_ Symbol=wdré7 WD repeat domain 67

IPI00501333 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=si:dkey-151cl10.1 Novel protein similar to vertebrate plecti
IPI00499747 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=- Novel protein similar to vertebrate dedicator of cytokine
IPI00897251 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=LOC563001 similar to chromosome 17 open reading frame 27

IPI00631543 Tax_Id=7955 Gene_ Symbol=dynclhl Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1

IPI00486512 Gene_Symbol=igsf9 immunoglobulin superfamily, member $-like
IPI00613922 Gene_sSymbol=LOC569720 similar to MGCB0493 protein

IPI00481864 Gene_Symbol=ddx54 ATP-dependent RNA helicase

IPI00897421 Gene_Symbol=wu:£c23b07 wu:£c23b07

IPI00499128 Gene_Symbol=CH211-278A6.1 similar to pl30Cas-associated protein
IPI00897776 Gene_Symbol=wu:fa96el2 wu:fad6el2

Y Gana_Symhal=im:715927Q 76 kDa pratein
T&x_Id-7955 Gena_symbol-l.ocs"llzﬁ'? polymerase (DNA directed) nu
Tax_Id=7955 Gene Symbol=LOC560785 similar to Protein WWCl
IPI00854236 Tax:Id-'TQSS Gena:symbol-LOC793335 similar to human immunodeficiency virus type I en
IPI00497951 Tax Id=7955 Gene Symbol=si:dkey-31d8.1 si:dkey-31d8.1

0 7955 Gene_Symbol=LOC100007695 similar to Ribonuclease inhibitor
IPI00483196 X 955 Gene_Symbol=LOC558958 similar to laminin, gamma 3
IPI00484779 Tax Id=7955 Gene Symbol=zgc:162128 Zgc:162128 protein
Tax_Id—'TQSS Gana_symbol—suvl2nh2 229 kDa protein
I '8  Tax Id=7955 Gene Symbol=LOC570366 similar to syntaxin 19
IPI00859309 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=CH73-339D2.1 similar to piccole
IPIO0485267 Tax_Id=7955 Gene_Symbol=srrml Serine/arginine repetitive matrix 1

Probability Based Mowse Score

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 36 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
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Figura 22. Resultados de MASCOT para proteinas identificadas en la muestra de
embriones expuestos a 10,000 ng/L de EE,.
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También se utilizé el algoritmo de Scaffold para comparar y validar los
resultados obtenidos en los diferentes tratamientos con una confianza al 95%. En
la Figura 23 se observa que en la parte superior la actina es identificada con gran
confiabilidad en tratamientos mayores-igual a 100 ng/L pero con excepcion del
tratamiento a 5000 ng/L/. De igual forma, un analisis cuantitativo basandose en los
datos de los experimentos de EM/EM que se utilizaron para la identificacion de
proteinas (parte inferior en la Figura 23) muestra un incremento evidente en las
mismas muestras donde se identificO positivamente la actina. Tanto en este
analisis como el llevado a cabo por el algoritmo de MASCOT, se observa que la
muestra tratada a 5000 ng/L presenta unos resultados pobres en cuanto al numero
de proteinas identificadas si se compara con las muestras correspondientes a
tratamientos de 1000 y 10000 ng/L/. Dado que los experimentos de EM/EM se
llevaron de forma secuencial pero no todos al mismo tiempo para todas las
muestras, es posible que hubiese existido algun problema con esta muestra en
particular. Sin embargo este analisis refuerza lo observado en DIGE de una
sobreexpresion de actina adicionalmente a la observada de vitelogenina mediante

el western blot.

Adicionalmente cada uno de los grupos de datos de las proteinas
identificadas se compararon entre si a fin de determinar cuales de ellas se
compartian y analizar si existia alguna relevancia biolégica o si se observaba
alguna relacion en cuanto a incrementos o decrementos en la expresion de
proteinas de acuerdo a las concentraciones en los diferentes tratamientos. Las
siguientes figuras muestran los diagramas de Venn expandido para la
comparacion del numero de proteinas compartido entre el grupo control con los
demas grupos de tratamiento, los numeros en italicas indican la concentracion del

tratamiento comparado (en ng/L).
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Figura 23. Resultados de Scaffold comparando la muestra control con los




Control

5000

Figura 24. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 10 ng/L de EE-.

Control

5000

Figura 25. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 100 ng/L de EE-.
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5000

Figura 26. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 500 ng/L de EE-.

Control

Figura 27. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 1000 ng/L de EE-.
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Figura 28. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 5000 ng/L de EE-.

Control

1000

Figura 29. Diagrama de Venn de proteinas encontradas en los diversos

tratamientos tomando como centro la concentracion de 10,000 ng/L de EE-.

73



En resumen podemos decir que los resultados obtenidos en ambos
experimentos, DIGE y de Shotgun, confirman la induccion o cambio de
expresion de la Actina, sin embargo, en las listas de proteinas que se
realizaron para shotgun, no se observan proteinas que se pudieran
relacionar entre los grupos de estudio por lo cual, se sugiere realizar

repeticiones de los experimentos.

En las proteinas identificadas por MASCOT de la Figura 22, en el
grupo de estudio de 10,000 ng/L, se observa la presencia de la vitelogenina
(Vtg 6), sin embargo, en el experimento de Western Blot, con una
concentracion menor de exposicion de los embriones de 500 ng/L, se
detectod la vitelogenina. Posiblemente porque el método de Western Blot es
altamente especifico y con limite de deteccion menor. Por otro lado en el
experimento de shotgun, la vitelogenina posiblemente no es identificada a
concentraciones menores debido a problemas de supresién idnica durante

la identificacion de los péptidos ionizados en espectrometria de masas.

A partir de estos resultados es posible pensar que dado que la actina
forma parte el citoesqueleto de las células exista entonces una mayor

proliferacion celular debido al alterador endrécrino.

Asi mismo se llevé a cabo una comparacion entre grupos via Gene
Ontology (GO) u Ontologia Génica. En este analisis los genes de las
proteinas que se detectaron expresadas en este analisis se agrupan de
acuerdo 1) la funcion molecular, 2) el proceso biologico y 3) la localizacion
en componentes celulares de los productos génicos. A partir de la proteina
identificada, es posible conocer la anotacion del gene del cual se ha

identificado que proviene. Asi, fue posible llevar a cabo el analisis del GO.
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Se llevé una comparacion entre la muestra control y la muestra del
tratamiento a una concentracion de 10000 ng/L de EE;, en este analisis se
puede observar que en cuanto a la funcion biolégica (ver Figura 30), el
proceso celular en ambos grupos de proteinas dio un resultado
practicamente similar, no asi en cuanto a la respuesta a estimulos. De la
misma forma se llevan a cabo los analisis para el proceso biolégico y la
localizacion en componentes celulares. En estos ejemplos mostrados se
hicieron a un nivel 2 mediante el uso del software Gene Class Expression
que se encuentra en linea y por cortesia del del Laboratorio de Genética

Molecular e Bioinformatica de la Universidad de Sao Paolo, en Brasil.

Se observa que estadisticamente no se tiene la fortaleza para
alcanzar a ver las diferencias entre las muestras control y los embriones
expuestos a las diferentes concentraciones del alterador enddcrino 17-a-
etinilestradiol, ya que el estadistico de prueba Z no es mayor al valor
esperado para un 95% de confianza. Se sugiere realizar mayor numero de
experimentos con varias repeticiones e incluso la exposicion a mayores

concentraciones.
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Figura 30. Resultado GO para la Funcion Biologica para la comparacion de la

muestra control con la muestra expuesta a 10000 ng/L de EE.
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Figura 31. Resultado GO para el Componente Celular para la comparacion de la

muestra control con la muestra expuesta a 10000 ng/L de EE:.
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V. CONCLUSIONES

Como conclusiones de los resultados obtenidos en el presente proyecto, la
exposicion a EE; en el estado embrionario en el pez cebra, altera los niveles de

vitelogenina en el organismo.

El pez cebra demostr6 ser una poderosa herramienta utilizada como
modelo de un sistema vertebrado expuesto a un alterador endécrino. Con él se

desarrollaron protocolos para estudios moleculares y protedmicos.

Se obtuvo informacion importante acerca de la sobreexpresion de algunas
proteinas que pueden ser de valor como biomarcadores de presencia de
alteradores enddcrinos en agua tal como la vitelogenina o la actina. En particular
con la vitelogenina se comprobd que se puede detectar en estadios tempranos de

desarrollo del pez cebra expuesto a los EDCs.

El hallazgo de estas proteinas candidato a biomarcadores permiten
visualizar el uso del pez cebra como monitor bioldégico para evaluar fuentes de

abastecimiento de agua para consumo o para uso en actividades humanas.

Fue posible establecer un panorama de una linea de investigacion futura
relacionada a la toxico-protedmica con futuras aplicaciones que pueden impactar

de forma directa en la salud del ser humano.
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VI. PERSPECTIVAS

Si bien los experimentos basicos se llevaron a cabo faltaron repeticiones de
los experimentos para la validacion de las proteinas candidato como

biomarcadores.

Es necesario analizar otros EDCs bajo las mismas condiciones
experimentales a fin de conocer si la expresion proteica es similar o se modifica
dependiendo del agente estudiado. La combinacién de EDCs para estudiar los

efectos sinérgicos es aconsejable llevar a cabo.

Con los resultados preliminares obtenidos, se podria comenzar a
implementar alguno de estos protocolos y metodologias quimico-biolégicas en los
laboratorios prestadores de servicios e instituciones estatales involucradas en el
monitoreo de estos agentes contaminantes y asi, de acuerdo a los niveles
encontrados en los cuerpos de agua, destinarlos al consumo humano riego,

industria, etc. o pasar el agua a procesos mas rigurosos de tratamiento.
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VIIl. ANEXOS

7.1 Protocolo para la extraccion de proteina en embriones de pez cebra

0 Los embriones se colocaron en un bafio de hielo por un tiempo no mayor de
15 min (para evitar que se mueran).

o0 Se transfirieron a un tubo eppendorff que contiene 750 uL de solucion RBPI
(solucion fria de Ringer libre de calcio, urea, thiourea, chaps, isopropanol,
glicerol, DTT)/Coctel Inhibidor de Proteasas/ Nucleasa Mix,

o Cuidadosamente se maceraron los embriones con la ayuda del polytron PT
1200E, evitando la formacién de espuma. Si es asi, centrifugar brevemente
para eliminarla

0 Se observo la formacion de un botdn oscuro

0 Se tomaron 3 alicuotas de 200 uL en tubos eppendorf de 1.5 mL, evitando
tocar el boton indeseable. Con estas alicuotas se realizd la precipitacion
Metanol-Cloroformo como se indica a continuacion:

o Para evitar goteo y errores al pipetear los solventes, se humedecieron las
punta de la pipeta minimo 5 veces y entonces se procedié a tomar el
volumen deseado. Se agregé 600 pyL de metanol mas 150 puL de
cloroformo. Se vortexed por lo menos de 10 seg (con esta operacidén se
obtuvo una sola fase)

0 Se agreg6 450 pL de agua milliQ, vortexeando vigorosamente 20 segundos
aproximadamente

0 Durante 1 hora se centrifugdé a 15,000 rpm/ 4°C (sacando del equipo con
mucha precaucién para evitar que se mezclen las 2 fases)

o Evitando tocar la interfase, en la cual se encuentran las proteinas, se
elimind la fase superior

0 Se agrego 450 pL de metanol, vortexeando vigorosamente por 20 segundos

0 Durante 15 minutos se centrifugd a 15,000 rpm/ 4°C y se elimind
completamente el sobrenadante
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o El tubo eppendorff se mantuvo abierto para permitir secar las proteinas a
temperatura ambiente durante 15 minutos

o Una vez transcurrido el tiempo, se adiciond6 100 uL de solucion de
resuspension RBPI a cada uno de los 3 tubos

0 Se vortexeod vigorosamente hasta disolver completamente la proteina

o El contenido de los 3 tubos se juntd en uno solo, mezclando perfectamente
y se realizaron alicuotas de 100 pL para evitar degradar la proteina por
descongelamiento-congelamiento

0 Se conservo a -80°C hasta determinar la concentracién de proteina

7.2 Protocolo para la cuantificacion de proteina mediante el Método del Acido

Bicinconinico

0 Se etiquetaron por la parte lateral y en la tapa a los tubos eppendorf de 1.5
mL que se requieran para realizar esta determinacion

o Considerar el blanco e incluirlo en la serie de tubos.

o Se adicionaron las cantidades que se indican tabla de: solucién problema,
albumina de suero bovino (BSA), agua estéril y acido bicinconinico (BCA)

o0 Previamente se preparé el MIXER a la temperatura indicada: 37°C
0 Se colocaron los tubos perfectamente bien cerrados en el MIXER

o Transcurrido el tiempo de reaccion se enfriaron los tubos eppendorf al
chorro del agua, evitando la penetracién de agua.

0 Se colocaron los tubos en una gradilla y se realizo la lectura de absorbancia
con el Espectrofotometro ULTROSPEC II, LKB BIOCHROM, llevando a
cabo las indicaciones siguientes:

0 Encender el equipo por la parte de atras
0 Esperar que calibre las lamparas de Deuterio y Tungsteno

o Elegir la longitud de onda deseada con los botones ( +, - ); oprimiendo el
botdn, sin soltar hasta obtener los 562 nm
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Presionar MODO : Absorbancia

Se introdujo la celda con la solucién blanco en el espectrofotdmetro,
orientando la parte lisa y la flecha en direcciéon al paso del haz de luz

Presionar la tecla SET REFERENCE, y debera aparecer la lectura de 0.000

Se desechd la solucion blanco. Se llend la misma celda muestra y anoto la
lectura

Para realizar cada una de las mediciones, se enjuago por lo menos 3 veces
la celda con la solucién en turno.

Se regresaron las soluciones a cada uno de los tubos correspondientes,
con la finalidad de que si existe alguna equivocacién, se podra volver a leer
la serie de datos.

La curva se calibracion se realizé6 como se indica en la siguiente relacion.

TUBO |PROBLEMA | ALBUMINA| AGUA |BCA| MIXER | ABSORBANCIA
BSA ESTERIL | (1 30 (562 nm)
(1 mg/mL) milliQ mL) | min/37°C

BLANCO - - 50 pL 1 N
mL

1 - 5 uL 45 pL 1 N
mL

2 - 10 pL 40 uL 1 N
mL

4 - 20 uL 30 uL 1 N
mL

5 - 30 uL 20 pL 1 N
mL

6 - 40 pL 10 uL 1 N
mL

7 Muestra - 46 L 1 N
mL

8 Muestra - 42 L 1 N
mL
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7.3 Protocolo para la cuantificacion de proteina mediante el matodo 2-D Quant kit

Ideal para técnicas electroforéticas, muchos de los reactivos utilizados en este

método son incompatibles con otros ensayos de cuantificacion. Las proteinas

complejan al cobre en solucion y el cobre restante es medido con un agente de

color, con lo cual la intensidad de color sera inversa a la cantidad de proteina en

suspension

0]

Se prepard la solucion de trabajo de color: mezclando 100 partes de
reactivo de color A por 1 parte de reactivo de color B

Se prepard una curva estandar

En tubos de 600 pL se adicioné 50 uL de PRECIPITANTE para cada uno de
los tubos (incluye tubos que contienen su muestra) mas 50 pL de CO-
PRECIPITANTE

Se vortexeo e incubd de 2- 3 minutos a temperatura ambiente

Durante 15 minutos se centrifugé a 15,000 rpm / 4 °C (coloque los tubos
dentro de la centrifuga de manera que la visagra de la tapa quede hacia
arriba. Esto facilitara la eliminacion del sobrenadante)

Cuidadosamente se sacaron los tubos de la centrifuga y se elimind el
sobrenadante

Se centrifugd a 15,000 rpm por 15 minutos a 4 °C y rapidamente se eliminé
el liquido remanente hasta que no fué visible con la ayuda del equipo
Concentrador

Se adicionaron 20 uL de SOLUCION DE COBRE y vortexed vigorosamente
hasta disolver el precipitado de la proteina que se encontraba adherido en
las paredes del tubo

Tan rapido como sea posible. Se adicioné 100 uL de la solucion de trabajo
de color a cada uno de los tubos y se vortexe6

Se incubd a temperatura ambiente de 15 — 20 minutos

En un tiempo maximo de 40 minutos se leyé la absorbancia a 480 nm para
la serie de tubos
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0 En el nanodrop se colocd un volumen de 4uL de muestra, estimando la
concentracion de proteina por comparacion con su curva estandar

o NOTA: La absorbancia de la solucion de ensayo, disminuye con el
incremento de concentracion de proteina

7.4 Isoelectroenfoque de proteinas

o0 Se tomoé la cantidad de proteina correspondiente a 100 ug y se resuspendid
en el Buffer de Rehidratacién con DTT, mas 1.25 uL de anfolitas.

o Se llevé a un volumen total de 125 uL ya que es el ideal para tiras de 7 cm.

o En la gradilla de rehidratacion se colocé la muestra evitando la formacion de
burbujas.

o Tomar la tira por un extremo, separar cuidadosamente la pelicula protectora
y jalarla de una sola vez con ayuda de unas pinzas. Se desliz6 la tira IPG
encima de la muestra, inmediatamente después se adicion6 4 mL de aceite
mineral sobre la tira esparciendo a lo largo del carril para evitar que se
evapore la muestra.

o Cerrar la gradilla y dejar rehidratar la tira durante 15 hrs a temperatura
ambiente. Una prueba que las tiras se rehidratan correctamente es el
ensanchamiento del gel.

7.5 Protocolo para la separacién por electroforesis de primera dimensién

(separacién por carga).

0 La charola de porcelana se colocé en el IPGphor3 de manera que embone
adecuadamente y en los carriles se colocaron las tiras rehidratadas
eliminando el exceso de aceite mineral

0 Se colocaron pequefios trozos de papel filtro humedecidos con 150 pL de
agua milliQ en los extremos de las tiras hidratadas, de tal forma que exista
contacto entre el gel y los electrodos
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(0]

(0]

A cada uno de los carriles se adiciond 7 mL de aceite mineral y se
colocaron los electrodos de tal manera que queden en el extremo de la tira
y ademas hagan contacto con los electrodos (+) y (-) de IPGphor3

Se establecié conexién con el equipo e inicid el isoelectroenfoque de las
proteinas

7.6 Protocolo para la separacion electroforética en la segunda dimensién

(separacién por peso molecular).

Pesar 50 mg de ditiotreitol y disolver en 5 mL de solucién de equilibrio (urea
6M,Tris pH=8.0 75 mM; glicerol 29.3%; SDS 2%; azul de bromofenol 0.002%)

(0]

En un tubo falcon se colocé la tira hidratada y enfocada y se adicioné 2.5
mL de la solucion anterior y se mantuvo en agitacion constante durante 15
minutos. Transcurrido el tiempo de reaccién, eliminar la solucion

Aparte, se pesaron 125 mg de lodoacetamida y se disolvieron en 5 mL de
solucion de equilibrio protegiendo de la luz y se adicionaron 2.5 mL de esta
solucion a los tubos anteriores que contienen la tira. Transcurrido el tiempo
de reaccidn se elimind la solucién con la finalidad de evitar la difusién de las
proteinas

Se sujetd la tira con la ayuda de las pinzas y se cortaron los extremos
transparentes, deslizando lentamente la tira entre las 2 placas hasta la
superficie del gel separador, evitando la formacion de burbujas. El extremo
(+) se colocé junto al Marcador de Peso Molecular.

La tira se fijo al gel separador adicionando agarosa, eliminando las burbujas
formadas con la ayuda de una jeringa

Se corrid el gel lentamente con un voltaje inicial de 30V, aumentando
gradualmente 10V hasta alcanzar 90V

Al término de la corrida, el gel se tind con azul de coomasie
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7.7 Protocolo para Western Blot

0 Los embriones se maceraron en una solucion Ringer libre de Calcio, EDTA
e Inhibidor de Proteasas con la ayuda de un Polytron en un bafio de hielo,
se centrifugd 15 minutos/13,400 rpm/4°C; separando el sobrenadante
conservandolo a -20°C para posteriormente cuantificar mediante el método
del acido bicinconinico

0 Se realizé un gel de una dimension para verificar que la separacion de las
bandas de proteina fué correcta y uniforme, entonces se procedié a

realizar el protocolo para Western Blot

o En un gel de acrilamida al 8% se carg6 en los dos carriles externos, 6uL de
Marcador de peso molecular y 30 ug de muestra en los carriles internos. La
separacion de las proteinas se realizé en un tiempo aproximado de 2.5-3
horas iniciando con un voltaje de 30V y se aumenta gradualmente hasta

finalizar la corrida.

o Para llevar a cabo la transferencia de proteinas a la membrana, se mantuvo
baja la temperatura del buffer dentro de la camara renovando

periddicamente un recipiente con hielo dentro de la camara

o En una charola se humedecieron con solucion Buffer de Transferencia: las
esponjas, la placa de vidrio con el gel, la membrana y el papel filtro. Para
eliminar la propiedad hidrofébica de la membrana de nitrocelulosa, se

sumergio en metanol absoluto por 5 minutos

0 En el cassette se colocod el material en el siguiente orden: esponja, papel
filtro, gel de acrilamida, membrana de nitrocelulosa, papel filtro y esponja.
Esta operacion se realizé manteniendo el material sumergido en el buffer de

transferencia

o Las condiciones de la transferencia fueron a 4°C con agitacion constante,

0.5 Amperes y 200 Volts, durante 2 horas
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La transferencia de las proteinas a la membrana se verificé realizando una

tincion con Rojo Ponceau, enjuagando posteriormente con agua destilada

La membrana se transfirid a un pequeno recipiente, y se bloquedé durante 1
hora, con 10 mL de solucién PBS 1x Tween-20 0.15% con 5 % leche,

manteniendo agitacion constante y a 4°C

Transcurrido el tiempo, se desecho la solucidn y se incub6 durante toda la
noche con el ANTICUERPO PRIMARIO (Anti Vitelogenina 1:1000) Mouse
anti-zebrafish Vtg Monoclonal antibody, JE-2A 6

Preparacion: 10 mL de solucion PBS 1x Tween-20 0.15% con 5 % leche
10 L del anticuerpo primario Antivitelogenina

Se lavd 5 veces en periodos de 5 minutos con solucion de PBS 1x Tween-

20 0.15% en agitacion constante a 4°C, en el cuarto frio

Se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario (Anti-raton 1:1000)
Stabiliced Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Peroxidase Conjugated

Preparacién: 10 mL de solucion PBS 1x con 5 % leche
10 pL del anticuerpo secundario Anti-ratdon

Se realizaron 3 lavados en periodos de 5 minutos con solucion de PBS 1x

Tween-20 0.15% en agitacion constante a 4°C, en el cuarto frio

Finalmente se lavd 1 vez, durante 10 minutos con solucion de PBS 1x

Tween-20 0.15% en agitacion constante a temperatura ambiente

Para realizar la Inmunotincion, se adicionaron 2 mL de Super Signal ® West
Pico Stable Peroxide Solution + 2mL de Super Signal ® West Pico Luminol/
Enhance Solution en un recipiente y se protegioé de la luz. Rapidamente, se
sumergio la membrana en la solucion anterior e incubd durante 5 minutos a

temperatura ambiente con agitaciéon constante
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Al término de la reaccion, se saco la membrana y se enjuagé brevemente

con solucién de PBS 1x.

La membrana se cubrié con plastico adherente, evitando la formacién de
burbujas y se pegd en la hoja del cassette cerrando inmediatamente para
continuar con el revelado. El tiempo de reaccién es de 20 minutos para la

reaccion del Luminol

En el cuarto de revelado se sacé cuidadosamente la pelicula Kodak
cortando un extremo de la pelicula para identificar la posicion de las
proteinas colocandola sobre la membrana y cerrando el cassette de
revelado, inicialmente se dié un tiempo de 10 minutos de exposicion vy
dependiendo de la intensidad en la aparicién de las bandas de la proteina
de interés, se decidieron los tiempos de exposicion de las peliculas

siguientes

La pelicula se sumergié completamente en la solucién reveladora, agitando
lentamente, hasta la aparicion de las bandas de interés; la pelicula se retird
de la solucion en el momento que la intensidad de las bandas no cambia y

se enjuagd brevemente en agua

De inmediato se sumergio en la solucién fijadora agitando lentamente hasta
que la pelicula se oscurecioé poco a poco. Finalmente se enjuagé con agua,

se dejo secar la pelicula e identificd

PARA DESNUDAR LA MEMBRANA : Se incubd la membrana en solucién

Stripping Buffer durante 30 minutos a 50°C con agitacion constante

Se lavd 2 veces a temperatura ambiente con PBS 1x por 10 minutos, con

agitacion constante

El bloqueo se realizé con solucion de PBS 1x Tween-20 0.15% con 5 % de

leche sin grasa
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0 Durante toda la noche se incubd con el ANTICUERPO PRIMARIO:
ANTITUBULINA 1:1000 Monoclonal Anti-a-Tubulin Clone DM 1A, Mouse
Ascites Fluid

Preparacién: 10 mL de solucién PBS 1x Tween-20 0.15% con 5 % de leche
10 pL del anticuerpo primario ANTITUBULINA

o Se lavo 5 veces por periodos de 5 minutos cada uno con solucién de PBS

1x Tween-20 0.15% a 4°C y agitacion constante

O Durante 1 hora se incubé a 4°C con agitacion constante con el
ANTICUERPO SECUNDARIO:ANTI-RATON 1:1000 Stabiliced Goat Anti-
Mouse IgG (H+L) Peroxidase Conjugated

Preparacion: 10 mL de solucién 1x Tween-20 0.15% con 5 % de leche
10 pL del anticuerpo secundario ANTI-RATON

0 Se realizaron 3 lavados por periodos de 5 minutos cada uno con solucion

de PBS 1x Tween-20 0.15% a 4°C y agitacién constante

o Finalmente se lavd 1 vez con solucion de PBS 1x Tween-20 0.15% a
temperatura ambiente con agitacion constante durante 10 minutos y se

realizé la inmunotincién y el revelado de la membrana
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7.8 Protocolo DIGE

Cada vial de CyDye se reconstituyd en DMF anhidra de alta calidad
(especificaciéon de < 0.005% agua; 99.8% de pureza y el frasco debera estar
abierto en un tiempo menor a 3 meses). Cy2- amarillo; Cy3-rojo y Cy5-azul

o0 Se tomd un volumen aproximado de DMF de su frasco original y deposité
en un tubo eppendorf de 600uL, después de 5 minutos se anadié el
volumen indicado en la hoja de especificaciones, obteniendo una
concentracion de 1mM

o Se vortexed vigorosamente por 30 segundos y centrifugé a 12,000 rpm
durante 30 segundos.

o Esta solucion Stock de CyDye se mantuvo a -20°C al abrigo de la
oscuridad. Estable por 2 meses después de preparado o fecha de
caducidad del envase

Preparacion de solucién CyDye para el marcaje de proteinas

0 Se mantuvo en hielo y al abrigo de la luz, posteriormente se vortexed
vigorosamente

0 Enun tubo de 600 uL se colocd 3 uL de DMF mas 2 uL de la solucidn stock
anterior para obtener una concentracién de 400 pmol de CyDye en 1pL.
Observe la siguiente tabla:

Vol. (uL) del stock Vol. (uL) DMF Volumen total (uL) Concentracion
de CyDye 1mM Dimetilformamida final de CyDye
(pmol/uL)
1 4 5 200
2 3 5 400
2 2 4 500
1 - 1 1,000

o Esta solucién de trabajo sélo estable s6lo por una semana a -15°C a 30°C

o0 Adicionar 1 uL a cada muestra de 50 ug
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Tabla A. Disefio experimental para CyDye, utilizando estandar interno

GEL 1 Gel 2
control | 500 ng/L | STD interno control | 10,000 STD interno
ng/L

Muestra 50 ug | 50 ug (25 pg )control | 50 ug | 50 pg (25 pg )control +
precipitada + (25 ug (25 ug
(metanol- )500ng/L )10,000ng/L
cloroformo)
Solucibnde |[15puL |15 L 15 uL 15uL |15 L 15 uL
resuspensio
n
Vortexear y ajustar pH a 8.0 con ayuda de papel indicador
Cy2 1mLlI 1uL
Cy3 1mL 1ul
Cy5 1uL 1yl
Vortexear, centrifugar y mantener en hielo durante 30 min en la oscuridad a temperatura
ambiente
Lisina 10 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
mM
(mezclar por
pipeteo)
Mantener en hielo por 10 min en la oscuridad
Volumen GEL1=51pL GEL 2 =51 L
total
Para tiras de 24 cm, el volumen total debera ser de 450 uL
Buffer 450 — 51 = 399 pL 450 — 51 =399 pyL
Rehidrataci
on

Preparar 1mL de Buffer de Rehidratacion para las 2 tiras de 24 cm
Anfolitas 12.5 pL (pharmalyte 4-6.5 for IEF) + DTT 300 mM 60 uL

Hidratar las tiras durante toda la noche en la oscuridad (15 horas aprox.) y al dia siguiente
realizar el Isoelectroenfoque

Solucién DIGE de resuspension: 7M Urea; 2M Thiourea; 30mM Tris; 4% CHAPS;
pH=8.5

0 Se realiz6 el isoelectroenfoque de las tiras y al finalizar se conservaron a
-80°C en un tubo de plastico cubierto con papel aluminio evitando que el
gel de la tira toque la pared del tubo.

0 Lentamente se descongelaron a temperatura ambiente hasta que se
observé la desaparicion de la capa blanca de hielo de las tiras
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o Se disolvio 300 mg de DTT en 30 mL de solucion de equilibrio (a cada
tira se adicion6 15 mL de esta solucién ), durante 15 minutos se incubo
con agitacion constante. Eliminar la solucion al término de la reaccion

o0 Se disolvieron 750 mg de IAA en 30 mL de solucién de equilibrio (a cada
tira se adicioné 15 mL de esta solucién), durante 15 minutos se incubd
con agitacion constante. Se elimind la solucion al finalizar la reaccion

o0 La tira se coloco entre las dos placas hasta tocar el gel de acrilamida.
Todo se realiz6 al abrigo de la luz

0 Se requirié preparar 9 L de Laemmli 1x para el llenado de la camara de
electroforesis

o Condiciones iniciales de la corrida: 18 mA; 1 w; 21°C | (hasta 10°C);
Pump ON; Continuous RUN; 50 V iniciales ; 70V a las 2 horas; 90 V a
las 4 horas....y se queda toda la noche a este voltaje hasta el dia
siguiente.

Preparacién de la camara para Geles de 24 cm

0]

Todos las placas de vidrio se lavaron perfectamente y enjuagaron con agua
y alcohol etilico.

La camara se colocé en posicion horizontal y se vacio la solucion de
acrilamida al 10% por la parte lateral

Se agregd la solucién desplazante (para evitar que el gel polimerice en el
ducto e impida un flujo correcto de la solucién)

El nivel del liquido quedd ligeramente abajo del borde de los vidrios

Con la ayuda de una pipeta desechable se adicioné solucion saturada de
butanol-agua, con la finalidad de que el gel polimerice uniformemente,
aproximadamente 6 horas

A las placas con gel se les dejo una pequefia cantidad de agua milli Q, con
la finalidad de que la tira se deslice faciimente

Las tiras hidratadas se colocaron en el gel, al abrigo de la luz y se utilizd
una regla para deslizarlas hasta el nivel del gel de acrilamida

Se adicionaron 3 mL de agarosa con la ayuda de una pipeta de 1 mL, con la
punta acortada
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o Se agregaron 9 L de solucion Laemmli 1x hasta el nivel indicado en la
camara

0 La camara se cubre para proteger de la luz

0 Las condiciones de corrida fueron: de inicio 10 °C /18 mA/ 1 W/ bomba
encendida/ 50; aumentar gradualmente 20 V cada 2 horas hasta
90V(durante toda la noche). Al dia siguiente se continué aumentando cada
2 horas hasta llegar a 150 V

0 Se sacaron los geles de la camara y colocaron en el cassette para
escannearlos

o Para la conservacion de los geles, se colocaron en una charola de aluminio
en soluciéon de ACIDO ACETICO 7.5% : ALCOHOL ETILICO 10%, durante
toda la noche

o Al dia siguiente, se lavaron 2 veces por periodos de 30 minutos cada uno
con agitacién constante, con una solucién de lavado 35 mM de NaHCO; ,
300 mM de NaCO3 pH entre 10.0y 11.0

0 Durante el primer lavado se observé la produccion de CO, y para el
segundo lavado se garantizara que la reaccién se lleva a cabo a un pH
alcalino

o Se tind al abrigo de la luz, durante 1 hora con agitacién constante con
solucion colorante Deep Purple Total Protein Stain (GE Healthcare) 1:200.
Proteger de la luz y esta solucion solo se utilizé una sola vez

o El gel se lavo con una solucion de ACIDO ACETICO al 7.5%, por media
hora con agitacion constante. El gel se escanned y se conservo en agua
milli Q hasta cortar las proteinas diferenciales de interés

7.9 Protocolo para experimentos de Proteémica Shotgun

o Este procedimiento inicia a partir de la proteina ya extraida y purificada

0 Una vez obtenido el pellet, se reconstituydé con 49 pL de solucion de Urea
6M en BICAM 50 mM

0 Se adicionaron 7 pL de acetonitrilo al 10%
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o El proceso de reduccion se llevo a cabo con 2 uL de DTT (ditiotreitol) 200
mM .

o0 Durante 30 minutos se incub6 60°C. Transcurrido el tiempo de reaccion, se
dejo enfriar

o La alquilacién se realizé adicionando 8 pL de IAA (lodoacetamida)110 mM y
se dejo reaccionar por 1 hora en la oscuridad

o Se verificod que el pH se encontrara en 8.0

0 Una vez obtenido el pH deseado, se adicionaron 40 yL de agua 0.1% TFAy
la solucion se transfiridé a un vial para HPLC

La separacion de proteinas se llevd a cabo por medio de cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC) por sus siglas en inglés. Esta técnica se
utiliza cuando los analitos en la muestra no son volatiles o inestables
térmicamente, para compuestos idnicos que sean solubles en agua, y
compuestos de alto peso molecular; aun en el caso de poder formar
derivados que sean posible introducir via CG es siempre una mejor opcién
trabajar con la muestra tratada lo menos posible

o0 La fase estacionaria de eleccién fue la denominada fase reversa C,,
también puede ser C-8 o C-18 y de acuerdo a los analitos se determina cual
es la idénea para utilizarse. Debido a los estudios que se desean
determinar se propuso el uso de la Espectrometria de Masas acoplada a las
técnicas cromatograficas debido a que sera posible tener una mayor
especificidad en las determinaciones

0 Se trabajoé con el siguiente gradiente: A = agua 0.1% TFA B = ACN 0.1%
TFA

Tabla B. Gradiente utilizado en CLAR para el fraccionamiento de proteinas

intactas.

Tiempo | Flujo | %A | %B | %C | %D | Curva
0.20 |98.0]| 20 |00|0.0]| 6.0
5.0 0.20980]| 20 |0.0|0.0]| 6.0
350 |0.20| 2.0 |98.0/0.0]0.0| 6.0
400 [0.20| 2.0 [98.0[0.0|0.0| 6.0
450 |[0.20| 2.0 [98.0[0.0|0.0| 6.0
50.0 | 0.20 /98.0| 20 |0.0]0.0| 6.0

OO WN|I—
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- Cada minuto se recolectdé una muestra en tubo eppendorff de 600 uL

- Es recomendable dejar inicialmente unos 5 minutos en condiciones
iniciales del gradiente para lograr un buen desalado

0 Las fracciones obtenidas que contienen las proteinas, se evaporaron a
sequedad y se reconstituyeron con 20 yL de la solucién de digestion
siguiente: 0.2 M BICAM; 0.5 M Urea; 4.0 % de Acetonitrilo y contiene al
menos 400 ng de tripsina

o0 Opcionalmente se puede adicionar 1uL de RAPIGEST al 3%
0 La digestidn se realizo por 12 — 16 horas a 37°C, en el termoblock

o Al finalizar la reaccién, el pH se ajusté a 3.0 con solucion TFA 50%: AGUA
50%

Se inyectaron 100 ug de proteina en el CLAR-fase reversa, utilizando una
columna C4 aproximadamente al tiempo de retencién de 15 minutos se pueden
observar sefiales de proteina, se inicio la colecta de las fracciones de 400 pL cada
una (verFigura 33). Las proteinas con presencia de aminoacidos aromaticos se
observan a 280 nm y las proteinas con aminoacidos mayormente alifaticos a 214
nm. Las fracciones obtenidas se evaporaron, se digirieron con tripsina durante 16
horas a 37°C y se desalaron mediante las puntas ZipTip. La identificacion a través
de EM se llevo a cabo utilizando experimentos de MALDI-TOF/TOF. La muestra
se preparo6 colocando 5 repeticiones de 0.8 pL del digerido en la placa de MALDI y
antes de que se evaporara la muestra, sobre ella se coloc6é 0.8 yL de matriz a-

ciano-4-hidroxi-acido cinamico y se espero que secara a temperatura ambiente.
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Figura 33. Prefraccionamiento de proteinas para experimento de Protedmica

shotgun. Linea continua = sefial a 214 nm, linea discontinua = sefial a 280 nm.

7.10 Protocolo para la Digestion de Proteinas a partir de muestras de Geles o de

muestras con proteinas en solucion

0 Se cortaron las bandas o manchas de proteinas (aproximadamente de
1mm® 0 2 mm? ) con la punta de una micropipeta; fueron colocados en
tubos eppendorf y removido el exceso de liquido

0 Se agregaron 500 pL de la solucién acetonitrilo 50%- NH4HCO3; 50mM a
cada corte del gel e incubaror a 50°C durante 5 minutos

0 Se elimind el sobrenadante y se repitio el paso anterior hasta limpiar el
Coomasie de la muestra ( es recomendable agitar con el vortex después de
agregar la solucion para evitar que los pedazos del gel se adhieran al tubo).

0 Se adicion6 100 pL de acetonitrilo al 100% y durante 5 minutos se dejaron
deshidratar las piezas del gel a temperatura ambiente (un indicativo que las
piezas del gel se han deshidratado serd por su apariencia color blanco
opaco Yy la reduccion significativa de su tamano original). Mantener los
tubos cerrados
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El sobrenadante se removid, los tubos se mantuvieron destapados por 10-
15 minutos protegiéndolos con toallitas kimwipe del polvo y contaminacion,
hasta secado completo del gel.

Se anadieron 15 pL de solucion de tripsina (25 ng/uL) y se permitié que las
piezas del gel se rehidrataran en menos de 10 minutos, agitando
ocasionalmente con la ayuda del vortex. Es importante que la cantidad de
tripsina cubra completamente el gel.

El excedente de solucidn de tripsina se elimind casi por completo y se
anadieron 20 pL de bicarbonato de amonio 50mM (o un volumen suficiente
para cubrir el gel hidratado en el paso anterior). Se llevo a cabo la reaccidn
de digestion durante toda la noche a 37°C (aproximadamente 16 horas)

Después de la digestion, se anadieron 20 yL de bicarbonato de amonio
50mM y se incubd la muestra por 10 minutos, mezclando ocasionalmente
con el vortex. Con la finalidad de colocar el gel en el fondo del tubo, se
centrifugd por 30 segundos.

Con la ayuda de una pipeta se colecté cuidadosamente el sobrenadante y
se transfirié a otro tubo de centrifuga nuevo de 0.5 mL. CONSERVAR esta
solucion ya que contiene la proteina de interés.

Se agrego 20 pL de solucion de extraccidn a las piezas de gel y el tubo se
incubd por 10 minutos, mezclando ocasionalmente con vortex. Con una
pipeta se colecté cuidadosamente el sobrenadante y se combind con el
extracto anterior

Repetir 3 veces el paso anterior, juntando todos los extractos en el mismo
tubo

Se redujo el volumen del extracto a 20 uL, evaporando en una centrifuga
con vacio a temperatura ambiente. Evite secar completamente.

Solo en caso necesario se ajustara el volumen de la muestra a 20 pyL con
acido aceético al 1%

PROCESO DE DESALADO DE LAS MUESTRAS
Se utilizaron puntas ZipTip C+g/ Tip Size: P10/ Millipore

El proceso de lavado se realiz6 aspirando y expulsando 10 pyL de la
solucién indicada con la pipeta y la punta ZipTip
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Primeramente se lavé la punta 5 veces con acetonitrilo 100%, secando la
punta con una toallita kimwipe al final de la operacion.

Se lavo 15 veces con solucion de equilibrio. Secar la punta al final.

En un tubo eppendorf de 600 L, nuevo, se colocaron 20 uL de la muestra 'y
se hicieron 2 lavados de 10 yL cada una. 50 lavados realizados.

En un tubo eppendorf de 1.5 mL se lavd la muestra 20 veces con solucion
de equilibrio

Finalmente se enjuagd 20 veces con solucion de extraccion.

Una vez obtenida la muestra digerida y desalada (aproximadamente 10 L),
se toma un volumen de 0.8 pL y se coloca en la placa de MALDI limpia

Antes de que seque la muestra, se colocd encima 0.8 pL de matriz a-ciano-
4-hidroxi-acido cinamico

Se dej6é secar a temperatura ambiente y se lee en el Espectrometro de
Masas

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA DIGESTION DE PROTEINAS
- Acetonitrilo 50%

Preparacion: 75 mL de acetonitrilo + 75 mL de agua milliQ
- Bicarbonato de Amonio 50mM

Preparacioén: 0.19765 g de Bicarbonato de Amonio, disolver con agua milliQ

en un volumen de 50 mL
- Acetonitrilo 50%- Bicarbonato de Amonio 50 mM

Preparacion: 0.19765 g de Bicarbonato de Amonio, disolver con acetonitrilo

50% en un volumen de 50 mL
- Solucién de Tripsina 25 ng/ yL

Preparacion: Agregar 175 mL de bicarbonato de amonio 50 mM
(NH4HCO3 )a un stock de 200 nmol/ pL
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- Buffer de Extraccion 50%(v/v) acetonitrilo, 5% (v/v) acido férmico

Preparacion: Mezclar 25 mL de acetonitrilo + 2.5 mL de &acido férmico.

Aforar a 50 mL con agua milliQ

PREPARACION DE SOLUCIONES DE LIMPIEZA DE PROTEINAS CON

ZipTip (proceso de desalacion)

- Solucién de Equilibrio: Acido Trifluoroacético 0.1% (TFA)

Preparacion: Agregar 50 uL de TFA y aforar a 50 mL con agua milliQ

- Solucién de Elucién: Acetonitrilo 50%-TFA 0.1%

Preparacién: Agregar 50 pL de TFA y aforar a 50 mL con acetonitrilo al 50%
- Solucion de Reconstitucion de muestras: agua 95%- acetonitrilo 5%

Preparaciéon: Mezclar 47.5 mL de agua milliQ + 2.5 mL de acetonitrilo

7.11 Protocolo para la Identificacion de Proteinas por medio de MALDI-TOF/TOF

o0 Existen en la literatura varios reportes acerca de la forma de preparar la
muestra para los experimentos de MALDI, el mas comun es el llamado

“dried droplet method”, por lo que se siguio el siguiente proceso:
0 Se coloco sobre la placa de MALDI, 0.8 pL de la muestra en solucién

o Antes de que seque la gota, encima de ella se colocaron 0.8 uL de la matriz
(a-ciano-4-hidroxi-acido cinamico, 10 mg/mL ) disuelta en 50% acetonitrilo y

0.1% de acido trifluoroacético

0 Se dejo secar a temperatura ambiente
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Para una muestra mas homogénea, se pueden mezclar previamente en un
vial, volumenes iguales de matriz y muestra antes de colocar la gota sobre
la placa MALDI

CALIBRACION — Se colocaron las muestras de calibracion en los sitios

adecuados de la placa, sin olvidar anotar los numeros de referencia
Se siguio el protocolo para lograr una correcta calibracion de la placa

Se verifico, utilizando los mismos calibradores como muestra, la exactitud

de la calibracion (no debe ser mayor a 20 ppm)

MUESTRAS PROBLEMA — Se colocaron ordenadamente las muestras en 5

posiciones continuas sobre la placa.

Si la cantidad de muestra es suficiente, se pudo colocar un spot adicional

sobre la placa, con la finalidad de verificar la calidad de la muestra

Se siguid el procedimiento para obtener los espectros de masas y los de
EM/EM

En general se debe tener cuidado de NO saturar la sefal (nUumero de
cuentas) y ajustar el laser de manera que existe una buena relacion

senal/ruido

ANALISIS DE DATOS — A partir del software apropiado (MASCOT a través
de Protein Pilot), se seleccionaron las muestras analizadas y se ajustaron

los parametros de busqueda.
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