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Implementacion de una metodologia para la separacion de

proteomas de plasma humano mediante electroforesis bidimensional

'@ 23 min.
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El conjunto de proteinas expre-
sado por un organismo, tejido o célula, es
conocido como proteoma. Este es Unico y
especifico para cada estado bioldgico La
protedmica se basa en la separacion de las
proteinas presentes en una muestra biold-
gica mediante técnicas de alta resolucién. En
el siguiente trabajo se utilizé la electroforesis
bidimensional para la separacion de
proteomas a partir del plasma sanguineo, lo
que permitird su aplicacion en estudios
exploratorios para la identificaciéon de
potenciales biomarcadores de diferentes
patologias.
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Resumen

En este trabajo se implementaron
las condiciones para la separacion de
proteomas de plasma sanguineo por
electroforesis bidimensional. En muestras
de plasma de infante y adulto se evaluaron
dos sistemas de pretratamiento de la
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muestra para reducir el rango dinamico de
las proteinas: inmunodeplecidn de proteinas
abundantes y enriquecimiento de proteinas
de baja abundancia. Los proteomas se
separaron por electroforesis bidimensional y
las imagenes se analizaron con el programa
Melanie 7.0. Se encontré que ambos
métodos de pretratamiento fueron repro-
ducibles y permitieron ver las diferencias en
los proteomas de infante y adulto, como
muestran los andlisis de componentes
principales y de clasificacion jerarquica tipo
heatmap. El porcentaje de recuperacion de
proteinas fue mayor con lainmunodepleciéon
en comparacion con el enriquecimiento
proteico. Estos resultados permitieron
concluir que con la inmunodeplecion, se
tiene mayor control de las proteinas
eliminadas y por tanto menor pérdida de
informacion, lo que permite su aplicacion en
estudios exploratorios para la identificacion
de potenciales biomarcadores de enfer-
medad.

Palabras clave: marcadores bioldgicos,
protedmica, plasma, cromatografia de
afinidad, electroforesis bidimensional.

Introduccion

El conjunto de proteinas expre-
sado por un organismo, tejido o célula, es
conocido como proteoma. Este proteoma es
unicoy especifico para cada estado bioldgico
particular y su estudio permite un acerca-
miento a la(s) proteina(s) responsables del
fenotipo de interés (1). La investigacidn
protedmica se basa en la separacién de las
proteinas presentes en una muestra
mediante técnicas de alta resolucion, tales
como electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida (2DE, por su nombre en
inglés) (2) o cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC, por su nombre en inglés)
(3), ambos acoplados a la identificacién de
proteinas mediante espectrometria de
masas entandem (MS/MS) (4).

Muchos factores relacionados con
la toma, almacenamiento y procesamiento
de la muestra, influyen en la calidad de los
proteomas separados. Es bien sabido que la
implementacion de esta metodologia
requiere de personal experimentado para
conseguir una alta reproducibilidad,
garantizando de esta manera la confiabilidad
delosresultados.

Este tipo de estudios se puede
realizar en muestras de tejido y en fluidos
biolégicos como la orina y derivados
sanguineos (2,5), lo que refleja el estado
fisiopatoldgico de un organismo. Particu-
larmente, el andlisis protedmico en plasmay
suero se ha convertido en una importante
herramienta para el descubrimiento de
biomarcadores proteicos, aunque su carac-
terizacion exhibe algunos desafios
relacionados con el amplio rango dindmico
que abarca mas de 10 érdenes de magnitud
en términos de concentracion de proteinas
(6). Enrelacién a lo anterior, se han propues-
to estrategias para reducir lacomplejidad del
plasma y el suero sanguineo, entre las que
destacan: la precipitacion selectiva de
proteinas, la deplecion de proteinas de alta
abundancia y el enriquecimiento de
proteinas de baja abundancia, pero el uso de
estas estrategias es aun controversial (6-9).

Si bien ambos derivados sangui-
neos ostentan gran potencial para la
busqueda de biomarcadores, durante la
separacion del suero, algunas proteinas
pueden quedar atrapadas de manera
inespecifica al formarse el codgulo y quedar



excluidas de analisis posteriores, mientras
que durante la obtencion del plasma ocurre
menor pérdida proteica y menor degra-
dacién ex-vivo (10,11).

Los biomarcadores pueden ser
usados para el diagndstico temprano vy el
seguimiento de enfermedades, ademas de la
evaluacion de la respuesta a tratamientos,
con el fin de alcanzar mayores tasas de
sobrevida. En el caso del cancer, por ejem-
plo, el diagndstico temprano usualmente se
logra mediante la implementacién de
métodos invasivos que implican una mayor
comorbilidad para el paciente y un alto
costo. La investigacion de biomarcadores en
tejidos de facil acceso como la sangre,
resulta conveniente al ser un método
minimamente invasivo y dar resultado con
un grado de comorbilidad bajo.

En este trabajo, con el fin de
desarrollar una metodologia para obtener
mapas 2DE de alta resolucién y reproduci-
bilidad, se compararon dos métodos para
reducir la complejidad del plasma humano,
basados en lainmunodeplecidn de proteinas
abundantes o el enriquecimiento de
proteinas de baja abundancia. A la vez, se
establecieron las condiciones de prepara-
cion de la muestra, previo al analisis
mediante electroforesis bidimensional
usando muestras de plasma sanguineo de un
adulto y de un infante. Estas condiciones
experimentales podran ser usadas en
estudios posteriores para la identificacion de
potenciales biomarcadores.

Materiales y métodos
Recoleccion de las muestras

Se obtuvieron muestras de sangre

periférica de un infante y un adulto
considerados sanos, mediante venopuncién
en tubos de recoleccién que contenian
K3EDTA como anticoagulante. Para obtener
el plasma sanguineo, las muestras se
centrifugaron a 1300 x g por 10 minutos a 4
°C. A continuacion, el plasma se separé de la
fraccidn celular y se centrifugé nuevamente
21300 x g por 10 minutos a4 °C para obtener
la fraccién plasmatica pobre en plaquetas,
como recomienda la Organizacién del
Proteoma Humano (HUPO) (11) y se
almacenaron a -70 °C hasta su andlisis. Las
muestras usadas para esta fase de
estandarizacidn se recolectaron en el marco
de dos proyectos dirigidos al estudio de
cancer colorrectal en adultos y leucemia
linfoide aguda en nifos, aprobados por los
Comités de Etica e Investigaciones del
Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota,
Colombia y de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogotd, una vez firmados los consentimien-
tosinformados respectivos.

Reduccion de lacomplejidad del plasma

Se evaluaron dos estrategias para
reducir la complejidad del plasma sangui-
neo. La primera estrategia consistio en la
inmunodepleciéon de dos de las proteinas
mas abundantes del plasma mediante
cromatografia de afinidad. Se emple¢ el sis-
tema ProteoPrep® Immunoaffinity Albumin
and IgG Depletion, PROTIA (Sigma Aldrich,
Missouri, USA), siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Rdpidamente,
una vez equilibrada la columna, se cargaron
50 pL de plasma sanguineo en buffer de
equilibrio (buffer Tris pH 7,4 de baja fuerza
iénica), se incubdé por 10 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugd a 8000 x g por un minuto. El eluido

se aplicd nuevamente a la columna para
asegurar la adecuada deplecion de albumina
e inmunoglobulina, IgG. Finalmente, se hizo
un lavado con 125 pL de buffer de equilibrio,
que se reunid con la muestra depletada de
interés obtenida en los pasos previos, y se
almacenda-20°C. Teniendo en cuentaquela
albimina es una proteina transportadora y
con el fin de estudiar si durante el proceso de
deplecidon hubo retencion inespecifica de
proteinas, se recuperd la fraccion de
proteinas retenidas o eliminadas por el
sistema y se almacend a 4 °C para analisis
posteriores.

La segunda estrategia se baso en el
enriquecimiento de proteinas de baja abun-
dancia mediante la aplicacién del sistema
cromatografico ProteoMinerTM Small
Capacity (Bio-Rad, California, USA), segun las
recomendaciones del fabricante. Una vez
realizados los pasos de equilibrio de la
columna, se aplicaron 200 pL de plasma, se
incubd por dos horas a temperatura ambiente
y se centrifugd a 1000 x g por un minuto.

El material recogido, denominado
proteinas no retenidas, se almacend a -20 °C
con el fin de analizarlo mediante 2DE para
observar la fraccién eliminada por el sistema.
Posteriormente se realizaron lavados a la
columna con el buffer de equilibrio para
eliminar componentes con uniones inespe-
cificas. La fraccion retenida de interés se
obtuvo median- te tres eluciones sucesivas
con 20 pL del buffer de elucién (urea 8M,
CHAPS 2% p/v y acido acético 5% v/v)
después de una incubacion de 15 minutos y
centrifugacion a 1000 x g por un minuto. Esta
fraccion de interés se almacené a-20 °C.
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Precipitacién de proteinas con 4cido triclo-
roacético (TCA)

Con el propdsito de remover
interferentes que afectaran el analisis 2DE
(12), se precipitaron las proteinas de las
muestras de interés antes de su separacion.
Plasmas sin tratar y tratados con alguno de
los sistemas de reduccién de la complejidad
de la muestra, se precipitaron mediante el
método TCA (2). Un total de 100 ug de
proteina se mezclé con TCA, a una
concentracion final de 10% v/v. La mezcla se
incubé a 4 °C por una hora y luego se
centrifugd a 15000 x g por 15 minutos a 4 °C.
Se descartd el sobrenadante y el pellet se
lavé con 50 plL de acetona fria tres veces.
Finalmente, se realizd un lavado con una
solucion acetona: agua (90:10). El pellet se
secd atemperatura ambiente y se suspendid
enlas soluciones buffer a probar.

La cuantificacién de proteinas en
plasma se realizé usando el sistema
PierceTM 660 nm Protein Assay (Thermo
Scientific, Rockford, USA), usando albumina
sérica bovina (BSA) como estandar de
proteina.

Electroforesis SDS-PAGE

Se separd un total de 25 pg de
proteina de cada una de las muestras de
plasma en un gel en gradiente de
poliacrilamida entre el 5% al 15% p/v, bajo
condiciones reductoras con ditiotreitol (DTT,
por su nombre en inglés), a 80 V, 40 mA y
corriente continua por 3 horas en el equipo
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad,
California, USA). Para la separacidn
electroforética se usé buffer de electrofo-
resis compuesto por Tris base 25 mM, glicina
0,20 M y SDS 0,10% p/v; también se uso
albimina humana (MP Biomedicals,
California, USA) como referencia. Se
corrieron dos geles en paralelo, de los cuales,
uno se tifié con azul de Coomassie coloidal
G-250 (ver Visualizacion de proteinas) y el
otro se utilizdé para evaluar la presencia de
IgG porinmunoensayo.

Western blot para reconocimiento de 1gG
humana

Las proteinas separadas se electro-
transfirieron a una membrana de nitroce-
lulosa (Bio-Rad, California, USA) durante 2
horas a 200 mA en la camara de transfe-

rencia Mini-Trans-Blot® Module for Mini-
PROTEAN® Tetra Cell. La membrana se
incubo en solucion de bloqueo de leche al
5% p/v en buffer tris salino TBS (Tris 25 mM,
NaCl 137 mM, KCI 2,5 mM, pH 7,4) por una
hora y, posteriormente, se realizaron tres
lavados con el buffer TBS. La membrana se
incubo con el anticuerpo primario Anti-IgG
Humano policlonal de conejo (DAKO,
Glostrup, DK), en una diluciéon 1:2000 en
solucion de bloqueo 1% p/v en TBS, durante
toda la noche y, después de los lavados, se
incubd con el conjugado Anti-IgG de Conejo
marcado con peroxidasa de rabano (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) en una
dilucién 1:10000 durante una hora.
Finalmente, como método de revelado se
uso el Enhance Chemiluminescence System
AmershamTM ECLTM Prime (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK).

Electroforesis bidimensional

Primera dimension—-enfoque
isoeléctrico (IEF, por su nombre en inglés).
Se suspendieron 100 pg de proteinas plas-
maticas, sin tratar y tratadas, precipitadas
con TCA en 125 plL del buffer de
rehidratacion 2DE con solo urea8 Mo conla
variante urea 7 M/tiourea 2 M, para
solubilizar las proteinas. De manera
alternativa y con el fin de hacer un acople
directo ala 2DE como recomienda el sistema
ProteoPrep®, se probd el buffer urea 7
M/tiourea 2 M como buffer de rehidratacion
para plasma tratado sin precipitar.

Las tiras IPG (Immobilized pH
gradient, en inglés) pH 3-10 de 7 cm (Bio-
Rad, California, USA) se hidrataron
pasivamente durante una hora con la
muestra solubilizada, seguido del IEF en el
PROTEAN® |EF Cell (Bio-Rad, California,
USA) con un programa de seis pasos en
modalidad rampa rdpida. Esta modalidad
consistié en una rehidratacion activa por 11
horas a 50 V, 200 V por una hora, 500 V por
una hora, 1000 V por una hora, 2000 V por
una hora, 4000 V/h hastaacumular 10000 Vy
un paso final de seguridad de 500V por cinco
horas, que mantiene el enfoque de las
proteinas. Una vez finalizado el programa,
lastiras IPG se almacenarona-70°C.

Segunda dimensidn—electroforesis SDS-
PAGE

Concluido el IEF, las proteinas se

sometieron a un proceso de equilibrio que
consiste en lareduccién de puentes disulfuro
por aplicacion de DTT 130 mM y su posterior
alquilacion o bloqueo de los grupos tiol por
accion de yodoacetamida (IAA, por su
nombre en inglés) 135 mM. Cada paso se
realizé en 2,5 mL de buffer de equilibrio
(urea6 M, SDS 2% p/v, Tris-HCI 375 mM a pH
8,8 y glicerol 20% v/v), durante 15 minutos
con agitacién suave. Terminado el proceso
de equilibrio, se elimind el exceso de DTT y/o
IAA lavando las tiras por inmersion repetida
en buffer de electroforesis.

La segunda dimension se llevo a
cabo en geles de poliacrilamidaal 12% p/ven
condiciones desnaturalizantes en el equipo
Mini-PROTEAN © Tetra Cell. Los geles se
corrieron a 80 V por 40 minutos, 100 V por
una hora y 120 V hasta completar la sepa-
racion electroforética. Para cada muestra de
plasma tratado con los dos sistemas de
reduccién de la complejidad, se corrié la2DE
portriplicado.

Visualizacidn de proteinas

Se realizd tinciédn con azul de
Coomassie coloidal G-250 (13). El protocolo
consistiod en la incubacion de los geles en 20
mL de la solucion de fijado de proteinas
(etanol 50% v/v y acido fosférico 2% v/v)
durante toda la noche y seguido de tres
lavados con agua ultrapura. Posteriormente,
los geles se incubaron en 20 mL de la
solucién de tincién (etanol 18% v/v, acido
fosforico 2% v/v y sulfato de amonio 15%
p/v) por una hora. Sin retirar la solucién
anterior, se aplicd una solucion con azul de
Coomassie coloidal G-250 al 2% p/v en
etanol para llevar a una concentracion final
de 0,02% p/v. La anterior mezcla se
homogenizé usando agitacién suave por 72
horas y el exceso del agente de tincion se
elimind mediante lavados con agua
ultrapura. El estuche Pierce Silver Stain
(Thermo Scientific, Illinois, USA), que
consiste en un método de tincién con plata,
caracterizado por ser muy sensible (14), se
utilizé para visualizar las proteinas
eliminadas por los dos sistemas de reduccion
de complejidad.

Analisis deimagenes 2DE
Las imdagenes de los geles 2DE se

adquirieron usando el documentador
VersaDocTM MP 4000 (Bio-Rad, California,
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USA) por medio de un protocolo estandar con
luz blanca para geles con tincién de azul de
Coomassie. El analisis deimagen se realizé con
el programa Melanie 7.0 (Geneva Bioinfor-
matics SA, GeneBio) utilizando pardmetros
para la deteccion de spots. Las imdgenes se
alinearon automaticamente entre réplicas
técnicas, y luego entre grupos, seguido de una
revisién y correccion manual en los casos
necesarios.

Analisis estadistico

Los valores de densidad optica de
los spots observados, entre geles y entre
grupos, se normalizaron usando el programa
Melanie 7.0 y se ex- portaron en formato
XML. Para el andlisis diferencial entre los
perfiles protedmicos del infante y del adulto,
se usé un método de agrupamiento basado en
un analisis multivariado tipo heatmap. Esto
con el fin de obtener una representacién
grafica de lasimilitud entre los geles de infante
y adulto por cddigo de colores basado en la
media de los valores de densidad optica. El
color negro indica que no hay diferencias con
respecto a la media (Z-score =0), mientras que
los colores verde y rojo indican un aumento o
disminuciéon de mds de una desviacidn
estandar por encima de la media, respectiva-
mente.

Igualmente, se realizaron Analisis de
Componentes Principales (PCA, por su
nombre en inglés) en dos dimensiones, que
corresponden a los dos componentes con
mayor variabilidad entre los geles,
permitiendo la obtencion de una represen-
tacién de las distancias o diferencias entre los
grupos. Se utilizé la prueba estadistica de
analisis de varianza ANOVA para identificar
los spots con diferencias significativas en los
valores de densidad dptica entre grupos (p <
0,001). Todos los analisis y graficas se
generaron usando el programa R versién
3.0.2., en Sistema Operativo Unix/Linux.

Resultados y discusion

Andlisis SDS-PAGE de plasmas no tratados y
tratados

En este estudio se encontréd una
concentracion de proteina de 70,98 mg/ mL
en la muestra de adulto y de 85,22 mg/mL en
la de infante. Para los dos estados fisiologicos
estudiados se obtuvo tasas de recuperacion
de proteinas similares con ambos sistemas

empleados a pesar de la diferencia en la
concentracion inicial de proteina: 22% en
adulto y 23% en infante con ProteoPrep® y
2,0%, tanto en adulto como en infante con el
sistema ProteoMinerTM. Sin embargo,
comparando entre los dos sistemas, las tasas
de recuperacion fueron muy diferentes. Con el
sistema ProteoMinerTM la tasa de
recuperacion fue significativamente inferior,
generando inconvenientes al momento de
obtener la cantidad de proteina necesaria
paraanalisis posteriores.

En la Figura 1A se muestra el patron
de separacién electroforética de las muestras
de plasma de adulto (carriles 1-4) e infante
(carriles 6-9); muestras sin tratar y tratadas
con los sistemas de reduccién de la
complejidad plasmatica. Con los dos sistemas
se evidencia un aumento en el nimero de
bandas de proteina en las muestras tratadas
(carriles 2y 7 con ProteoMinerTM; carriles 3y
8 con ProteoPrep®) en comparacion con las no
tratadas (carriles 1y 6). Esto se relacionaconla
reduccion de la concentracién de proteinas de
mayor abundancia como la albumina (banda a
~67 kDa; control en carril 10) y la inmuno-
globulina G (cadena pesada de ~50 kDa vy
ligera de ~25 kDa), como se confirma en el
andlisis por inmunoensayo contra la cadena
pesada (Figura 1B).

De acuerdo a lo anterior, ambos
métodos empleados resultaron efectivosen la
reduccidn de la concentracién de albimina e
IgG de plasma humano, permitiendo la
deteccion de un mayor numero de bandas,
especialmente de bajo peso molecular, en
comparacion con el plasma no tratado.

Al comparar los perfiles electro-
foréticos unidimensionales, la separacién de
proteinas fue mas eficiente con el sistema
ProteoPrep®, lo cual se evidencia por la mejor
definicién de las bandas en todo el rango de
peso molecular.

Establecimiento de las condiciones para los
andlisis 2DE

Los métodos de precipitacion
proteica son comUnmente usados para
remover contaminantes no proteicos como
lipidos y sales, puesto que interfieren en los
andlisis 2D-PAGE (12). Sin embargo, muchos
de estos métodos causan pérdida de
proteinas debido a la disminucién en la

solubilidad de las mismas (15,16). Con el fin de
evaluar lo anterior, se compard la resolucién
de muestras depletadas y precipitadas,
solubilizadas en urea 8 M o en urea 7
M/tiourea 2 M (Figuras 2A y 2B, respectiva-
mente).

®

Figura 1. perfil electroforético de muestras de plasma de
adulto (carriles 1 a 4) e infante (carriles 6 a 9) tratadas y no
tratadas. Gel SDS-PAGE 5-15% p/v, tefiido con azul de
Coomassie coloidal (A); Western blot contra la cadena
pesada de IgG humana (B). Los carriles corresponden a:
Plasma total (carriles 1 y 6); Plasma enriquecido con
ProteoMinerTM (carriles 2 y 7); Plasma inmunodepletado
con ProteoPrep® (carriles 3 y 8); Proteinas retenidas por el
sistema ProteoPrep® (carriles 4y 9); Fraccion V de albumina
humana como control a ~67 kDa (carril 10) y marcador de
peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein
Ladder (Thermo Scientific, California, USA) (carril 5). Una
separacion electroforética representativa del marcador de
peso molecular proporcionado por el fabricante se observa
aladerechadelafigura
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También se evalud si la solubi-
lizacion de las proteinas en la muestra
directamente en buffer urea 7 M/tiourea 2 M
permite una buena resolucion en la 2D-PAGE,
sin tener que precipitar las proteinas (Figura
2C). Se observo que el plasma no precipitado
muestra una pobre resolucién en compa-
racion con el plasma precipitado, especial-
mente, cuando es solubilizado en el buffer de
rehidratacidon urea/tiourea. De acuerdo a lo
anterior, se opté por usar un método de preci-
pitacion tipo TCA, segun lo recomendado por
otros estudios en plasma (17), seguido de la
solubilizacion del precipi-tado con un buffer
de rehidratacion com-puesto por urea/tiou-
rea.

En conclusién, la preparacion de la
muestra tratada para los analisis 2DE, mostré
una mejor resolucién al incluir un paso de
precipitaciéon antes del IEF. Lo anterior puede
explicarse por la eliminacion de salesy lipidos,
entre otros interferentes, debido a la
precipitaciéon con TCA, donde la pérdida de
cantidad de proteina es menor con respecto a
otros protocolos de precipitacion (2). Si bien
se estima que la mayoria de las proteinas
circulantes en plasma son solubles, la mejor



resoluciéon 2DE se obtuvo con el buffer de
rehidratacion urea/tiourea, que es usual-
mente empleado para muestras poco solubles
de caracter hidrofébico, como ex- tractos de
membrana celular (18). Este resultado, similar
a otros estudios (2), se debe a la presencia de
complejos proteicos circulantes en plasma,
que al ser desnaturalizados exponen residuos
hidrofébicos dificiles de disolver en presencia
de urea como agente caotropico Unico (14).

@

Figura 2. Efecto de la preparacién de la muestra en el
enfoque isoeléctrico de proteinas. Plasma inmuno-
depletado, precipitado con el método TCA vy disuelto en:
buffer de rehidratacién urea 8 M (A) o buffer de
rehidratacion urea 7 M/tiourea 2 M (B). Plasma depletado
disuelto en urea 7 M/tiourea 2 M en acople directo con la
2DE (C). La separacion 2DE se realizo a partir de 100 pg de
proteina con tiras IPG de 7 cm y pH 3-10 en la primera
dimension, y geles de poliacrilamida al 12% p/v en la
segunda dimension. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal G-250
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Analisis 2DE de plasmas no tratados y tratados

Una vez establecidos los protocolos
de preparacion de la muestra, se compararon
los perfiles 2DE de plasma humano sin tratary
tratado con las dos metodologias. En la Figura
3, se muestran los geles 2DE de plasmas no
tratados (Figura 3Ay Figura 3D), enriquecidos
en proteinas de baja abundancia (Figuras 3By
3E) o inmunodepletados (Figuras 3C y 3F) de
adulto e infante, respectivamente. En

comparacién con los perfiles proteémicos de
muestras sin tratar, en las muestras tratadas
se observa una disminucién en la intensidad
de spots predominantes y una mejor
discriminacion de spots menos intensos. Lo
anterior, esta relacionado con la capacidad
que tienen estos métodos de reducir el rango
dindmico de proteinas en plasma.

Resultaron evidentes las diferencias
en los perfiles protedmicos, tanto de las
fracciones de interés (Figura 3) como de las
fracciones eliminadas (Figura 4), obtenidos
por enriquecimiento proteico en comparacién
con inmunodeplecién. Al respecto, es de
resaltar que, con el sistema de enrique-
cimiento, se observa la eliminaciéon de una
gran cantidad de pro- teinas, a diferencia de lo
observado con la inmunodeplecién, a causa
de los mecanismos que emplea cada sistema
para la reducciéon del rango dindmico de
concentracion de proteinas. Mientras que el
primero se basa en el uso de una libreria de
hexapéptidos Unicos que seran saturados
segun la abundancia de las proteinas en la
muestra, el segundo (la in- munodeplecién),
solo se descarta albdmina e 1gG de manera
especifica. Estas particularidades de cada uno
de los sistemas empleados, pueden también
explicar las diferencias encontradas en cuanto
a la tasa de recuperacion de proteinas
seflaladas anteriormente.

@

Figura 3. Efecto de los tratamientos para reducir la
complejidad en plasma de adulto (A-C) e infante (D-F).
Plasma sin tratar (A y D); plasma tratado con
ProteoMinerTM (B y E); plasma tratado con ProteoPrep®

(Cy F). La separacion 2DE se realizé a partir de 100 pg de
proteina con tiras IPG de 7cm y pH 3-10 en la primera
dimension, y geles de poliacrilamida al 12% p/v en la
segunda dimension. Los geles se tifieron con azul de
coomassie coloidal G-250
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Figura 4. Fraccion de proteinas eliminadas por los
sistemas, ProteoMinerTM (A) y ProteoPrep® (B), durante el
proceso de reduccion de la complejidad del plasma. La
separacion 2DE se realizé a partir de 100 g de proteina con
tiras IPG de 7cmy pH 3-10 en la primera dimension, y geles
de poliacrilamida al 12% p/v en la segunda dimensién. Los
geles se tifieron usando el estuche Pierce Silver Stain

Diferencias entre los perfiles protedmicos
obtenidos con los sistemas ProteoMinerTM y
ProteoPrep® paralos dos estados fisioldgicos

La evaluacion de la reproducibilidad
y capacidad de distincion entre dos estados de
interés a partir de la aplicacion de los sistemas
empleados en este estudio, se realizd por
medio del analisis comparativo de los perfiles
protedmicos obtenidos para cada tipo de
muestra.
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Los métodos de agrupamiento,
basados en andlisis multivariado (Heatmap y
PCA), permitieron evidenciar la similitud de
las réplicas técnicas dentro de cada grupo, asi
como las diferencias entre infante y adulto,
con ProteoMinerTM (Figura 5A) y con
ProteoPrep® (Figura 5B). En los diagramas de
Venn (Figura 6) se observa que la totalidad de
los spots compartidos detectados con los dos
tratamientos empleados, fueron similares.

Sin embargo, con el sistema de
enriquecimiento de proteinas de baja abun-
dancia, se alcanzé un mayor nimero de spots
Unicos en el grupo adulto en comparacion con
el infante, a diferencia del método de
inmunodeplecién (Figura 6). Con cada
tratamiento, se obtuvieron 26 spots con
valores de densidad dptica significativamente
diferentes (p < 0,001) entre adulto e infante,
los cuales se muestran en los mapas 2DE de la
Figura 6 (spots delineadas en verde). Las
imagenes tridimensionales del area
representativa de algunos de estos spots mas
significativos, junto con su respectivo
diagrama de dispersidn “caja o cuartiles” para
cadauno delostratamientos, se aprecianenla
Figura 7. Al respecto, se observa una mayor
dispersion de los datos en las réplicas técnicas
de adulto obtenidas por enriquecimiento en
comparacién con lainmunodeplecién.

.

Figura 5. Agrupamiento basado en analisis multivariado
de adulto e infante, con la totalidad de spots observados en
plasma tratado con: ProteoMinerTM (A) y ProteoPrep® (B).
Izquierda: Heatmap, sin diferencias (Z-score = 0), mayor a la
media (Z-score > 1) y menor a la media (Z-score < 1).
Derecha: PCA usando dos componentes principales

.

A pesar de las diferencias en los
mecanismos para la reduccion de la comple-
jidad plasmatica entre los dos sistemas,
ambos métodos son reproducibles, como se
observo al hacer los analisis de agrupamiento
multivariado, pues permitieron evidenciar la

similitud entre las réplicas técnicas dentro de
cada grupo, asi como las diferencias entre
infante y adulto. Si bien la cantidad de spots
totales y significativos detectados con los dos
métodos fue similar, se observa que con cada
sistema estos se ubican en zonas diferentes de
los mapas 2DE (ver zonas demarcadas en rojo
en la Figura 6), por lo cual, ambos métodos
logran discriminar entre dos estados biolo-
gicos particulares.

Q.

Figura 6. Totalidad de spots observados, compartidos y
Unicos, en plasma de adulto e infante tratados con
ProteoMinerTM (A) y ProteoPrep® (B), con sus respectivos
mapas 2DE de spots de proteinas con diferencias de
densidad dptica significativas entre los grupos (p <0,001)

Las imdagenes tridimensionales de
los spots seleccionados como significativos
con los dos sistemas, muestran que estos
corresponden a spots reales y no a artefactos,
lo cual confirma que la metodologia imple-
mentada permite hacer anélisis diferenciales
en la expresiéon de proteinas en muestras
complejas, como el plasma sanguineo. Sin
embargo, en los datos observados como
resultado del enriquecimiento se evidencid
una mayor dispersién, relacionada con las
limitaciones propias de la técnica 2DE,
aunque estos no afectaron la clasificacién por
grupos obtenida en este estudio.

A pesar del vertiginoso avance en las
técnicas protedmicas basadas en croma-
tografia, la electroforesis bidimensional, por
su alta resolucién y posibilidad de observar
cientos de proteinas en un solo gel, sigue
siendo til para identificar proteinas con uso
potencial como biomarcadores de enfer-

medad en estudios exploratorios de casos y
controles en muestras complejas como el
plasma sanguineo. Finalmente, su implemen-
tacién no requiere material o equipo
especializado y es relativamente de bajo
costo.

Q.

Figura 7. Imagen tridimensional del area representativa
de algunos spots con mayores diferencias significativas en
los valores de densidad ptica (p < 0,001) y su dispersion
“diagrama de caja o cuartiles”. ProteoMinerTM (A) y
ProteoPrep® (B)

Conclusiones

En este trabajo se logré obtener una
alta reproducibilidad en las réplicas técnicas
con las estrategias usadas. Sin embargo, la
fraccién descartada del método de enriqueci-
miento mostré una mayor pérdida de proteinas
distribuidas en un amplio rango de pH y peso
molecular, a la vez que un menor porcentaje de
recuperacion de proteinas (~2,0 %) en
comparacion con la inmunodeplecién
especifica de proteinas abundantes (~22 %). Si
bien se encontré6 que ambos métodos
empleados logran separar los proteomas
plasméticos y diferenciar entre dos estados
biolégicos de interés, se considera que los
sistemas de reduccién de la complejidad del
plasma basados en mecanismos de inmu-
noafinidad ofrecen un mejor control sobre las
proteinas que se estan descartando y por lo
tanto una menor pérdida de informacidn, lo
que es importante en estudios de tipo
exploratorio.
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