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ABSTRACT

Protein phosphorylation is a reversible post-translational modification, associated with countless vital cell
processes such as signal transduction, cell differentiation, development, cell cycle control and metabolic
pathway regulation. Currently, the detection and identification of phosphorylated proteins is carried out by
mass spectrometry, immunoassays and staining with specific labeling reagents. More recently, quercetin
flavonoid has been proposed as tag for staining phosphorylated proteins in denaturing polyacrylamide and
sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) gels because of their good sensitivity, specificity and relative low cost
compared to commercially available synthetic fluorophores. Quercetin is a flavonol soluble in methanol, which
is frequently found in high concentrations in both fruits and vegetables, especially in red onion peels (A//ium
cepa). Under this context, a rapid homogenization process of onion peel in acidic methanol was standardized
(5 min); followed by a centrifugation step (10,000 rpm, 10 min, 4 ° C) to obtain the total extract. Then,
flavonoid content was determined by fluorimetry and the extract obtained was used for staining electrophoresed
phosphorylate (casein) and non-phosphorylated (BSA) protein patterns in SDS-PAGE. Variables such as
extract volume, amount of proteins and wavelengths of excitation and emission were established for the correct
visualization of phosphorylated protein bands in a Chemidoc transilluminator system (Biorad). The results
obtained to date allow us to propose the use of the extract obtained as promising for the staining of
phosphorylated proteins in SDS-PAGE.
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RESUMEN

La fosforilacion proteica, es una modificacion postraduccional reversible, asociada a un sin nimero de procesos
celulares vitales como la transduccion de senales, diferenciacion celular, desarrollo, control del ciclo celular y
regulacion de rutas metabolicas. Hoy dia, la deteccion e identificacion de proteinas fosforiladas, se realiza por
espectrometria de masas, inmunoensayos y tincién con reactivos especificos de marcaje. Asi, se ha propuesto
al flavonoide quercetina como una etiqueta para la tincion de proteinas fosforiladas en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida y sodio dodecilsulfato (SDS-PAGE) por su buena sensibilidad, especificidad y relativo bajo
costo frente a los fluoroforos sintéticos comercialmente disponibles. La quercetina, es un flavonol soluble en
metanol, que se encuentra frecuentemente en altas concentraciones tanto en frutas como verduras, en especial
en las céscaras de cebolla roja (Allium cepa). Bajo este contexto, se estandariz6 un proceso rapido de
homogenizacion de la cascara de cebolla en metanol acidulado (5 min); seguido de una etapa de centrifugado
(10.000 rpm, 10 min, 4°C) para la obtencion del extracto total. Luego, se determino el contenido de flavonoides
por fluorimetria y el extracto obtenido fue usado para la tincion de patrones de proteinas fosforiladas (caseinas)
y no fosforiladas (BSA) electroforadas en SDS-PAGE. Variables como volumen de extracto, cantidad de
proteinas y longitudes de onda de excitacién y emision fueron establecidas para la correcta visualizacion de las
bandas de proteinas fosforiladas en un sistema transiluminador Chemidoc (Biorad). Los resultados obtenidos
a la fecha permiten, proponer el uso del extracto obtenido como promisorio para la tincion de proteinas
fosforiladas en SDS-PAGE.
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