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DETECCION DE VIH POR WESTERN BLOT

6 grupos de estudiantes

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este  experimento es que los estudiantes entiendan los conceptos y
metodologia involucrados en la técnica de Western Blot . El experimento prueba la
presencia de proteinas virales simuladas obtenidas a partir de cultivos de células
infectadas con un  hipotético  suero de individuos seropositivos al VIH.

2. COMPONENTES para 6 grupos de estudiantes

COMPONENTES CONSERVACION

Muestras para electroforesis:

A Control positivo Nevera
B Control negativo Nevera
C Paciente #1 Nevera
D Paciente #2 Nevera
E Paciente #3 Nevera
F Marcador estandar de peso molecular Nevera

Componentes para electroforesis:

Agarosa Temperatura ambiente
Tampon Tris-Glicina-SDS 10x Temperatura ambiente
Tampon en polvo Tris-Glicina 10x Temperatura ambiente

(solo para la preparacion del gel)

Tampdn de carga

Pipeta de 1 ml

Probeta de 100 ml (envase para muestra)

Componentes para la transferencia y la tincién:

Membranas de Western Blot Temperatura ambiente
Papel de filtro para la transferencia Temperatura ambiente
Protein InstaStain® Temperatura ambiente

NOTA: ESTE EXPERIMENTO NO CONTIENE NINGUN MATERIAL PREPARADO A
PARTIR DE FUENTES HUMANAS O DE VIRUS.



2.1 Material requerido y no suministrado

Cubeta de electroforesis
Fuente de alimentacién

Pipetas automaticas y puntas
Plataforma de agitacion

Placa calefactora o microondas.
Estufa de incubacion (65°C)
Tubos de microcentrifuga
Cubeta de precipitacion

Pipetas .

Bandeja o recipiente que pueda contener una membrana de 7x7 cm y 100 ml
de liquido .

Guantes desechables
Envoltorio de plastico

Tijeras .

Metanol, 95 -100% .

Acido acético glacial

Agua destilada

Regla métr ica.

Probetas .

Toallas de papel
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3. INTRODUCCION

El Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA ) es una enfermedad caracterizada
por el deterioro progresivo del sistema inmune de un individuo . ElI deterioro
inmunolégico permite que los agentes infecciosos , como virus, bacterias , hongos y
parasitos que invaden el cuerpoy se propag uen. Ademas, laincidencia de ciertos tipos
de cancer aumenta dramaticamente en estos pacientes debido a tener su sistema
inmune comprometido . El SIDA es una seria amenaza para la salud humana y es un
problema global. La investigaciéon intensiva se estq haciendo para  avanzar en los
métodos de deteccion, tratamiento clinico vy la prevencion.

El virus del VIH

El agente etiologico del SIDA es el virus inmunodeficiencia humano tipo 1 (VIH -1), un
retrovirus. EI VIH -1 contiene un genoma de ARN y una DNA -polimerasa ARN -
dependiente denomina transcriptasa inversa. Los miembros de la familia de los
retrovirus estan inv  olucrados en la patogénesis de ciertos tipos de leucemias y otros
sarcomas en los seres humanos y animales. La estructura y el mecanismo de
replicacion de | VIH son muy similares a otros retrovirus. El VIH es Unico en algunas de

sus propiedades, ya que espe  cificamente actla sobre el sistema in munolégico, es muy
inmunoevasivo , forma cantidades significativas de virus in vivo durante las etapas

iniciales de la infeccion y puede  n ser transmitidos  durante la actividad sexual.

La particula viral del VIH esta rode ada de una bicapa lipidica derivada de la
membrana celular del huésped. Las proteinas virales son identificadas por el prefijo GP
(glicoproteina) o P (proteina) seguido de un nimero que indica el peso molecular
aproximado, en kilodaltons. La bicapa lipidi ca contiene gpl20 y gp4l. Estas dos
proteinas son productos proteoliticos de la precursora gpl160. La gp41 ancla la gp120
en la bicapa. La proteina gpl20 se utiliza habitualmente como un marcador de
diagnostico del VIH en el analisis de Western Blot. Mas re cientemente, también se han
incluido otras glicoproteinas virales como marcadores para esta prueba. Debajo de la
bicapa hay una capside formada por p17 y p18. Dentro de esta capside se encuentra



el nacleo del virus. Las paredes del ndcleo estan formadas po r p24 y p25. Dentro del
nacleo hay dos moléculas idénticas de ARN, de 9800 nucleétidos de longitud. Los

puentes de hidrogeno que unen las dos moléculas de ARN se forman a partir de una
molécula de tRNA celular. EI ARN viral estda recubierto por moléculas de p7 y p9
fuertemente unidas. El nicleo también contiene, aproximadamente, 50 moléculas de
transcriptasa inversa.

Proteasa

Bicapa
lipidica

Integrasa

Hay varias proteinas virales cuya funcién exacta no se comprende totalmente. El virus

puede hacerse crecer en cultivos de tejidos para el diagnostico y la investigacion.
Varias de las proteinas virales han sido clonadas y obtenidas en cantidades
relativamente grandes.

Un individuo puede recibir un inoculo de VIH a través de una abrasién en la mucosa
superficial (por ejemplo, de genitales y p aredes del recto), una transfusion de sangre,

0 por inyeccién intravenosa con una aguja contaminada. Los virus o las células
infectadas por virus se encuentran en los fluidos corporales, como el semen y la
sangre. El objetivo mas importante para el virus s on las células hematopoyéticas,
como los monocitos, mielocitos y linfocitos derivados de la médula 6sea. La infeccion

de las células efectoras del sistema inmunitario, tales como las células T y los

macrofagos, tiene en Ultima instancia consecuencias clini cas muy importantes. La

gpl20 se une a | os receptores CD4 en | a superficie
receptores son glicoproteinas unidas a la membrana que participan en la activacion de

células T. En condiciones normales CD4 actda como un receptor de membrana para el

complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC II) uniéndose a moléculas

que estan presentes en la superficie de los macréfagos y otros tipos de células. Las

células TH son necesarias para las respuestas inmunoldgicas del cuerp 0 en general. La
bicapa lipidica de los virus se fusionan con la de las membranas de las células y la

capside de proteinas virales pasa al interior de la célula por endocitosis. Después, la
presencia de receptores CD4 disminuye vy las gpl20 aparecen en la superficie de la
célula T. A través de un mecanismo complejo, la transcriptasa inversa sintetiza una

copia de ADN de doble cadena a partir del ARN gendmico. La molécula de ARNt actia

como cebador de la sintesis de la primera cade na. La actividad ARNasa H de la
transcriptasa inversa degrada la cadena de ARN de la doble cadena ARN -ADN vy la



enzima sintetiza una hebra de ADN complementario. Las transcripciones inversas de

ADN (ADN de doble cadena) migran hacia el ntcleo de la célula d onde se integran de
forma covalente en el ADN gendmico celular. La integracién es catalizada en parte por

las proteinas virales. La copia de ADN se integra mediante una via especifica, las
secuencias de auto -conexidn en ambos extremos se llaman repeticione s terminales
largas (LTR). Estas secuencias también tienen funciones importantes en la
transcripcion viral. EI ADN copiado e integrado se denomina material de ADN o
provirus. El provirus entra en un periodo de latencia que puede durar varios afos. El

ADN proviral se replica junto con el ADN celular y puede ser heredada a través de
muchas generaciones de células. EI ADN proviral del VIH contiene los principales
genes no transduccidos comunes a todos los retrovirus. Estos genes son gag, pol y

env. VIH -1tambi én contiene cinco o seis genes mas pequefios.

A diferencia de otras ADN polimerasas celulares, ADN polimerasa del VIH
(transcriptasa inversa) tiene una alta tasa de errores. Estas frecuentes mutaciones

cambian continuamente los epitopos de proteinas virales . Esto, se cree que es el
principal mecanismo de immunoevasion del VIH. El gen gag se traduce en un
polipéptido que se escinde por una proteasa viral en cuatro proteinas que forman las

capas internas. La proteasa estd codificada en el gen pol. El gen pol ¢ odifica la
transcriptasa inversa y la integrasa, que es responsable de la incorporacién genémico

de la copia de ADN. El gen env codifica las glicoproteinas de superficie que las
particulas virales adquieren a medida que infectan las células. La replicacion viral es la
causa de la destruccion de las células TH.

La técnica de ELISA es un importante método inmunoquimico utilizado para la
deteccion de antigenos que se encuentran en niveles bajos. ElI ELISA  se utiliza en la
deteccion clinica del VIH en muestras d e sangre. La técnica de ELISA para VIH detecta

IgG circulantes del paciente dirigidos hacia los antigenos virales. Una reaccién positiva

en el ELISA requiere de otra prueba para su verificacion definitiva , se realizaria
mediante un Western Blot. El motivo para realizar esta prueba de verificacion es que
los anti cuerpos pueden presenta r aveces reacciones cruzadas.

Propiedades de las proteinas

La electroforesis en gel desnaturalizante SDS separa las proteinas en funcién de su
tamafo. El SDS (dodecilsulfato de sodio) es un detergente que consiste en una cadena

de hidrocarburo unida a un grupo sulfato altamente cargado negativamente. El SDS se

une con fuerza a la mayoria de las proteinas y hace que la cadena se desenrolle en

forma de varilla y tengan carga ne gativa neta. En ausencia de un agente
desnaturalizante, como el 2  -mercaptoetanol, los enlaces no coval entes se rompen en
este proceso, aunque la composicion de aminoacidos y la secuencia sigue siendo las
mismas. Al perder la proteina su forma tridimensial también perdera su actividad
bioldgica.

Las proteinas que han perdido su patron de plegado especifico y su actividad bioldgica

pero mantienen intactas sus cadenas de polipéptidos se llaman desnaturalizadas. Las

proteinas que contienen varias cadenas de p olipéptidos que tienen enlaces no
covalentes seran disociadas por el SDS en cadenas polipeptidicas separadas,
desnaturalizadas. Las proteinas pueden contener enlaces cruzados covalentes
conocidos como uniones o puentes de disulfuro. Estos puentes estan for mados entre
dos residuos de aminoacidos de cisteina que pueden estar localizados en la misma o]
en diferentes cadenas de polipéptidos. El tratamiento de proteinas a 100° C durante 3



minutos en presencia de altas concentraciones de agentes reductores, como el 2-
mercaptoetanol, rompera los enlaces disulfuro. Esto permite al SDS disociar
completamente y desnaturalizar la proteina.

Durante la electroforesis, las proteinas desnaturalizados con SDS migran a través del

gel hacia el electrodo positivo a una velocidad que es inversamente proporcional a su
peso molecular. Es decir , cuanto menor es la proteina, mas rapido migra en el gel. El
peso molecular de una proteina desconocida se obtiene al comparar su posicion con
respecto a la de las proteinas estandar desnatura lizadas con SDS después de realizar
la electroforesis.

Analisis por Western Blot

El andlisis por Western Blot implica la transferencia directa de bandas de proteinas a

partir de un gel de agarosa o de poliacrilamida a una membrana de nailon cargada ,
para s u analisis posterior. Después de la electroforesis, el gel se retira de la cubeta y

la membrana de n ailon se coloca directamente s  obre el gel (las membranas de nai lon
son mucho més fuertes y flexibles que los geles y puede someterse a muchas
manipulaciones sin desgarrarse.) Las bandas de proteinas se transfieren a la superficie
de la membrana de nai lon y se adsorben sobre la membrana por enlaces hidréfobos.

Esta transferencia se logra por electroforesis en camaras especialmente disefiadas, por

flujo capilar o por la aplicacion de vacio.

La proteina total transferida se puede visualizar con la tincién de la membrana con
tintes de proteinas . La visualizacion de una proteina especifica dentro de una mezcla

de proteinas se detecta hormalmente por métodos inmunoquimicos. Pero una proteina

no puede ser detectada por tinciéon cuando su cantidad es demasiado baja o si queda
encubierta por el resto de las bandas de la mezcla de proteinas.

Para la deteccién inmunoldgica de la proteina especifica, se coloca una me mbrana sin
tefiir en un tampoén de bloqueo , que contiene detergente y proteina que se unen a
todos los sitios no ocupados sobre la membrana de n ailon. La membrana se incuba

después en un tampén que contiene anticuerpos a una (0 mas) de las proteinas
buscadas .

El anticuerpo se une a la proteina adsorbida (antigeno) y los lavados posteriores

eliminan los anticuerpos no unidos. Un anticuerpo secundario que esta
covalentemente ligado a un enzima, como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano
picante, se utiliza para la deteccion. Las condiciones para unir el enzima y el
anticuerpo secundario no afecta la especificidad de unién con el antigeno, la afinidad

del anticuerpo, o la actividad catalitica de la enzima.

La membrana se incuba a continuacion en una solucién de anticuerpo secundario , en
donde se unira selectivamente al complejo antigeno -anticuerpo primario. Después de
este tratamiento, la membrana se lava para eliminar el complejo anticuerpo
secundario -enzima no unido y se incubar  a en una solucién que contiene un sustrato de
fosfatasa o peroxidasa. Los productos obtenidos de la reaccidon enzimatica son
productos cromogénicos facilmente visibles sobre la membrana de nai lon.

En esta practica , los estudiantes utilizaran un analisis por Western Blot modificado
para detectar una proteina especifica.



4. PREPARACION DE LA PRACTICA

El objetivo de este experimento es entender los conceptos y metodologia involucrados

en latécnicade Western Blot. El experimento prueba la presencia de proteinas virales
simuladas obtenidas a partir de cultivos de células infectadas con un hipotético  suero
de individuos seropositivos al VIH.

NOTA: ESTE EXPERIMENTO NO CONTIENE NINGUN MATERIAL PREPARADO A
PARTIR DE FUENTES HUMANAS O DE VIRUS.

4.1 Precauciones

1. Llevar gafasy guantes de laboratorio mientras se trabaja.
2. NO PIPETEAR CON LA BOCA, utilizar los dispositivos adecuados.

3. Extremar las precauciones cuando se trabajan con equipos que utilizan
conjuntamente calory /o mezcla de reactivos.

4. Lavarse las manos con j abo6n y agua después de haber trabajado en el laboratorio o
utilizado reactivos o materiales biol6gicos.

5. Tenga cuidado al usar cualquier equipo eléctrico en el laboratorio

4.2 Preparaciones previas

A. PREPARACION DE LAS MEMBRANAS
En cualquier momento ant  es de la practica en el laboratorio ( necesario primer dia)

Use guantes de laboratorio . Con los guantes puestos, | &vese las manos y séqueselas .
Los polvos de los guantes  pueden interferir con el procedimiento.

1. Mantenga las membranas cubiertas por las hojas protectora s y aseglrese de que
las hojas protectoras y la membrana estan alineadas. Mantener la membrana
cubierta de este modo durante todos los pasos siguientes

2. Divida la membrana cubierta en seis piezas cuadradas de 7 x 7 cm dibujando las
lineas con la piz en la cubierta superior.

Si esta utilizando geles que son mas pequefias 0 mas grandes de 7 x 7 cm debe

ajustar las dimensiones al tamafio de los geles. También puede tener que ajustar

los tamafios del papel filtro y las toallas de papel preparados para lo s estudiantes.
En el caso de utilizar geles mas grandes debera realizar la practica con un namero
menor de grupos.

3. Cortar las membranas cubierta s por las lineas dibujadas para obtener seis
cuadrados. Aseglrese de que las hojas estan alineados antes de cort ar.

4. Almacenar las membranas cubiertos preparadas a temperatura ambiente hasta su
uso.



B. PREPARACION DE TAMPONES
El dia de la practica .

Tampodn para la preparacion del gel (Tampdn Tris-glicina)

Solo se utiliza para la preparacion de gel.

1. Afadir el polvo del tampo6n Tris -glicina a un matraz o vaso (500ml tamafio o mas
grande).

2. Anadir 300 ml de agua destilada al polvo del tampon Tris -glicina. Remover y
mantener la agita cién hasta disolver completamente polvo del tampén Tris -glicina
(utilizar una plataforma de agitacion si dispon e de una ). Este es el Tampoén 1x de

Tris-glicina, listo paras u uso en la preparacion del gel (es).

Tampon de transferencia
(Necesario el primer dia) .
1. En 350 ml de agua destilada, afiadir 50 ml de Tampon 10x de Tris-glicina-SDS.

2. Anadir 100 ml de 95 -100% de metanol. Mezcla r. Mantenga el tamp6n bien tapado
a temperatura ambiente hasta su uso.

Tampodn de electroforesis (Tampon Tris-glicina-SDS)
1. Afadir 1 parte de  Tampoén 10x EDVOTEK® Tris-glicina-SDS a 9 partes de agua
destilada.

2. Hacer suficiente Tampdn de electroforesis 1x para todas las unidades de
electroforesis  utilizadas.

C. PREPARACION DE MUESTRAS DE PROTEINA LIOFILIZADAS
El dia de la practica (necesario el primerdia ).

1. Anadir 120 pl de agua destilada a cada tubo (A -E). Se incuban las muestras a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Agitar con vO rtex o mezclar
vigorosamente.

2. Calentar un vaso con agua, cubierto con papel de aluminio, hasta que hierva.
Retir arlo de la fuente de calor

3. Asegurese de que los tubos de muestra (de A a E) estan tapados herméticamente y
bien marcados . Empujado a través de la lamina los tubos, de forma que |  a parte
inferior de los tubos quede sumergi do en el agua durante 5 minutos . Los tubos
deben mantenerse  suspendido en elagua por el papel de aluminio.

NOTA: No debe poner en el agua caliente e | marcador estandar de peso molecular
(componente F).

4. Retire la s muestra s del agua, y golpe el tubo sobre la poyata o de un pulso breve
con la microcentrifuga para  depositar la totalidad del liquido de la muestra en el
fondo del tubo



5. Alicuotar 20 pl de cada muestra (A  -E) para cada grupo de  practicas . Haga que los
estudiantes cargu en las muestras en el gel mientras estan todavia calientes para
evitar la agregacion.

NOTA: Cualquier resto de las muestra s reconstituida s no utilizado se debe almacenar
a -20°C . Si posterior mente necesita volver a utiliza r estos restos de muestras, r  epita
los pasos 2 a 4.

D. PREPARACION DE LA SOLUCION DE TINCION
Varios dias antes de la practica o el mismo dia de la practica (necesario el segundo
dia).

NOTA: No utilice recipientes de material acrilico para contener metanol, ya que puede
destruirlos.

1. A 200 ml de agua destilada, afiadir 250 ml de metanol absoluto y 55 mlde &cido
acético glacial. Mezclar bien. Etiqgueta r como " Solucién de tincidn". Manten erlo
bien tapado a temperatura ambiente hasta su uso.

2. Verter la solucion en una bandeja de vidrio. No utilice acrilico. Alcoholes , tales
como el metanol , agrieta el material acrilico.

4.3 Material que debe recibir cada grupo

Primer dia

A Co mp o n e +Et(despuéd del calentamiento, antes de alicuota)
A Componente F  (sin calentar)
A Componentes para preparar gel de agar

A Tampon de carga (opcional)

A 23D mldeM etanol 95 -100%

A ampén de electroforesis (Tris-glicina -SDS), diluido

A 80 mlampdrede transferencia , diluido

A pieza de membrana de Western Blot

A 3 piezas de papel de filtro

A Toallas de papel

A1 envolt orio de pléstico

A Cubetas para remojar las membranas y geles (de material no acrilico)
A 23D ml de agua destilada

A Pipetas y puntas

AVaso o recipiente de 400 ml (peso para realizar la transferencia)

Segundo dia

A 57 ml de solucién de tincion
A 1 pieza dnstaSRan®t ei n




4.4 Errores mas comunes

Los problemas potenciales que pueden aparecer es posible evitar los siguiendo las
sugerencias y recordato  rios que figuran a continuacion:

1 Para asegurarse que las bandas de proteinas estan bien definidas , asegurese de
que la formulacion de | gel es correcta y que la electroforesis se llevé a cabo durante
el tiempo 6ptimo recomendado.

1 Diluir el tampén concentrado correctamente  para la preparacion  del gel y del
tampon de electroforesis ( utilizado e n la cubeta ). Recordar que sin  tampo6n en el
gel, no habra la movilidad de la proteina. Utilice agua destilada para preparar
tampones. No utilice agua del grifo

1 Para obtener resultados 6ptimos, utilice tampén de electroforesis y solucién de
tincibn nuevos y preparado s de acuerdo con las instrucciones.

1 Antes de realizar la carga de las muestras en el gel , practicar la carga  para evitar
la dilucién de la s muestra s con tampdn durante la carga.

9 Para evitar la pérdida de las bandas de proteinas en el tampdn , asegurese de que
el gel se orienta correctamente para que las muestras no corran por el gel en la
direccion equivocada  durante la electroforesis

1 El marcador estandar utilizado en esta practica es un colorante que no se
transferird a la membrana. Debe mar carse sobre la membrana antes de realizar la
transferencia

5. PRACTICA

5.1 Electroforesis en gel de agarosa

NOTA: Cuando se prepara el gel de agarosa al 2,5% de proteina, aseglrese de usar el
1x tampoén Tris -glicina preparada por el profesor (NO UTILIZAR el Tampdén 1x Tris-
glicina-SDS como tampdn en la realizacién del gel).

A. PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA AL 2,5%.

1. Determinar el volumen de agarosa requerido para su gel de agarosa al 2,5% en
Tampon 1x Tris-glicina. Consulte la Tabla A para determinar volumen que
necesita .

i Tabla A: Gel de Agarosa al 2,5% \
Tamaiio del Gel | Feso 11{:’;:;;;:“:3; _ Volumen
7x7cm 05 gm 20 mi 20 ml
7x14cm 1.0 gm 40 ml 40 ml
\
2. Anadir la cantidad requerida de agarosa en polvo al volumen de  Tampodn 1x Tris-

glicina. Agitar para dispersar grumos.



3. Con un marcador, indican el nivel del volumen de solucién en el matraz.

4. Calentar la mezcla para disolver el polvo de agarosa. La solucion final debe quedar
clara (como el agua), sin ninguna particula sin disolver presentes.

a. M étodo de microondas:
A Cubrir el matraz sin apretar con una relmvol tur a
evaporacién. No cubra herméticamente.
A Se calienta la mezcla durante 1 minuto
A Agitar | a mezc | anteryalosc adk @, gegundos ehasta que toda la
agarosa se disuelva por completo

b. Método de la placa  calefactora :
A Cubrir el pamltdeauminicpam minimizar la evaporacion.
A Se calienta |l a mezcla a punto de ebullici-n con
que la agarosa se disuelva completamente.

5. Enfriar la agarosa a 55 ° C con agitacién para facilitar una disipacion unif orme del
calor. Si se ha producido una evaporacion elevada, afadir agua destilada caliente
para llevar el volumen de la solucién hasta el volumen original marcado en el
matraz.

Después de que la solucion de agarosa se ha enfriado a 55 ° C:
6. Sellar los extremos de la bandeja de | gel con topes de goma o cinta.

ATENCION: fundir la agarosa en polvo a temperaturas demasiado altas o sin
agitacion dara lugar a una solucién de agarosa quemada.

7. Verter la solucion de agarosa enfriada en la bandeja. Asegurarse que la bandeja del
gel de agarosa se encuentra sobre una superficie plana. Colocar el peine(s) en las
ranuras correspondientes.

8. Deje que el gel se solidifique. Estara listo para la electroforesis en
aproximadamente 20 minutos.

B. PREPARACION DE LA CUBETA DE ELECTROFORESIS

1. Retire el peine(s) lps topeso cintas. Coloque la bandeja de gel enclabetade electroforesis
con los pozos mas proximos al electrodo negativo

- +
Negro Pocillos de  pgpjo
muestras

7, ff }T

=

2. Clora elgel preparado con Tampon de electroforesis TrisglicinaSDS. GQwulte la Tabla B
para determinar el volumede tampdnnecesario.



Tabla B: Tampon de electrooforesis 1x Tris-Glicina-5DS
EDVOTEK Tampon Agua veolumen
Model # Concentrade i pestilada = Total
(10x)
MB+ 30 ml 270 ml 300 ml
Mi2 40 ml 360 mi 400 ml
M38 100 ml 900 ml 1000 ml
. _J

C. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PROTEINAS

Las muestras para electroforesis se envian en forma de polvo liofilizado ( muestras
liofilizada s).
A Si | as muEe y|m tse aan relidratado y calentado por el profesor del

laboratorio, continuar el procedimiento con la electroforesis en gel de agarosa como
se describe en el apartado D

A si I as muEerotse aa redidratado y calentado por el pr ofesor del
laboratorio, siga el procedimiento de calentamiento (Pasos 1 -2) para calentar las
muestras.

1. Calentar un vaso de agua, cubierto con papel de aluminio, hasta que hierva.
Retirarlo de la fuente de calor.

2. Aseglrese de que los tubos de muestra A a E se han rehidratado y estan bien
tapados y marcados claramente. La parte inferior de los tubos debe ser empujada
a través del papel de aluminio y sumergida en el agua hirviendo durante 5 minutos.
Los tubos deb en mantenerse suspendidos por el papel de aluminio.

3. Proceder a cargar el gel mientras que las muestras estan todavia calientes.

NOTA: Al finalizar la carga de las muestras para la electroforesis, el resto de las
muestras de proteinas no usado se debe co ngelar. Para volver a utilizar las muestras
en otro momento, saquelas del congelador y siga los pasos 1 - 3 descritos arriba.

D. CARGA DE LAS MUESTRAS DE PROTEINA

NOTA: Este kit contiene un gel de practicas . Si no estd familiarizado con la
electroforesis en gel, se sugiere que practique la carga de las muestra en los pocillos
antes de realizar la practica real .

NOTA: Cambiar las puntas de pipetas entre cada carga. Asegurese de que los po cillos
estén libres de solucion de carga. Use guantes y gafas de seguridad



Cargar 20 ul de cada una de las muestras de proteina de la manera siguiente (en gel
de 7 x 7 cm):

Pocillo Tubo Muestra de proteina
1 A Control positivo
2 B Control negativo
3 C Paciente 1
4 D Paciente 2
5 E Paciente 3
6 F Marcador estandar

E. ELECTROFORESIS EN GEL

1. Después de que las muestras se carguen, encaje con cuidado la tapa hasta el fondo
permitiendo el acceso  a los terminales de los electrodos.

2. Inserte la clavija del cable negro en la entrada negra de la fuente de alimentacion
(entrada negativa). Inserte la clavija del cable rojo a la entrada roja de la fuente de
alimentacion (entrada positiva).

3. Establecer la alimentacién eléctrica en el voltaje requerido y eje cutar la
electroforesis durante el periodo de tiempo determinado por el profesor (tabla C) .
Para saber si el flujo corriente es correcto, deberia ver las burbujas que se forman
en los electrodos.

4. Proceder a electroforesis hasta que el colorante azul del tampoén de carga se ha
desplazado a | menos 4 14,5 cm de los po cillos. Proceder a iniciar la técnica de
West ern Blot.

-

Tabla C: Voltajes y tiempos

Voltios Minimo Optimo

125 25 min 60 min

70 60 min 15 hrs

N

5.2 Andlisis por Western Blot

Usar guantes. No toque la membrana de nailon con las manos desnudas.

1. Coloque un envoltorio de plastico en su mesa de trabajo. Aseglrese de que esté
liso y plan o. El papel de filtro, gel, membrana y toallas de papel se preparan para
hacer el sandwich secante.

2. Usando los guantes, retire con cuidado las hojas protectoras  (blanc as) de la
membrana de Western Blot. Usando pinzas, transferir la membrana a una bandeja
de plastico.



Pre-hidratar la membrana (7 x 7 cm) por inmersion en aproximadamente 20 ml de
95-100% de metanol durante 10 segundos. Recoger y guardar el metanol una vez
utilizado para volver su reutilizacion

Inmediatamente , sumergir la membrana en agua destilada durante
aproximadamente 5 minutos para eliminar el metanol

Desechar el agua y sumergir la membrana en tampén de transferencia diluido. Deje
la membrana sumergida hasta qu e la necesite para el gel, por lo menos 10
minutos .

Retire el gel de la bandeja y sumer] a el gel en una bandeja separada que cont enga
el tampon de transferencia. Dejarenr emoj o de 10 a 15 minutos.

Saturar 1 pieza de 7 x 7 cm de papel de filtro con el tamp 6n de transferencia.
Colocar el papel de filtro en la envoltura de plastico.

Usando guantes , retirar con cuidado el gel de | tampén de transferencia y colocar
boca abajo sobre el papel de filtro. Pasar una regla (o cualquier otro objeto
apropiado) sobre la superficie para eliminar las burbujas de aire que puedan estar
atrapadas bajo el gel.

Pipetear 1 -2 ml de tampdn de transferencia sobre la parte superior del gel y colocar
la membrana Western Blot sobre el gel.

NOTA: Si la membrana parece tener una superfic ie lisa en un lado y una superficie
rugosa en el otro lado, asegurarse de que la rugosa esta en contacto directo con el
gel. Pasar una regla (o cualquier otro objeto apropiado) sobre la superficie para
eliminar las burbujas de aire.

10.

11.

12.

13.

14.

Use un lapiz para trazar ligeramente la ubicacion de cada una de las bandas del
carril 6. Al lado de cada marca, indicar el color de la banda respectiva. (B1= azul 1,
B2= azul 2, P = parpura y R=rojo).

Saturar 1 trozo de papel de filtro con tamp6n de trans ferencia y cubrir la
membrana con el papel de filtro humedo. Pasar una regla (o cualquier otro objeto
apropiado) sobre la superficie para eliminar las burbujas de aire.

Afiadir la segunda pieza de papel de filtro seco en la parte superior de la pila.
Elimin ar las burbujas de aire.

Uniformemente colocar una pila de toallas de papel (7x7cm )conunespesorde 4
a 6 cm en la parte superior de la pila.

Colocar una bandeja de plastico o placa en la parte superior de la pila. Coloque un

vaso de precipitados de p  eso ligero (tamafio 400 ml) en la parte superior. Deje que

la proteina de transferencia actle durante un minimo de 4 horas o durante toda | a
noche.



G. PROCESAMIENTO Y TINCION DE LA MEMBRANA BLOT

NOTA: Las areas de la membrana tocadas por manos sin guantes dejaran residuos de
aceite s y proteina s que no permitiran la unidon de otras proteinas durante la
transferencia. Muchos guantes contienen polvo que aumentara el fondo en la
membrana. Péngase los guantes y lava se las manos con ellos puestos con agua del
grifo para eliminar cualquier residuo de polvo.

RECUERDE: La prueba de diagnostico Western Blot del VIH /SIDA establece la
presencia de la proteina de la cubierta viral gp120 por la interaccién de anticuerpos y

también confirma el tamafio de la banda de proteina a ser 120.000 daltons + 10%. En
este experimento, nNo se utiliza material derivado de personas o vir us VIH/ SIDA.

1. Retire la bandeja, toallas de papel y papel de filtro cocados sobre la membrana.
Deje la membrana en su sitio sobre el gel.

2. Utilizando un l4piz, trazar el contorno de cada pocillo ligeramente y el nUmero que
le corresponde de acuerdo co n la secuencia de carga ( recuerde que el gel esta al
reves ).

3. Con unas pinzas, retirar la membrana del gel y colocarlo en una hoja limpia de
papel de filtro. El lado que estaba en contacto con el gel debe estar hacia arriba.

4. Con un lapiz, en una de las esq uinas inferiores escribir "D" (delante). En la otra
esquina, escriba su nimero de grupo o iniciales. Colocar la membrana en un horno
de incubacion a 65 ° durante 10 minutos, para fijar las muestras

PUNTO DE PARADA OPCIONAL: Después que la membrana se ha f ijado, se puede
guardar durante varios dias antes de su tincién.

5. Mojar, muy brevemente , la membrana en metanol de manera que no gueden zonas
secas.

6. Pasar la membrana a agua destilada durante unos 5 minutos.

7. Sumergir la membrana en 50 -75ml de la "soluciébn  de tincion". La membrana debe
estar completamente cubierta por el liquido.
8. Usando guantes, flotar suavemente una tarjeta de la Protein InstaStain® por el

lado de la mancha (azul) hacia e | liquido.

9. Deje la membrana en remojo en el liquido durante 15 minutos con agitacion
ocasional. NOTA: Si el color de la membrana parece muy ligero, continte con el
procedimiento de tincién hasta que la membrana tiene una apariencia de color azul
OSCUro.

10. Desechar la Protein InstaStain®. Con unas pinzas, pasar la membrana a una
bandeja de metanol y mover suavemente la membrana en el alcohol para
dest efiirla . Mire si aparece el control positivo. Cuando las bandas son evidentes,
pasar inmediatamente la membrana a una bandeja de agua destilada

11. Después de varios minutos, retirar la membrana del agua destilada y dejarla sobre
un trozo de papel de filtro.



12. Comparar las tres muestras de pacientes con
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los resultados

Figura 1: Esquema resumen de la practica.

5.3 Estimacién del p eso molecular de la proteina

viral simulada gp120

1. Medir la distancia de cada banda

hasta la base de cada banda.

del marcador estandar
positiva s sobre la membrana. Cada medicion debe ser desde

y de las muestras virales
la base del po cillo



Los tamafio s de los marcadores estandar son (en Daltons):

Azul 1 140000
Azul 2 110000
Purpura 90000
Rojo 70000
2. Utilizando un papel de gréafico semi logaritmico registrar la distancia recorrida por

cada banda en el eje xy su peso molecular en el gje y.

3. Determinar el peso molecular de la proteina viral por extrapolacion con la curva
estandar.

6. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO

Las muestras que contienen la proteina del VIH simulado y el control positivo debe n
mostrar una banda de proteina de 120000 daltons . Las pacientes 1 y 3 muestran las
bandas de 120000 daltons, lo cual significa que estos pacientes estan infectados por el

VIH . El control negativo y el paciente 2 no deben tener ninguna banda visible

El esquema de la figura 2 muestra las posiciones relativas de las bandas de proteina,

pero no esta dibujada a escala. El peso molecular de la glicoproteina viral para el

control positivo y los pacientes positivos se puede extrapolar a partir de la curva
estandar . Los estudiantes deben trazar la distancia , en milimetros , recorrida por cada
una de las proteinas estandar en el eje X y los pesos moleculares respectivos en el eje

Y en un papel semi -log aritmico .

(-)
1 23 456

 —( — Y — w— — —

— ——140,000
- = = —_]—110000
=— —— 90,000
— —|— 70,000

(+)

Figura 2



Carril Muestra Peso molecular Resultado
(daltons)

1 A Control positivo 120.000
2 B Control negativo
3 C Paciente # 1 120.000 positivo
4 D Paciente #2 negativo
5 E Paciente # 3 120.000 positivo
6 F Marcador esté ndar

B-1(azull) 140.000

B-2 (azul 2) 110.000

P (purpura) 90.000

R (Rojo) 70.000

7. PREGUNTAS SOBRE EL EXPERIMENTO

1. ¢Por qué las proteinas separadas por electroforesis se transfirier en a una
membrana para su deteccion ?

2. ¢Los geles con un a mayor o menor concentracion de agarosa favorece n
transferencia a la membrana? ¢Un mayor o menor peso molecular de | as proteinas
favorece una mejor transferencia a la membrana ?

3. ¢Cudl es el propdsito de los controles negativos y positivos? ¢ Cual es la diferencia

entre un  Westhern Blot , un Northern Blot y un Southern Blot ?
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