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SIMULACION DETECCION VIH POR
ELECTROFORESIS VERTICAL
DE PROTEINAS

6 grupos de estudiantes Ref.ELECPROT4

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aprender el uso de la ELECTOFORESIS
DESNATURALIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS para identificar proteinas del
VIH en muestras simuladas de pacientes. Los resultados obtenidos son utilizados para
diagnosticar una infeccion de VIH.

2. COMPONENTES para 6 grupos de estudiantes

COMPONENTES CONSERVACION
Marcador de Proteinas estandar A Congelador a -20 °C
|Muestra Control Negativo B Congelador a -20 °C
|Muestra Control Positivo C Congelador a -20 °C
|Muestra Suero Paciente 1 D Congelador a -20 °C
|Muestra Suero Paciente 2 E Congelador a -20 °C
IMuestra Suero Paciente 3 F Congelador a -20 °C
Tampoén de electroforesis Tris-Glicina-SDS (10X) Temperatura ambiente
[Colorante para proteinas FlashBlue™ (en polvo) Temperatura ambiente
Solucién tampon de carga para practicar Temperatura ambiente
|Pipetas de Transferencias Temperatura ambiente
|Microtubos de centrifuga Temperatura ambiente




2.1. Material requerido y no suministrado

Aparato de electroforesis vertical
Fuente de alimentacién de CC

Geles de poliacrilamida SDS al 12 % prefabricados (se recomiendan geles de 12 pocillos)

Micropipeta y puntas

Microondas o placa calefactora

Agua destilada o desionizada

Vasos de precipitados

Papel de aluminio o flotador de espuma para bafio Maria
Vinagre blanco

Etanol (95 % o superior)

Matraz o vaso de precipitados de 750 ml o 1 |

Bandeja de plastico pequefia o navecilla de pesaje grande
Envoltura de plastico

Caja de luz blanca (recomendada)

Plataforma de balanceo (recomendada)



3. INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Las proteinas son un grupo diverso de moléculas grandes, o macromoléculas, que realizan
muchas de las funciones esenciales en nuestras células.
La primera observacion de las proteinas se produjo en el
siglo XVIII, cuando unos cientificos determinaron que
eran fundamentales para el mantenimiento de la
estructura corporal. Desde entonces, se ha comprobado
que las proteinas también desempefian un papel en
muchos procesos celulares, como la motilidad, el
transporte y la comunicacion. Se estima que en las
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células de los mamiferos se encuentran entre 2 y 4
millones de proteinas por micrémetro cubico. H (chos

. NH

Las proteinas son polimeros compuestos por cientos o % IS~
miles de moléculas organicas mas pequefias, conocidas c'rz N'H!
por el nombre de aminoacidos. Los aminoacidos son OH
moléculas simples que constan de un atomo de carbono Figura 1. Estructura de los aminoacidos

central unido a cuatro grupos diferentes: un grupo

amino, un grupo carboxilo, un atomo de hidrégeno y

una cadena lateral Unica (Figura 1). El aminoacido mas simple, la glicina, tiene un solo
atomo de hidrogeno como cadena lateral, mientras que otros aminoacidos presentan
cadenas laterales mas complejas. Las propiedades quimicas de las cadenas laterales
determinan la polaridad de cada aminoacido y si este es acido, basico o neutro.

Durante la sintesis de proteinas, una
secuencia especifica de aminoacidos se
conecta para formar una cadena continua.
Los aminoéacidos adyacentes en la cadena
estdn unidos entre si mediante enlaces
peptidicos. Estos fuertes enlaces covalentes
unen el grupo carboxilo de un aminoacido
con el grupo amino de un segundo
aminoacido (Figura 2). Una cadena de
aminoacidos unidos se conoce como
polipéptido, y uno o mas polipéptidos se
combinan para formar una proteina. La secuencia de aminoacidos confiere a cada proteina
propiedades especificas. Por ejemplo, el peso molecular y la carga de una proteina se basan
en el nidmero y tipo de aminoacidos, mientras que la forma esta determinada por el orden
de los aminoéacidos. Esta configuracion tridimensional, que incluye giros, pliegues e
interacciones entre multiples polipéptidos, es fundamental para la funcién proteica.

Figura 2. Polipéptido. formado por la unién de tres aminoacidos

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Para analizar proteinas, los investigadores suelen utilizar una técnica llamada electroforesis
en gel de poliacrilamida o PAGE. Este es un método simple pero potente que proporciona
informacién sobre la expresion y la pureza de una molécula, asi como su peso molecular. La
PAGE utiliza polimeros de acrilamida y bis-acrilamida para crear un gel con una red de poros
y canales microscopicos.

Para realizar la PAGE, se prepara un gel, se coloca en una camara de electroforesis y se
llena con solucién tampdén. A continuacion, las muestras de proteina se cargan en pequerfias
hendiduras, o pocillos, en la parte superior del gel.

Finalmente, se aplica una corriente eléctrica a la caja de gel, impulsando las proteinas
cargadas a través del gel hacia el electrodo positivo (Figura 3). El tamafio de poro en los
geles de poliacrilamida se controla mediante la concentracion del gel y el grado de



reticulacion, lo que permite a los investigadores personalizar el gel para satisfacer las
necesidades especificas del experimento. A medida que las proteinas migran, son forzadas a
atravesar los poros del gel; Las proteinas méas pequerfias se adaptan con mayor facilidad que
las proteinas mas grandes y migraran mas lejos en el mismo periodo de tiempo.

Proteina
Desnaturalizacion de proteinas mediante
electroforesis
Molécula de SDS Proteins pr(_)duce a unique challenge for
cargada negativamente electrophoresis because they have complex shapes
5DS aﬁadidc/ and different charges, which affect how they
-— - - migrate through the gel. Structural differences can
- = - cause two proteins with similar molecular weights
* to migrate at different rates a complicated, spread-
out protein will move slower through the gel than
Carga de |as muestras en un one with a compact shape. Similarly, positively and
gel de SDS-PAGE . . . . . .
negatively charged proteins will migrate in different
(=) directions through the electric field in a gel.
Scientists can solve these problems by using
- - = = == chemicals that denature the proteins, eliminating
“EEE TEE= the complex structure, and neutralize the charge of
— the native protein.
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) is a common
A detergent used to disrupt interactions between
: o (+) amino acids. The SDS molecule consists of a
pefiir el gel para visualizar las hydrocarbon chain bonded to a negatively charged
andas de proteina separadas A A ;
por tamario sulfate group. When incubated with proteins and

heated, SDS will unfold the protein’s three-
dimensional structure.

Figura 3. Descripcién general de la SDS-PAGE

To break the stronger disulfide bonds in proteins researchers use reducing agents such as
B-mercaptoethanol (B-ME) or Dithiothreitol (DTT). Although the amino acid composition and
sequence stay the same, the protein will no longer have biological activity because the
specific three-dimensional shape has changed. The prepared protein sample can then be
separated on a polyacrylamide gel. This technique is commonly called SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate-PAGE).

Deteccion de proteinas del VIH en muestras de pacientes

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad viral potencialmente
mortal causada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La infeccién por VIH
suprime el sistema inmunitario del paciente al infectar y destruir las células T auxiliares
productoras de anticuerpos. Debido a la falta de inmunovigilancia, los pacientes son
extremadamente susceptibles a infecciones por virus, bacterias, hongos y parasitos. Una
persona puede contraer el VIH a través de relaciones sexuales sin proteccién, una
transfusion de sangre o una inyeccién intravenosa con una aguja contaminada. El SIDA es
una amenaza global para la salud humana, y la deteccién y el tratamiento tempranos de los
pacientes son esenciales para controlar su propagacion y el sufrimiento causado por la
enfermedad.

El VIH-1 es un retrovirus, lo que significa que posee un genoma de ARN y una ADN
polimerasa dependiente de ARN, denominada transcriptasa inversa.

Esta proteina permite al virus crear una plantilla de ADN que se integrara en el genoma del
paciente. Una vez insertado en el genoma de la célula huésped, el ADN viral puede
permanecer latente durante largos periodos, conocidos como la fase latente de la infeccion.
Durante la producciéon viral activa, el ADN se transcribe en ARNm, que puede iniciar la
produccioén de proteinas virales.



Las proteinas y el ARN se ensamblan en la superficie de la célula, formando una nueva
particula viral (Figura 4). Finalmente, el virus completo se desprende de la membrana
celular y esta listo para infectar linfocitos T sanos.

Figura 4. Célula del sistema inmunitaric infectada
por el virus HIV

Figura 6. Deteccion de antigenos HIV por Western blot
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Estructuralmente, el virus del VIH presenta
una  envoltura viral, compuesta  por
glicoproteinas y una membrana lipidica, y una
capside proteica que rodea dos copias del
genoma de ARN (Figura 5). En total, el
genoma del VIH codifica 19 proteinas

Figura 5. Estructura del virus

necesarias para la estructura, integracion,
replicacion y alteracion de la funcién de la
célula huésped del virus.

Las infecciones por VIH en pacientes pueden
detectarse mediante
multiples métodos. La
prueba inicial mas
comun consiste en un
inmunoensayo rapido
que detecta la presencia
de anticuerpos contra el
VIH en suero o saliva.
Un resultado positivo en
la prueba rapida se
confirma mediante una
segunda prueba, que
incluye la deteccion de
acidos nucleicos y
proteinas virales, o la
realizacion de una
prueba Western Dblot
para identificar
anticuerpos séricos
contra el VIH.
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puede requerir varios dias o semanas para obtener los resultados.



Durante la prueba Western blot para el VIH, las proteinas del VIH se separan en un gel
SDS-PAGE y luego se transfieren a una membrana para su analisis. A continuacion, la
membrana se incuba con el suero del paciente, lo que permite que los anticuerpos
presentes en la sangre se unan a las proteinas virales. Se lava el suero del paciente y se
incuba la membrana con un segundo anticuerpo y un reactivo de deteccion (Figura 6).

El suero de pacientes infectados contiene anticuerpos contra multiples proteinas del VIH,
incluyendo proteinas de la envoltura, la capside y las proteinas funcionales (Tabla 1).

Peso molecular | Nombre Categoria Descripcion

72 kDa P65 Enzima Transcriptasa inversa
38 kDa P41 Transmembrana Proteina de la cubierta
20 kDa P24 Estructural Proteina de capside
14 kDa P18 Estructural Proteina de matriz

Tabla 1. Proteinas del HIV analizadas por Western blot

Estos anticuerpos pueden aparecer dentro de los tres meses posteriores a la infeccion, lo
que permite una deteccién temprana mediante la prueba Western blot del VIH. Un resultado
negativo de la prueba Western blot no mostrara ninguna banda, mientras que los resultados
positivos pueden variar segun el proveedor de la prueba. Normalmente, un diagndstico
positivo requiere la deteccion de al menos una proteina de la envoltura y una de la cépside,
aunque la mayoria de los pacientes positivos mostraran bandas adicionales. Ademas, es
posible que los resultados revelen una o mas bandas sin cumplir los criterios requeridos
para una prueba positiva; en estos casos, se considera que el paciente es "indeterminado” y
requerira pruebas adicionales para confirmar la infeccion por VIH. El requisito de multiples
bandas ayuda a prevenir el diagnoéstico erréneo de pacientes infectados con otros virus que
ocasionalmente se detectan mediante la prueba Western blot.

Este experimento replica el cribado clinico para detectar anticuerpos contra el VIH en una
muestra de sangre de un paciente. Las muestras simuladas de pacientes se han pretefiido
con colorantes, lo que las hace visibles durante la electroforesis. Estas proteinas se mezclan
con un tampoén de muestra que contiene SDS, DTT, glicerol y un colorante de rastreo. Este
colorante migrara por delante de las proteinas mas pequefias en estas muestras, donde
sirve como marcador para mostrar la distancia recorrida por el gel. Dado que las proteinas
estdn premarcadas, no es necesario realizar un analisis Western blot; en su lugar, las
bandas de proteina del VIH seran visibles en cada muestra a medida que se procesan los
geles.

Los estudiantes también tefiirdn sus geles con una tincién de proteinas rapida y facil de usar
en el aula para una mayor resolucién. Posteriormente, analizardn sus resultados y
proporcionaran un diagndstico de VIH o recomendaran pruebas adicionales para cada
paciente.

Este experimento replica la practica clinica para detectar anticuerpos del VIH en una
muestra de sangre del paciente. Las muestras de pacientes —muestras simuladas- han sido
tefiidas previamente con colorantes, haciéndolos visibles durante la electroforesis. Estas
proteinas se mezclan con un tampén de muestra que contiene SDS, DTT, glicerol y un
colorante de seguimiento. El colorante de seguimiento migrard antes que las proteinas mas
pequefas en estas muestras por lo que sirve como marcador para mostrar la distancia
recorrida por las proteinas en el gel. Dado que las proteinas estdn marcadas previamente,
Nno es necesario realizar un andlisis de transferencia Western blot; en cambio, las bandas de
proteina del VIH seran visibles en cada muestra una vez el gel haya corrido. Esto permite el
analisis de cada muestra de paciente inmediatamente después de retirar el gel de la caAmara
de electroforesis. Luego, los estudiantes proporcionaran un diagnéstico de VIH o
recomendaciones adicionales para cada paciente.



4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aprender el uso de la ELECTOFORESIS
DESNATURALIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS para identificar proteinas del
VIH en muestras simuladas de pacientes. Los resultados obtenidos son utilizados para
diagnosticar una infeccién de VIH.

4.1 Precauciones

1. Llevar gafas y 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
calor y mezcla de reactivos.

4. Lavarse las manos con jabon y agua después de haber trabajado en el laboratorio o
utilizado reactivos o materiales biologicos.

5. Extremar las precauciones al utilizar equipos de laboratorios eléctricos.

6. La acrilamida no polimerizada es una neurotoxina y deberia ser manipulada con mucho
cuidado en una cabina adecuada.

7. La acrilamida polimerizada, como pueden ser los geles preparados, son
seguros pero deben ser manipulados con guantes.

LLEVAR GUANTES ¥
GAFAS DE SEGURIDAD

ESPECIALMENTE DURANTE LOS PASOS QUE
IMPLICAN HERVIR O CALENTAR CON
MICROONDAS O PLACAS CALEFACTORAS




5. MODULO |

5.1 Preparacion de los geles para la electroforesis

NOTA: Aunque el disefio de los geles de poliacrilamida prefabricados y las
camaras de proteinas varia ligeramente, el procedimiento de uso es similar.

AN
k!
Abrir la
bolsa
I Eliminar la cinta Eliminar el peine
Insertar el gel
4. {short plate inward) S. ARadir el 6' Lavar

tampon

1. ABRA la bolsa que contiene el casete de gel. Retire el casete y coléquelo sobre la mesa
de trabajo con la placa frontal mas corta hacia arriba.

2. Los geles pueden tener una pegatina o cinta adhesiva en la parte inferior de la placa
frontal. RETIRE la cinta adhesiva (si la hay) para exponer la parte inferior del gel.

3. RETIRE con cuidado el peine tirando suavemente hacia arriba. Tire del peine hacia arriba
para evitar dafar los pocillos del gel.

4. INSERTE el gel en la camara de electroforesis. Oriente el gel segun las instrucciones del
fabricante. NOTA: En las camaras de electroforesis verticales EDVOTEK®, la placa corta
debe estar orientada hacia el centro del aparato.

5. ANADA el tampén de electroforesis diluido a la camara. El tampoén debe cubrir la parte
superior de la placa mas corta. 6. ENJUAGUE cada pocillo vertiendo el tampén de
electroforesis en ellos con una pipeta de transferencia. Con la pipeta de transferencia,
enderece cuidadosamente cualquier pocillo que se haya deformado al retirar el peine o
enjuagar.

El gel ya esta listo para la carga de gel de practica.



5.2 Practica de carga de los geles para la electroforesis

1. COLOQUE una punta nueva en la micropipeta. EXTRAIGA 20 pL de la solucién de carga
de gel de practica.

2. COLOQUE la parte inferior de la punta de la pipeta debajo de la superficie del tampén del
electrodo, directamente sobre un pocillo de muestra. La punta debe estar en angulo

3. 4.
|

apuntando hacia el pocillo. La punta debe estar parcialmente contra la placa posterior del
casete de gel, pero la abertura de la punta debe estar sobre el pocillo de muestra. No
intente atascar la punta de la pipeta entre las placas del casete de gel.

3. EXPULSE toda la muestra presionando firmemente el émbolo de la pipeta automatica.

No suelte el émbolo antes de que se haya expulsado toda la muestra. Una liberacion
prematura del émbolo provocara que el tampon se mezcle con la muestra en la punta de la
micropipeta. Suelte el émbolo de la pipeta después de que se haya administrado la muestra
y la punta de la pipeta esté fuera del tampon.

4. EXTRAIGA la soluciéon de carga de gel de practica de los pocillos de muestra. LLENE una
pipeta de transferencia con soluciéon tampén y vierta un chorro en los pocillos de muestra.
Esto desplazara la solucién de carga del gel de practica, que se diluira en la solucion tampén
y no interferira con el experimento. NOTA: La solucién de carga del gel de practica debe
retirarse de los pocillos de muestra antes de cargar la muestra.

Cuando inserte el gel en la camara de electroforesis oriente el gel de acuerdo las
instrucciones del fabricante.

El gel ahora estid listo para la practica de siembra con el tampdén de cargar para
practicar o para la siembra de las muestras de proteinas




6. MODULO 11: ELECTROFORESIS SDS-PAGE CON MUESTRAS DE PROTEINAS

Desnaturalizacion de las proteinas

NOTA: Si su instructor de laboratorio ya calenté las muestras de
proteina, proceda a cargar el gel.

1. Con una placa calefactora o un microondas, caliente un vaso de precipitados con agua
hasta que hierva.

l. Ll 2. Cubrir con 3. g .
; Proceder con

apel
D pap la siembra

aluminio del gel
fo— ¥
= pes:=N
t B

2. Cubra con papel aluminio y retire con cuidado del fuego.

I

|

3. Tape bien los tubos de muestra. Empuje los tubos a través del papel aluminio para que
se suspendan en el agua hirviendo.

4. Incube las muestras durante 5 minutos.

5. Inmediatamente, proceda a cargar el gel. (Para la carga, las muestras se pueden dividir
en alicuotas en tubos de microcentrifuga individuales o colocar en una estacion de pipeteo
del aula para que los estudiantes las compartan).Use guantes y gafas de seguridad.

iLas muestras deben hervirse en tubos de microcentrifuga con tapa de roscal!



Carga de las muestras

. Repetir S.
pasos 1-3
con las

muestras

TTTTT, @x.
]‘ ; e

— Utilizar guantes y
gurkdad

gatas de seg 1

1. Con una punta de pipeta nueva, ASPIRE 20 uL del Marcador de Proteina Estandar (A).

2. COLOQUE la punta de la pipeta debajo del tampén y directamente sobre el pocillo de
muestra, apoyandola suavemente contra la placa posterior del casete de gel.

3. DISPENSE lentamente la muestra presionando el émbolo.

4. REPITA los pasos 1 a 3 con las muestras de proteina B a F, cambiando la punta entre
cada nueva muestra.

5. Una vez cargadas todas las muestras, COLOQUE con cuidado la tapa sobre los
terminales de los electrodos y CONECTE los cables eléctricos a la fuente de alimentacion.

6. AJUSTE el voltaje de la fuente de alimentacion y REALICE la electroforesis (Consulte la
Tabla A para obtener informacién sobre tiempo y voltaje). Deje que las proteinas se separen
en el gel durante el tiempo recomendado o hasta que el colorante de seguimiento alcance el
fondo del gel.

7. APAGUE la fuente de alimentacion y RETIRE la tapa con cuidado. Ahora se puede retirar
el gel de la camara y teiiirlo.



7. MODULO I11: Tincidén de gel con el colorante de proteinas FlashBlue™

»
)_J ':;JJ sLowWLY
ainingf S. &m _POUR

D!stalrlng

(@.M.w @ TNE 1; .

Discard Water
& Repeat

IE]

[l

1. Después de la electroforesis, coloque el casete boca abajo y RETIRE la placa frontal
colocando una espatula fina o un destornillador en el borde lateral y separandola con
cuidado de la placa posterior, que es mas grande. En la mayoria de los casos, el gel
permanecera en la placa posterior. Si se desprende parcialmente con la placa frontal, déjelo
caer sobre ella. Manipulelo con mucho cuidado, ya que los geles finos son extremadamente
fragiles.

2. TRANSFIERA el gel de la placa posterior a una bandeja limpia.

3. ANADA un volumen suficiente (aproximadamente 50-75 ml) de la solucion de
tincidn/destincion a la bandeja para CUBRIR el gel y la placa posterior.

4. RETIRE con cuidado la placa posterior de la bandeja, dejando solo el gel en la bandeja
que contiene la solucién de tincién/destincién. Las bandas seran mas faciles de ver una vez
retirado el casete. OBSERVE el gel y tome una foto o dibuje el patron de bandas en su
cuaderno antes de continuar. NOTA: Si el gel se pega a la placa, retirelo suavemente con
los dedos enguantados.

5. DESECHE la solucion de tincién/destincion. Vierta lentamente para conservar el gel en el
recipiente.

6. AGREGUE 30 ml de la tincién de proteinas FlashBlue™ preparada.

7. (OPCIONAL) CUBRA el recipiente con film transparente y CALIENTE en el microondas
durante 10 segundos, para calentar suavemente la solucion.

8. INCUBE durante 15 minutos a temperatura ambiente, AGITANDO ocasionalmente.

9. DESECHE la solucion de tincion de proteinas FlashBlue™. Vierta lentamente para
conservar el gel en el recipiente.

10. LAVE el gel llenando parcialmente el recipiente con agua y moviéndolo suavemente
varias veces. DESECHE el agua usada y REPITA la operacion con agua limpia.

11. 13. % 24,
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11. ANADA 30 ml de solucién de tincién/destincion al gel.
12. INCUBE durante 15 minutos a temperatura ambiente. EXAMINE el gel.

(OPCIONAL) DESECHE la solucion de tincion/destincion usada y ANADA 30 ml
adicionales de solucion de tincion/destincion. INCUBE durante 15-60 minutos a temperatura
ambiente hasta que mejore la apariencia y el contraste de las bandas de proteina con el
fondo.



14. Después de la tincién, las bandas de proteina apareceran de color azul medio a oscuro
sobre un fondo claro. Se puede utilizar una caja de luz blanca para visualizar mejor las
bandas de proteina. OBSERVE el numero de bandas en los controles positivo y negativo,
asi como en los tres pacientes. ESTIME el tamafio de cada banda utilizando los marcadores
estandar*. Finalmente, DETERMINE el diagnoéstico para cada uno de los tres pacientes. Si
el resultado no es concluyente, puede recomendar una nueva prueba. *Para obtener
estimaciones de tamafio mas precisas, mida las distancias de migracion y grafiquelas en un
grafico semilogaritmico (consulte el Apéndice A).

Almacenamiento del gel

El gel puede dejarse en agua desionizada durante varias horas sin perder sensibilidad ni
intensidad de banda. Este paso debe realizarse una vez obtenido el fondo deseado y las
bandas de proteina tefiidas. Escurra la solucién decolorante del paso 12 (o 13) y afada
suficiente agua desionizada para cubrir el gel.

Para un almacenamiento permanente, el gel puede secarse entre dos hojas de celofan
(papel film) estiradas en un bastidor de bordado. Deje secar el gel al aire durante varios
dias hasta que adquiera una textura fina. Corte el papel film sobrante que rodea el gel seco.
Coloque el gel seco durante la noche entre dos libros pesados para evitar que se doble.
Péguelo con cinta adhesiva a un libro de laboratorio.




8. PREGUNTAS

1. Describe la electroforesis de proteinas. ;Por qué fue necesario hervir las proteinas en
presencia de SDS antes de cargarlas en el gel?

2. ;Como funciona la prueba Western blot para el VIH?

3. (/Cudles son las ventajas de la prueba Western blot para detectar enfermedades como el
VIH? ;/Se te ocurren posibles desventajas?

4. ;Por qué los médicos requieren multiples bandas positivas en una prueba Western blot
antes de determinar gue un paciente esta infectado con el VIH?




9. GUIA DEL PROFESOR

Organizacion e implementacion del experimento

Antes de comenzar este experimento, revise cuidadosamente la lista de componentes y

requisitos para asegurarse de contar con todos los componentes y el equipo necesarios.

Este experimento requiere tres geles de poliacrilamida al 12% que compartiran los 6 grupos
de estudiantes. Cada grupo necesita 6 pocillos de muestra. Si es necesario, se puede omitir la

muestra B (control negativo) para que dos grupos compartan un gel de 10 pocillos.

Preparacion para

Qué hacer

En qué momento

Tiempo estimado

Preparar el tampén

Hasta un dia antes de

de electroforesis realizar el 15 minutos
diluido experimento.
MODULO 1 . . Hasta un dia antes de
Rehidratar y alicuotar .
realizar el .
las muestras de . 15 minutos
roteina experimento y
P ’ almacenado a -20° C
Preparar los bafios de Hasta un dia antes de
agua para poder : .
. realizar el 15 minutos
desnaturalizar las .
. experimento.
; proteinas.
MODULO 11
No mas de 10
Desnaturalizar las minutos antes de .
. . . 10 miniutos
proteinas (opcional) realizar el
experimento.
En cualquier
MODULO 111 Preparar soluciones momento antes de 10 minutos

de tincién

realizar el
experimento




Preparaciones Previas

PREPARACION DE MUESTRAS DE PROTEINA

1. Afada 160 UL de agua destilada o desionizada a cada tubo (A-F) y deje que las muestras
se hidraten durante varios minutos.

Agite vigorosamente el tubo con vértex o con un agitador. Las proteinas resuspendidas
pueden conservarse a temperatura ambiente para su uso inmediato o congelarse hasta su
uso.

2. Las muestras de proteina deben calentarse en sus tubos de microcentrifuga con tapa de
rosca originales de 1,5 ml antes de su uso. Este paso puede ser realizado por los instructores
de laboratorio inmediatamente antes de la practica de laboratorio o por los estudiantes
durante la misma.

3. Etiquete seis (6) tubos de microcentrifuga con tapa a presion para cada muestra de
proteina (A-F).

4. Después de hervir, alicuota 23uL de cada muestra en los tubos correspondientes. Las
proteinas deben dividirse en alicuotas y luego los estudiantes deben cargarlas lo mas rapido
posible una vez calentadas.

PREPARACION DEL TAMPON DE ELECTROFORESIS

Prepare el tampdén de electroforesis afiadiendo y mezclando 1 parte de concentrado de
tampon Tris-Glicina-SDS 10x con 9 partes de agua destilada.

El volumen aproximado de tampon de electroforesis 1x necesario para las unidades de
electroforesis vertical de proteinas EDVOTEK se indica en la Tabla B. El tampén debe cubrir
apenas la placa posterior del casete de gel.

TIEMPO Y VOLTAJE DE LA ELECTROFORESIS

El tiempo requerido determinara el voltaje y el tiempo que tardaran las muestras en
separarse por electroforesis. Los tiempos aproximados recomendados se indican en la Tabla
A.

Analice el gel hasta que el colorante de rastreo azul de bromofenol esté cerca del borde
inferior del gel.

PREPARACION DE LOS GELES DE TINCION

1. Prepare una solucidn madre de vinagre blanco y etanol* combinando 400 ml de vinagre
blanco con 200 ml de etanol. Mezcle suavemente. Etiquete como "Solucion de
tincion/destincion".

2. Anada 125 ml de la solucién de tincién/destincién a un matraz o vaso de precipitados de
250 ml. Afiada todo el contenido del polvo de tincion de proteinas FlashBlue™ y remueva o

agite brevemente para mezclar. El polvo residual se puede enjuagar del tubo con 1 ml
adicional de solucion de tincién/destincion.

3. Conserve ambas soluciones a temperatura ambiente hasta que se necesiten.

4. Dos grupos de estudiantes compartiran: 30 ml de tinciéon de proteinas FlashBlue™, 140 ml
de solucion de tincion/destincion, agua, una bandeja de tincién y film transparente.



para funcionar con una amplia gama de vinagres blancos. Sin embargo, recomendamos usar
etanol al 95 % o superior.




10. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ANALISIS

Los patrones de bandas esperados se muestran a continuacion en relacion con el marcador
proteico estandar. Los resultados reales pueden variar ligeramente debido a variaciones en
la calidad o composicion del gel, o a fluctuaciones en la forma en que las muestras se
procesan en el gel.

1

3 I Peso molecular del
B ) e ) marcador estandar de
proteinas utilizado

94 kDa

= 67kDa

38kDa

30kDa

20kDa

14kDa

NUMERO Y TAMANO DE
POCILLO MUESTRA BANDAS DIAGNOSTICO

Marcador de

o 1
peso molecular
2 Control negativo 0 Bandas HIV negativo
3 Control positivo 4 Bandas (72, 38, 20y 14 HIV positivo
kDa)
4 Paciente 1 2 Bandas (38 y 20 kDa) HIV positivo
5 Paciente 2 0 Bandas HIV negativo

NO concluyente.
Debe de ser
6 Paciente 3 1 Banda (20 kDa) analizado
nuevamente por
el médico
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