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Anexo

MANUAL DEL EQUIPO DE ELECTROFORESIS VERTICAL. MODELD
GIRON 1 CONSTRUIDG EN CUBA POR EL DEPARTAMENTO 1HE
GCEXETICA MEDICA DEL INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS

Y PRECLINICAS “VICTORIA DE GIRONT

Por los Dres:

Lus Herenero, Hitpa CGeraspy ¥ Keavs Avroasn®

Eb vaquiper sl clectenforesi- consta de

las siguientes partes prineipales:

1. Un tanque clecirofardticn  para
clectroforesis vertieal en gel de
peliaerilamida cor 8 eeldas de se-
paracion.

2. Dos soportes para la polimeriza-
cion del gel,

3. 40 cubetas mihiples para la colee-
cign y preparacidn de 1 160 muges-
tras.

4. Una pipeta maltipls para la apli-
cacion de vehimenes de 150 ul o
menos (Hpa 1),

. Una pipeta miltiple para la apli-
cacién de volimenes de 5 ul (tipo
).

. Una fuente de poder.

. Celdas de separacion de 90, 60 y
30 mm de longitud, adsptadores
para el tangue ¥ el soporte para la
polimerizacién, para ¢l uso de las
distintas celdas de separacién,

o

e -

1. El tanque eleciroforélico esld coms-
truide de acrilico, Por un simple meea-
nismeo dos celdas =¢ [ijan a una tira de
goma incluida en la parte inferior del
lanque superior, produciéndose un ab-
solute contacte entre ambas. De esta
formz se analizan 60 muestras en una
corrida,

Las celdas son consiruidas de acrilico
para evitar la adhesién del gel de polia-

* Dpte. de Genética Medica, ICBP “Vie
toria ds Girdn™,
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al Por lo gmatemia de laeclda gque
permite un cambio en el grosar del
zel en el extremo superior ¢ infe-
rior, actuande como linea de fi-
jacion,

La construceiin ool e permi-
te la aplicacion de los bufleres
hasta ¢l misma mivel en ambas ci-
maraz superior ¢ inferior del elee
trodo.

2. Soportes para la polimerizaeion.
Laa eeldas de separacion se [ijan a una
tira de goma que cierra el exlremo infe-
rior de las mismas, Los moldes se intro-
ducen en la parte superior de las celdas
de separaciéon, formando en el gel 30
huecos de 6§ mm de distancia central, v
de un area, en el fonds, de 2 x 45 mm.

3. Cubetas midltiples. Se construyeron
con vl oljetive de usar pipetas mualtiples
parz una rapida preparacidér de laz
muestras ¥ su iransposicién rapida al
gel.

Se facilita Ia documentacion insertan-
do la hoja con los dates de las 30 wues-
trag en una vanura en el fondo de la
cubeta,

Los orificios en la cubela ticnen un
volumen de aproximadamente 200 21 +



Fig, 1ot} Tangue inferfor: 21 ferreprie sieperieee ;O30 wlesteodd el renepee snpaerior
fbe wlectrade del tongue anferior: (50 celibes ol seperacrers de 0 e e alftwea 6 Teeariee
de peoddir.

Fig. 2l Tangue injerior; (2) tangue su-
periar; (3} electrodo del tongee superior; (4}
fira de goma en In base del tongue superior
para fijar loz celdas de separacidn; (5) adap-
tadares pora fijor las celdas de separacicn;
6} efectrada del tangue inferior: (7) celda de
separacion de 30 mm de altura; (8) renura
en o base del tongue superior donde se fijon
laz celdas de separacidn,
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Fig. 3.—f1} Soporte para lo polimerizacion del gel: (2 reldas de seporevidn de 60 mm de
altwra; (3} celdas de separacion de 30 mm de altura; 140 teras de gome para fijr las
coldas de zeparacidn por in extremo inferior ol soporie para fo pelimerizncion; (50 moldes

una dlistancia eemtreal e 6 mm idéntica
a la distancia de las agujes maltiples.

Para evitar la posihilidad de que las
cubetas puedan virarse mieniras se tra-
biga, 62 comstruyeron soport>s para los
Ui iATINE,

i. Pipzta mmiltiple itipo 1). Para vo-
lamenes de 150 2] o menos. Funciona
iento de 15 varillas de PYVC

noile d:

pror el movie
dee 31

ranm i

etro en huzcos de 3,1

¢ diametro hechos en una picza
e acrilico que se contindan con huecos
de 0.9 mm de diametro, los cuales tie-
nen agujaz inoxidables de un diametro
externo apropiade,

Los pequeiios espacios entre las vari-
llas de EVC y los huecos en ¢l plistico

son cerrados en su parte superior por
amillos en O cubiertos por srasy silico-

na, aobtentendose s la succion  ade-
cumila.

Las agujas en los huecos de 0.9 mm

I‘lf" 1Iil " ra li..r'

Con eora
hilid

velidas aplicaciones de ideatiens valid-

mictra = [i].

ail en re-

tener sulic s poprodu

menes, las varillas se fijon a ambos la
dos vor un mecanismo apropiado,

5 Pipeta maltiple iipo 1), para vo-
imenes de 5 ul. Consta de 15 agoj s e
puncion lumbar con un velumen inter-
no e cerca de 6 pl, que e Nijan a una
1|iul.|:rh;iu II{' & mym una de ol ra enlre dlos
piezas de zerilico. Las caberas de lo:
medrilesy s fijan

alombres intermos  (my
I

*.'Il.l'l'-u Iil‘fll'?l W o

1o i entre des piezas de plastico, Las

tacts movil con las

placas que sosticnen las agujas: de cda

Flrnlj.'l Fir r\'ilu ];I Thl-'lq-l:n de los .||.Illl1lll.'-
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Fig, 4—~f1} Soporte para la cubeta miltiple; (20 cubeta mifiiple con copocidad  pore 360
mrestras.

(il

Fig. 5.—0l} Agupes; (2 anillos em 0: (3}
wirillas de PV,
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iberies v funeiong comas un contral me-
ranivo hasta o] miximo volumen. Con ¢l
shjetivo de temer un estrecho contacin
entre lo parte mterna de laagaja v el
alamber  interno. necs=ario para e
succion  wlecnada, laz cabrzas de las
apujus estan  parcialmente  lenas e

tape de teflan,

Fig. &,

6. Fuente e pwler. Consizle en un

reciificador e 250 mAwmip

v 250 volis

de capacidad, colocado en una cajn de

co e 50 x 5 x 30 mm junie eon
un fnsible con=ctado a los |m|0.-a pﬂfﬂhﬂ

|l|fl.-

v megaliva, v una linea para conectar a
la vel wsnaal.

Paru variar el voliaje constante del
recliflivador. esle se conecla con un re-
sulaslor de voltaje ¥ un transformalor
ile suficiente capacidad {adlo es neeesa-
ria ¢l uso de ellos en la separacion de
determinadas proteinas) .

T Aveesorion Incluyen celidas de se-
pavacion de 90, 60 ¥ 30 mm de longi-
twl. con adapradores para [

ar Iaz

celdas al tangque superior, asi como al
saporte para o polimerizaeion,

Edvotraforvsis

Dos celdas de separacion sc [ jan al
e L

cantidad necesaria de b mezela de Lis

erilamieda.

soluciones del gel e

s en una =ola-

lao= moldes, mant
L j:llmlltml | sl ros sSIas e
flowe al 190 1, se intraducen e la parte
superior de los celdas,

Cuando la polimerizecion ha termi. a-
do (tempo e polimerizacian: aproxi-
madamente 5 minutosi. los moldes s
eliminan v los orificizs cn lo parte su-
pirior del gol se lovan con Lufler sup:-
rior del eleciralo.

Cow la pipeta mdltiple tipe 11 60

mue=lris, con Oun urlur ] :lprnx'.nm:]u

de 1 ul e teansfieren de "o eole w al el

Las eeldas s fijan al tangue super?

siir hacer demasiada presion a 1s mis-

s ¥ se anaden 05 litros v 1.3 litros
de bufferes superior ¢ inferior del elec-
lrllsln_

El tangue .-nprr'rur s Inicanluce en el
inferior v s eguilibran los mivieles o »
bufferes en ambos tamgues pura exilar
diferencias en la ]Jrlrsidll hidrosat:ca.

El hecho de que las celdas de sepa-
pacion  se  encuentren  completamente
cubiertas por el lbuffer inferior [rio
(aproximadamente 8-107C), hace inne-
({1
cuando la electroforesis es e corti

cesnria un sistema e enfriamien

duracian. Sin embargo, el models Gi-

ron 2 consta de un sistema de enfria-

miento por circulacion de agua en la
parte inferior del tangue superior: en
esta posicion a la vex que el equipo no
picrde su tramsparencia, sirve e con-
trol efectivo de la temperatura en am-
bos bufferes inferior v superior.

La alta velocidad desarrollada en e-te

sistoma s origina por:

1. El use de pipetas v cubetas mali
ples para la preparacion de las

mesteas v su aplicacidn ol wrl.
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2. La construccion del equipo elze-
troforético, que permite fijar las
celdas de separaciin al tanque su-
pertor del eleetrodo de forma ra-
pda vy segura,

3. Poder aplicar un gradiente de vol-
taje, de cerca de 50 valts, por cm,
al zel (cuando se warn ecldas de 30
mm de Jorrgitad ).

4. El uso de bufieres discontinuos
permite que las mucstras sean con-
cenlradas en xonas preeisas en el
gel.

5. Diluir la muestra, cambia la con-
ductividad de ésta con respeeta al
gel v provoea la concentracion de
la misma antes de entrar al gel
(Hjerten et al, 1965).

Todos estos factores permiten wir re-
sultado rapido en el anilisis de muchas
de las proteinas ¥ enzimas, cuve métoads
de separacion a eontinuaciin deseribi-
remos:

1. Electroforesis de hemoglobinas ha-
mnas on gel de poliacrilameda.

Preparacion de baomnestea s Se utiliza
la pipeta smiltiple, tipe 1, ¥ con 150
ul de wna solucion  hemolizante  se
llenan los hueess de la eubeta mdli-
ple: la sangre se obtiens por puneén
ligiial con un capilar calibrado unido a
un tubo v a un adaptador bucal: 10 wl
e sangre s¢ mezelan con lu solucidn he-
molizante hasta ablener una completa

| ! llul-l1-|.l‘:}ﬂ f

"
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hemolisis de o misina, La solluwiom Dpe-
molizante esta cormpncsla por:
T & de sacarosa
2 g odde saponing
35 mg NaXN,
hasta 100 ml de agoa desionizada,
Buffer superior del ofoctrode:
Composicion :
258 g tris
1,74 g glicina
hasta 1 litro de agua de-tonizula ipH
89 a 25°C).
Buffer inferior def vlvctrodo:
Com posicidn;
145 g tris
60l CIH 1N
hasta 2 litros de am desion galy I};“
807 a 5°C).
Freparacion del gel:
El gel s prepara al 75°5.
Cousta de las siguientes soluciomes:
Solucion 1: 6 ml
30 z acrilamida
08 g bivacrilumida
hasta 10 wmil de agua desionizl -,
Selucidn 2; 6 ml
907 g iris
12l CUHIL AN
024 ml TEMED
hasta 100 ml de agua desioaizada (plio]
a 25°C).
Solucion 3: 12 ml
0,28 g amoniopersulfato
hasta 100 ml de agua de-ionizula,

A
Cis L=

e

m-_...aﬂl

Fig, 1.

113

R .. P
Macri-du-, 1947



Provwedlimivnto:

Se merelan la: tres soluciones en la
proporcion 1:1:2 v se vierten en las eel-
s e separacién, colocamdo les moldes
I

amtenido: en solueion jabonosa) en
la parte superior de los mismas,

Neta: El tiempo de polimerizacion
ei de 3 minules aproximadamente,

Celdas de separacion: 30 mm de al-
lura,

Foitaje: 220 volts. con la fusnte de
preacle

Tiermpo: 10 minutos a temperatura
ambicnte,

Mata: No necesita coloracicn,

Para el amalizis de gran mimero de
mmestras, se puede evar a cabo fotodo-

1 ntaciar de los resuliados

Fenprertarere: Loa geles e 4 man b

Liz celdas con una placa de plistico del

grosor apropiade, no debe utilizars: pie-

za de cristal alguna n otro objeto duro,

pues danan las celdas

2. Electroforesis de peeadocolinesterasa
ded swere (FPOHE ) locns By on gel dv

frlicerilemicd.

T SUERO HUMANO
TIEMPO DF SEPARACION /6

Preparacidn de fo mnesiea: Con Lo pi-
peta mathiple, tipo Loadapada para to-
mar un volumen de 75 2l se e
hueeos de la eubeta maltiple e
solucion de sacarosa al 1077, Se
Ta oal de suero,

Fl sistema de bufferes atilizado. o
Ia preparacicor del gel, son los mismo:
que g utilizan para la electrofozesis o
hemoglobinas humanas.

Celdus de separacicn: 30 mm de al-
Tura.

Foltaje: 110 volt con 1o faente de
pader.

Tiempa: 234 horaz bajo refrigera-

r los

L

wien e

18

flalaracian: Se proparan los sizuientes

soluciones:

1-25 wml de bofler fosfato pH 0.3 0225
M idebe tener una temper:
de 37°C), 20 mg, 5 cloro, 2 ami-
nelolueno diazo,

2- 1 ml de aectona.

80 mgz a - nafltilacetato.

Se mexelan ambas soluciones ¥ se agi-

.

tan vigorosamente, =¢ lilira ¥ se arenban

P R LT ===

Fig. & I rranferrings boevones,

=ny 1BTF4
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los geles a temperatura ambicnte hasia
que aparezean las zona: de la enzima de
color rojizo (aproximadamente 10 mi-
nutosh, 3¢ eliming ¢l colorante, se la-
van los zeles con agua desionizada ¥ =
fijarr con deido acético al 5%,

4. Electraforesis de transferrinas huma-
nas en gel de poliscrilamida.

Preparacion de la muvstre: Comn la pi-
peta maltiple, tipo 1, adaptaida para to-
niar un volumen de 75 ul, #¢ llenan los
hueeas de la cubeta miltiple con una
solucion de sacaroza al 1047, Se afaden
25 ul de sucro.

El sistema de buffercs utilizados es ol
mismo que s describe para la eleetro-
foresis de hemoglobinas humanss, asi
eomo la preparacion del gel,

El buffer superior debe colorearse con
hromofenol azul (025 mg en 1 litrod
para que sirva de indicador.

Celdas de separacian: 30 mm de al-
lura,

Voltaje: 220 wolt con la fuente de
poder,

Tiempo: 15 minnlos a lemperalura
ambicnte,

Coloracién: 1 g amido black en 100
ml AcH al 105 (tiempo 2 minutos).

Decoloracion: AeH al 10% (roda la

nache),

4. Elcctroforesis de haptoglobinas hu-
manas en gel de poliacrilamida,

Preparacion de la muesiea: Con la pi-
peta maltiple, tipo [, adaptada para 1o-
mir i volumen de 40 pl de hemoliza-
o, ¢ llenan los huecos de la cubeta
muiltiple v se afaden 100 ul de suero.

Fl hemolizado se prepara de la si-
sumiente forma:

100l de globulos rojos

500 gl de agua desionizada

1040 wl de C1,C.

198

El sistemma de bafleres milizados s el
mismo que se dleserile para la clectrofo-
resis de hemoglobive: humanas, usi co-
mo la preparacian del gel,

Colefas de seporavian: 30 mm ale al-
turi.

Foltaje: 220 valt con la fuente de
poder,

Tiempio:
ambiente.

15 mimtos a lemperalara

Coloractan: Se prepara una salucion
saturada de benciding en aleohal al
95%.

Se prepara una solueion e peroxido
de hidrdgens ol 377,

Se mezelan ambus solociones en voli-
menes Jguales v s disuelve el precipli-
tado formade agregamle Aell,

La eoloracion desaparees al ealw e
15 minutos aproximadamente.

5. Electroforesis de hemoglobines de
panacles porann on o gel e podtaeri-
famidda,

Las muestvas so preparan de la misma
forma que parva b electroloresis il
moglobinas lamangs,

El sistema de hofferes mrilizadas e o]
mizmo que se deserilie en esa éenica, asi
como la preparacian del gel,

Celdas de separacion: 30 mm v al-
lura.

Foltaje: 220 voli. con la fuenie e
poiler,

Tiempo: 5 minuies g temperatira am-
hiente,

Noga: No neecsita coloracion.

6. Electroforcsis de transfervinas de ga-
nade vacuno e gel de polineril-

mitda,

Preparacion de In muoesira: con la
pipeta maltiple. tipo 1. adaptada para
tomar un volumen de 73 2l ¢ llenan
loz hweeos de lo cobeta miltiple con

R, C,
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Frg. % Fato en deedle e heptoglobines  deemaeas sin colforacian.

Yaprectosions Hvaawas |
Ciempe e s0p9190r05 1

Fig, It Visealizecicn e beptoglobines ahilizando of colorante spropinde,
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W—qnl }qﬂ-uu de Ganedo Vesuno
Ttampo de Separacion 45’ ﬂ

Fig. 12.

una solucion de sacarosa al 107:, Se
amulen 75 ul de suero.

El sistema de hufferes utilizados es el
mizine que se deseribe para la electrafo-
vesis e hemoglohinas humonos, asi co-
niy b preparaeion del gel,

Il huffer superior dehe eolorearse con
bromofenol azal (025 mg en 1 litros
para sue sirva de indicador,

Celdas de separacion: 60 mm de al-
tura.

Vidtape: 220 volt con la fuente de
pailer.

Ttempo: 45 minutes o e peratura
ambierte,

Coloracidn: 1 ¢ amide hlack cw 100
il dee AcH al 109 (2 minutos),

Deealoraeion: AcH ul 107

Tl

tada Ia

7. Eleetroforesis de swero hnmano con
gol de concentracion y gel de separs-
vian or poliacrilamida,

Preparacian de o muestra: con a pi-
peta maltiple, vipo Loadaprada para 1o-

man un volumen e 1500wl se Hermn

T

los burcos de la cubeta mialtiple von la
siguiente solueion: buffer del gel de e
paracion dilubde 1 en 4 (10 gl s
W g de sacaresi. Se afaden 10 2] e
suero o caila Bieeo.

El sistema de luffers.

secdbeseribe para Do clectroforesis e he

es el wismo e

moglobiinas humanas,

Preparacian del gel:

Gel de concentracton: El gel s pros
para al 3%,
Sedweidn 1: 3 ml
10 g aerilamida
08 g hisaerilomida
awstan 100wl de igunan alessiomizad.
Sofucidn 213 ml,
228 ¢ aris
128 wml ar, ortolosforien 111
0.1 wml TEMED
hasta 10wl agua desionizad.
Sclweidn 3: 3 mil
I mg rivellabina
A0 g raearosa
hasta Wl agu desionizads,
Selueiin 10 3l

=
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2 partes de solucién 3 (gel de sepa-
racion ) en 1 parte de agua desioni-
zada,
El gel se prepara en la proporeion
L:1:1:1,
ol de concentracion: Kl gel so prepara
al 8%.
Solucion 1: 6 ml
32 g acrilamida.
0,85 gz bisacrilamida
hasta 1000 ml de agua desonizada,
Soluctan 2: 6 ml
9,75 = 1ris
12 wml CIH IX
0,24 ml TEMED
hasta 100 ml de agua desionizada (pH
9.1 a 25°C).
Solucion 3: 12 ml
028 g amoniopersulfalo
hasta 100 ml de agua desionizada.
El gel se prepara en la proporcion
1:1:2.

Procedimicnto: Se meec'an las solu-
viomes del gel de separacién v se vierten
wir las celdas de separacidn, s¢ vierte
posteriormente agus  muy  lentamente
para no cambiar la composicion del
gel, hasta que forme una capa por en-
cima de éste. Una ver polimerizado el

gel, se elimina el agua v se vierte la
mezela ds lus soluciones del gel de
concentracion v se  introducen los
maoldes,

Coldas de separacion: 60 mm de al-
L.

Foltajie: 220 con la fueme de poder,

Tiempo: 3045 minutss a tempera-
tura ambiente.

Coloracion: lg de amido blacken 100
ml de AcH al 10¢: 12 minutosi.

Decoloracion: AeH al 1o
toda la noche,

durante

8. E:'t*ﬂr.ﬂfurl'sis de fa enzima ldctics
deshidragenasa humana en gel dv polin-
crilamida,

Preparacion de la muesira: Puede reali-
zarse eon suero o hemolizado. Con la
pipeta del tipo 1, se llenan los hueeos
de Ia eubeta maltiple con 150 ul de s0-
lucion homolizante (la misma usada
para hemoglobinas humanas) y se afia-
den 20 pl de sangre. Cuande se trabaja
con suero ¢¢ adicionan 150 pl de suern
a cada hueco de la cubeta nmiltiple para
ser analizados,

o i ol ole

-ﬂrmu e un.’u..u z0 uru‘."
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Fig. 13.

El sistema de bufferes utilizados s ol
mismo que se deseribe para la eleetro-
foresiz= de hemoglobings humanas, as

R C P
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como b preparacion del gel eo’neide

con dicha 1écnica,
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Coeldoy de separacion: 30 mm de al-
turi

Foltaje: 110 con la fuente de pader

Tiempe: 15-20 minutos o temperatu-
ru ambiente

Coloracion: Para 25 ml de bulfer tris-
CIH pH 807 (mamtenidos a 37°C) se
anaden los siguisnles reactivos:

Futregado para publicar, Die. 1973,

q

PM= 00625 me

MTT 00025 myg

NAD 00025 myg

125 »l de acide léctico al 1097,

Se incuban los geles con esta salucian

a 3770 en la oscuridad ; las handas de
la enzima aparecen a los 15 minuto:
aproximadamente,

R C. P
Mauszc fee. 1874



