Universidad de Puerto Rico - Aguadilla
Biol 3108 - Investigación Subgraduada
Preparación de Plasma de Anolis – JACardé

1.2X SSC/HepStock 


MW(g/mol) Para 1Litro?
Para 100ml?

50ml?
0.18 M NaCl



58
0.018 M Sodium Citrate* (pH 7)
258
15 ug/ml Heparina


na
Anticoag/HepStock


MW(g/mol) Para 1Litro?
Para 100ml?

50ml?
2M ( Aminocaproic acid**

131
1M NaCl



58
0.2M EDTA



292
0.1M NaH2PO4 (pH 7.3)***

119/245
15 ug/ml Heparina


na
*Trisodium Citrate
**Amicar, 6 aminohexanoic
***anhydrous/tetrahydrate
Alicuotarlos en microtubos 1.5ml y guardar a -20oC

Preparación de plasma de sangre de Anolis:
1) Previo al sacrificio preparar y tener descongelado en frio:
Anticoagulant / HepStock
1.2X SSC/HepStock 
2) Heparinizar 2 microtubos de 500ul por animal con SSC/HS

Materiales
Anticoagulant / HepStock
1.2X SSC/HepStock 
Microtubos enjuagados en 1.2 SSC/HepStock (servir y recoger 500ul de la solución)
Microcentrífuga
Micropipetas
Tubos capilares heparinizados
Tijeras afiladas
Tijeras, Pinzas, agujas, alfileres y bandejas de disección
Etanol 70% o Lysol
Kimwipes
Guantes
Bolsas biohazard
Protocolo

1. Sacrificar por decapitación

2. Recoger la sangre directamente desde la aorta  y la cabeza con el tubo capilar.

3. Pasarla (soplando con un bulbo de gotero desechable) a un microtubo previamente heparinizado con SSC/HS

4. Aproximar el volumen (ej: 0.1ml = 100ul)

5. Añadir el mismo volumen de SSC/HS 

6. Centrifugar a 3,000rpm por 30 segundos a RT

7. Pasar sobrenadante (plasma) a tubo nuevo 

8. Añadir 1/10 (del nuevo volumen) de A/HS y mezclar.

9. Guardar en hielo, y luego a -20C.

10. Medir concentración de proteina (Biorad protein assay, Bradford Method) para posterior PAGE.

Disponer de los cadáveres. (Bolsa sellada, biohazard)
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