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INTRODUCCION

Se puedevdecir. en forma general, que los
resultados de cualquier trabajo de investigacién, asf
como de las técnicas rutinarias en Biogiimica y las -

Ciencias Biomédicas, dependen fundamentalmente de un
profundo conocimiento de las propiedades y pureza de
los reactivos qufmicos y biolégicos que se utilizan.

Generalmente, las casas comerciales ofrecen
para facilitar este tipo de trabajos, productos qufmicos
y biolégicos, de caracteristicas y pureza determinadas
y sefialadas en dichos productos, gque son respaldadas por
la firma comercial de tales empresas. Sin embargo, el
trabajo de investigaci&h y de las determinaciones cli-
nicas en Bioqufmica y ciencias relacionadas, resultan en
nuestro pafs de un costo bastante elevado, puesto que los
reactivos y aparatos utilizados generalmente son objeto
de importacién. Es importante seﬁalaf s que en nuestro
pafs existe una gran cantidad de materias primas, tanto
para la manufacturacién de productos qufmicos como para
la obtencién de productos bioldégicos. También es impor-
tante sefialar que en muchos casos no contamos con la
tecnologfa necesaria para obtenerlos, y en otros, aungque
se posee la materia prima y la tecnologfa necesaria, estos
trabajos no se realizan por la falta de iniciativa, que
en algunos casos, caracteriza a nuestro medio.

_3 El ensayo radioinmune cae dentro del segun-
do grupo ‘sefialado previamete. Este método de medicién de
substancias ha probado ser de gran utilidad en endocrino-
logfa clfnica y bédsica, as{ como en Biogimica y otras
ciencias relacionadas, pues ofrece caracterfsticas excep-
cionales de especificidad y sensibilidad. Sin embargo,

la realizacién de esta técnica es generalmente de costo

elevado.



En el Laboratorio de la Clfnica de Tiroides del
Instituto Nacipnal de la Nutricién, se ha realizado -
desde 1972 la determinacién rutinaria por radioinmuno-
anflisis de las hormonas tiroideas T3 y T4 , por una
metodologfa desarrollada y estandarizada por el perso-
nal del propio laboratorio, quien obtuvo el reactivo
principal de dicha técnica, el suero inmune contra es-
tas hormonas, inoculando homogeneizados de tiroides hu-
manas en conejos. De esta manera , se ha logrado durante
éste perfodo , disminuir los costos grandemente, lo qué
permite realizar el andlisis en grandes poblaciones, sin
que signifique un costo excesivo al Instituto.

Esta tésis forma parte de un proyecto de
produccién de dichos anticuerpes, tratando de estudiar
los fendmenos bioldgicos,bioqufmicos, e inmunolégicos
que intervienen en su obtencién.

Como primer paso , y en base a las investiga-
ciones recientes sobre este tema, se decidié obtemer tiro-
globulina humana pura, para utilizarla como soporte para
haptenos, como reactivo en técnicas de hemaglutinacidn
pasiva y para el desarrollo de otros métodos, principal-
mente inmunolégicos, de diagnéstico clfnico en patolo-
gfa tiroidea de etiologfa autoinmune.

Por lo tanto, este trabajo se encaminé a la
obtencién de tiroglobulina humana que se pudiera consi-
derar inmunoldgicamente pura. La preparacién de los hapte-
nos fué desarrollad; por mi compafiero Albert Zlotnik,
con excelentes resultados , que fueron el objeto de su
tesis profesional, y quien actualmente estd encaminado
en la obtencién de {os sueros inmunes a las hormonas

tiroideas.
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1. TIROGLOBULINA

1.1. Definicién y Localizacién.

La tiroglobulina (Tgb), es una glucoprotefna yodada caracters
tica del tejido glandular tiroideo o de su equivalente, en précticamente todas las es-
pecies de vertebrados estudiados a la fecha. La gléndula tiroides es, en los vertebra
dos superiores, uno de los érganos endécrinos més grandes con un peso aproximado de
20g. En su forma normal esté constituida por dos I8bulos con dimensiones de: 2 a -
2.5 cm. de espesor y altura, y 4 cm. de longitud. Ambos 16bulos se encuentran co-
nectados por una banda de tejido firoideo ilamada itsmo. La gléndula esté fuertemen
te unida a las porciones anterior y Ioter;zl de la tréquea por medio de tejido conectivo,
quedando el itsmo situado exactamente por abajo del cartflago cricoides (41). La ti-
roides esté revestida por una cépsula o capa fibrosa y delgada, que la penetra forman
do pseudolébulos irregulares. Al observar cortes de tejido tiroideo en el microscopio
8ptico se aprecia que los pseudolébulos estén compuestos de células compactamante
unidas formando acinis o follculos. Estos follculos tienen un diémetro promedio de
200 micras, y su interior esté lleno con un coloide de naturaleza protefnica, que nor

malmente es el mayor componente de la masa tiroidea total.

Inicialmente se pensé que el coloide tiroideo estaba constituido
por una protefna homogénea a la cuui se denomind tiroglobulina. (6, 24) Posterior-

mente, los estudios realizados por Derrien y cols, (6, 7), sobre las propiedades de



2.
solubilidad y contenido porcentual de yodo de tiroglobulinas de diferentes especies
de mamlferos (buey, caballo, perro y cerdo), demostraron la existencia en el coloi-
de tiroideo, de protelnas con diferente solubilidad que la Tgb, siendo esta 6ltima la
de mayor proporcién (80%). Asf mismo, demostraron la variacién del contenido de
yodo en tiroglobulinas de animales de la misma especie y aGn en tiroglobulinas del
mismo individuo. Posteriormente, el mismo grupo (7 ), determiné el peso molecular
de 653 000 daltons para la Tgb, osT como un coeficiente de sedimentacién de 19 -

Svedvergs (19 S).

La constitucién del coloide tiroideo fué estudiada por Shulman

y Witebsky (30), ultracentrifugando extractos de tiroides de cerdo. Por este método
detectaron cinco componentes; uno, la Tgb de 19 S definida por Derrien, en propor-

| cién de 80%, otro de 27 S en proporcién de 7%, que por sus propiedades parece co-
rresponder a un dimero de la Tgb y ha recibido el nombre de yodoprotefna tiroidea de
27 S (24, 30, 42), y finalmente, tres componentes més lentos de 11.3 S (1%), 6.55

(2%), y 4.2 (11%) respectivamente.

Estudios realizados in vivo e in vitro, de la incorporacién de

13 4 1a tiroglobulina, utilizando cultivos histolégicos de la gléndula (22, 24), -
demostraron que ademés de la Tgb, existen en el coloide tiroideo dos clases més de
yodoprotelnas. Una de ellas, insoluble en disolventes acuosos y asociada con part-

culas subcelulares. La ofra, més soluble en soluciones de sales neutras que la Tgb, se

denominé tiralbtmina. (24, 42).



Sobre estas bases, el término tiroglobulina se aplica actualmen

te, a un grupo heterogéneo de glucoprotelnas yodadas, solubles en disolventes dcuo-

sos, localizadas extracelularmente y en el coloide de los follculos tiroideos, de peso

_molecular de 660 000 Daltons, coeficiente de sedimentacién de 19 S y diferente gra

do de yodacién'(6, 8, 24, 30, 42).

1.2. Caracteristicas y Propiedades Fisicoquimicas.

La tiroglobulina, presenta en forma general las siguientes pro-

piedades fisicoquimicas:

5.

Coeficiente de sedimentacién de 19 Svedvergs.

Peso molecular de aproximadamente 660 000 Daltons.
Intervalo déﬁnido de insolubilidad tanto en soluciones de
sulfato de amonio al 38-42% de saturacién, como en mez-
cla equimolecular de fosfatos mono y dipotésicos del x43
al 48% de saturacién.

Movilidad electroforética (en amortiguador de veronal a
pH 8.6) de -5X1072 cm2/Volf/seg.

Punto isoeléctrico (pl) de 4.58.

Estas caracterfsticas son précticamente independientes del grado

de yodacién del esqueleto polipeptidico de la Tgb (6, 7, 8).

El coeficiente de sedimentacién de la Tgb fué inicialmente deter
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minado por Derrien (7), y posteriormente por Edelhoch ( 8 ). La Tgb humana (37), -
asT como las de diferentes especies de mamiferos presentan un valor promedio de 195, .
excepto la de oveja que tiene un valor de 20.15, la de cerdo con un valor de 18.6S,

y la de ballena que presenta un valor de 18.25 S. (42).

La determinacién del peso molecular fué reportada por Derrien

y cols. en 1949, quienes por medio de estudios de ultracentrifugacién, y datos hidro-
dinémicos, obtuvieron por medio de la ecuacién de Svedverg, un peso molecular de

653 000 Daltons. (7). Posteriormente Edelhoch ( 8 ), obtuvo un valor de 660 000 D.

La solubilidad de la Tgb en soluciones de sales neutras como =

sulfato de amonio y mezcla equimolecular de fosfatos mono y dipotésicos, fué esfudig
_ da por Derrién en 1948 ( 6 ). Sin embargo, en los intervalos de saturacién sefialados,
precipitan también la yodoprotelna tiroidea de 275, y otra protefna relacionada con

la Tgb y de coeficiente de sedimentacién de 12 S (30).

Es importante observar que por sus caracterlsticas fisicoqulmicas
e inmunolégicas, la protelna tiroidea de 27 S parece corresponder a un dfmero de la
tiroglobulina (24, 30, 42), y que el componente de 12 S, como se demostré por inves

tigaciones posteriores corresponde a una subunidad de la Tgb. (37, 38).

Por lo anterior se puede considerar que esta propiedad de preci
pitacién en estos medios, es una caracterfstica distintiva de la Tgb de 19 S o sea, de

la tiroglobulina nativa.



La movilidad electroforética y el punto isoeléctrico de la tiro-

globulina, fueron medidas por Heidelberg y Pedersen (15), en las condiciones ante
riormente mencionadas, obteniendo por extrapolacién de los datos de movilidad elec-

troforética en varios pH, el punto isoeléctrico de la Tgb.

1.3 Composicién Quimica.

La tiroglobulina es una glucoproteina, con la porticularidad de
contener en su estructura amino&cidos yodados, la yodotirosina y la yodotironina cu
ya estructura se muestra en la Fig. (1): En la tabla 1 se muestra la composicién de -
amino&cidos de la Tgb humana, ast como de la Tgb de cerdo, oveja y ternera, segln

el anélisis realizado por Spiro. (42).

La molécula de la protefna de un promedio de 6 200 aminoéci-
dos, contiene aproximadamente 110 residuos de tirosina, de los cuales 25 6 me.nos se
encuentran normalmente yodados. De éstos, 10 se encuentran en la forma de monoyo
dotirosina (MIT), 10 6 12 en la forma de diyodotirosina (DIT), de O a 1 como triyodoti

ronina (T3) y, finalmente de 4 a 5 en la forma de tiroxina (T4), (24, 42).

La protefna contiene también cerca de 200 medios residuos de
cistefna, la mayorfa formando puentes disulfuro entre las cadenas polipeptidicas, en-

contréndose grupos - SH libres en moléculas de Tgb con bajo contenido de yodo. (12).

Las investigaciones realizadas sobre la estructura primaria de la

Tgb se han visto obstaculizadas por el gran tamafio de la molécula. Sin embargo, -
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Moles de aminodcidos por mol de tiroglobulina.

Residuo ' Humana _ Porcina Ovina ' Bovina
Lisina 195 155 164 177
Histidina 80 77 66 76
Arginina R75 371 326 345
Acido aspértico Loo 368 385 - Lo1
Treonina 283 289 270 266
Serina L8k 482 Lok ‘ 502
Acido glutdmico 697 673 660 697
Prolina 347 k12 : 365 392
Glicina 394 425 ' h17 422
Alanina 383 498 456 L7k
Media-cistelna 24h "233° 284 248
valina 310 327 329 338
Metionina 62 54 72 56
Isoleucina 155 131 - 136 155
Leucina k76 541 489 506
Tirosina 110 101 118 ' 115
Fenilalanina 259 » 251 257 269
Triptofano 117 101 112 109

Tabla 1l.- Composicién de aminodcidos de las tiroglobulinas de cuatro especies de

mamfferos. (Datos originales de Ui Nobuo, en Handbook of Physiology ref. 42)



estos estudios han dado como resultado la identificacién de una secuencia de amino
&cidos que parece ser necesaria para la formacién de la tiroxina. ( 42).
Tal secuencia corresponde a la siguiente:

-Ala- Ser- T4~ Glu (0 Gln)- Asp (o Asn)-

La Tgb humana contiene ademés cinco clases de carbohidratos,
(24, 33, 42) galactosa, manosa, N-acetilglucosamina, &cido siglico y fucosa, en
proporciones de 50, 130, 127, 23 y 21 residuos respectivamente por moléculc; de Tgb,
y que constituyen el 10% de la molécula total. Estos residuos se encuentran agrupa-

- dos en dos tipes de polisacéridos. Uno de constitucién simple, (9 residuos de manosa y
2 de gluco;umim), unido a la protefna en la forma de glucopéptido, y el otro, fie -
constitucién més compleja conteniendo los cinco carbohidratos, y que parece estar -

" unido por lo menos en dos sitios diferentes en la molécula de Tgb. Unicamente se ha
informado variabilidod en la composicién de la Tgb, en el contenido de Gcido siélico,

que esté en proporcién directa a la yodacién de la protelna (11, 33, 42).

1.4. Estabilidad y Estructura.

La heterogenefdcd de la tiroglobulina fué propuesta inicialmente
con base a los hallazgos de variabilidad en el contenido de yodo de la protefna, el -

cual oscila entre el 0.07% y el 0.80% (6, 8, 24, 42).

Esta variabilidad en el contenido de yodo, no afecta las propie

dades electroforéticas, de sedimentacién y de solubilidaa de la Tgb, (37).



La existencia de Tgb de diferente grado de yodacién en exirac
tos de una misma gléndula se confirmé utilizando la cromatografla de intercambio 6
nico en DEAE-celulosa (25, 42). Este procedimiento, que ha sido empleado por va-
rios investigadores, ha revelado diferentes nGmeros de fracciones seg@n el método de
elucién utilizado. Sin embargo, existe el concepto general de que las fracciones -
elu!'dus en fuerzas i6nicas més altas contienen mayor contenido de yodo por molécy
la, como también una mayor proporci6n de diyodofirosim; tiroxina y &cido siélico

(25).

La tiroglobulina es estable en soluciones de sales que oscilen -
dentro del intervalo de pH de 5 a 12. En medios de pH entre 4 y 5, la protelna sufre
desnaturalizacién irreversible, y a pH de 12 se disocia en dos subunidades cada una

" de peso molecular de 330 000D y coeficiente de sedimentaciénde 125 (8). Aun
pH mayor de 12, se disocia en subunidades de eoeficiente de sedimentacién de3y
8 S. Esta disociacién en las subunidades de 12 S ocurre también en medios de baja
fuerza i6nica, (42) asf como también en medios conteniendo dodecilsulfatode sodio
a concentracién de 1 mM., y en urea 2 M. ( 9). Este desdoblamiento tiene quﬁt -

también a temperaturas mayores de 40°C. ( 42).

Valeta, Roques y Torresani realizaron en 1968 ( 37 ), un estu-
dio sobre la dependencia de las propiedades fisicoquimicas de la Tgb del grado de yo
dacién de la misma. Estos aufores utilizaron tiroglobulinas con diferentes grados de -

yodacién: tiroglobulina altamente yodada (contenido porcentual de yodo mayor de -

.
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0.6), obtenida por cromatograffa en DEAE-celulosa, tiroglobulina normalmente yo-
dada, (% de | de 0.2 a 0.5), y tiroglobulina de bajo contenido de yodo, (% de |
aproximado a 0.006), las dos primeras procedentes de gléndulas tiroides normales, y

Ja Gltima de carcinomas tiroideos y bocios.

Estos mismos investigadores determinaron la dependencia de la diso-
ciacién, es decir la estabilidad de la Tgb con respecto al grado de yodacién de la mis
ma, por reduccién de la fuerza iénica de soluciones de Tgb, alcalinizacién de estas -
soluciones, y utilizando dodecilsulfato de sodio (SDS) como agente disociante. Ademés
analizaron la composicién de aminéécidos, la antigenicidad y las propiedades de sed_i
mentacién de las protefnas. Sus resultados indicaron que las tiroglobulinas altamente
yodadas son més resistentes a la accién dbe los agentes disociantes, que las tiroglobuli-
nas con un contenido de yodo menor, y que la composicién de aminoéicidos, asf como
la antigenicidad y el coeficiente de sedimentacién de unas y de ofras son independien

tes del grado de yodacién.

La dependencia de la estabilidad con respecto al grado de yodacién
de la Tgb, se ha explicado de la siguiente manera por Robbins y Edelhoch (10, 11, -
25). Ambos proponen que la estabilidad de la Tgb depende de la ionizu‘ci6n del grupo
fenblico de los residuos tirosilo de la molécula. La tirosina tiene un pK de 10, la -
monoyodotirosina de 8.2, y la diyodotirosina de 6.5; ésto ocasiona que en el interva-
lo de pH comprendido entre los ITmites de 6.0 a IO..5, las cantidades relativas de ti-

rosina, monoyodotirosina y diyodotirosina, que como se vié dependen del grado de
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yodacién de la molécula ,determinen la carga neta de la protelna, proporcionando

asT variaciones en la forma molecular y estabilidad de la misma.

1.5. Metabolismo.

En el metabolismo de la tiroglobulina se han identificado cuatro fa-
ses distintas, tres que integran la biosTntesis de la protefna, y una fase degradativa -
que conduce a la formacién de la hormona fisiolégicamente activa, (tiroxinogénesis).
Las fases biosintéticas son: 1) SIntesis y ensamble de las cadenas polipeptidicas, 2)

Glicosilacién, y 3) Yodacién y maduracién de la molécula (41, 42).
STntesis de las cadenas polipeptidicas.

La Tgb se sintetiza por medio de polipéptidos precursores, o subunida
des estructurales, existiendo controversia sobre el nGmero y tamafio de estos precurso-

res. (8, 19, 37, 38).

Mediante estudios de incorporacién de amino&cidos marcados rcdiqﬁ
tivamente, se ha identificado la aparicién temprana de subunidades de coeficientes -
de sedimentaciénde 3 a 8 S y de 12 S, inmunolégicamente relacionadss a la tiroglo-
bulina. De estos estudios se propuso que la Tgb de 19 S es el producto de la unién de
dos subunidades con coeficiente de sedimentacién de 12 S, las cuales a su vez estén
integradas por un némero desconocido de protémeros de coeficiente de sedimentacién

de3a8S, (8, 29, 42).



Por ofra parte, los estudios hechos por Vassart y col. ( 38 ), sobre
la traduccién de un Gcido ribonucleico mensajero (ARNm) de 335 aislado de la g'|62
dula tiroides, y que contiene toda la informacién requeridu‘p;lro la sTntesis de la -
Tgbde 195, sugieren que la protelna esté constituida por dos subunidades de 12 S
cada una, con un peso molecular de 330 000 daltons. Tambié&n propone Vassart (38),
que estas subunidades se sintefizan individualmente y no por la unién de protémeros

més pequefios, y que adem@s, su estructura primaria puede ser diferente.

El producto de esta sfntesis,que se efectGa en los polisomas unidos
a la membrana de las células foliculares; es una protefna no yodada, que viaja a tra-
v&s del retfculo endoplésmico y el aparato de Golgy, en donde es glicosilada. En
esta forma pasa por las vesfculas apicales de las células foliculares, donde aparente-
mente ocurre la yodacién, y finalmente, pasa a formar parte del coloide tiroideo. -

(24, 42).
Glicosilacién.

La incorporacién de los carbohidratos (glicosilacién) a la protelna
ocurre posterior e independientemente de la sTntesis del esqueleto polipeptidico, co-

mo se ha demostrado inhibiendo la sfntesis de protefnas con puromicina ( 34 ).

Este proceso se realiza por la incorporacién de los carbohidratos a -
las unidades crecientes de los mismos en el esqueleto polipeptldico. Se ha demostrado

que la glicosilacién ocurre antes de la yodacién de la protefna, ya que este Gltimo -
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proceso, al inhibirse con propiltiouracilo, no afecta la incorporacién de los azGca-

res. (14).

Como se menciond anteriormente, la glicosilacién de la molécula de
Tgb se inicia en el retfculo endoplésmico, continuando al migrar la protefna hacia el
aparato de Golgy en donde finaliza el proceso. Para ello, el esqueleto proteflnico -
de la Tgb, es el aceptor macromolecular de los azGeares activados por sus nucleétidos

derivativos, en un proceso de tranferencia enzimética.

Entre las enzimas que intervienen en este proceso, se han logrado -
identificar una sialiltransferasa, una galactosiltranferasa y una N-acetilhexosaminil-

transferasa. (33, 34, 35).

‘Yodacién y maduracién.

La yodacién de la Tgb, como se ha mencionado anteriormente, ocu-
rre posteriormente a la sTntesis protéica y a la glicosilacién de la Tgb. El producto de
la yodacién, es una variedad de moléculas de Tgb que difieren en el contenido de yo-
do, y este proceso depende del estado fisiolégico de la gléndula, y del estado .nul'rici_o

nal del organismo.

Como mecanismo biogqulmico para la yodacién de los residuos tirosilo
de la Tgb, se postula la oxidacién de yodo, (en forma de i6n yoduro asimilade por la

gléndula, a unién positivo (I f), capaz de yodar a la tirosina. (43).

La reaccién requiere de la participacién de un agente oxidante, el
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peréxido de hidrégeno formado metabélicamente en la gléndula, y como agente cata

ITtico la enzima peroxidasa. (24, 42, 43).

El sitio de la yodacién parece ser la perifetia del lumen del folfcu-
lo, en donde por métodos autorradiogréficos se han identificado microvellosidades -

(vesfculas apicales) de la célula folicular. (42).

El proceso de la yodacién continGa hasta un punto atn no determina-
do en el que la protelna adquiere un grado de yodacién éptimo desde el punto de vis-
ta fisiolgico, tal vez limitado por la estructura misma de la Tgb. Este proceso es co

nocido como maduracién de la tiroglobulina.
Tiroxinogénesis.

La Gltima fase del metabolismo de la tiroglobulina, es la formacién
de las hormonas fisiolégicamente activas. El mecanismo por el cual estas hormonas -
llegan a la circulacién sangulnea, en donde son transportadas a los érganos blanco,
parece ser el siguiente: 1. La tiroglobulina almacenada en el coloide, es recapturada

por las células tiroideas mediante un proceso de endocitosis.

2. Posteriormente ocurre una migracién de lisosomas conteniendo en-

zimas proteolfticas, del érea basal de las células, hacia la Tgb recapturada.

3. Después, los lisosomas se unen a las inclusiones de Tgb, conti-

nuando la migracién hacia la membrana celular basal .
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4. Durante esta migracién ocurre la degradacién de la Tgb, y el -
producto(ifiyodotironina, tiroxina, amino6cidos y péptidos), se libera en los vaso.s

linféticos que rodean al folfculo. (41, 42, 43).

Importancia fisiolégica de la tiroglobulina.

La tiroglobulina tiene una gran importancia fisiolégica en el metabo
lismo de los mamfferos, ya que sirve de almacén de las hormonas tiroideas, y ademés
es substrato en la sIntesis de las mismas, La estructura de la tiroglobulina es necesaria
para la formacién de las hmmonug, ya que como se vib anteriormente, es necesaria -

una estructura primaria definida para que ocurra la sfntesis.

En estudios realizados sobre Iauzcepﬁbilidod de yodacién de los resi-
duos tirotilo de la Tgb, comparéndolos con Iosugcqpﬁbilidad de yodacién de los ami-
no&cidos libres, se demostré que es més fécil yodar los amino&cidos integrados a la es

tructura de la protelna, que en su forma libre. (24, 39, 43).

Propiedades Inmunolégicas.

Inmunolégicamente la tiroglobulina es un autoantfgeno érgano-espe-
cffico. Es decir, es una molécula antigénica localizada en un solo érgano, capaz de
inducir el desarrollo de una reaccién inmune contra ella por el mismo organismo del

cual es constituyente. ( 32).

Los estudios inmunol&gicos sobre la Tgb se inician en 1911, cuando
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Papazolu ( 20 ) informa del hallazgo de anticuerpos fijadores del complemento, que
reaccionan con extractos de tiroides humanas, en el suero de algunos pacientes hiper

tiroideos.

Hektoen y cols. informan en una serie de artfculos de 1923 a 1927,
de los estudios realizados por ellos sobre la produccién de heteroanticuerpos contra -
las tiroglobulinas de varias especies de mamlferos (humana, porcina, ovinay bovina)
(16).

Los anticuerpos contra estas protefnas fueron inducidos en conejo y,
aunque demostraron ser érgano-especificos, no posefan una especificidad de especie
absoluta, es decir, que los anticuerpos inducides contra la Tgb de una de las especies
estudiadas, reaccionaba en forma cruzada con las tiroglobulinas de las otras especies.
Posteriormente, Adant y Spehl ( 2), demostraron diferencias cuantitativas en la reac-
tividad cruzada entre los anticuerpos de los conejos, y las tiroglobulinas de las cuatro
especies, confirmando asl, que las tiroglobulinas de estos mamiferos no son idénticas

inmunolégicamente.

Rose y Witebsky ( 27 ), demostraron la érgano-especificidad y la -
autoantigenicidad de la tiroglobulina, al producir anticuerpos homélogos y autoanti-
cuerpos a esta protefna en conejos. Estos autores observaron, que al inocular tiroglo-
bulina heteréloga en conejos, utilizando el adyuvante de Freund completo, ocurrfan

cambios histolégicos en las tiroides de los animales inoculados. Sefialaron ademés, la

similitud de estos cambios histolégicos (infiltracién linfocitaria extensa. de la gléndu-
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la, atrofia y destruccién folicular), con las lesiones observadas en la tiroides de pa-

cientes con tiroiditis crénica ( Enfermedad de Hashimoto).

En base a esta observacién, Witebsky examiné el suero de pacientes
con tiroiditis crénica, demostrando la existencia de anticuerpos contra extractos tiroi

deos humanos, por medio de una técnica de hemaglutinacién pasiva.

A partir de la observacién anterior, se han realizado numerosos estu-
dios sobre la autoinmunidad tiroidea. La mayorfa de estos estudios han sido efectuados
en relacién con los anticuerpos contra tiroides. Asl, se demostrd que estos anticuer-
pos pertenecen a las inmunoglobulinas IgG e IgM principalmente ( 42 ). Por otra par-
te, aunque se ha observado una frecuencia alta de reacciones cuténeas del tipo de Iu
persensibilidad tardfa en conejos y cuyos con tiroiditis autoinmune experimental, casi

no se han realizado estudios sobre este tipo de reaccién inmune.

Aparte de la tiroglobulina, encontramos en la gléndula tiroides ofros
tres antfgenos, estos son: un antfgeno coloidal diferente de la tiroglobulina, un anti-

geno localizado en los microsomas de la gléndula, y un antfgeno nuclear.

Como resultado del estudio de las propiedades inmunolégicas de la
tiroglobulina, asT como de observaciones clfnicas, se ha postulado la intervencién de

procesos autoinmunes en varias condiciones patolégicas de la gléndula.

Los fenémenos inmunolégicos que participan en la autoinmunidad ti-

roidea se han estudiado ampliamente. ( 24, 27, 28, 40). En algunas especies se ha
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detectado una mayor participacién de la inmunidad de tipo humoral, como en el co-
nejo. En algunas otras especies, (por ejemplo cuyos) la respuesta inmunolégica es -
principalmente de tipo celular, y en algunas especies, ambos tipos de respuesta parti

cipan. (40).

Contrariamente a lo que se suponfa, en la mayorfa de los especies -
estudiadas, se observé que la tiroglobulina no se encuentra totalmente aislada del sis
tema sangufneo (4, 21, 26), postuléndose la existencia de un estado de tolerancia -

inmunolégica a esta protelna, a concentraciones séricas bajas. ( 40).

Por métodos experimentales se ha demostrado que la tolerancia a la
firoglﬁbﬁlino se encuentra principalmente a nivel de linfocitos timodependientes ’(Iiﬂ
focitos T), en conejos, ratones y cuyos, y que para que se produzca una respuesta in
mune de tipo humoral a tiroglobulinas homélogas o heterélogas, se requiere de la co-
laboracién entre los linfocitos T y los linfocitos B. Después de tal colaboracién, los

linfocitos B se diferencfan y producen los anticuerpos antitiroglobulina. (3, 40).

En lo que respecta a las lesiones tisulares sufridas por la tiroides en
el transcurso del proceso de autoinmunidad, no se ha encontrado una correlacién en-
tre la intensidad de &stas, y el nivel de anticuerpos circulantes. (25), aunque se ha
informado de la participacién de un depésito de complejos antfgeno-anticuerpo en el

dafio a la gléndula. (40). _

Ademés de la enfermedad de Hashimoto (tiroiditis crénica), se han -



17.

encontrado anticuerpos antitiroglobulina circulantes en otras enfermedades tiroideas,

asT como también en sujetos normales. ( 26 ).

La determinacién clfnica de los anticuerpos antitiroglobulina se ha
realizado por las técnicas de la precipitina, hemaglutinacién pasiva, fijacién de -
complemento, y radioinmunoanélisis (1, 21, 24, 26). Por estas técnicas se han demos
trado ﬂ’fulos> altos en el suero de enfermos de tiroiditis crénica o enfermedad de Hashi-
moto, asl como en bocio téxico difuso o enfermedad de Graves. Se obtienen pruebas
positivas, aunque a tTtulos menores, en sueros de pacientes hipotiroideos (como en mi

xedema primario), y ofras enfermedades tiroideas. (1, 21);

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de pruebas positivas -
obtenidas, al realizar las pruebas inmunol8gicas en el suero de pacientes con enferme

dades tiroideas variadas. (21. 24, 26).

Enfermedad Precipitina H.P.* E.C** RIA**
Tiroiditis 67% 90% 95% 100%
crénica (Hashimoto)

Hipertiroidismo 1% 55% 38% ‘85%
(en enf. de Graves)

Hipotiroidismo. 20% 65% 60% 94%
(en mixedema primario)

Carcinoma tiroideo - 30% 9% -
Bocio Adenomatoso b - 24% 19% -

con hipertiroidismo

Bocio Adenomatoso - 35% 19% -
sin hipertiroidismo

Hip® Hemagluﬁnacién pasiva, F.C.** Fijacién de complemento, RIA*** Radioinmuno
anélisis.



Como se mencioné anteriormente, los tftulos més altos se observan en
la enfermedad de Hashimoto, cu}o diagnéstico se ve apoyado por esta determinacién.
Generalmente, es el examen de los sintomas y los signos presénfodos por el paciente,
ast como la observacién histolégica de biopsias de la gléndula tiroides del paciente:
y los resultados de Ias.pruebas de funcién tiroidea, lo que conduce a un diagnéstico

més acertado.

Sin embargo, la determinacién de anti cuerpos antitiroglobulina es de
gran utilidad en ese diagnéstico, asl como en el transcurso del tratamiento del pacien-

te (1, 21).

1.7. Procedimientos Generales de Aislamiento y Purificacién de la Tgb.

La tiroglobulina ha sido purificada por varios métodos fisicoquimicos,
como son la precipitacién selectiva, las técnicas cromatogréficas, las electroforéticas

y las de ultracentrifugacién.

La precipitacién selectiva de la tiroglobulina se ha realizado ufilizaﬂ
do como agentes precipitantes la concentracién de iones hidronio del medio o pH, -
(6, 24) o precip]tacién isoeléctrica. Sin embargo, este procedimiento desnaturaliza
a la tiroglobulina. También se utiliza como agente precipitante la concentracién de
sales neutras, (precipi'l'aci6n salina fraccionada), que proporciona tiroglobulina nati-

va aunque de pureza mediana. (6, 30).

Las técnicas cromatogréficas empleadas en la purificacién de la Tgb,
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han sido la de exclusién molecular en geles de dextrana y agarosa (21, 31), y la cro

matografla de intercambio i6nico, utilizando DEAE-celulosa (25).

AsT mismo, también se ha purificado la tiroglobulina por métodos -

electroforéticos, (46 ) y por medio de ultracentrifugacién (30, 31).

En esta tesis se emplearon los métodos de precipitacién salina frac-
cionada, que aprovecha las propiedades de la tiroglobulina de precipitar en solucio-
nes de sulfato de amonio al 38-42% de saturacién. Debido al alto peso molecular de
la Tgb (660 000 D.), la cromatograffa de exclusién molecular es bastante Gtil para la
purificacién de la Tgb, pues su forma y peso molecular difieren bastante de- las ofras

moléculas presentes en la gléndula tiroides, asT como en la sangre (24, 42).

Estos métodos fueron escogidos por su fécil acceso a la Clfnica de Ti
roides, y también porque se adaptaban a las necesidades de cantidad y pureza de la

tiroglobulina que por ellos es posible obtener.

La tiroglobulina obtenida mediante estos métodos, se utilizaré poste—
riormente en otros trabajos, principalmente relacionados con Inmunologla, por efjemplo
como soporte para haptenos (44, 45) y como reactivo en técnicas de inmunoprecipita-
cién y hemaglutinacién pasiva, para identificar anticuerpos antitiroglobulina en sueros

de pacientes con varias enfermedades tiroideas.

Se estimé que la cantidad de tiroglobulina necesaria para el desarro-

llo de estos métodos era aproximadamente 1 g. Esta protefna deberfa mostrar reactivi-
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dad inmunolégica "in vitro™ con sueros antitiroglobulina, y no con sueros inmunes -
contra protelnas séricas, puesto que la mayorfa de tales técnicas se aplicarfan en
muestras de suero. Asl mismo, la protelna purificada en esta tesis, deberfa mostrar
el patrén electroforético de otras tiroglobulinas esténdares, obtenidas por medio de
fuentes comerciales. Se utilizaron como esténdares tiroglobulinas porcina y bovina,
pues la semejanza de las propiedades fisicoquimicas de estas protelnas, con la tiro

globulina humana asT' lo permite. (6, 8, 37).

En el siguiente capltulo se describen los métodos utilizados en esta

tésis, ya que en el apendice se desglosan con detalle los mismos.



2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Material Biolégico.

Se procesaron gléndulas tiroides humanas, normales, obtenidas por
autopsia y mantenidas en congelacién a -4°C. En cada caso, se registré el peso h_q_
medo y las caracterfsticas macroscépicas de la gléndula, para observar si habfa co-
rrelacién entre estas caracterfsticas y la cantidad y calidad de la Tgb obtenida en ca
da caso. Las gléndulas fueron proporcionadas por el Depto. de Patologla del Institu-

to Nacional de la Nutricién.
2.2. Reactivos.

Los reactives quimicos utilizados se obtuvieron de fuentes comercia-
les. En su preparacién, asf como durante todos los procedimientos se utilizé agua bi-
destilada. En el Apéndice de esta tésis, se indica la preparacién de los reactivos em-
pleados en cada método, asT como la marca comercial de los mismos,y los aparatos -

vtilizados.

2.3. Establecimiento de las Condiciones de Trabajo.

Las condiciones de trabajo, durante el desarrollo experimental de esta
tésis, se seleccionaron con el propésito de lograr la mayor cantidad y pureza de tiroglo

bulina, al realizor cada método. Inicialmente, el aislamiento de las protefnas hidroso~

lubles de la gléndula se realiza a 4°C, con el objeto de impedir la accién de las enzi-



22.

mas proteolfticas, y el crecimiento bacteriano. Posteriormente, la precipitacién sa-
lina fraccionada y la cromatograffa por exclusién molecular se realiza a 22°c, debi
do a que se ha encontrado que a 4°C ocurre una considerable disociacién de la tiro-
globulina (46 ). Es importante sefialar, que durante estos pasos de purificacién, la’
proteolisis enzimética se ve disminuida por la alta concentracién de sulfato de amonio
en el primero, y posteriormente al realizar la cromatograffa, la concentracién de es-

tas enzimas es muy baja. (6, 24).

El pH de las soluciones utilizadas en todos los procedimientos se man
tuvo cercano a 7.2 puesto que como se vié anteriormente la Tgb es estable en el inter

valode pHde 5a 12,

El tiempo utilizado en la realizacién de los métodos de aislamiento
y purificacién fué de 6 dfas aproximadamente, al cabo de los cuales el material obte

nido se liofilizé.
2.4. Aislamiento

Las gléndulas congeladas se rebanaron con el bisturl, procurando que
las. rebanadas fueran lo més delgadas posibles, se cortaron con tijeras en fragmentos -
pequefios, y se colocaron en vasos de precipitados, a los que se adicionaron 3 ml de
la solucién extractora (NaCl 0.15 M en amortiguador de fosfatos a pH 7.2) por gramo

de tejido htmedo.

La suspensién resultante se sometié a agitacién vigorosa con agitador
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magnético, por 24 horas a 4°C. Posteriormente, la suspensién se filtré a través de -
fibra de vidrio, para eliminar los trozos de tejido, y el filtrado se centrifugé a 7 000
rpm por 20 minutos. El sobrenadante (extracto crudo de tiroides) de esta centrifuga-
cién conteniendo las protefnas hidrosolubles de la tiroides, se sometié a determinacién
de protelnas por el método de Lowry, ( 17) y posteriormente, a la purificacién de la

Tgb por precipitacién salina fraccionada.

2.5. Precipitacién Salina Fraccionada.

En este método se utilizé sulfato de amonio como agente precipitante,
aunque también son Gtiles ofras sales neutras como el sulfato de sodio y los fosfatos -

mono y dipoté&sicos.

La técnica consiste en adicionar sulfato de amonio en cristales a una
solucién de la protelna (6, 24), variando la saturacién de la solucién (en %). La ti-
roglobulina mantiene su solubilidad en solucién de sulfato de amonio de concentracién
menor al 38% de saturacién, precipitando en esta saturacién protelnas de menor solu-
bilidad. Las protefnas de mayor solubilidad que la Tgb se eliminan precipitdndola,
ajustando la concentracién de la sal ol 42% y eliminando el sobrenadante que contie

ne estas protelnas.

A continuacién se ilustra el diagrama de flujo (Fig. 2) seguido para
la purificacién de la firoglob:.llina, que en términos generales, es el descrito por va-

rios autores (6, 24). Todo el proceso se realizé a 22°C, ajustando la concentracién



Extracto Crudo de Tiroides @
Saturar al 42% con (NH4)2SO4

Agitar 2 hs reposar 2 hs.

Centrifugar a 8000 x g.

Sobrenadante Precipitado @

Resuspenter en- (NH4)2504 al 45% de
saturacién. Agitar 1 h. y reposar 2 hs.

Descartar

Reducir la saturacién a 35% adicionando
agua bidestilada. Agitar 1 h. y reposar 2 hs.

l-———Cenfrifugor a8000xg. ——1
Sobre@dante Precipitado @

Descartar
4
Elevar la saturacién al 42%
Agitar de 1 a 2 hs Reposar 2 hs I
Centrifugar a 8000 x g.

Sobrenirrdanfe@ Prec:pih:do @

Descartar
Resuspender en solucién salina isoténica
&—— a pH 7.2 Saturar al 42%. Agitar 1 hr.
Reposar 2 hs.
Centrifugar a 8000 x g.
. 1
Precn*;fudo @ Sobrengiante

Resuspender en Solucién Descartar.,

Salina isoténica a pH 7.2

Dializar contra solucidn salina
isoténica a pH 7.2 hasta elimi-
nar el sulfato.

Liofilizar
Fig. 2. Diagrama de flujo para la purificacién de tiroglobulina por precipitacién salina con

sulfato de amonio. Los nGmeros arébigos dentro del circulo indican toma de muestra
para determinacién de pureza y rendimiento del método.
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saturante de sulfato de amonio por adicién de la sal en cristales para aumentarla y por
adicién de agua bidestilada para disminuirla. La cantidad necesaria de agua o de sal

requerida, se determiné consultando el nwmograma anexo en el apéndice.

Para un mejor control del método, se realizaron inicialmente las si-

guientes determinaciones.

a) Conceniracién saturante de sulfato de amonio en solucién acuosa
a la temperatura de trabajo (22°C).

b) Curva de solubilidad ("salting-out") de la tiroglobulina.

La concentracién saturante de sulfato de amonio resulté ser 4 M, lo

que esté de acuerdo con lo previamente informado. (Ver apéndice A-1).

La solubilidad de la Tgb en soluciones de diferentes concentraciones

de sulfato de amonio se determiné de la siguiente manera:

A una serie de tubos conteniendo 1 ml de una solucién de tiroglobuli-
na bovina de concentracién de 1 mg/ml, se adicionaron cantidades variables d_e. una
solucién de sulfato de amonio 4 M, de maneta tal que al aforar a un volumen final de
10 ml, la cancentracién de sulfato de amonio variase entre el 35 y 45 % de saft;rucién

(1.4 a 2.3 M).(Ver tabla 2).

Después se agitaron los tubos y se dejaron en reposo por toda la noche.

Posteriormente los tubos se centrifugaron, y los sobrenadante se diali-



Concentracién Molar % de Saturacibn ml (N H4)2504 4M ml H,O Tgb (Bovina)
. , (100 ug/ml )

0 -0 0 9 1 ml

1.3 30.50 3.25 5.75 s
1.5 | 37,00 : 5.75 . 5,25
1.7 41.50 4,25 4,75 n
1.9 43,00 4,75 4.25 v
2,1 45,00 5.25 : 3.75. ;|

Tabla 2. Esquema utilizado para determinar la curva de solubilidad de la Tgb en soluciones de diferente concentracién
de (NH4),5O4. (Calculado mediante el Nbinograma mostrado en el apéndice).
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zaron contra solucién salina isoténica a pH 7.2 hasta eliminar el sulfato de amonio.
(Esto se observé por la ausencia de precipitado BaSQy, al adicionar BaCl, al agua

de diélisis).

En los sobrenadantes dializados se determind la concentracién de pro
tefnas por el método de Lowry para determinar la solubilidad de la protena en diferen

tes concentraciones de la sal.

Una vez realizadas las anteriores determinaciones, el extracto crudo
de tiroides obtenido en el paso 2.4, se sometié al procedimiento descrito en la figura

2, para la purificacién por precipitacién salina.

Como se observa en este diagrama, a lo largo de los diferentes pasos
del proceso se tomaron muestras para observar la purificacién y el rendimiento obteni

do.

El material obtenido finalmente, liofilizado, se sometié a cromatogra

fTa por exclusién molecular.

2.6. Cromatograffa por Exclusién Molecular.

La tiroglobulina obtenida por precipitacién salina fraccionada de los
extractos crudos de tiroides, se sometié a cromatografTa por exclusién molecular en gel

de dextrana para una mayor purificacién.

Estos geles son polfmeros entrecruzados derivados de dextrana, insolu
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bles en agua y fuertemente hidrofflicos. En la forma comercial se presenta como gré&
nulos pequefios y secos. Alhidratarse, forman el gel constituyendo un tamiz molecu-
lar, en el que el tamafio del poro depende del grado de entrecruzamiento de las ca-

denas del polfmero.

La cromatograffa por exclusién molecular pertenece a los métodos -
cromatogréficos de particién. En este caso, el coeficiente de particién de un soluto
entre la fase mévil y la fase estacionaria, est& determinado Gnicamente por efectos
estéricos, entre los que se encuentran el tamafio del poro del tamfz, (6 ITmite de ex-

clusién del gel) y el tamafio de las moléculas del soluto.

El sistema cromatogréfico esté integrado por el gel de dextrana hidra
tado con un Ifquido de elucién, empacado en una columna generalmente de vidrio en

la que se establece un flujo unidireccional del eluente. (Fig. 3).

La fase estacionaria esté constituida por el gel hidratado, y la fase -

mbvil es el lfquido eluente. ( 13).

El lecho cromatogréfico esté caracterizado por los siguientes paréme-
tros: El volumen total ( V; ) del lecho cromatogréfico, el volumen del gel en el lecho
( Vg ), o fase estacionaria y el volumen vacls ( V,, ), que es el volumen de eluente -
en el espacio intersticial entre los grénulos del lecho. La relacién entre estos paréme-
tros es la siguiente:

R
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Fig. 3. Diagrama de los dispositivos empleados en la

cromatograffa por exclusién molecular.
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Para caracterizar el comportamiento de un soluto en este sistema, se
utiliza el volumen de.elucién de este soluto, ( Ve ). Este es el volumen de eluente -

que se requiere para transportar las moléculas del soluto a lo largo del lecho del gel.

La relacién entre el volumen de elucién de un soluto y su coeficien-

te de particién entre la fase estacionaria y la fase mévil es:
Ve=V, t K Vg asielselciele 2

En donde K es el coeficiente de participacién, determinado por la -
siguiente relacién:
Ve - Vo

’vg

sesssesd

Como anteriormente se menciond, este coeficiente de particién depen

de del ITmite de exclusién del gel, y del tamafio de las moléculas del soluto.

El Ifmite de exclusién del gel, es determinado por los fabricantes de
este material, e indica el peso molecular méximo de los solutos que pueden penetrar -
el poro del tamfz del gel. Este |imite de exclusién se mantiene de manera uniforme en

el transcurso de la cromatografia.

De lo anterior, y observando la ecuacién 3, se deduce que si el volu
men de elucién de un soluto es igual al volumen vaclo de la columna; el coeficiente
de participacién de este soluto es cero:

Ve =V, K=0
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Esto indica que las moléculas de soluto con este volumen de elucién
son tan grandes que no penetran los poros del gel. Debido a esto, no hay particién -
del soluto entre las fases, y las moléculas de éste Gnicamente se mueven por el volu-

men V,, eluyéndose de la columna en este volumen.

Por ofra parte, si el volumen de elucién es mayor al volumen vaclo,
es indicativo de que las moléculas de este soluto han penetrado en el tamiz del gel,
distribuyéndose entre la fase mévil y la fase estacionaria. Esto retarda su elu;:ién de
la columna, puesto que estas moléculas deben viajar por el volumen V,, y un volumen

odicional V;, que es el Ilquido embebido en la matriz del gel.

El volumen de elucién de los componentes de una mezcia de solutos
depende, por lo tanto, del tamafic molecular de cada uno de ellos, eluyendo de la co

lumna en forma independiente.

El sistema de cromatograffa en gel, utilizado en esta tesis, consistié
en una columna de vidrio de 2.5 X 100 cm, empacada con Sephadex G-200, grado su
perfino. (Pharmacia Fine Chem.). Este tipo de gel, es el de més alta porosidad de -
esta casa comercial, y tiene un Ifmite de exclusién de 200 000 daltons, y un intervalo
de fraccionamiento de 10 000 a 200 000 daltons. Esto quiere decir que las moléculas
con peso molecular mayor al Ifmite de exclusién se eluyen de la columna en el volumen
igual a Vo, y que este gel es Gtil para separar mezclas de solutos con peso molecular

entre 10 000 y 200 000 daltons.
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En este sistema, la tiroglobulina, cuyo peso molecular de 660 000 -
daltons excede el Ifmite de exclusién, se eluye en un volumen de elucién igual al

volumen vaclo de la columna.

Este tipo de gel, se utilizé para separar a la firogiobulina de protefnas
cuyo peso molecular fuera menor a 200 000 daltons, y que no se hubieran eliminado -

en la precipitacién con sulfato de amonio.

Los procedimientos seguidos para el manejo del Sephadex G-200, asT
como para el empaque de la columna y la técnica de cromatograffa empleada, fué el

descrito por los fabricantes, ( 47 ) y en ofras referencias ( 13 ).

En el apéndice se indican los reactivos, y los aparatos empleados. En
la figura 3 se muestra el diagrama de los dispositivos empleados en la cromatografia.
El flujo se establecié de manera inversa, es decir ascendente, para evitar que el gel

se compactara en la parte inferior de la columna.

El Ifquido eluente fué una solucién de tris-(hidroximetil)-aminometano
0.1 M, en NaCl 0.15 M a pH 7.2, a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min, mante-

nido mediante una bomba peristéltica.

La concentracién de protefnas en el eluato de la columna, se registré
mediante la absorcién a 280 nm. en un espectrofotémetro y monitor gréfico Uvicord.

(LKB-Produkier A B ). El eluato se colecté en fracciones de 5 ml mediante un colec-
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tor de fracciones automético.

La muestra aplicada fué de 100 mg del material liofilizado obtenido

al final de la precipitacién salina fraccionada, reconstituido en 1 ml de eluente.

2.7. Identificacién, Pureza y Rendimiento.

Con el propésito de identificar a la tiroglobulina, asf como tener cri-
terios de rendimiento, y pureza obtenidos en los métodos descritos, se realizaron las -
siguientes pruebas. (Los reactivos empleados, y las técnicas se encuentran en el apén

dice.)
2.7.1. Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida.

Este tipo de electroforesis se utilizé para caracterizar la protelna ob-
tenida en los pasos de purificacién. El sistema electroforético empleado fué el de -
Ornstein y Davis, ( 5 ) para protefnas plasméticas, utilizando una solucién amortigua
dora de tris-(hidroximetil)aminometano-glicina a pH 8.3 en las cémaras de los electro
dos. Los geles de poliacrilamida utilizades fueron de concentracién total de acrila-
mida de 5% (T = 5%). La intensidad de corriente aplicada fué de 2ma por tubo por

un tiempo de 2 hs.

Las muestras problemas se dializaron, antes de someterlas a la electro-

foresis, contra la solucién amortiguadora de las cémaras de los electrodos para evitar
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diferentes concentraciones iénicas. La concentracién de protelnas en las muestras se

ajusté a 200 ug/100 ul.

La identificacién de la tiroglobulina, as como su pureza en las mues-
tras problemas, se realizé comparando los patrones electroforéticos obtenidos, con los

de tiroglobulina esténdar, (bovina) en la misma corrida.
2.7.2. Inmunoelectroforesis.

Esta prueba se realizé también como criterio de identificacién y pureza

de los productos obtenidos, y al mismo tiempo para comprobar sus propiedades inmuno-

l6gicas.

Se utilizé un gel de agarosa al 2% y un amortiguador de Veronal-ace-
futc; a pH 8.2 y fuerza i6nica de 0.04. Las muestras (2 ul), se sometieron a electrofo-
resis por 2 hs a un potencial de 90 V. Posteriormente se adicionaron en los canales del
gel suero inmune antitiroideos humana (' ovino), o suero inmune antisuero humano
polivalente, (conejo) dejéndose los geles en la cémara de electroforesis desconectada

por 48 hrs. para que se efectuara la difusién de los reactantes.

2.7.3. Rendimiento.

El rendimiento de los métodos empleados para purificar la tiroglobulina,
se determiné analizando la concentracién de protefnas totales por el método de Lowry

y cols. (17 ).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Aislamiento.

En la tabla 3 se muestra el registro del aspecto macroscépico de cuatfo
gléndulas tiroidés que se sometieron a los métodos experimentales de esta tésis. En -
ella se sefiala ademés el peso htmedo de cada ung, y el volumen de solucién exiracto-

ra que se utilizé en cada caso.

Una vez realizado el aislamiento de las protelnas hidrosolubles (Seccién
2.4) se determiné la concentracién de protelnas totales por el método de Lowry en cada
uno de los extractos. Estos resultados se muestran en la tabla 4. En esta tabla se obser
va que no existe relacién entre la cu‘nfi&od de protefnas extrafdas y el peso de la glén-
dula (tabla 3). Esto ha sido sefialado por varios autores, (42, 43) quienes exp!ican que
este hecho se debe a que la concentracién de protefnas en el coloide tiroideo, y prin-
cipalmente de tiroglobulina, depende del estado metabélico y nutricional del organis-
mo al cual pertenece la gléndula, aGn traténdose, como en este caso, de individuos

fallecidos por causas no relacionadas con patologfa tiroidea.

'3.2. Precipitacién Salina Fraccionada.

En la figura 4 se mvestra la curva de solubilidad de la tiroglobulina -
en soluciones de sulfato de amonio de diferente concentracién. En esta figura se obser
va que la precipitacién méxima de la tiroglobulina ocurre a concentraciones de sulfato

de amonio de 1.6 a 1.7 M; (38 a 41% de saturacién), siendo méxima a la concentracién



Tiroides Peso Homedo . Aspecto ml . Sol . Extractora

| 13.50¢g nomal : 40.5
1 17.40g normal 52,0
IIII 9.27g normal 30.0
v 22,74 g normal 70.0 ml.

Tabla 3. Caracterfsticas de las glandulas tiroides procesadas .
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de sulfato dé amonio.

Fig.4. Curva de solubilidad de la tiroglobulina
bovina en funcién de la concentracién de
sulfato de amonio. Se observa que la mix-
ima precipitacién ocurre entre 1.6 y 1.7 M

( 38 a 42% de saturacién aproximadamente).



Tiroides Protefnas Totales Extrafdas ' Protefnas (mg)/g cie tejido

[ 1.012¢g 74.9
I _ 1.560 g 89.6
. 1.00g | 110.0
v 2,607 g 114.6

Tabla 4. Protefnas exirafdas de las gléndulas tiroides.



de 1.7 M (41 % sat). Estos resultados estén de acuerdo con los obtenidos por Derrien

(6) y por otros autores (24, 38).

Una vez comprobadas las propiedades de solubilidad de la tiroglobulina,
se sometieron los extractos crudos de tiroides a la precipitacién salina fraccionada, si-

guiendo el diagrama indicado en la figura 2.

Como se observa en el diagrama mencionado, el procedimiento consta
de cuatro precipitaciones sucesivas. Para calcular el rendimiento obtenido en cada -
precipitacién, asf como después de todo el proceso, se realizé la determinacién de -
protelnas en las muestras indicades en dicho diagrama. Estos resultados se encuentran

resumidos en la tabla 5.

En la tabla mencionada se observa que utilizando la técnica descrita,
la cantidad de protelnas precipitables al 42 % de saturacién de sulfato de amonio, re
presentan aproximadamente el 60 % de las protefnas totales de los extractos crudos de
tiroides,excepto en la tiroides 1, en la que el rendimiento fué de 77%. Como ya se
ha mencionado, estas proporciones son altamente dependientes del estado metabélico
y nutricional del organismo a que pertenece la gléndula, por lo que no se puede ha-

cer una observacién con apoyo firme a esta diferencia.

En la misma tabla se muestran las cantidades de protelnas obtenidas de
cada gléndula,. por gramo de tejido hmedo, mediante la precipitacién salina. Estas

cantidades pueden considerarse como indicativas de un buen rendimiento, ya que va-



Tiroides

Tabla 5.

Concentracién Inicial

Extracto Crudo

1012 mg

1560 mg

1200 mg

2600 mg

1080 mg

2250 mg

760 mg

1170 mg

1000 mg

1900 mg

3% pp

670 mg

1010 mg

950 mg

1720 mg

Rendimiento del procedimiento de precipitacién salina fraccionada,

49pp

580 mg

920 mg'

920 mg

1579 mg

mg/g tejido

42,9

52,8

69.0

Rend. Final

58 %

60 %

77 %

60 %



rios autores informan que las protefnas precipitables a la saturacién de sulfato de amo
nio mencionada, son cerca del 80% de las totales, o de 50 a 100 mg/g de tejido ho-

medo, siendo la tiroglobulina la que constituye la mayor parte de ellas (6, 30).

3.3. Identificacién y Pureza de la Tiroglobulina.

Con el objeto de identificar la tiroglobulina y determinar el grado de
pureza en los extractos crudos de tiroides, asT como en los productos obtenidos después
de la purificacién por precipitacién salina, se realizé la electroforesis discontinua en

gel de poliacrilamida.

En la figura 5 se observa el patrén electroforético de tiroglobulina -
bovina est4ndar, el cual muestra la banda de la tiroglobulina ( | ), que es bastante
'bien definida y homogénea. También se observa una zona difusa de protelnas hetero
géneas ( 11 ), de mayor movilidad electroforética que la Tgb, que como se ha suge-
rido ( 46 ), pueden corresponder a fracciones de tiroglobulina disociada por deterio-
ramiento al almacenarla. Los patrones electroforéticos de los extractos c}udos d_e las
tiroides fueron idénticos en todos los casos, y mostraron 7 bandas visibles, (Fig. 6) -
una entre ellas la Tgb, identificada por su movilidad electroforética al compararla -

con la Tgb esténdar.

Las protefnas obtenidas por precipitacién salina, mostraron al someterse
a la electroforésis, estar compuestas principalmente por tiroglobulina, aunque todavia

se encuentran presentes otras dos protefnas (Fig. 7), Estas dos protefnas (IV y VII), pueden

corresponder a un dimero de la Tgb (banda 1V), y a una subunidad de la misma (banda VII),
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Fig.5. Patrén electroforético de la tiroglo-
bulina bovina estdndar,en electrofore-
sis discontinua en gel de poliacrilamida.
T.- Tiroglobulina; II.- Probables productos
de deterioro. Fr. Frente mévil de azul de

bromofenol.
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Fig. 6. Patrén electroforético de los extractos crudos
de glindulas tiroides (B). Se identificé 1la
presencia de la Tgb en dichos extractos por
comparacién con el patrén electroforético de
la Tgb bovina estdndar,(A).En los extractos
crudos se observaron ademds otras protefnas.
(III avII).
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Fig.7. Comparacién de los patrones electroforéticos de
Tgb bovina estdndar, (A), extracto crudo de ti-
roides, (B), y tiroglobulina humana purificada
por precipitacién salina con sulfato de amonio.
La purificacién por este método, eliminé cuatro
de las protefnas presentes en dichos extractos,
quedando la Tgb contaminada aiin por dos protefnas
(v ¥ vII).
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Fig.8. Inmunoelectroforésis de los extractos crudos
de tiroides. Se observa la banda de precipitacién
de la Tgb. Se observa también otro antigeno ti-
roideo no identificado (X) . (S.At.- Suero inmune
antitiroides;humana) Dichosg extractos no reaccio-

naron inmunolégicamente con suero inmune antihumano

polivalente.



puesto que no mostraron propiedades antigénicas diferentes a las de la Tgb humana.

(Ver més adelante) .

Como se deduce de estos resultados, el método de precipitacién sali-
na 'uﬂlizad.o, elimina por lo menos 4 protefnas de los extractos crudos de tiroides, dan
do como producto tiroglobulina humana de pureza mediana que contiene como impure
za dos protefnas no identificadas, que aparentemente se encuentran en proporcién -
mucho menor que la Tgb. Esto ocurrié de manera idéntica en las cuatro gléndulas

tiroides procesadas.

La identificacién y la pureza de la Tgb se determinaron también median
te inmunoelectroferesis(l EF) . En este caso se sometieron a dicha prueba los extractos
crudos de tiroides, y las protelnas obtenidas por precipitacién salina. Los sueros in-
mun;as uti li zados fueron un suero i nmune antitiroides humana (ovino) , y un suero -

inmune anti suero humano ( conejo) (Hyland) .

La figura 8 muestra el resultado de la | EF del extracto crudo de tiroi-
des, (en los cuatro casos idéntico) , el cual presenté la aparicién de dos bandas de -
precipitacién con el suero inmune antitiroides, lo que indica la presencia de dos an-
H’génos tiroideos en los extractos crudos. La banda més gruesa y alargada, de migra-
cién anddica corresponde a la tiroglobulina. Esta banda de la Tgb habia sido carac-
terizada en el sistema de |1EF, en experimentos preeliminares util i zando Tgb humana
pura, propor cionada por la Divisién de Endocri nol ogfa del Hospi tal Vargas de -

Caracas, Venezuela. La otra banda, menos ostensible no se identifi c6. Los extractos



crudos de tiroides no mostraron bandas de precipitacién utilizando suero inmune anti

suero humano, lo que indica la ausencia de antfgenos séricos en dichos extractos.

En la figura 9 se muestra la IEF de las protefnas obtenidas por precipi
tacién salina. Esta prueba mosird en este caso, una sola banda de precipitacién con
el suero inmune antitiroides, de movilidod electroforética semejante a la de la Tgb,
aunque men;:s alargada. No hubo precipitacién con el suero inmune antisuero huma-

no.

De la anterior prueba se concluyé que desde el punto de vista inmuno
légico, mediante la precipitacién salina fraccionada se obtuvo una purificacién de la
tiroglobulina sin afectar sus propiedades inmunolégicas,  eliminando otro antigeno -

tiroideo, presente en los extractos crudos.

3.4. Cromatografia por Exclusién Molecular.

La columna cromatogréfica, (empacada con Sephadex G-200), tenla
las siguientes caracterfsticas;

V; = 490.87 ml.

Vo =150 t 10 ml.

Vg = 3401|0m|.

Dados las propiedades del gel utilizado, y de acuerdo a la teorfa pro-
puesta en la seccién 2.6, oquellas protefnas con un volumen de elucién mayor al vo-

lumen vacfo, ( 150 ml ), tendrian un peso molecular menor de 200 000 D, y oquellas
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Fig.9. Comparacién de las inmunoeléctroforesis de
extracto crudo de tiroides (EC) ,y de la Tgb
purificaca por precipitacién salina (p.Pp.).
Este método eliminé el otro antigeno tiroideo

no identificado (X).



con un volumen de elucién igual al volumen vacfo, serfan protelnas con un peso mo-

lecular igual o mayor a 200 000 D.

En la figura 10, se muestra el cromatograma obtenido mediante el -
registro de la absorcién a 280 nm de las fracciones elufdas de la columna cromatogré
fica. Debido a que los patrones electroforéticos de los productos de.la precipitacién
salina de las cuatro gléndulas resultaron ser idénticos, se propuso que dichos produc-
tos estaban compuestos por las mismas protefnas, por lo que los estudios cromatogréfi-

cos se realizaron sélo con las protefnas obtenidas de las gléndulas | y II.

Los cromatogramas resultaron ser casi idénticos, mostrando tres bandas
de absorcién. La primera muy pronuncioda y simétrica, con un volumen de elucién
de 145 ml, (Fracciones 25 @ 35) corresponde a protelnas con peso molecular igual o
supc-arior a 200 000 D, puesto que su volumen de elucién esté dentro del volumen vacio
de la columna gosficiante de particién K = 0). Puesto que la Tgb tiene un peso mole
cular que excede el ITmite de exclusién ( 660 000 D ), se eluirfa dentro del volumen
vacio. Esto se comprobé, como se menciona més adelante, mediante la electroforesis

discontfnua de las protefnas que constituyen esta primera banda de absorcién.

Las otras dos bandas de absorcién eran muy dispersas y bastante peque
fias en comparacién con la primera, y corresponden a protelnas de peso molecular me
nor de 200 000 D, ya que su volumen de elucién (185 a 205 ml, fracciones 37 a 41 -

para la segunda, y 340 a 395 ml, fracciones 68 a 79 para la tercera), son mayores
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que el volumen vacfo de la columna.

También se puede observar en el cromatograma que las protefnas con
peso molecular mayor a 200 000 D, constituyen del 85 al 90% del total de protelnas
obtenidas por precipitacién salina fraccionada. De acuerdo con estos resultados y -
los obtenidos mediante la electroforesis discontinua de los productos de la precipita-
cién salina,- se consider que la tiroglobulina constituye 1a mayor fraccién d_e las pro
tefnas con peso molecular mayor al Ifmite de exclusién de la columna,. aisladas me-

diante la cromatografia en gel.

Sin embargo, existfa la posibilidad de que alguna de las dos protelnas

(o I&s AOs ), detectadas al finalizar la precipitacién salina fraccionada, tuvieran pe
~so molecular mayor de 200 000 D, y se eluyeran junto con la Tgb, en este sistema -
cromatogréfico. Para verificar o desechar la posibilidad anterior, las fracciones co-
lectodas que mostraron absorcién a 280 nm, se concentraron por diélisis bajo presién,

y se sometieron a electroforesis discontinua e inmunaelectroforesis.

La electroforesis de la fraccién 1, mostré dos bandas ( fig. 11) una de
ellas la Tgb, intensa y homogénea. La otra corresponde a otra protefna de menor mo
vilidad electroforética, presente también en el producto de la precipitacién solém -
( Banda IV). En la figura 12 se muestra la inmunoelectroforesis dé la primera frac-
cién utilizando suero inmune antitiroides. En ella se observa Gnicamente la banda de

precipitacién caracterfstica de la tiroglobulina. Las fracciones 2 y 3 no mostraron -



T VII

Fr. «— Fr. e

>

Q

o
)

Fig.11. Patrones electroforéticos de tiroglobulina
bovina estdndar (A), Tgb humana purificada
por precipitacién salina (C), y Tgb humana
purificada por cromatografia en Sephadex
G-200 (D). La cromatograffa por exclusién
molecular eliminé la proteina contaminante
VII , quedadndo la otra proteina (Banda Iv)
junto con la Tgb, por lo que dicha proteina
debe poseer un peso moltecular mayor a 200 000D

probablemente mayor al de la Tgbe.



Fig.12. Inmunoelectroforésis de la Tgb purificada
por cromatograffa en Sephadex G-200.Se

observa la banda de precipitacién de la Tgb.
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resultados en ninguna de las dos técnicas, probablemente debido a que se perdieron

en los procedimientos de concentracién.

De los resultados anteriores se concluye que la cromatografia en gel
utilizando Sepho'dex G-200, elimina una protelna contaminante presente en la frac-
c.i6n purificada mediante precipitacién salina, de mayor movilidad electroforética y
menor peso molecular que la Tgb. Por ofra parte, en la Tgb purificada se encuentra
aGn una protefna no identificada, de peso molecular mayor de 200 000 D, y de menor
movilidad electroforética que la Tgb. De acuerdo con el sistema electroforético em-
pleado, se puede suponer que la protefna contaminante tiene un peso molecular ma-
yor que la Tgb. (El sistema de electroforesis discontfnua en gel de poliacrilamida -
separa a las moléculas de acuerdo a su movilidad electroforética y a su peso molecu~
lar) : Por otra parte, el hecho de que este contaminante protelnico no muestre reac
tividad inmunoldgica diferente que la de la Tgb hace suponer, que considerando lo
anterior esta protefna sea un dimero de la Tgb, que puede corresponder a la yodopro-

telna tiroidea de 27 S descrita por Shulman y Witebsky. ( 30).

3.5. Almacenamiento y Conservacién de la Tiroglobulina.

Indudablemente que durante el aislamiento, y los diferentes pasos de
purificacién, la tiroglobulina se vié sujeta a variaciones de temperatura, de pH, y
de fuerza ibnica, a pesar de que se intentd mantener estas variaciones dentro de un

minimo. Son estas variaciones las que afectan, en algunos casos de manera irreversi
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ble, la conformacién y la estabilidad de las protelnas, sobre todo si éstas tienen -

una conformacién estérica globular, como es el caso de la tiroglobulina.

La tiroglobulina se sometié a técnicas de conservacién que permitie-
ran su uso a corto y largo plazo, tales como la liofilizacién, el almacenamiento a -

49C, y el congelamiento a - 20°PC. Estas técnicas causan deterioramiento de una

parte de IasAprotel’nos que se van a almacenar. Para determinar que método de almacena-

miento era el mejor para la conservacién de la Tgb, se realizé una evaluacién del -
deterioramiento sufrido por la Tgb al almacenarla en las condiciones anteriomente

mencionadas.

Como se menciona en la descripcién del método de precipitacién sa-
lina, al finalizar el proceso la tiroglobulina obtenida se liofilizé. Esto se realizé
con el objeto de tomar fracciones pequefias de protelnas y reconstituirlas en volGme-
nes pequefios para facilitar el manejo de la técnica cromatogréfica ( 13, 47 ). Se de
be sefialar, que aunque se ha informado de un gran deteriord de la tiroglobulina al-
macenada ( 46 ), principalmente debida a disociacién, esto o?‘,urre de manera detec
table sélo cuando la Tgb se almacena a la temperatura de 0 a 4°C y en solucio'nes de

baja fuerza idnica.

En nuestro caso, la Tgb obtenida por precipitacién salina se liofilizé,
y la purificada por cromatografia se congelé a -20°C en solucién de NaCl 0.15 M -

amortiguada con trissHCL a pH 7.2.



e— Tgb

Fig.13. Patrén electroforético de Tgb humana purifi-
cada por los métodos descritos en esta tésis,
que se almacené por 15 dfas a 30 dfas a 4°c.

Se observa el deterioro sufrido pr la Tgb .
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Para observar el deterioro sufrido por la Tgb por almacenamiento, se
tomé una fraccién de 10 ml de la Tgb purificada por cromatograffa y se almacené'a
temperatura de 4°C, -20°C, y transcurrido un tiempo (2y 3 rﬁas), se realizé la -
electroforesis discontfnua de estas muestras y de la Tgb liofilizada obtenida por cro-"
matograffa. Los resultados indicaron que la Tgb no sufrié un deteriord detectable -
mediante la electroforesis almacenéndola liofilizada o a la temperatura de -20°C,
mientras que en el caso de la almacenada a 4°C ocurrié un considerable dafio a la
Tgb pues en su patrén electroforético aparecieron zonas difusas a lo largo del gel, y

ademés la banda caracterfstica de la Tgb no era muy homogénea ( Fig. 13).

De lo anterior se concluyé que la manera éptima para almacenar la
Tgb es liofilizéndola, o manteniéndola éongeludu en solucién a pH 7.2 a -20°C. -
( Como un dato para el apoyo de este hecho, una muestra de la Tgb humana purificada
por los métodos descritos y almacenada a -20°C por un afio, mostré un patrén electro

forético idéntico al que tenfa antes de almacenarla).
3.6. Resumen.

Para purificar la tiroglobulina humana, teniendo como materia prima
gléndulas tiroides humanas normales, se emplearon los métodos de precipitacién salina

fraccionada y de cromatograffa por exclusién molecular.

La tiroglobulina humana se identificé comparando el patrén electrofg

refico de los proaucfos obtenidos, con el de tiroglobulina humana esténdar, asl como
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por su reactividad inmunolégica en inmunoeléctroforesis utilizando un suero inmune

antitiroides humana.

Los resultados indicaron que la purificacién por precipitacién salina
proporciona un buen rendimiento, (60 a 80%), aunque la tiroglobulina humana asf
obtenida no es totalmente pura, ya que aiin esté contaminada por dos proteinas no -
identificadas en esta tésis. Es probable que estas protefnas correspondan a un dimero
de la tiroglobulina y a una subunidad de ia misma, ya que no mostraron propi;adoda
inmunolégicas diferentes que la Tgb, al realizar la inmunoelectroforesis utilizando -

suero inmune antisuero humano, es légico concluir que estas protefnas no son séricas.

La posterior purificacién del producto de la precipitacién salina, me-
diante cromatograffa en Sephadex G-200, elimina una protelna con peso molecular
menor de 200 000 D, que probablemente corresponda a la subunidad de la Tgb, pero
no elimina otra, como la'muestra la electroforesis discontinua de la fraccién elulda
de la columna que contiene la Tgb. Probablemente esta protefna corresponda a un

dimero de la Tgb.

En lo que respecta al rendimiento de los métodos, se obtuvieron 3g de
tiroglobulina humana, del procesamiento de cuatro gléndulas tiroides. Las comﬁterl’_s
ticas de pureza e inmunolégicas del material obtenido, cumplen de manera satisfac-
toria los objetivos de esta tésis. La mejor comprobacién de la utilidad del material -
obtenido en esta tésis ha sido el desarrollo de trabajos posteriores (44, 45), en que la
tiroglobulina obtenida ha sido utilizada como soporte para haptenos ( hormonas tiroi-

deas) con excelentes resultados.



Por ofra parte, en esta tésis se obtuvo como resultado adicional, que
la manera éptima para almacenar la tiroglobulina sin que ésta sufra deterioro consi-

derable, es manteniéndola en congelacién a -20°C, o liofilizéndola.



k. CONCLUSIONES.

Empleando metodologfas relativamente sim-
ples, econémicas, y sobre todo accesibles'al lugar donde
se desarrolld esta tésis, fué posible obtener tiroglobuli-
na humana en la cantidad (38 ) s v grado de pureza nece-
sarias para el desarrollo de estudios inmunoldgicos en la
obtencién de sueros inmunes contra hormonas tiroideas, que
constituyé el tema de una tesis profesional posterior (44)
y otro trabajo ( 45 ).

En el desarrollo de este dltimo trabajp »
la tiroglobulina purificada en la presente tésis mostré
cualidades de solubilidad superiores a las de tiroglobuli-
nas obtenidas mediante fuentes comerciales.

Por lo tanto, se puede concluir que se
cumplieron satisfactoriamente 1los objetivos impuestos

al inicio de este trabajo.



5. APENDICE

A. 1. Nomograma utilizado para el célculo de la saturacién de las soluciones de sul-

fato de amonio. (Original de: Dixon, M., Biochemical J. 54, 457 (1953). ).

Initial saturation (%)
Weight (g) required (" of solution

El peso de sulfato de amonio sélido requerido para obtener la saturacién
deseada, se obtiene de la siguiente maneras se traza una linea recta que pase a traves
de la saturacién inicial y de la final que se desea, obteniéndose en el eje de la extre

ma derecha el peso requerido para 1 It. de solucién. Una linea que parte de este pun
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to, a traves del volumen real proporciona, en su interseccién con el eje vertical de
la extrema izquierda, el peso requerido para tal volumen. La solubilidad del sulfa-
to de amonio, varfa solamente cerca del 3% entre las tempgrafuras de (P y 25°C. La
concentracién saturante al 100% de una solucién, es aproximadamente 4.05 M, en -

este intervalo de temperatura.
A. 2. Determinacién de protefnas. Método de Lowry y cols. ( 17).

Reactivos:

Solucién A: N02CO3 (Sigma, USA) al 2% en NaOH 0.1 N (Merck)

Solucién B: CuSQy (Sigma, USA) al 1% en solucién acuosa, mezcla-
da inmediatamente antes de usar volumen a volumen, con
solucién acuosa de Tartrato doble de sodio y potasio (Sig
ma) al 2%.

Solucién C: (Reactivo de trabajo), se mezclan 50 ml de solucién A con
1 ml, de solucién B inmediatamente antes de usarse.

Solucién D: Solucién al 1.0 N de reactivo de Folfn-Ciocalteau. (Merck)

Solucién esténdar de albGmina sérica bovina al 22% en agua a pH 7.2

Procedimiento.

Junto con los problemas se procesé una curva esténdar utilizando la -

solucién de albémina sérica bovina, en concentraciones variables de 0 a 100 ug/ml.
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Se toman muestras de 0.5 ml de los problemas y de los esténdares, y -
se les adicionan 4 ml. de la solucién C. Se dejan en reposo por 10 min, adicionando
después 0.4 ml de la solucién D. Se agitan los tubos, y se dejan en reposo por 30 mi-
nutos, al cabo de los cuales se determina la absorcién de cada uno, a 600 nm en un

fotémetro (Coleman), ajustado a 100% de transmisién con un blanco de reactivos.
A. 3. Electroforesis discontfnua en gel de poliacrilamida. Ornsteiny Davis ( 5).

Materiales: Tubos de vidrio de 70 X 5 mm.
Cémara para electroforesis discontinua
Fuente de poder de 0-600 V. (LKB. Produkter)
Electrodos. 4
Jeringa hipodérmica de 10 ml con aguja del # 23,
Tubo de polietileno de 8 cm de largo y 0.6 mm. de dié
metro.

Solucién de silicén (Agepon Agfa) al 1% en sol. acucsa.

Reactivos:

a) Soluciones del gel separador. (componentes/100 ml.

de sol.)
Solucién 1: HCL 1 .ON...ciieneannnens 48.0ml.
Teis. % oienvicenes o 36.6 g. (Sigma)
TEMED **..ccvvecenese ...0.23 ml (Eastman)

* Tris (Hidroxilmetil)aminometano
** N, N, N', N',-Tetrametilendiamina
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Solucién 2: Cyanogum 41 ***. ... 20 g. (Fisher)
Solucién 3: Persulfato de amonio ..0.14g. (Merck)
Mezclar las soluciones anferio_rés inmediatamente antes
de polimerizar el gel, en las siguientes proporciones: '
1 parte Sol. 1

2 partes Sol. 2

1 parte de agua bidestilada

4 partes Sol. 3.

b) Soluciones del gel espaciador. (Componentes/100 ml sol

ac.)

Solucién A: H3PO4 1 M..... ..25.6 ml.
ArIScleiele oeletois iato Dl -
Aforar y ajustar el pH a 6.9

Solucién B: Cyanogum 41.......12.5g.

Solucién C: Riboflavina........ 4.0 mg. (Eastman)

Al momento de usarse, mezclar las soluciones anteriores

en las proporciones siguientes:
1 parte solucién A
2 partes de sol. B

1 parte de solucién C.

*** Mezcla de 95% Acrilamida y 5% Bisacrilamida.



c) Solucién amortiguadora para la cémara de electroforesis.
( Amortiguador de la corrida).
TriSecoceseveecsess 6.0g.

GlicinGe.eeveesee..28.8g. (Merck)

Aforar a 1 It., y cjustar el pH a 8.3 con HCL o NaOH. Para la electroforesis, esta
solucién omértiguodoro se emplea al 10% en solucién acuesa.
d) Solucién acuosa al 0. 001 de azul de bromofenol. (Sigma)
e) Acido acético al 7 % en solucién acuosa. (Baker)
f) Colorante negro de amida (Amido Black 10B), al 1%

en &cido acético al 7%. (Eastman).

Procedimiento.

Los tubos de vidrio, perfectamente limpios, desengrasados y siliconiza
dos, se tapan por un exiremo utilizando papel parafilm, y se colocan en el soporte cui
dando que se mantengan en posicién vertical. En un vaso de precipitado limpio, se -
prepara la mezcla del gel separador, utilizando las proporciones anteriormente men=

cionadas.

Una vez hecha la mezcla, se toma ésta con la jeringa, y por medio -
del tubo de polietileno acoplado a la aguja, se adiciona la mezcla a los tubos hasta
una altura de 5 cm. Para evitar la formacién de menisco en la parte superior del IT-

quido en gelacién, se colocs una capa de agua bidestilada de aproximadamente 3 mm
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de grosor en la parte supgior de la mezcla del gel separador.
4

Los tubos se dejaron en reposo por 30 minutos, al lcabo de los cual?s la
polimerizacién del gel se habfa completado. Se elimina la capa de agua de la parte
superior del gel, y se adiciona el éel espaciador recién preparado de acuerdo a las —-
ﬁroporciones mencionadas, hasta una altura de 5 mm. sobre el gel separador, y se adi

ciona ofra capa de agua.

Posteriormente, se colocan los tubos a la luz del sol por 30 minutos;
efectuada la polimerizacién, se elimina la capa de agua y el espacio vaclo de los tu
bos se llena con la solucién amortiguadora de corrida, y se colocan en la cémara de

electroforesis.

Una vez preparados los geles, se aplicaran las muestras. Empleando co
mo patrones de referencia tiroglobulinas porcina y bovina, (la semejanza entre las ti-

roglobulinas de las tres especies permite utilizarlas como patrén).

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: aquellas que se en-
contraban liofilizadas, se reconstifuyeron en el amortiguador de tris-glicina pH 8.3,
y las que se encontraban en solucién, se dializaron contra este amortiguador por 24
horas y tres cambios de la solucién amortiguadora. En todos los casos se ajusté la con
centracién de proteinas enfre 1-2 mg/ml. Para aplicar las muestras a los tubos, se
prepard una mezcla de 0.9 ml. de muestra problema y 0.1 ml. de solucién acucsa de

sacarosa al 50%, adicionando 100 microlitros de estas muestras, una en cada tubo.
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Para observar el frente mévil durante la electroforesis, se adicionaron
0.5 ml. de la solucién de azul de bromofenol al 0.001%, a la solucién amor tiguado-

ra de la cémara superior.

Se aplicé la corriente eléctrica, colocando el polo negativo en la par
te superior de la cémar, y el polo positivo en la parte inferior. La intesidad de la co

rriente se ajusté a 2 mA. por tubo manteniéndola por 2 horas.

Transcurrido el tiempo de la corrida, los geles se sacaron de los tubos,
colocéndolos por 20 minutos en tubos de ensayo conteniendo solucién de negro de ami

da en é&cido acético al 7% para la tincién y fijacién de las protelnas.

Después, los geles se pasaron a tubos de pléstico horadados, y éstos
se colocaron en un vaso de precipitado de 3 Its. con agitacién mecénica por 24 hs.,

eliminéndose el exceso de colorante con &cido acético al 7%.

Ya eliminado el exceso de colorante, los geles se sacaron de los tubos
de pléstico y se colocaron en tubos de ensaye con &cido acético al 7% para su conser

vacién.

A. 4. Inmunoelectroforesis.

Material.
Suero inmune anti-humano polivalente, (conejo).

Suero inmune anti tiroides total humana, (oveja).
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Amortiguador de ‘Veronal-Acetat a pH 8.2 y fuerza iénica de 0.04.
Solus:ién acuosa de azul de bromofenol al 0.001 %.

Solucién colorante de negro de amida al 0. I%.

Solucién salina isoténica.

Solucién al 10% de timerosal. (ac.)

Agarosa al 2% en amortiguador de dietil barbiturato-acetato.
Papel filtro Whatman # 1.

Portaobjetos.

Soporte horizontal para los portaobjetos. (Immunoframes)
Micropipeta de 10 ul.

Cémara de elecfro.forésisv.

Fuente de poder de 0 a 600 V.

Electrodos.

Vasos de precipitado de varios volGmenes.

Jeringas desechables

Horadador de 2.5 mm. de diGmetro.

Hojas de bisturf.

Procedimiento.

Los portacbjetos perfectamente lavados y desengrasados, se colocaron
en los soportes de pléstico, y sobre ellos se virtié la solucién de agaresa al 2% a 40°C,

a esta solucién se le habfan adicionado 0.1 ml de solucién de timerosal al 10% por ca



da 100 ml de solucién. Se dejé solidificar el gel, y posteriormente se realizaron -
cortes circulares de 2.5 mm. de diémetro a aproximadamente 1.5 cm. de distancia

de un extremo de los portaobjetos. Asl mismo, se practicaron dos cortes paralelos a
3 mm. de distancia uno de otro, asl como a 3 mm de distancia del corte circular. Es

tos cortes se hicieron de 3 cm de longitud aproximadamente.

Posteriormente, se retiré el gel de agarosa de los cortes circulares, y
los soportes con los portacbijetos se coloccrbn en la cGmara de electroforesis ﬁrevio-
mente saturada con la solucién amortiguadora. Después de 15 minutos, se colocaron
10 ul de muestra problema, en los pozos del gel, y se colocaron hoja de papel Waht-
man humedecidas con amortiguador, haciendo contacto con la solucién de la cémara

y con los extremos de los soportes conteniendo el gel.

Se conectb la corriente a la cémara, colocando el catodo del lado de
los pozos y estableciendo un potencial de 90 V., por dos horas se observé y el movi-
miento de las muestras, por el corrimiento de una pequefia fraccién de azul de bromo-

fenol ligado a la albémina sérica humana.

Posteriormente a la corrida electroforética, se retird el agar conteni-
do entre los cortes paralelos formando un canal. En este canal se adicionaron los sue
ros inmunes utilizados para observar las propiedades antigénicas de las muestras ana-

lizadas.

Adicionados los sueros inmunes, se colocaron las placas en un lugar

54.
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fresco por 48 horas, se lavaron con solucién salina isoténica, y se tifieron con colo-

rante negro de amida para observar mejor la precipitacién de los' complejos inmunes.
A.5. Cromatograffa en Sephadex G-200.

El manejo del Sephadex, se realizé de acuerdo a 1 método descrito por
los fabricantes en el manual "Sephadex-Gel filtration in theory and practice”, (47) -

de Phuﬁnccia Fine Chemicals, y en la referencia 13.

Material .

Sephadex G-200, Superfine. (Pharmacia Fine Chemicals)

‘Columna cromatogréfica de 2.5 X 100 cm. (Pharmacia Fine Chem.)
Solucién eluente de tris (hidroxi) metilaminometano 0.1 M en NaCL
0.1 M ( Merck).

Espectrofotémetro de luz ultravioleta. (LKB)

Colector de fracciones automético. (LKB)

Bomba peristéltica. (LKB).
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