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CAPITUILO I
INTRODUCCION

Alas protefnas del suero se les atribuye un impor-
tante papel en los enlaces, distribucidn y metaboliemo-
de las hormonas tiroideas: Tiroxina (T4).y triyodotiro=-
nina.

El 99% de la tiroxina circulante en los vertebra--
dos estd enlazada a las proteinas séricas, se ha encon-
trado en el suero tiroxina enlazada a alfa-globulina —-—

(TBG), a prealtimina y a albimina, sin embargo la concen
tracidn de TBG es la que determina la cantidad de By ==
libre disponible para los tejidos. La horaona triyodoti
ronina (T3), ®e ha visto que es menos exigzente en lo re
ferente a su portador pero también es tramsportada por-
lae proteinas antes nencionadas.

Se han realizado'difere%tes tipos de estudios enca
minados todos ellos a conocer la composicién del plasma
seminal desde el punto de vista bioquinico. Pero en --
cuanto a composicidén de las hormonas de la tiroides es=-
muy poco lo que se ha estudiado (por lo que, se tratard
de exponer los= trabajos realizados por investigadores =
sobre plasma seminal en el siguiente capitulo).

La presencia de la hormona tiroidea en el plasma -

seminal hunano ha sido relacionada con la rezulacidn de

funciones metabdlicas del espermatozoide, que permite -

su adecuada funcionalidad.
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Debido a estas investigaciones se did origen a es=
te trabajo, en el cual se buscard una proteina fijadora
y transportadora de las horaonas tiroideas: tiroxina y-
triyodotironina en plasma seminal humano y éon ello ayu
dar a resolver los problemas\de fertilidad, ya que se -
ha visto una relacidn directa entre pacientes hipoti+e=

roideos y la infertilidad de los mismos,
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CAPITULO II
SENERALIDADES

En 1961, Raboch realizdé estudios de electroforé--
sis en papel del plasma seminal y, reportd seis prois-—-
tefnas 1a$ cuales marcé como P1-P6 de acuerdo a su movi
lidad en direccidén al 4nodo. Fueron comparadas sus pro-
piedades electroforéticas con suero sanguineo llegando-
a los resultados siguientes: La fraccidén P2 presentd mo
viiidad de gama globulina, P3 de beta globulina, P4 de-
alfa 2 globulina, P5 de alfa 1 globulina y P6 con movi-
lidad aproximada de albumina. Reporté ademds de donde -
son secretadas estas proteinas asi, P5 por la gldndula-
prostdtica; P4 por la vesicula seminal y P1, P2, P3 y -
P6 son formadas por vesicula y prdstata.

En 1968, Sidney Shulnan y Paul Bronson, realizaron
experimentos en plasmi seminal, usando la técnica de --—
electroforésis en papel filtro a pH 8.6, pero los resul
tados no fueron los deseados y se pensd que la dificul-
tad se encontraba en los cambios que ocurrian en la dis
tribucidn de las proteinas de las auestras durante el -
almacenaniento, a bajas temperaturas. Por lo que las —-
muestras obtenidas de donadores sanos, fueron inmeiiata
maente centrifugadas, el sobrenadante fué dividido en --

pequefias porciones. Un grupo de muestras fué congelado-

y el otro fué guardado en el refrigerador a 4°C. A ine-

térvalos de dos dfas las muestras fueron examinadas —--
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electroforéticanente, usando como referencia suero san-
guineo hunano y reportaron un total de 9 componentes en
plasna seaninal fresco, gue estd{ de acuerdo a su relati-—
va movilidad a este pH.

En octubre de 1970, K.A. Lennert, H.M. Schrdder y-
V. Monderf realizaron ua trabajo sobre liguide prostéti
co y, examinaron a un grupo de hombres con edades de —-
23-64 arios, que tenian afecciones no prostdticas. La —-
anammesis de estos pacientes revelaba sensaciones moles
ta® no caracteristicas en la regién perineal, derrame o
ligero escozor uretral; algunos habian sufrido gonorrea.

21 1fquido se investigd cualitativamente por inmu-
noelectroforésis con un antisuero humano y cuantitativa
aente por inaunodifusidén radial, ucsando como patrén sue
ro hunano estabilizado.

Por inmunoelectroforésis las siete fracciones en--
contradas con mds frecuencia fueron: albimina, inmuno--
globulina A y M y ceruloplasmina. =n algunos casos se -
revelaron indicios de haptoglobulina, de alfa 2 macro--
globulina y lipoproteina. La determinacién cuantitativa -
exactz de inmunoglobulina G en el 1lfguido prostﬁtico, -
fué el resultado m4s interesante en la investigacidn de
los autores, quienes encontraron esta proteina més ele-
vada en las afecciones subagudas y crénicas que en las-—
agudas.

En 1972, E. Villanueva Catfiadas realizd estudios —-

sobre la bioquimica del plasma seminal, para identifi--

s




car manchas de esperma y por ello se han requerido infi

nidad de métodos para su identificacidn:

l.- Pruebas quimicas: Las cuales estin basadas en el —-
comportamiento del semen frente a diferentes reacti
vos quimicos.

2.- Pruebas microgquimicas: Se basan en la formacidn de-
cristales de espermina y/o colina o ambas,

3.- Pruebas histogquimicas y enzimdtieas: En estas prue-
bas se propone el empleo de la actividad fosfatdsi-
ca dél semen como prueba para la identificacidn de-
las mmanchas del semen.

4.- Pruebas fisicas: basadas en la fluorescencia del —-
esperma cuando se ilumina con la luz de Wood.

5.- Pruebas cromatogrdficas: Se basan en el corrimiento
de lo®= aminodcidos y aminas existéntes en el semen-
(esta técnica fué la que empled Villanueva).

Los resultados fueron éue la composicidn del plasma se-

minal en aminodcidos y aminas no es constante, tanto en

el aspecto cuantitativo como el cualitativo, teniendo -
la préstata un comportamiento idéntico al plasma semi--
nal, pudiéndose superponer los mapas bidinensionales en
los dos. Esto permitid suponer que los aminodcidos y --
aminas que se encontraban en el plasma seminal tehian -
su procedencia en la gldndula prostdtica. La misidn de-

estos aminodcidos en el plasma seminal no estd del todo

clara, pero Abraham y Bhargava confiraaron en 1963 que-

los espermatozoides eran capaces de iancorporar aminoéci
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dos libres y, que contenian un RNA mensajero capaz de =
llevar a cabo la sintesis proteica.

Se realizé también la inves:igacidén de compuestos-
Dragendoff positivos en el plasma seainal, estos com——-
puestos son los que poseen eh su molécula un nitrégeno-
cuaternario. Zncontrdndose cuatro coapuestos Dragendoff
positivos por los métodos empleados, identificando a —-
dos como colina libre y espermina y los8 otros posiblew-
mente sean precursores de la colina.

El plasma seminal humano posee una serie de CORm==-—
puestos bioquimicos que le hacen ser una secrecidén par-
ticular; no solo por contener unos coapuestos privati--
vos de é1, como la espermina, espermidina y colina, si-
no también por presentar compuestos como son los amino-
4cidos que aparecen libres en el plasma seminal en con-
centraciones superiores a la ie otros flufdos orgénicos

La cromatografia simple en las comdiciones usadas-
a pH 3.9 no pernité separar una mezcla compleja de ami-
nodcidos y aminés tal como se encuentran en el plasma -
seminal, por este motivo los resultajos que se obtuvie-
ron no fueron satisfactorios. Sin embargo la cromatogra
f{a bidimensional sf separa una mezcla compleja de ami-
nodcidos y aminas.

En 1973, U. Lavon, P.A. Briggs y J.C. Boursnell —-

realizaron estudioe encaminados a investigar patrones -

de oproteinas empleando los métodos de electroforésis de



gel en disco y enfogue isoeléctrico en poliacrilamida.-
Esto fué hecho en las fracciones obtenidas por filtra—-
cién en gel y didlisis del placma seminal, secrecidn —-
vesicular y plaema epididimal. Estas secreciones fueron
obtenidas reepectivameﬁte de: vesfculas, eyaculaciones-
y epididimos recién extraidos de jabalf.‘Los fluidos --
fueron separados de los espermatozoides por centrifuga-
cién a 10,000 g por 20 mimutos a temperatura ambiente y
los sobrenadantes fueron guardados a ~20°0

Muestras de plasma seminal y secreciones vesicula-
res fueron dializados, separando el precipitado del so-
brenadante por centrifugacidn. La separacidén de las pro
tefnas se realizé en columnas de Sephadex G-200 pE 4.0-
I=0.3 y con ouffer pH 7.0.

1 plasma seminal y la secrecidn vesicular mostrd-
distrioucidn casi idéntica de patrones de proteinas sé-
ricas, encontrdndose due el pla:ma seminal de jabali, -
tiene una gran complejidad en sus proteinas A, By H, -
las cuales son un incontable nimero de proteinas.

"En mayo de 1974, fué publicado por L.M. Lewin y R.
Beer un trabajo para la separacidn de p“tel’nas en ace-
tato de celulosa; obteniendo las muestras por masturba-
cidén después de cuatro dfas de abstinencia sexual. Ia -
coleccidén de la eyaculacidén fué en dos fracciones 1 y 11

analizéndose su contenido em fructuosa, fosfatasa 4cida

inositol y pH. E1 electrodotograma en acetato de celulo

sa de plasma seainal noraal mostrd 8 bandas, encontrdn-
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dose unas con mayor intemsidad denominadas PA y PB, las
cuales también son intemsas en fluido prostdtico. Como-
componentes de la banda PB se encontraron esperaina y -
espermidina, las cuales son secretadas por la préstata.
Aparecid una banda V que es vesicular,

En experimentos anteriores se usd el método de ——-
electroforésis en papel de Raboch para el estudio de --
fluido seminal, dichos estudios diseron una demostracidm
prdctica de las bandas de proteinas eriginadas en secre
ciomes prostédticas y vesiculares, Ya que Raboch separd-
lag proteinas del fluido seminal en 6 bandas (nombradas
P1-P6) y por comparaciones entre plasma seminal normal-
y pacientes gue presentaban azZoozpermia obstructiva u -
oligospermia, se coécluyé que ambas secreciones vesicu-
las y prostdtica contribufan a las bandas Pl, P2, P3 y
P6, pero la P4 correspondfa a ia spma nombrada V, la --
cual cemtuvo 2 & 3 bandas. La banda P5 de Raboch proba-
blemente corresponde a la banda PA. Todo lo anterior --
nos ayuda a ver el mal funcionami@nto de las gléndulas-
vesicular y prostédtica.

En 1975, Tauber y Col., trabajaron com plasma semi
nal fraccionado, las muestras fueron obtenidas de dona-
doree de 22-34. afios de edad por masturbacién repartida-

en tres frascos denominados fraccidn I, II y III y fue-

ron centrifugadas para la determinacién de fructuosa. -
La 1gG, IgA, piezas secretorias de IgA, albumina, trans

ferrina y lactoferrina fueron investigadas por inmunodi
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fusidn radial (técnica de Mancini).

Lo primero que identificaron en plasma seminal -—-
mmano fué la lactoferrina que es un enlace proteina—-—-
fierro con propiedades bacteriostdticas, se identificd-
en plasma seminal huiano por Massom y Col. en (1966), -
es importante aclarar que no se encuentra en suero, En-
pacientes con aplasia congenital en el vaso diferemcial
y en la vesfcula seminal no se encontrd fructuosa ni =
lactoferrina en.éu semen, esto indicd que la lactoferri
na era secretada por gldndulas vesiculares y que actua-
ba como antigeno de superficie del espermatozoide.

Quinliven en 1968 encontrd a la transferrina (enla
ce proteina-fierro) en suero; este enlace puede tener -
funciones similares a las de la lactoferrina en el trac
to reproductivo y proteccién frente a infecciones bacte
rianas.

Se encontrdé I1gG, iero su presencia es extremadamen
te dudosa.

Una BlC/BlA-globulina (componente C'3 del comple--
mento) fué encontrada en plasma seminal por Heremann,--
Basados en estos hallazgos, se intenté explicar la ocu-
rrencia ocacional de fenémenos inmunoldgicos en fluido-
seminal lo cual puede ser la causa de sub o infertili--
dad.

La concentracidn de I3G y IgA en plasma seminal --
fué mds baja que en el suero (cerca de la maitad); esto-

sugiere que la presencia de inmnoglobulinas en el se--
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aen es debido a una transudacidén del suero, que por una
produccidn local.

Las inmunoglobulinas son probablemente una sarte -
del sistema anticuerpo del plasma seminal y puede ser -
parcialmente respoﬁsable de ;a aglutinacién ocacional --
de espermatozoides en muecstras de semen.

La funcidn de la albimina es proteger la movilidad
del espermatozoide y la de lactoferrina y transferrina-
puede ser que estdn involucradas en los mecanismos de -
d&fensa de microorganisamos.

Las grandes cantidades de IgG, IgA, albimina y en-
particular transferrina em la po;cién inicial de la eya
culacién comparadas con la porci&n final, sugiere que -
ellas pueden estar involucradas em los procesos de lie-
cuefaccién del codgulo hugpamo.

Se ha probado la existencia de las hormonas tiroi-
deas en el placma seminal y se les atribuyen funciones-
peiécionadagcon la fertilidad. La funcién de estas hor-
monas enlazadas a proteinas en el suero sanguineo no —- .
estd bien definida, pero se comnoce el hecho de que és-—-
tas se encuentran alteradas en los casos de hipotiroi--
dismo.

Lo anterior nos revelﬁ el hecho de que una altera-
cién de las hormonas en suero sangufneo tiene como con-

secuencia hipotiroidismo y que por otro lado otra alte-
racidén de las mismas en plasma semwinal produce también-

hipotiroidismo el cual tiene repercuciones en el apara-
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to reproductivo, como es la infertilidad.

En suero sanguineo las proteinas encargadas de en-
laces, distribucién y metabolismo de las hormonas tiroi
deas eson: albdmina, alfa globulina y prealbdmina, en el
plasma seminal no se conoce aﬁn a sus portadores, este-
trabajo tiene este fin, encontrar la proteina tramspor-
tadora de las hormonas en plasma seminal. Sin embargo,-
recientes reportes (Kenneth Sterling y Peter Milch 1975)
sobre los enlacese de T3 ¥y T4 coa protefinas celulares, -
nos revelan la existencia de una proteina en la fraccidm
de la membrana mitocondrial enlazada a T3 y T4 « LO an-
terior nos indica que hay otras proteinas que puqden —-—
estar enlazadas a r3 y T4 diferentes de las.tradiciona-
les antes mencionadas (albimina, alfa-globulina y pre—-—
albdmina).

Reportes realizados por J.J. Hicks y Col. nos reve
lan la existencia de hormonas tiroideas en el semem hu~
mano; desde 1932 ya habia cierta nocién de ellas ya que
Carter en ese aﬁb demostrd que las hormomas tiroideas -
prolongaban la vida del espermatozoide de mamiferaq, aun
que no Se probara totalmente su existencia.

J.J. Hicks y Col. (1975) investigaron la relacién-
hormonas tiroideas-espermatozoides y la cuantificacién-

de las mismas relacionandolas con los valores de suero-

sangufneo. Observd que el suero sangufneo tiene cuatro-

veces més Py que el semen (94.28 L 8.3 ngt a 24.57 £ —-
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1 4.8 ng %) y 24 veces més T, (10.85 £ 0.63 ng % a ———-
0.44 £ 0.05 ng #).

La activacién In Vitro de la adenil ciclasa del -
esperma de mono por T3 y T4 (Casillae 1970) induciendo-
& un aumento en las concentraciones intracelulares de -
AMP ciclico, molécula moduladora de algunos de los cam-
bios presentes en la capacitacidén del espermatosoide de
mani{fero (Hicks y col. 1972-73), peraite sugerir una se
cuencia de acontecimientos (hormonas tiroideas-receptor
adenil ciclasa-AMP ciclico-capacitacidn) siendo éste el
objetivo seguido por Villalpamdo y Col., para estudiar-
algunas caracteristicas de fijacidn de las hormonas ti-
roideas (T3 Yy P4) a la membrana del espermatozoi@e huma
no.

Se obtuvieron muestras de semen humano, las cuales
fueron centrifugadas (10,000 g x 10' a 4°c) elimindndo-
se el plasma seninal, los espermatozeides fueron resus-
pendidos en un amortiguador (KH, PO, PH 7.4 0.065 M), se
lavaron dos veces y finalmente fueron resuspendidos a -
uma concentraeidn de 140 x losespermatozoidea por ml. -

Se incubaroa con Priyodotironina 1125

5

o en Tiroxina mar
cada con 112 en un bafio con agitacién constante. Tomdn-
dose alfcuotas (100 /1 alos 0', 10', 15', 45' y 60" )w

las cuales fueron centrifugadas para determinar radio--

actividad en el espermatozoide (precipitadoe) o en el -—-
sobrenadante, el Sptimo de fijaciém fué a loc 15 aimu--

tos para ambas hormonas.
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a) Triyodotironima marcada com iodo radioactivo Il

CAPIIUIO III

MATERIAL Y METODOS

Material Bioldégico
Plasma seminal.- Las muestras de semen se obtuvie--
roan de domadores sanos, del Departamento de Hormo--—
nas del Cemtro Médico Naciomal, cuyas edades com—-—-
prendfan de 20-50 afios, fueromn recolectadas en las-
condiciomes de asepsia necesarias para el caso y --
comprobdndose a los pacientes la fertilidad, satis-
factoria.
El sememn fué inmediatamente ecenmtrifugado (10,000 g-
x 10' a 4°C) para separar las céiulas del liquido -
seminal, éste Yltimo fué comgelado para su poste—-—-
rior utilizacidn.
En las 25 muestras se semem obtenidas se llevarom a
cabo las siguientes pruebas:
a) Electroforéeis en gel de poliacrilamida.
b) Cuamtificacidn de Tye
Suereo sanguimeo.- Suero sanguimeo patrén estabili--
zado el cual se usé como conmtrol. Se le realizarom-

las mismas pruebas que al plasma seminal.

Material Quirico
25
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b)
c)
d)
e)
)

g)
h)

liroxina marcada cen Iodo radioactivo 112

5

Acrilamida 40g

Bisacrilamida l.6g

Persulfato de Amonio 0.480g

Tris (Hidroximetil aminometamo) 40.04g
Riboflavina 2 mg

Acido clorhidrice 1N 84ml

i) Temed (Tetrametiletilendiamima) O.34ml

j) Acido Fosfdrico 1M 12.8 ml

k)
1)

Glicina 3.48g

Sacarosa 3.0g

Seluciones:

Ao-

0."‘

Do"

Eo-

Go"

Disolver 30 g de Acrilamida y 0.8 g de Bisacrilami-
da en agua destilada. Aforar a 100 ml.

Disolver 18.15 g de Tris x 0.24 ml de Temed em 24 -
ml de HC1l iN. Llevar a un voldmen de 100 ml com ——
agua destilada.

Disolver 0.4g de persulfato de amonio en 100 ml de-
agua destilada. .
Disolver 10g de Acrilamida y 0.8g de Bisacrilamida-
en agua destilada. Aforar a 100 ml.

Disolver 2.23g de Tris y O.1 ml de Temed em 12.8ml-
de H3P04 1l M. Aforar a 100 ml con agua destilada. -
pH 6.86.

Disolver 2 mg de Riboflavina en 100 al de azua des-
tilada.

Disolver 80 mg de Persulfato de Amonio, llevar a un

S s



Ho-

Ja—

Lo—

1l.-
2.-
30—

-
2u=
; W
4.-
5o
-
(-
8.~

volimen de 100 ml con agua destilada.

Disolver 5.16g de Tris y 3.48g de Glicina en 1000ml
de agua destilada. pH 9.64.

Disolver 14.5 g de Tris en 60 ml de HC1l 1N aforar a
1000 m1 con agua destilada, pH 8.84.

Solucidn de 4cido acético al 7% ‘

Solucién de Azul de Bromofenol

Solucién de Negro de Amido al 2%.

Aparatos
Cémara de electroforésis para tubo
Gradilla para tubos de electroforésis
Espectrémetro Packard modelo 578 autogama por cinti
lacidn. |

Fuente de Poder Beckman Doustat. de 110 volts

Material de vidrio
12 tubos de 5 mm de didmetro por 7 cm de largo
12 tapones para los tubos
Pipetas semisautomdticas
Pipetas Pasteur
Pipetas de 5: 0 10 ml
Matraces Erlenmeyer

Tubos de emsaye de 12 x 75 mm

Jeringa de 10 ml con aguja del No, 23

=15



LLEC TROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Este método permite la cuantificacidn de enlaces -
de proteinés esteroides y la determinacién de sus emla-
ces,

El gel de acrilamida facilita demostrar y cuantifi
car enlaces de horamonas estercides radioactivas en sue
ro como: enlaces testosterona-globulina, corticosteroi-
des-globulina, albdmina, enlaces andrégemos testiculares
con prote{mas.

La estabilidad de la electroforésis puede ser usa-
da para estudiar emnlaces de cualquier molécula no carga
da, como ee presenta en este trabajo, en el cual se ira
ta de la tiroxina y triyodotironina (enlazadas a protei
mas), cuyas estructuras nos permiten analizarlas desde-

el punto de vista anterior:

.
55 L
' s B H
e S a SR
1 i P

Hp

TIROXINA
(3, 5, 3, 5' tetrayodotiromima)

" A i
Ho D0 -2 QHQ—QH—?DOH
g k)ua

3, 9, 3' triyodotironiga
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2-"

3=

4.-

2.‘

Una vez que gelifiquemn guitarles los tapomes a los-

tubos y ecolocarlos en la cdmara de electroforésis.

Corrimiento -electroforético de las muestras
Colocar la soluciém H en la pﬁrte superior de la --
cédmara y la solucién I en la parte imferior de la -
misma.

Agregar a cada muestra lo siguiemnte:
0.250g de sacarosa, soluciém de azul de bromofenol—
(1 gota) y 10 .1 de material radiocactivo T31125’o -

125 segin sea el caso.

T, I
Colocar cuidadosamente sobre el gel blamde 2qul de
la muestra preparada.

Conectar la céaéra a la fuente de poder (110 velts),
ajustar el amperaje, por cada gel apliesr 1.5 mA al
comenzar el corrimiento, al llegar la muestra al -
gel bajo, duplicar el amperaje. Dejar durante 3 —-—-

heras o hasta que el colorante de arrastre (azul de

bromefencl) llegue a 0.5 cm del fimal del gel.

Anflisis de los geles
Al concluir la electroforésis sacar los geles de —-
los tubos con la ayuda de umra jerimga llena de agua

a la cual se le adapta uma aguja y ésta se mete ——-

entre el gel y la pared del tubo haciendolo girar -
para que se despegue.

Procesar los geles de manera diferemte: revelar —--
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unos com coloramte negro de amido al 2% y lavar el-
exceso com soluciém de 4cido acético al 7%, cambian
do periodicamente la solucidn y, en otros efectuar-
cortes de 0.5 cm, cada uno se coloca en un tubo de-

ensaye que ee lleva al espectrémetro de rayos gama.

Precauciones importantes de la técmica

125 > al agregarloe a la

1.~ Cuidar de que la T3I o 14112
muestra no vaya a resbalar por las paredes del tubo
sino que caigam al fondo.

2.~ Usar guantes al sacar los geles de los tubos al -—-
igual que al cortarlos. »

3.- Al colocar los cortes de gel em cada tube hay que -
quitarse los guantes y lavarse las manos, luego conr
la ayuda de uma aguja depositar el corte de gel en-
el tubo, cuidando de que este mo toque las paredes-
exteriores del miélo, ya que puede dafiarse el apara

to por la contamimacidm radioactiva externa.

CUANTIFICACION DE T4

Todas las hormomas del suero deben ser extraidas -

con excepcién de la T, antes del analisis para eviitar -

4
falsos resultados positivos. Las proteimas enddgenas -

que duraate el andlisis puedan presentar emlaces con la

T4 deben ser reaovidas o inactivadas. Para la =———————-
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inactivacidén de los enlaces de las proteimas com T, soxr
suficientes 200 /1 del reactivo 4cido y laes proteinas «
reaanentes inactivadge en la mezcla de reaccién, ro son
capaces ya del enlago.con T4.

5

La medicidn de T4112 nos refleja la cantidad de T,-

4
del suero ya que se forma un complejo antigeno—anticueg
po, con la adicidm de anti Ty

El enlace anticuerpo T4 es separado por precipita-
ciémn com solucidn de sulfato de amomio. Posteriormente-
y la fracciém libre de T4 presente en el liguido sobre-
nadante se descarta por decantaciém.

La fraccién del enlace amticuerpo es contada por -

cintilacidéa en el espectrdmetro de rayos gama.

Materiales usados
Componentes en TETRA-TAB-RIA
l.- Extractante conteniemdo HC1l 0.025N
2.- Reactivo T41125
3.- Antisuero T¢
4.- Precipitante (sulfato de amomio conteniendo suero——
animal )
5.- Diluyente T4 RIA ‘
6.~ Suero esté.x__adar de 1/4.3 T4/d1; 6/.@ -1‘4/dl; 12 pg ’1'4/d1
18/~g P4/dl
7.- Pipetas semiautomdticas de lO/Al, ZQALI

.- Pipetas volumétricas de 2.0 al
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Centrifuga
Espectrémetro por cintilleo de rayos gama

Téenica
Colocar 200}~l del extractante en todos los tubos a
utilizar.
Afiadir 10m.1 de los estdndares o muestras.
Mezclar vigorosamente de 10-15 segundos,
Dejar reposar 2 horas y atiadir 400/~1 del reactivo-
T41125, agitar vigorosamente.
Reposar 2 horas y aﬁadin-409}~l delantisuero T4. -
agitar vigorosamente,
Incubar a temperatura ambiemnte de 30-60 mimatos,
Al final del periodo de incubacidn, afiadir 2.0 ml =
de precipitante.
Tapar y mezclar el contenido por invesridén suave 10
veces, .
Reposar 20 mimitos. Centrifugar 10 minutos a 2000--
2500 rpa.
Decantar, dejando volteados los tubos durante 15 se
gundos en material absorbente.

Contar el sedimento por cintilleo.

Precauciones

No pipetear con la boea,

No se debe comer ni fumar aientras se trabaja con -

-21-



3.= Usar guantes al trabajar com material radioactivo -
Yy lavarse las manos al terminar.
4.- Colocar el material usado em lugar especial destinal

¥
do a material radioactivo sucio.
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CAPITULO IV
RESUL PADOS

Em el presente trabajo, mumerando las proteinas ——
del cdtodo al dnodo se emcontrd que en la regidn de la-
gama globulina, ®stdn dos bandas 1y 2, la 3 en la re--
gién de la beta globulina, la 4 em la regidén de alfa 2-
globulina, la 5 em la alfa 1 globulira y la & en la re-
giém de la albdmina, se encontrarom las 6 proteimas re-
portadas por Raboch (1961) y aparte 1gs 7, 8, 9, 10, 11
12, 13 y 14, las cuales se emcuentram hacia el 4dnodo. =
(fotograffa 1 y figura C).

zn este trabajo las pruebas se realizaron en gel -
de poliacrilamida usandc plasma seminal humano, a falte
de otro material de comparaciém se ha tomado como pa---
trém el de plasma seminal de jabal{ (Lavom 1971) fig. A,
en el cual se encomtrd. similitud en cuanto a composicidm
de bandas, con lo amterior no se pretende demostrar que
sean las mismas sino simplemente una aproximacidn de po
siciomes de ellas. Con nuestro método se encontrd ade——
mds las bandas 10, 13 y 14 que no se encuentran en plas
ma semimgal de jabali.

Una vez analizadas las bandas se pasard a lo que -
nos interesa en este trabajo, lo cual es la investiga--

cién de una proteima fijadora y tramsportadora de T3 y-
T4 en plasma seminal.

Como ya fué explicado en el capitulo anterior, ---

wF i



los geles som cortados y amalizada su radioactividad em
el contador de rayos game y, la mde alta radioactividad
nos revela el sitio em que se emcuentra la P3 o T4 nar-
cadas, umidas a una proteima la cual aparentemente debe
ser su portadora. \

Asi, los resultados demuestran en suero sanguineo-
que la méds alta radioactividad se emcuentra alrededor -
de la regién de la altimina y/o alfa globulina. Compa~—
rande la fotografia 2 com los resultades que a comtimua
cién se expresan se vé el sitio de la mayor radioactivi

dad. (figura D)
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RESULTADOS DE LA ELECTROFORECIE Dz SUERO SANFUINEQ CON-

1,11%% BADOS POR EL ESPECTROMEIRO DE RAYOS GAMA.

TABLA I:

Corte cm. PMempo Min. No. de Cuentas
0.5 5.® . 981
1.0 5.00 1173
1.5 5.00 1070
2.0 5,00 4247
2.5 5.00 2698
3.0 5.00 1026
3.5 5.00 1268
4.0 5.00 792
4.5 5.00 46T
5.0 5.00 325
5.5 5.00 628

TABLA 2:

Carte cm. Tiempo Min. N. de Cuentas
0.5 5.00 528
1.0 5.00 885:
1.5 5.00 3390
2.0 5.00 3103
2.5 5.00 1915
3.0 5.00 1442
3.5 5.00 1538
4,0 5.00 1152
4.5 5.00 921
5.0 5.00 449
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TABLA 3:

corte cm. Tiempo Min. : No. de Cuentas

0,5 5.00 189%
1.0 5.00 2424
1.5 5.00 5336
2.0 5.00 2197
2.5 5.00 1126
3.0 5.00 1065
3.5 5.00 620
4.0 5.00 416
4.5 5.00 1076
5.0 5.00 5
TABLA 4:
corte cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5. 5.00 1700
1.0 5.00 2003
1.5 5.00 6082
2.0 5.00 2592
2.5 5.00 1264
3.0 ' 5,00 1238
3.5 - 5.00 810
4.0 5.00 493
4.5 5.00 300
5.0 5.00- 1101
5.5 5.00 21
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RESULTADOS DE LA sLECTROFORESIS DE SUE:xO SANFUINEO CON-

T4112‘5 DADOS POR EL ESPECTROMETRO DE RAYOS GAMA.

TABLA 1:

Corte cm. Tiempo min. No. de Cuentas
0.5 5.00 : 1206
1.0 5.00 1292
1.5 5.00 1836.
2.0 5.00 5184

e 2.5 5.00 974
3.0 5.00 924
3.5 5.00 406
4.0 5.00 ’ 294
4.5 5.00 399
5.0 5.00 668
545, 5. 00 372

TABLA 2:

Corte cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 500 202
1.0 5.00 2258
1.5 5.00 21873
2.0 5.00 20251
2.5 5.00 18816
3.0 5.00 15450
3.5 5.00 15650
4.0 5.00 314
4,5 5.00 -
5.0 5.00 197
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FABLA 3:
Corte cm.

0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5

TABLA 4:
Corte cm.

0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5

Tiempo Min.

5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00

" Tiempo Min.

5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
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No. de Cuentas

35
320
184

96

21

15
185,

14

27

No. de Cuentas

400
62T
19479
T7045
26813
31469
41585
25795
729
218
233



RESULTADOS DE LA ELECTROFORESIS DE PLASMA SEMINAL HUMA-
NO CON T31125 DADOS POR EL ESPECTROMETRO DE RAYOS GAMA.

TABLA 1:

Corte ca. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 5.00 3150
1.0 5.00 1456
1.5 5.00 ; 3447
2.0 5.00 4811
2.5 5.00 4480
3.0 5.00 3921
349 5.00 4061
4.0 5.00 18910
4.5 5.00 196029
5.0 5.00 3014

TABLA 2:

corte ca. Tiempo Minm. No. de Cuentas
0.5 5.00 63
1.0 5.00 84
1.5 5.00 78
2.0 '5.00 111
2.5 5.00 66
3.0 5.00 64
3.5 5.00 ) 17
4.0 5.00 837
4.5 5.00 68 -
5.0 5.00 481
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TABLA 3:

Corte cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 . 5.00 832
1.0 5.00 947
1.5 5.00 1083
2.0 5.00 1028
2.5 5.00 839
3.0 5.00 927
3.5 5.00 1004
4.0 5.00 905.
4.5 500 125T
5.0 5.00 2819
55 5.00 45

TABLA 4:

Corte Cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 5. 00 158
1.0 5.00 1550
1.5 5.00 2314
2.0 ' 5.00 1451
2.5 5.00 1325 .
3.0 5.00 1559
3.5 5.00 138T
4.0 5.00 1842
4.5 5.00 2014
5.0 " 5.00 509
545 5.00 55.
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TABLA 5:

Corte om. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 5.00 755
1.0 | 5.00 624
1.5 5.00 . 670
2.0 5.00 972
2.5 5.00 1142
3.0 5.00 725
3.5 5.00 979
4,0 5.00 57386
4.5 500 T1589
5.0 . 5.00 593

TABLA 6:

Corte cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 .5.00 59133
1.0 5.00 - 4146
1.5 5.00 4684
2.0 5.00 3882
2.5 5.00 5692
3.0 5.00 3742
3.5 5.00 4671
4.0 5.00 54040
4.5 5.00 115375
5.0 5.00 3736
5.5 5.00 4559
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RESULTADOS DE LA BLEC "ROFORESIS DE PLASMA SZMIAAL CCN--

T41125' DADOS POR EL KSPECTROMETRO DE RAYOS GAMA.

TABLA 1:

Corte cm. ~ Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 5.00 271
1.0 5.00 3125
1.5 5.00 1293
2.0 5,00 883
2.5 5.00 765,
3.0 5.00 96bh.
3.5 5.00 4036
4.0 5.00 3975
4.5 5.00 679
5.0 5.00 905

FABLA 23

Corte cm. Tiempo Min. No. de Cuentas
0.5 5.00 1733
1.0 5.00 ~ 1375
1.5 \ 5.00 1810
2.0 5.00 2119
2.5 - 5,00 1711
3.0 ' 5.00 1466
3.5 5400 1662
4.0 . 5.00 2208
4.5 - 5,00 4894
5.0 5.00 736
5.5 5.00 4
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TABLA 3:

Corte cm. PMiempo Min. No. de cuentas
0.5 5.00 187
1.0 5.00 127
1.5 5.00 _ 156
2.0 5.00 305
2.5 5.00 236
3.0 5.00 357
3.5 5.00 111
4.0 5.00 96
4.5 500 1626
5.0 5.00 465
5.5 5.00 - 70

TABLA 4:

Corte cm. Tiempo Kinm. No. de Cuentas
0.5 5.00 1076
1.0 5.00 _ 1169
1.5 5.00 1584
2.0 5.00 1385
2.5 5.00 1294
3.0 5.00 1073
3.5 5.00 932
4.0 5.00 1188
4.5 5.00 2961
5.0 5.00 713
5.5 5.00 21
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PABLA 5:

Corte om.

0.5
1.0
1.5
2,0
2.5

TABLA 6:

Corte cm.

0.5
1.0
1.5
2.0
¥ 2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0

Tiempo Min.

5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00

Tie mpo Min.

5400
5.00
5.00
5.00
5.00
5400
5400
5.00
5.00
5.00

o Yl

No. de Cuentas

138
233
228
131
13T
3085
2520
79
108
102

No. de Cuentas

T
123
114

55
103
1674
2107
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RESULTADOS DE ELEC 'ROPORESIS DE r31125

TABLA 1:

Corte cm. Piempo Min. No, de cuentas
0.5 5.00 1853
1.0 5.00 : 1752
1.5 5.00 1401
2.0 5.00 1745
2.5 5.00 4134
3.0 5.00 50611
3.5 5.00 398543
4.0 . 5.00 1836
4.5 5.00 18513

TABLA 2:

Corte cme. Tiempo Minm. No. de Cuemtas
0.5 5.00 ’ 1715
1.0 . 5.00 655
1.5 5.00 567
2.0 5.00 2794
2.5 5.00 2422
3.0 5.00 1243
3.5 5.00 22757

. 4.0 5.00 301354
4.5 5.00 789
5.0 5.00 4213
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TABLA 3:

Corte cm. Tiempo Mim. No. de Cuentas
0.5 . 5.00 41
1.0 5.00 46
1.5 5,00 2490
2.0 5.00 278
2.5 5.00 ()
3.0 5.00 68
3.5 5.00 48
4.0 5.00 88
4.5 5.00 102
5.0 5.00 1392
5.5 5.00 228
RESULTADOS DE LA ELEC ;ROFORESIS CON T41125'DADOS POR =-
EL ESPECTROMETRO DE RAYOS GAMA.
TABLA 1:
Corte cm, Tiempo Mim. No. de Cuentas
0.5 5.00 284
1.0 5.00 174
1.5 ' 5.00 146
2.0 5.00 129
2.5 5.00 191
3.0 5.00 251
3.5 ' 5400 2591
4.0 o 5400 -
4.5 5.00 -
5.0 5.00 -
5.5 5.00 ' -
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TABLA 2:

Corte cm. Tiempo Mim. No. de Cuentas
0.5 5.00 329
1.0 5.00 209
1.5 5.00 204
2.0 5.00 - 279
2.5 5.00 403
3.0 5.00 3864
3.5 5.00 59
4.0 5.00 -
4.5 5.00 T6
5.0 5.00 -

TABLA 3:

Corte em. Tiempo Mim. . No. de Cuentas
0.5 5.00 112
1.0 5.00 126
1.5 . 5.00 40
2.0 5.00 111
2.5 5% 00 108
3.0 5.00 197
3.5 5.00 2463
4,0 5.00 1708
4.5 5.00 84
5.0 5.00 480
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Figura C: Esquera de la fotografia 1, electro
forésis de pl=csma seminal humano se observan
14 bandas.
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Figura D: Esquema de la fotografia 2, Electro-
forésis de suero sangufneo humano. Se -
obeervan 8 bandas.
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Loe resultados del suero sanguineo mostraron uma -
elevacidén de cuentas em el sitio aproximado de la albi-
mina y/o alfa 1 globulima, las cuales se sabe que si --
som portadoras de T, y T, aumque después de esto se —
aprecia tambiém otra ligera elevacidn ducuéhtas . esto-
quizd se deba a la prealbimima. |

En cambio les resultados obtenidos en plasma semi-
nal revelaromr que aparte de la elevaciém en cuentas en-
la regién de la albdmina y/o alfa 1 globulina, se ven -
cuentas mucho mds altas hacia el firal del gel o sea al
lade del 4modo que vieme correspomdiemdo a cualquisra-
de las bamdas mombradas 12, 13 y 14.

E1l gram descontrol emcontrado er este trabajo se -
obsgrvé al obtemer los resultados de T3 y T4 solos y se
parados en gel, ya que como Be observam los resultades,
donde se ven cuentas altas em los mismos sitios que en-
suero y plasma semimal. Aunque sen mds reproducibles —

los de plasma seminal.
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CAPITULO V
DISCUSION

De acuerdo a los resultidos obtenidos em muestro -
trabajo sobre la imvestigacién de una proteima portade-
r? y tramsportadora de T3 y T4, emcontramos que compara
tivamente a Lavon (1971), quién realizd estudios em ===
plasma seminal de jabalf, encomtréd 11 bandas (fig. A),-
nosotres encontramos 14 bandas de diferemtes proteinas,
emumersndolas del cdtodo al 4nado encomtramos que en la
regiém hacia el final del 4dnodo (proteinas 12, 13 y 14)
ge aprecia la radioactividad mds alta y podemos decir -
que es la proteima que tramsperta 13 y T4 la cual, com-
parativamente cor los resultados obtenidos em suero sar
guineo humamo, s{ difiere la regién de enlace proteico-
de estas proteinas, pueste que, en é1 encontramos eam la
regidn comprendida emtre alfa-globulina y prealbimina &
®nlace de proteinas com Ty ¥ Ty

Como controles para rectificar o ratificar lo ante
rior se efectuaron las siguientes pruebas:

l.- Se realizé electroforésis em gel de poliacrilamida-

25 25
125 y T4Il 5,

t3 el resultado de uma banda o sea que T3£25 y T4I

ugando solanente [,I lo cual mos repor

125.
se revelaron con el megro de amido. (fotografias 3
vy 4)

2.- Electroforésis en gel de peliacrilamida com plasma-

12
seminal humano, sin la adicidam de TBI 2 y T41125.-

d Y



De‘esto obtenemoslas 14 bandas indicadas anterior--
mente. (fotografia 5)

3.- Cuantificacién de T4» la cual mos dd valores mds ba
jos que 1 ng%, lo cual smse considera despreciable co
mo para que nos dé una banda.

Por las pruebas memcionadas anteriormente llegamos
a lo siguiente:

Que er el plasme seminal aparecem 14 bandas que co
rresponden a 14 proteimas, lo cual descerta el que uma-
de ellas sea T3 (] T4 ¥y que éstas debido al pH del sopor
te lograron migrar, lo cual estd revelado por la mayor-
radioactividad emcomtrada, fuera de los puntos espera«
dos.

La técmica usada para la separaciém de las protei-
nas (gel de poliacrilamida), en los dos liquidos, es --
muy semsible y diferemcia las bamdas proteicas.

Segin lo reporta&o por Sidmey Shulman, el cual es-
pecifica que no fueron claras las bandas por las bajas-
temperaturas en las que se eacontraban las muestras, neo
estamos de acuerdo con ello, ya que el plasma seminal -
empleado en este trabajo tampién estaba a bajas tempera
turas y apareeierom 14 bandas (fotografia 1), las cua--
les estdn em mimero mayor a las reportadas (3 mds), com
paradas com las encomtradas por Lavon, las cuales son:

10, 13 y 14.

il
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CAPIIULO VI
RESUMEN

l.- En el presente estudlo se 1levd a cabo una revisidn

2."

sobre electroforésis en ifquido seminal, desafortu=-
nadamente hay pocos trabajos emfocados em este tema
¥, £0lo mos esmcemtramos con 2 articulos donde men-
cionam la posible relacidn existente de las hormo--
nas con las proteimas portadoras, relacionadas com-

la fertilidad.

Se describen las técnicas en gel de poliacrilamida-
y cuantificacidn de T4 en 25 muestras de suero pa--
trén y 25 muestras de plasma seminal humano que ——-

constituyeron nuestro estudio.

Se reportam los resultados obtenidos, em los cuales
de acuerdo al nimero em domnde es fijada la T3 Yy T4-
se hace una breve discucidn sobre los mismoe y las-

técnicas empleadas.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

Por los resultados obtemides en el estudio realiza
do podemos mencionar ya la existencia de.estas protei--
nas portadoras de I3 y T4 en plasma seainal, aunque, —--
sin comocer la proteima exacta que las transporta.

Esperamos que estos datos temgamn utilidad em futu-
ros trabajes y que pueda probarse la utilidad que tie--
men, para correlacionar la existemcia de ellas em los -
problemas de infertilidad por hipotiroidisme, que es enm

realidad la incégnita a despejar.
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