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1. ~INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

La gl&ndula tiroides, secreta tiroxina, triyodotironi-
na, y cantidades mucho menores de otras hormonas yodadas; to
das ellas tienen efecto muy intenso sobre el metabolismo ba-
sal, ya que funcionan como termostato metab8lico, y regulan-
el grado de actividad bioquimica en la mayor parte de teji -
dos. La funcibfn defectuosa de la tiroides produce dos tipos
de sintomas: los que guardan relacibén con los efectos loca -
les de una masa en el cuello, y los efectos generalizados de
exceso o deficiencia de la hormona. (3,4,)

El afio de 1956 fué particularmente importante en el es
tudio de la enfermedad tiroidea autoinmune. En este afio -
Roitt et al detectaron altos tftulos de anticuerpo para la -
tiroglobulina en pacientes con tiroiditis de Hashimoto. Rose
y Witebsky indujeron tiroiditis en conejos inmunizados con -
homogenado de gl&ndula tiroides y encontraron una sustancia-
que mis tarde denominaron LATS (estimulador tiroideo de lar-
ga duracibn). ( 2,3,4)

El grupo de pruebas para la deteccifn de anticuerpo an
titiroglobulina y antimicrosomas tienen interés para estable
cer el diagnbstico de algunas tiroidopatfas de reconocida pa
togenia autoinmune, como son la tiroiditis de Hashimoto el -~
mixedema primario y la enfermedad de Graves-Basedow.
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Con relacidén a la frecuencia con que se presentan las
enfermedades tiroideas, la bibliograffa nos dice solamente
que s8f son muy frecuentes, y que se presentan en un 5% de -
la poblacifn abierta, ya gque hasta ahora no se ha hecho nip
gun estudio encaminado a dilucidar qué porcentaje de la po-
blacién padece cualesquiera de las enfermedades tiroideas.
Solamente se podria hacer un estudio en cada una de las cli
nicas u hospitales que concentran a sujetos con tales enfer
medades.

1.2 ARATOMIA DR LA GLANDULA TIROIDRS

La gl&ndula tiroides es un 6rgano impar situado en la
regifn anterior del cuello. Consta de dos 18bulos sim&tri -
cos adosados a los lados de la tr&quea y la laringe, est&n-
unidos entre si por una parte de la estructura glandular si
tuada sobre la tr8quea denominada istmo; tiene forma de ma-
riposa, es dura, lisa y de color rojo pardo. ( 2,3,4)

Desde el punto de vista microscSpico la gléndula ti =~
rooides estd constituida por vesfculas o folfculos cerrados
de tamafic muy variable {15 a 500 nm de difmetro) llenos de-
una sustancia secretoria llamada coloide, y revestidos de -
células epiteliales cuboides que secretan hacia el interior
de los foliculos. El constituyente principal del coloide es
la tireglobulina, forma pricticamente todo el coloide foli-
cular (80%) y es, por tanto, el componente fundamental de -
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la masa tiroidea normal. Es adem&s el dep8Bsito de reserva -
de casli todas las hormonas activas, T4 y T3 y de sus precur
sores MIT y DIT. ( 2,3,4 )

1.3 BIOSINTESIS, SECRESION Y LIBERACION DE HORMONAS
TIROIDEAS

Para la elaboracidn de las hormonas tiroideas es bd -
sica la captacifn del yodo de la sangre, una vez elaboradas
son almacenadas en el coloide en la molé&cula de tiroglobuli
na y de ahf son vertidas a la sangre seg(lin sean las necesi=
dades del organismo., ( 2,3,4)

Las células tiroideas sintetizan y secretan al inte -
rior de los foliculos una gran molécula de glucoprotefna -~
llamada TIROGLOBULINA, de peso molecular 660,000 daltons. -
Cada molécula de tiroglobulina contiene 25 amino8cidos de -
tirosina, y estos constituyen el substrato principal que se
combina con el yodo para formar las hormonas tiroideas. Es-
tas hormonas se forman dentro de la mol&cula de tiroglobuli
na durante todo el proceso de sintesis de las hormonas ti -~
roideas. ( 2,3,4 )

El complejo mecanismo de la biosfntesis de las hormo-~
nas tiroideas puede ser esquematizado del siguiente modo:
1.- Captacién del yodo plasmitico mediante la "bomba" de yo
duro de la cé&lula tiroidea.
2.~ Oxidacién del yodo por medio de las peroxidasas.

3.- Yodaci6én de los componentes tirosflicos de la tiroglobu
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lina, previamente formada por la cé&lula tiroidea, para la -
elaboracidn de las tirosinas monoyodotirosina (MIT) y diyo-
dotirosina (DIT).

4.- acoplamiento de la yodotirosina para formar triyodotiro
nina (T3) y tetrayodotironina o tiroxina (T4).

5.- Captacibn de gotitas de coloide por parte de la c&lula-
tiroidea por un mecanismo denominado pinocitosis, y tras la
rotura proteolitica de los enlaces tiroglobulina-hormonas-

tiroideas liberacidn de estas (iltimas a la sangre. (Fig.1l)

Diariamente se secretan aproximadamente 80 mg de tiro
xina que circula en concentraciones de 5-11 ng/dL fuertemen
te unida a diversas protefinas. Dichas proteinas que vehicu-
lan la tiroxina, son principalmente 3: una globulina (TBG)-
globulina transportadora de tiroxina; una prealbGmina trans
portadora de tiroxina (TBPA) y una albGmina. La Ty circula-
en concentracién aproximada a 70-180 ng/dL unida débilmente
a la TBG. { 2,3,4)

La tiroglobulina no pasa como tal a la sangre circulan
te; primero libera tiroxina y triyodotironina, despu&s estas
hormcnas libres son vertidas a la circulacifn. Este proceso
tiene lugar asf: la superficie apical de la cé€lula tiroidea-
emite extensiones a modo de seudSpodos, que encierran peque-
nas porciones del coloide formando vesfculas gque contienen -
las enzimas digestivas de los lisosomas mezcladas con el co-
loide. Las proteinasas que hay entre estas enzimas digieren
las moléculas de tiroglobulina y liberan tiroxina y triyodo-
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Fig. No. 1. Esquema de la biosintesis de las hormonas
tiroideas.
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tironina, después estas se difunden a través de la base de
la célula tiroidea, atraviesan la membrana basal y, fipal -~
mente pasan a los capilares que la rodean. En esta forma -~
las hormonas tiroideas son liberadas hacia la sangre.

aproximadamente las dos terceras o las tres cuartas -
partes de la tirosina yodada que hay en la tiroglobulina -
nunca se transforma en hormona tiroidea sino que persiste -
como monoyodotirosina o diyodotirosina. Durante la diges -
tidn de la tiroglobulina para liberar tiroxina y triyodoti=
ronina, estas tirosinas yodadas también son liberadas por ~
las cé&lulas tiroideas. Sin embargo, no pasan a la sangre. ~
Lo gue ocurre es que se separa de ellas el yodo por acciln
de una enzima yodasa, que deja el yodo disponible para vol-~
ver a penetrar en el ciclo de la formacidn de tiraglobulina
y de la hormona tircidea. ( 2,3,4)

1.4 MICROSOMAS TIROIDEOS: DESCRIPCION

Los microsomas provienen de la fragmentacibn del retf
culo endoplismico rugoso obtenidos a grandes velocidades de
centrifugacidn de homogenizados tiroideos: se aislan del 1Y
quido sobrenadante. Son veslculas redondas de aproximadamen
te 0.3 a 1.5 u de difmetro, limitados por una membrana so -
bre la que se encuentran adheridos grénulos de 150 A° de -~
didmetro. Algunas de las actividades de la fraccidn micros§
mica son:
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a.-.Sintesis de proteinas

b,- Oxidacidn del yoduro en la gl&ndula tiroides (tiene ac-
tividad de peroxidasa)

c.- Sintesis de glicéridos

d.- Sintesis de &cidos grasos y

e.~ Biosintesis de esteroides, entre otras. ( 5,6,7,8 )

1.4.1. BIOQUIMICA DE MICROSOMAS TIROIDEOS

Existen evidencias de que el autoantigeno microsomal
tiroideo estd expresado a la vez en el citoplasma y sobrela
superficie de células foliculares tiroideas. La caracteriza
cién bioguimica preliminar de los microsomas sugiere que es
una glicoprotefna con un peso molecular de alrededor de 100
a 110 kD. Estudios recientes empleando anticuerpos monoclo-
nales proporcionaron la evidencia de que la estructura reco
nocida como antigeno microsomal estd representada por la pe
roxidasa tiroidea (TPO). La identidad entre la TPO y los mi
crosomas est8 mids apoyada por la prueba de inmunofluorescen
cia demostrando un completo traslape de los antfgenos en la
superficie y en el citoplasma de las células tiroideas y -
por la observaciSn de que la funcibn de los microsomas y la
TPO estd modulada similarmente por la TSH. (10,12,14}

1.5 TIROIDOPATIAS ( 2,3,4)

1.-BOCIO SIMPLE

Concepto: Es toda tumoracién o hiperplasia de laglén
dula tiroidea que se traduce en una abultamiento de la regién



anterior del cuello, producidos por un aumento de la secre-
sifn de TSH, por un defecto de secresibfn de hormonas.
Factores etiolBgicos

l.a Yodo

-Déficit o exceso de aporte

-Incremento de aclaramiento renal

l.b.Bocibgenos

~Por alteracidn de la captacibn tiroidea del yodo

-aniones monovalentes (tiociamato, perclorato, nitrato, li-
tio.

-Tioglucfsidos

-Glucdsidos cianogénicos

l.c. Por produccién de un d&ficit en la organificacibén in -
tratiroidea del yodo

~Tiouracilo

1.d. Por interferencia en la liberaci6én de hormonas tiroi-
deas

-vinplastina, colchicina

l.e. Por aumento en la excresibn fecal de tiroxina

1.f. Defectos congé&nitos de la biosintesis hormonal tiroi -
dea

-Defecto en la captacibn

-Alteraciones en la oxidaci6n

-DEéficit de acoplamiento de las yodotirosinas

-Defecto de las deshalogenasas

-Déficit en la sintesis y secresibén de la tiroglobulina.
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II.-HIPOTIROIDISMO

Concepto: Situacibn clinica caracterizada por un d&fi
cit de secresifn de hormonas tiroideas, ya sea por altera -
cién Srganica o funcional o por déficit de estimulacién de
la TSH.
Causas de hipotiroidismo
1.- Hipotiroidismo primario(Dé&ficit estructural y funcional
del tiroides
~Hipotiroidismo idiop&tico(tiroiditis autoinmune atrSfica)
-Tiroidectomia
~-Terapefitica con 1311
-Radiaciones externas en la regibn cervical
_Defectos en el desarrollo de la gl&ndula tiroides
-Diversas alteraciones en la biosintesis de las hormonas ti
roideas (defectos congénitos, dé&ficit y6dico, bociogénesis.
2.-Hipotiroidismo secundaric (D&ficit de TSH)
3.-Hipotiroidismo terciario ({(DE&ficit de TRH)
4.-Resistencia periférica a las hormonas tiroideas

IIl.- HIPERTIROIDISMO

Concepto : Es un transtorno funcional del tiroides ca
racterizado por la secresifn y consiguiente paso a la san -
gre de cantidades excesivas de hormonas tiroideas, en rela-
cién con las necesidades del organismo.

Clasificaciftn
1.-Enfermedad de Graves-Basedow
2.-Bocios Nodulares T&xicos
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3.- Excesiva secresibn de TSH

~Con tumor hipofisiario

~8in tumor hipofisiario

4.-Tirotoxicosis inducida por yodo (Jod-Basedow)
5.-Carcinoma Folicular de tiroides
§.~Tiroiditis

~Subagquda de De Quervain

~De Hashimoto

7.-Displasia Fibrosa poliost8tica (SIndrome de McCune Al =
brigth)

§8.-Mcla hidatiforme y coriocarcinoma

9.-Estruma ovirico

10.~Tirotoxicosis facticia

IV.-TIROIDITIS

Concepto: Las tiroiditis constituyen un amplio grupo
de procesos caracterizados por lesiones inflamatorias en el
seno de la gléndula tiroidea. Este grupo de enfermedades es
sumamente heterogénec en cuanto a su etiologfa y a sus ca -
racterfsticas clinico evolutivas.

Clasificaci6n

1.-Tiroiditis agudas o supuradas

2.-Tiroiditis subaguda o de De Quexvain

3.-Tiroiditis Crdnicas

~Tiroiditis linfocitaria focal

~Tirciditis autoinmune atr&fica

Enfermedad de Hashimoto o tiroiditis crfnica autoinmune
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-Tiroiditis de Riedel
~Tiroiditis crénicas especificas

V.-CANCER DE TIROIDES
Clasificacibn
1.~Carcinoma papilar
2,.-Carcinoma folicular
3.~Carcinoma anapl8sico
4.-Carcinoma medular
5.~Linfoma maligno

1.6. PRINCIPALES PRUEBAS DIAGNOSTICAS ( 2,3,4 )

I.-Pruebas Funcionales
A.-Determinacifn de las concentraciones plasm&ticas de hor-~

monas tiroideas, otros compuestos yodados y proteinas trans
portadoras.

-Métodos de determinaci6én de los niveles de hormonas tiroi=-
deas a travfs de la yodometrfa (yodo total, PBI, BEI, Yodo-
tiroxfnico)

-Detexminacidn de los niveles totales de tiroxina (Tq)
-Determinacisn plasmitica de triyodotironina (T3)

-Pruebas de captacibdn in vitro de Ty ¥ Ty

-Determinacién de la concentracibn sé&rica de TBG y TBPA
=T,y T3 libres por m&todos de didlisis

-Indices de T,y T3

~Determinacién plsmitica de reverse Ty (rTa)

-Determinaci8dn de niveles s8ricos de tiroglobulina
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B.- Pruebas de metabolismo tiroideo in vivo utilizando isS
topos radiactives

-Captacién tiroidea de radioyodo

-Prueba de descarga de 131

C.~ Medida de los efectos periféricos producidos por las -

I con perclorato o tiocianato

hormonas tiroideas

~Reflexograma aquileo

~Medicidn de los intervalos QKs y 0QKd

D.-Bxploracifn de la requlacibn hipot&lamohipofisotiroidea
-Determinacién de TSH plasmitica

~Prueba de estimulacién con TRH de la secresifn hipofisaria
de TSH

-Prueba de estimulacidn tiroidea con TSH

-Prueba de supresitn tiroidea con triyodotironina

I1I.-Pruebas de los transtornos inmunol&gicos
A.-Anticuerpos antitiroideos
B.-Inmunoglobulinas estimulantes del tiroides

I11,-Diagn8stico morfoldgico
A,-Gammagrafia tiroidea

B.-Radioclogfa simple

C.-Ecograffa

D.-Puncifn Biopsia y Puncifn Aspiracibn



3,7.~-DIAGNOSTICO DE LAS EWFERMEDADES TIROIDEAS

Enfermedad

Pruebas funcionales

Pruebas inmunolégicas

Morfologia

Bocio

Hipotiroi

dismo

Enfermedad
Graves-va
sedow

'r4,l'r3], y TSH ¥
Prueba de descarga
del 131I con perclo
rato, identifica un
defecto en la oxida

cidn del yodo

T, Ty ¥ TSHY

si la TSH es normal

o baja entonces se -
hace una exploracién
hipotdlamohipofisiaria
Prueba de estimulacibn
de TSH con TRH

o indice de tiroxina -
libre

T, 7.,

Iﬁdicg de tiroxina li-
bre

Estimulacisén de TRH de

la secresidn adenohipgo
fisiaria de TSH, si -
hay hipertiroidismo la
curva es plana

anticuerpos anti
tiroideos

anticuerpos anti
tiroideos

Exploraciones radiold
gicas,cervicales o ~
cervicotor8cicas
Gammagrafla

Exploracidn radiold-
gica de la silla tur
ca

Ultrasonografia y =
tomograffa computa-
rizada

-€1-



Enfermedad Pruebas funcionales

Pruebas inmunol&gicas

Morfologfa

Adenoma -~
Téxico
(Estadio 1)

Estadio 2

Estadio 3

Estadio 4

T4 1% 'I‘3 normales

Prueba de supresién

con T,, supresibn

del tejido tiroideo

excepto el nddulo
T,.y T, normales

T4 y T3 normales
Prueba de estimu
lacibén con TSH,-
recuperacién de
la actividad fun
cional de la zo-
na inhibida.

Ty ¥ Ty algo ele
vadas

Prueba de estimu
lacién con TSH,i-
gual a estadio 3.

gammagrafia nor -

mal, néduleo isofi

fijante

gammagraffa N&du
lo caliente.Dis-
creta captacién
del resto del pa
parénquima
gammagraffa nédu
lo caliente.Anu-
lacién funcional
del resto del pa
rénquima

gammagraffa igual
gque en el estadio
3.

-1~



Enfermedad

Pruebas funclonales

Pruebas inmuncldgicas

Morfologfa

Bocic Multino
dular Téxico

Enfermedad de
Haghimoto
Patogenia au-
toinmune)
Variantes
-0Oxifilica

~Fibrosa

T4y T3 elevadas
Prueba de estimula -
cibén con TRH
Diagnéstico ffecil -
si la clinica de hi~
pertiroidismo es evi
dente

Tyl T,vdT5H es obli
gada, si hay hipoti
roidismo es dato -~
fundamental para la
terapefitica

Determinacifn s&ri-
ca de anticuerpos -
antitiroideos
-antitiroglobulina
-antimicrosoma
anticuerpos antiti
roglobulina bajos,
6 negativos. anti-

microsomas positivos

antitiroglobulina
elevados,antimicro-
somas moderados ©
altos.

gammagrafia, -

comprueba la -~

existencia de ~
heterogeneidad

en la captacién
del is&topo con
presencia de né
dulos calientes
Estudio histol§
gico mediante -~
punciSn~biopsia
& pucidn~-aspira
cifn,para estu~
dio citolSqgico.

-1~
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1.8. AUTOANTICUERPOS TIROIDEOS ( 2,3.4,7,10,12,14)

Recientes trabajos de investigacién han demostrado =~
por lo menos cuatro tipos diferentes de autoanticuerpos cir
culantes en enfermos tiroideos, y son:

l.-Anticuerpo Antitiroglobulina (Anticuerpo anti-Tg-h)

Demostrable por los m&todos de difusién-precipitacibén
en gel de agar; aglutinacifn con eritrocitos tratados con -
dcido ténico y anticuerpos fluorescentes en cortes de teji-
do tiroideo

2.-Anticuerpo antimirrosémico (Anticuerpo anti-M)

Demostrable por el método de fijacifn del complemento
por el método de anticuerpc fluorescente en tejido no fija-
do o por su efecto citotbxico en las cé&lulas tiroideas en -
cultivo histfco, por radioinmunoensayo (RIA), y filtimamente
por un inmunoensayo en fase sblida (ELISA)

3.-Un anticuerpo que esta dirigqido contra un antigeno del -
coloide, distinto de la tiroglobulina y demostrable median-
te el método de anticuerpos fluorescentes en tejido fijado.

4,-Un anticuerpo que reacciona con un componente nuclear de
las células tiroideas demostrable por el método de anticuer

pos fluorescentes en cortes no fijados de tejidos tiroideos.

Estos autoanticuerpos son globulinas gamma y, a ex -
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cepcifn del anticuerpo antinuclear, son Srgano especificos.
Pero s6lo los anticuerpos antitiroglobulina y antimicrosémi
cos han sido utilizados como medios de diagn8stico, debido

al hecho de que las pruebas para su comprobacifn en el sue-
ro son mas f&ciles.

1.9. TECHNICAS INMUNOLOGICAS PARA ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
(2,3,4,8,27,31)
A.~ Precipitacidn en agar
Esta prueba es positiva en el 30% de los pacientes =
con la variante fibrosa de Enfermedad de Hashimoto, pero en
Gnicamente el 4% de las variedades de tiroiditis bociosa. =~
Las pruebas positivas de precipitacifn también son obteni -
das en un 12% de casos de mixedema primaric, en 1.5% de en-
fermedad de Graves. Los anticuerpos antitiroglobulina son =
Producidos en tres formas de Ig, IgA, IgG e IgM y pueden de
tectarse a niveles de alrededor de alrededor de 19 mg/mL.

B.-Hemaglutinacién

Esta prueba es 1000 veces mds sensible que la precipi
tacifén en gel, y que la prueba de aglutinacién en ldtex; -
los pacientes con Enfermedad de Hashimoto con anticuerpos -
positivos dan tftulos de 650 a varios millones. La prueba -
en combinacisn con inmunofluorescencia podria detectar pric
ticamente todos los bocios de Hashimoto, es decir un 100%, -
90% en el mixedema, 63% en tirotoxicosis, 33% en bocio no -
téxico y 32% en céncer tiroideo .
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C.~Radioinmunoensayo

Este es un radioensayo de unifn competitiva en fase -
s6lida, que fué€ desarrollado por Mori y Kriss (1971), con -
este método se pueden detectar 100 ng de anticuerpo IgG= 1
unidad. Por este mé&todo un 20% de los pacientes con mixede-
ma presentaron m3s de 20 unidades de anticuerpo, y el 100%
de pacientes con tiroiditis presentaron resultados positi =
vos en niveles mayores de 10000 unidades. Este método es al
tamente sensible para la detecci6én de anticuerpos antitiroi
deos, pero tiene la desventaja de emplear isbStopos que por
ser peligrosos requieren de cuidados, equipo,permiso y a -
diestramiento especiales, tienen vida media corta ¥y un alto
costo.

D.- Ensayo inmunoenzim&tico en fase sSlida ELISA (Enzyme-
Linked-Immunosorbent assay). Un método recientemente desa -~
rrollado, que es altamente sensible comparable al mé&todo de
RIA, es especifico pero resulta de alto costo porque los =
reactivos son de importacién.

E.~Inmunofluorescencia

Es el procedimiénto general comunmente usado para la-
deteccibn de la mayorfa de estos anticuerpos. Aunque es sen
sitivo y especifico, proporciona finicamente datos semicuan=
titativos, implica estimaciones subjetivas de los resulta =
dos y requiere equipo especializado.
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1.10. FUNDAMENTO DE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION PASIVA

(1,2,3,4,26)

Esta prueba se basa fundamentalmente en gque cuando se
afiade un suero inmune a una suspensibn de partfculas antigé
nicas, estas filtimas forman acGmulos m&s o menos ripidamen—
te, quedando asociados en reticulos por los anticuerpos di-
valentes al combinarse cada extremidad de la molé&cula con -
un sitio antigé&nico distinto portado por dos particulas an-
tigénicas distintas; en las reacciones fuertes no se encuen
tran pricticamente partfculas libres en la preparacidn. La
reaccidn de hemaglutinacién pasiva no es mis que un caso es
pecial de la reaccién de precipitacifn; difiere de ella por
el hecho de que en la hemaglutinacibn el antfigeno no es so-
luble sino que constituye wuna parte de la superficie de un
elemento figurado, célula o particula inerte.

La reaccibn de precipitacibn, que exige cantidades -~
importantes de antigeno y de anticuerpo, puede ser conside-
rablemente sensibilizada fijando el antigeno a la superfi-
cie de particulas. Se transforma asf la reaccibn de precipi
tacién en reaccidn de aglutinacifn, lo que permite descu -
brir cantidades de anticuerpo mucho menores. La dificultad
de esta reaccibn reside en la preparacién de una suspensidn
estable de partfculas susceptibles de fijar sblidamente el
antfgeno utilizado. Seglin la naturaleza del antf{geno se uti
lizan particulas diferentes.

En el caso de los antigenos protefcos se utilizan he-
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matfes tratados previamente por un agente qufmico suscepti-
ble de asegurar una unidn s8lida entre las proteinas globu—
lares y los antfgenos protelcos a fijar; tales agentes qui-
micos son 8cido ti&nico, bencidina bis-diazotada, cloruro de
cromo, glutaraldehido, etec.

Uno de los primeros m&todos propuestos para tratar a
los eritrocitos fué con &cido tdnico, el cual hace gue la -
membrana celular se modifique de tal modo que ahora sea ca-
paz de absorber protefnas. E1 m&todo ha ganado gran popula~
ridad y sus @inicas limitaciones son la disponibilidad de -
buenos antfgenos solubles y las circunstancias de que s8lo
puedan reportarse titulos y no cantidades exactas de anti -
cuerpos.

Ya se trate de hematfes frescos o formolados, es con-
veniente para disponer de una suspensién globular que 4& -
reacciones especificas y sensibles, precisar para cada ant{
geno su concentracifn sensibilizante Gptima. '

La mayor parte de las proteinas antigé&nicas pueden -
ser fijadas igualmente sobre particulas de létex o poliesti
reno; la fijacidn, en este caso, es espontdnea.

Para poner en evidencia un anticuerpo, las reaccio =
nes de hemaglutinacibn pasiva son de las reacciones inmuno-
l1l8gicas m8s sensibles. Esta alta sensibilidad debe conducir
a un control de eapecificidad muy riguroso, tantc m8s cuan-
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to eg indispensable la adicién de protefnas (alb@mina,le =~
che) a la suspensién globular para conferirle estabilidad,-
io cual prueba que esta reaccidn es muy influenciada por -
factores no especificos. Por ello es imperioso no utilizar
mis que suspensiones globulares perfectamente estables; por
otra parte, es diffcil extraer conclusiones v&lidas de la ~
titulacidn de sueros si se utilizan para cada suero lotes -
de preparaciones globulares diferentes.

La reaccién de hemaglutinaciSn ofrece una serie de -
ventajas sobre otros métodos para la determinacidén de anti~-
cuerpos: es muy sensible (hasta de 0.02 pg de anticuerpo/ml)
ne requiere de gran habilidad té&cnica y es de realizacidn =~
r8pida. Por tal motivo se ha buscado la forma de utilizar a
los eritrocitos come soporte para antfgenos solubles y asi-
convertir a la prueba de hemaglutinacifn como indicadora de
la reaccidn antigeno-anticuerpo.
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2,~FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Es de suma importancia que los laboratorios de andli-
sis clinicos produzcan resultados confiables, esto es preci
sos, exactos, especificos y oportunos. El gue un resultado
analitico sea reproducible en cualquier laboratorio, es la
meta que algunos palses han alcanzado y que en MExico ha te
nido resultados positivos, ya que en los laboratorios clini
cos se han visto obligados a revisar criticamente qué hacen
cuanto hacen, qué& pueden y qué deben suprimir; un segundo -
resultado positivo es que al ser diffcil la situacifn y no
permitir la compra de productos importados, se ha estimula-
do la elaboracidn de un nmero cada vez mayor de reactivos,
instrumentos y equipo de laboratorio.

Por la cercanfa con el mayor y mds poderoso fabrican-
te nos fué siempre fdcil, barato y rdpido importarlo todo.
Hoy en la austeridad, estamos tratando de substituir impor-
taciones, Falta decidir con juicio qué es lo que se puede -
y qué es lo gue no se debe importar para no detenerse y me=
nos retroceder en la investigacifn biom&dica, en los servi=-
cios de atencibén a la salud, y por supuesto en la bGsqueda
de la autosuficiencia tecnoldgica. Es por lo anterior que -
se ha considerado la posibilidad de estandarizar una té&cni-
ca que sea especifica, sensible y, reproducible para la de-
teccifn de anticuerpos antitiroglobulina humana y anticuer-
pos antimicrosomas de tiroides en suero, que sea capaz de -
poder sustituir a los kidts comerciales de importacidn. La
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técnica de hemaglutinacidn pasiva es un método barato, fitil
répido y todos los reactivos podemos obtenerlos en el pafls.
Adenis de que esta t€cnica resulta bastante ventajosa con -
relacidn a otras técnicas como son la t&cnica de Radioinmu-
noandlisis, que requiere de isStopos radiactivos diffciles

de conseguir y de manejar o con relacifn a la t&cnica de do
ble difusidn; ya que en el suero de tiroidépatas autoinmu -
nes, existe una concentracién de autoanticuerpos bastante ~
f4cil de detectar por hemaglutinacién pasiva.
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3.0 OBJETIVO GENERAL

Disenar una té&cnica de hemaglutinacién pasiva, que -
sea especifica, sensible y, reproducible para la deteccifn
de anticuerpos antitiroglobulina humana y anticuerpos anti-
microsomas de tiroides en suerc humano.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar la té&cnica de hemaglutinaci&n pasiva para
detectar la presencia de anticuerpos antitiroglobulina
(Anti-Tg~h) y anticuerpos antimicrosomas (Anti~M~h).

Determinar anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos
antimicrosomas en sueros problema por m&todo estandari-

zado.

Obtener a partir de tiroides fresca los antfgenos tiro~-
globulina ({ Tg ) y microsomas ( M }.

Purificar el antigeno tiroglobulina por cromatografia
por exclusién de peso molecular en Sephadex G-200, y en
Sepharosa 4B.

Identificar o caracterizar los antigencs Tg y M ya ob-
tenidos.
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4.0 HIPOTESIS

Si llevames a cabo ensayos con la técnica de hemaglu-
tinacién pasiva ya estandarizada; probando sueros problema

y sueros normales, entonces dicha t&cnica ser§ capaz de
marcar la diferencia entre sueros positivos y negativos pa-
ra anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicroso-

mas de tiroides.
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SSOMATERIAL

5.1 NATERIAL BIOLOGICO

-Tiroides humana fresca (Hospital Regional 20 de Nov.)ISSSTE
-Eritrocitos de carnero en heparina (INER S.S.)

-Suero de conejo anti-Tg-h y anti-M-h (INER S.S.)

-Suero antiprotefnas totales (INER S.S.)

-Antfgenos: Tiroglobulina y Microsomas tiroideos (obtenidos)
-Suero control positivo conteniendo anticuerpos antitiroglo
bulina y anticuerpcs antimicrosomas humanos (INER S,S.)
~Sueros problema (mujeres con posible tiroiditis post-parto
(Hospital Regional 20 de Nov.) ISSSTE

-Sueros Normales(Sueros de pacientes cuyas enfermedades no
interfieren con la patologia de la gldndula tiroides)
(Hospital Regional 20 de Nov. ISSSTE

5.2 REACTIVOS

~Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS); pH=7.2-7.3
~Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals)

~Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals)

-Agar noble 0.5% P/V (SIGMA)

-Solucién salina fisiolSgica

-Solucién de eritrocitos al 0.5% v/V

-Solucién de PBS-Alb@mina 1:1000

-Cloruro de Cromc 0.1% P/V (J T Baker)

-Acido T8nico 1:20 000 en PBS (Laboratorios LATS S.A.)
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-Cloruro de sodio (MERCK)

~Cloruro de potasio (MERCK)
-Acrilamida (MERCK)

-Bia-Acrilamida (MERCK)

-Dodecil Sulfato de Sodio (MERCK)
~Fosfato Dib&sico de Sodio (J T Baker)
~TRIS (MERCK}

-Glicina

~2-Mercaptoetancl

~Persulfato de amonio

5.3 EQUIPO

-Congelador a -70°C (REVCO ULTRA LOW TEMPERATUR FREEZER)
-Columnas de vidrio de 60 X 2 cm y de 100 X 2 cm
-Colector de fracciones (7000 ULTRORAC FRACTION COLLECTOR)
~Bomba de vacfo (manufactura casera)

-EspectrofotSmetro (BECKMAN MODEL 25 Y SPECTRONIC 20)
~Microscopio Electr&nico de Transmisién (JEOL 2000 E-X)
-Centrifuga refrigerada (BECKMAN MODELO TJ-6RS)
-Refrigerador (FRILATIC MOD.RF 400,5ERIE 8607-530)
-Congelador (AMERICAN MOD.RC 270)

-v6rtex {TYPE 1000 STIRPLATE)

-Balanza analitica (SARTORIUS)

-Estufa (INCUBARIL)

-Centrffuga (MOD. J21C HASTA 25 000 R.P.M.)

-pH metro (41 pH METER BECKMAN)

=Equipo para electroforesis
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-Homogenizador ( Polytron BRINKMANN INSTRUMENTS )
-Equipo de Ultrafiltracidn

a,-Tanque de Nitrdgeno liquido (ALEAR AGA 85-1872)
b.-Portamembranas y membranas XM5C (AMICON BO050)}
-Portaobjetos

-Camara himeda para Ouchterlouny

-Placas =2n fondo en V para hemaglutinacin
-Ultacentffuga refrigerada BECKMAN Modelo L8-55 R
-Equipo para electroforesis

a.~ Camara (Ephorteec Mini Vertical Slab)

b.- Fuente de poder (Hoffman-Pinther Bosworth S.A.)
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6.0METODOS

OBTENCION DE TIROGLOBULINA Y MICROSOMAS

TEJIDO TIROIDEO

Homogeniz[ado en PBS pH=7.3

Filtrado Bn gasa

iltrade

Cromatografiado en Sephadex
G-200,elufdo con PBS pH=7.3

Concentracién del primer pi
co por ultrafiltracibn
{Amicon XMS50)

oncentrado
Recromatofrafiado en Sepha-~
rosa 4B eluyendo en PBS pH=
7.3

Concentr&go del pico que -
contiene a la tiroglobulina
por ultrafiltracién,Amicon
XMS0

N
PRUEBAS DE PUREZA

rrrocrLosufINA PURA

Homogenizado en KJ& 0.15 M

Centrifugado a 15 000 r.p.m.
por 30' a 4°C.

El sobrenadante fud centrifu
gado a 4°C, 90' a 50 0G0 r.p.
m.

El botén fué resuspendido en
PBS pH=7.3 y centrifugado a
50 000 r.p.m. 90' a 4°C dos-
veces
Suspendiendo el botén en sa-
carosa 0.25 M

MICROSCOPIA ELECTRONICA

W

MICROSOMAS
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PROCESAMIENTO DE TIROIDES

Para poder extraer la mol&cula de tiroglobulina y mi-
crosomas localizados en el interior del tejido tiroideo, es
necesario homogenizar la glindula par retirar los fragmen -
tos de tejido y centrifugar el sobrenadante, para separar -
los componentes solubles de los restos celulares.

6.1 OBTENCION DE TIROGLOBULINA

Se cort8 el tejido tiroideo, eliminando toda la grasa
y membranas que lo protegen; y se homogeniz§ usando para -
ello PBS pH=7.3, obteniendo una suspensién que se filtré a
trav&s de una gasa para separar fragmentos de tejido; y el
filtrado se centrifugf a 7 500 r.p.m. con el objeto de eli-
minar restos celulares. El sobrenadante, que contenfa la ti
roglobulina, continuo en el proceso, para su purificacién.

6.2 CROMATOGRAFIA POR EXCLUSION DE PESO MOLECULAR

El uso de geles porosos {como dextrfn, agarosa o mez-
clas de agarosa y acrilamida) permite la separacién de pro-
tefnas en base a su dimensién molecular. Estos geles funcio
nan como tamices moleculares de partfculas esferoidales con
diferente trama. Cuando una solucién proteica acuosa atra =-
viesa el gel filtrante, las moléculas de difmetro inferior
al de la trama penetran las particulas del gel mientras que
las que se encuentran sobre el 1imite de exclusién no lo ha
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cen, por lo que €stas son las primeras que se obtienen al -~
eluir.

El Sephadex es un polimero de dextr&n, que se prepara
por el entrecruzamiento de dextrdn alcalino con epiclorhi -
drina, hidratandose para su uso con PBS o agua. Es el mate-
rial m&s ampliamente empleado para filtracién en gel.

La Sepharosa consiste en pequefas esferas de agarosa,
un polisacdrido lineal de D-galactosa y 3,6-anhidro-l-galac
tosa. A diferencia del Sephadex y debido al tamafio de su po
ro, &sta puede usarse para separar mol&culas muy grandes.

PROCEDIMIENTO
Se pesaron 3 g de Sephadex 3-200 y se hidrataron con

agua destilada o PBS'incubdndose toda la noche a 37°C. Lue-
go se procedis a desgasificar tanto el Sephadex hidratado -
como el PBS, adicionindose despufs el Sephadex a la columna
cuidando que no se formaran burbfijas, para lo cual se le de
j6 caer cuidadosamente por las paredes de la columna. En se
guida se equilibr& con PBS pH=7,3 desgasificado.

En el siguiente paso, se colocaron aproximadamente 4
ml del extracto de tiroides en la columna y se eluyeron con
PBS, colectando fracciones de 4 ml. A estas fracciones se -
les determinaron proteinas leyendo a 280 nm y se traz8 una
curva de absorbancia contra nfimero de fraccidn.
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Las fracciones gue contenfan tiroglobulina se concen-
traron por ultrafiltracién (empleando membranas de Amicon -
XM50) , hasta una cuarta parte de su volumen.

En el Gltimo paso, se prepard una columna de Sepharo-
sa 4B en la misma forma que la anterior y se recromatogra =
£i6 el concentrado, eluyendo con PBS pH=7.3. Finalmente se
concentrd la fraccibn que contenfa la tiroglobulina emplean
do una membrana de Amicon XM 50.

6.3 ULTRAFILTRACICN

Para separar mezclas de protelnas existen varios m&to
dos, que se fundamentan en los tamafios de las partfculas. -
Entre &stos, podemos citar: la cromatograffa de exclusibn =~
de peso molecular, la electroforesis en gel de poliacrilami
da, la ultracentrifugacién, la ultrafiltracifn, etc.

La ultrafiltracifn emplea membranas de poro definido,
las que retienen mol&culas m&s pequefias, para lo que se -
aplica una presifn positiva utilizando nitr§geno gaseoso.

PROCEDIMIENTO

Se ensambla el portamembranas de acuerdo a las especi
ficaciones del sistema ( Amicon Corporation), colocando la
membrana previamente lavada con agua destilada. Sobre la -
membrana se colocd la muestra (fracciones eluidas de la co-
lumna, que contienen tiroglobulina) y se aplicd una presibn
de aproximadamente 3.7 atm., con nitrSgeno gaseoso.
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6.4 PRUEBAS INMUNGLOGICAS PARA DETERNINAR PRESENCIA DR TIRO
GLOBULINA

6.4.1 PRECIPITACION BN GRL

Una de las manifestaciones de la reaccibn antigenc-an
ticuerpo es la precipitacidn. La formacifn del inmunopreci=-
pitade depende de la relacién antfgeno-anticuerpo, en el me
dio donde los reactantes se combinan. Estos medios pueden -
ser liquidos o semisSlidos. El agente gelificante usado més
frecuentemente es el agar.

En la doble inmunodifusifin, se permite al antfgeno y
al anticuerpo migrar uno hacia el otro en un gel, donde se
formard una linea de precipitacidn cuando los reactantes se
encuentren en equivalencia; su posicifn relativa estari de-~
terminada pox la concentracibn del antigeno y del anticuer-
po en el agar. Aparecerin varias lfneas de precipitacibn si
el antfgeno y el anticuerpo contienen varias especies mole-
culares .

Esta t&cnica tiene la ventaja de que pueden comparar-
se varios antigenos o antisueros alrededor de un pozo de an
tigeno o de anticuerpo.

PROCEDIMIENTO
Se prepararon placas de 2 mm de espesor con agar al ~

2% en solucifn salina fisiolSgica. Se perforaron de acuerdo
al siguiente esquema y se depositaron en cada pozo 50 ul de
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la muestra correspondiente.

Tg.~Tiroglobulina
1 a 6 .- Diluciones del antisuerc
Anti-Tg-h
Se colocS la placa en c8mara hGmeda durante 24 horas-
para permitir la difusibn de las muestras. La lectura de la
prueba se realizb6 observando las bandas de precipitacién -
que aparecieron.

6.4.2 INMNUMOPRECIPITACION EN CAPILAR

La presencia de antigeno o anticuerpo en una muestra-
puede manifestarse si se ponen en contacto ambos componen -
tes en fase liquida, ya que se observari una reaccidn de -

precipitacifn al llevarse a cabo la unibn antfgeno-anticuer
po.

PROCEDIMIENTO

En un tubo capilar se coloc8 antfgeno en solucibn has
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. ta un tercio de su volumen, y los dos tercios restantes se
completaron con el suero del conejo inmunizado. Se mezcla -
ron por inversidn y el capilar se dejo en reposo en posi -~
cifn vertical, a temperatura ambiente; la lectura se reali-~
z6 al aparecer precipitado.

6.5 BLECTROFORSSIS EN GEL DR POLIACRILANIDA EN PRESENCIA DE
DODECIL SULFATO DE 0010 EN UN SISTEMA DISCONTINUO
(PRUNBA DB PURESA)

FUNDAMENTO

La electroforesis en un m&todo gque implica el movi -
miento de particulas cargadas (iones) en un campo elé&ctrico
es uno de los métodos electrofor&ticos mis efectivos de se-
paracifn y caracterizacibn. Para su realizacifn es necesa -
rio que los componentes de la mezcla tengan forma ibnica, o
gean convertidos a ella; cada componente tiene que poseer -
una carga neta distinta. La electroforesis ha sido muy va -
liosa en el aislamiento y separacién de proteinas y en la -
determinacidn directa de la mezcla de proteinas. hay dos ra
zones principales para &sto: los métodos electroforé&ticos -
se pueden realizar en condiciones muy suaves, protegiendo -
asi a las proteinas muy inestables de cualquier modifica -
cibn estructural severa; la electroforesis en gel de polia-
crilamida tiene un altc poder de resoluélén, que resulta en
una clara separacifn de mol&culas protefcas similarmente -
cargadas.
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El sistema discontinuo consiste de dos geles con dife
rente concentracién de poliacrilamida. La muestra se concen
tra después de pasar por gel superior - gel concentrador-

y se separara en el gel inferior -separador- obteniéndose
una mejor definicidn de bandas.
METODO

En un matraz kitazato se.mezclaron con agitacidn cons
tante y al vacio, las siguientes soluciones para preparar
el gel separador:

Gel separador: Acrilamida 5%, TRIS 0.375 M

Solucidn volumen (ml)
Sol.madre de acrilamida 5.85
Sol,amortiguadora de TRIS-HCl 1.5 M 8.8
pH=8.8

SDS al 10% 0.35
agua destilada 14,0
Persulfato de amonic (0.1 g/ml) 0.3
TEMED (N,N,N',N',-Tetrametilendiaminal ‘ 0.01

Con una pipeta se vertieron 31.5 ml de esta mezcla -
entre las placas de vidrio de 16 X 20 cm ( con separadores)
de 1.5 mm ) de una c8mara para electroforesis evitando la -
formacién de burbfijas. Se permitié la polimerizacibn del -
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gel por 30 min, se elimind el exceso de agua de la superfi-
cie del gel, y se colocd un peine de tefldn para diez carri
les 1 cm por arriba del gel separador.

El gel concentrador (superior) se prepard mezclando -
con agitacidn constante y al vacio en un matraz kitazato, =

las siquientes soluciones:

Gel concentrador: Acrilamida 5%, TRIS 0,125 M

Solucidn volumen (ml)
Sol.madre de acrilamida . 0.78
Sol.amortiguadora de TRIS-HCl 0.5 M 1.5
pH=6.8

SD5S AL 10% 0.06
Agua destilada 3.6
Persulfato de amonio ( 0.1 g/ml ) 0.03
TEMED 0.003

La mezcla se virtié répidamente sobre el gel separa -
dor, evitando la formacién de burbfijas, y se dejd polimeri-
zar por 30 min. al cabo de este tiempo se elimind el exceso
de agua, dejando secos los carriles formados y quedando lis
tos para la colocacién de muestras

En los carriles se vertieron 25 Pl de cada una de las
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siguientes muestras:

1.Tiroglobulina (+) en urea 8.0 M

2.Tiroglobulina (+) en 2 mercaptoetanol

Una vez que se montS el aparato, la electroforesis se
llev6 a cabo aplicando una corriente constante de 30 mA/gel
durante 4-5 horas y manteniendo la temperatura constante;la
solucién amortigquadora utilizada en la electroforesis con -
tiene TRIS 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS al 1% y el p§=8.3.

TINCION CON AZUL DE COOMASIE

Después de la electroforesis los geles fueron separa
dos de las placas de vidrio y se colocaron en un recipiente
con una solucifn al 0.125 M de azul de Coomasie, metanol al
50% y &cido acé&tico al 108, y se dejaron en esta solucién -
toda la noche. al dfa siquiente el exceso de colorante fue
eliminado efectuando cambios sucesivos de una solucifn deco
loradora que contiene metanol al 50%, &cido acético al 10%
y agua destilada al 40%, hasta que las bandas de proteinas
fueron visibles.

6,5.1. DETERMINACION DE CONCENTRACION DR TIROGLOBULINA POR
EL METODO DE AZUL DE COOMASIE.

De la solucién de tiroglobulina pura tomar 0.1 ml
(100 ul) y adicionar 5 ml del reactivo anterior, mezclar -
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por inversifn o por golpeo. Se midio a una absorbancia de -
595 nm despus de 2 minutos y antes de una hora. Se ley§ -
contra un tubo que contenfa 100 pl de buffer de fosfatos, o
en lo que se tengan disueltas las protefnas y se adiciona -
ron 5 ml del reactivo de Coomasie.

6.6 OBTENCION DE MICROSOMAS

" FUNDAMENTO: El fraccionamiento de las c&lulas es una
t&cnica importante llena de posibilidades para el estudio -
de la quimica celular. Las diferentes estructuras subcelula
res se separan por centrifugaci6dn de homogenizados. Estos -
se preparan rompiendo las c€lulas de los &rganos, en medios
que preservan los organelos. Generalmente se emplean solu -
ciones de sacarosa y otros azficares, que pueden ajustarse -
ficilmente para conservar la integridad de los organelos y
contrarrestar la tendencia de &stos a volverse a agrupar -
despué&s de sacarlos de la c&lula.

El comportamiento de una partfcula en un campo gravi-
tacional dependerf de su tamafo, densidad y forma. El méto-
do mis empleado para separar los organelos celulares es la
centrifugacién diferencial. No todos los organelos sedimen-
tan ( viajan hacia el fondo del tubo de centrfifuga ) con la
misma velocidad. Para una cierta fuerza centrIfuga, los or-
ganelos relativamente grandes, densos y pesados, sedimentan
mis pronto. Por lo tanto, con fuerzas comparativamente meng
res { velocidad baja de la centrifuga ), es posible obtener
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en forma de sedimento compacto, nficleos, grandes fragmentos
de membrana plasmitica y algunas mitocondrias, en tanto que
el resto de los elementos de la célula permanece suspendida
con fuerza centrffuga algo mayor, se obtiene una sequnda -
fraccién, que contiene casi todas las mitocondrias; la ma -
yor parte de lisosomas y peroxisomas sedimentan en la -
fraccidn siguiente; los microsomas, formados principalmente
de fragmentos de reticulo endopl&smico, pero también algu -
nos fragmentos pequenos de membrana plasmitica, requieren -
una fuerza todavia mayor para sedimentar (nStese que no -
existen microsomas como tales en la c&lula ). En general no
sedimentan los ribosomas libres ( los que no estdn unidos -
a membranas ) ni otras formaciones pequefias, y mol&culas so
lubles. Generalmente para obtener esta fraccidn microsomal
se utilizan de 25 000 a 100 000 X g durante 60 a 120 minu -
. tos (Siekevit 1965)

PROCEDIMIENTO

El tejido tiroideo fu& cortado en pequeilas piezas (al
rededor de 200 mg), r&pidamente congelado en hexano a -70°C,
Cuando se requiri8, el tejido fu& finamente cortado en pie-
zas con tijeras y homogenizado en aproximadamente 5 volGme-
nes de KC1l 0.15 M en hielo usando un politron (homogenizan~
do 3 veces ripidametente). Después se centrifugb a 15 000
r.p.m, por 30 min a 4°C, el sobrenadante fu€ centrifugado a
4°C por 90 minutos a 78 000 X g. Después el botSn fu€ resus
pendido en buffer salina de fosfatos, pH= 7.3 (PBS), usando
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alrededor de 1 ml de PBS por cada gramo de tejido original,
El botSn se resuspendil en solucibn amortiguadora de fosfa-
tos, y centrifugado de nuevo dos veces mds a 78 000 X g 90
minutos a 4°C. Finalmente fue suspendido en sacarosa 0.25 M
{ 2 ml por cada gramo de tejido original }.

6,6.1.MICROBCOPIA ELECTRONICA DE MICROSOMAS

PROCEDIMIENTO: Se hicieron diluciones de microsomas 1:10, =~
1:100 y 1:500 en PBS., Se depositd una gota en rejillas para
microscopio electrSnico con formovar. Sobre una pelfcula de
pl@stico con rejilla de cobre, se dejS sedimentar durante -
20 minutos aproximadamente y el exceso se eliminS§ con papel
filtro .

En una caja petri se colocS acetato de uranilo al 5% y
se dej6 reposar cada rejilla con los microsomas durante 20
minutos y todas se ven al microscopio electrSnico.
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6.7 ESTANDARIZACION DEL METODO DE HEMAGLUTINACION PASIVA -~
PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI-TIROGLOBULINA Y ANTICUER
POS ANTI-MICROSOMAS.

6.7.1 SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS DE CARNERO

1.-Se dispusieron dos tubos de ensayo y se marcaron como I
y II.

2.-Al tubo marcado como I se le agregaron 200 ul del pague-
te de eritrocitos lavados

3.-Se adicionaron 40 ul de la solucién de tiroglobulina y/o

microsomas, segfin el caso
4.-Se mezclaron bien con agitacién fuerte

5.-Se agregaron 40 ul de la solucifn fresca de cloruro de -
cromo sin dejar de agitar el tubo ( con v8rtex ),

6.-Se incubaron a temperatura ambiente durante 5 6 6 minu ~
tos

7.-Se lavaron 4 veces con solucifn salina o PBS pH=7.2

8.~ Se suspendieron en 600}u1 de la golucifn de PBS-AlbGmi-
na y se llevaron a una concentracidn final de 0.5%.

Este tubo correspondif a eritrocitos sensibilizados -
que se usaronh en la prueba.

Al tubo marcado como II se le agreg§ todo menos tiro-
globulina ni microsomas, ya que este tubo correspondif a -
eritrocitos no sensibilizados.
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6.7.2 REALIZACION DE LA PRUEBBA DE HEMAGLUTINACION

A. En los pozos de la placa de hemaglutinaci®n se hicieron
diluciones al doble de cada uno de los sueros problema con
un volumen de 25 pl utilizando PBS pH=7.2 como diluyente.

B. Una vez completadas las diluciones se afadif a cada pozo
25 pl de la suspensidn de eritrocitos sensibilizados (tubo
I) con ayuda de una pipeta automftica.

C. Para cada suero se incluyeron tres testigos que se prepa
raron en la forma siguiente:

a.-Testigo del suero: 25 pl del suero sin diluir y 25 pl de
la suspensifn de eritrocitos no sensibilizados (tubo IT)

b.- Testigo de los eritrocitos sensibilizados: 25 ul de PBS
o PBS-Albfimina, y 25 pul de la suspensidn de eritrocitos sen
sibilizados (tubo I)°

c,-Testigo positivo de la prueba: 25 pl de un suero conoci-
do que contenga anticuerpos especificos y 25 pl de la sus -
pensibn de eritrocitos sensibilizados (tubo I).

d.- La placa ya lista, se agit5, se cubri& con una hoja de
pl&stico o de parafilm y se incubd a temperatura ambiente -
durante dos horas o en refrigeracibn hasta el dfa siquiente.

E. Se buscd la presencia de hemaglutinacifn en cada uno de
los pozos. En los correspondientes al testigo del suero y

al testigo de los eritrocitos sensibilizados no debe haber
reaccifn. En el pozo del testigo positivo debe presentarse
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una hemaglutinacifn fuerte. En los pozos gue corresponden
a las diluciones del suero problema, el titulo de anticuer-

pos es igual a la dilucifn mayor en la gue afin se presenta
hemaglutinacibn.
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TABLA No.l

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200
DE UN EXTRACTO DE TIROGLOBULINA CRUDA

No. de Fraccién Absorbancia
(280 nm}
1 0.197
2 3.47
3 4.4
4 4.82
5 5.0
6 4.9
7 3.9
8 3.45
9 2.9
10 1.9
11 1.5
12 1.2
13 1.1
14 0.882

N ORI e
—OW@m~NOWL
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22 0.170
23 0.180
24 0.270
25 0.230
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*231le. 2 ABSORBANCIA QUE PRESENTAN
L DIFERENTES FRACCIONES DE
UNA CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200

4.62
4.2
3.62
3.12
2,62
212
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1.62
1.12

0.62

012
1 5 9 i3 17 2l 25

NUMERO DE FRACCION

~—$— 280 nm

GONZALEZ 90
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TABLA Ro.2

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B
DEL CONCENTRADO DE TIROGLOBULINA

de Fraccifn Absorbancia
(280 nm)
1 1.83
2 2.14
3 2.25
4 1.83
5 1.3
6 0.78
7 0.25
8 0.49
9 0.44
10 0.20
11 0.15
12 0.13
13 0.07
14 0.06
15 0.05
16 0.045
17 0.040
18 0.039
19 0.038
20 0.037
21 0.036
22 0.033
23 0.033
24 0.030
25 0.029
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JFIG . 3 ABSORBANCIA QUE PRESENTAN

DIFERENTES FRACCIONES DE

UNA CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4R
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7.1.1 PRUEBAS INMUMOLOGICAS PARA DETECTAR PRESBHCIA DE
TIROGLOBULINA

El concentrado de la cromatografia en Sepharosa 4B con =
tiene la tiroglobulina pura; para comprobarlo se realizaron

las siguientes determinaciones:

A.-PRECIPITACION EN GEL .
Se colocaron las muestras de acuerdo al siguiente es=-

quema:

FIGURA No.4
PRECIPITACION EN GEL DE TIROGLOBULINA HUMANA

1.-Tiroglobulina humana purificada en sepharosa 4B
2.-Suero anti tiroglobulina humana de conejo
3.=-Suero humano antitiroglobulina

4.-Suero anti-Proteinas Totales

5.=-Suero normal de conejo
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Los resultados obtenidos se observan en la figura WNo.
4, Yy en ellos se puede observar gue el concentrado de tiro-
globulina esta excento de proteinas séricas contaminantes -
y que reacciona de manera especifica contra un suero antiti
roglobulina humana de conejo y con el suero humano antitiro
globulina; pero no reaccicn8d con el suero antiprotefnas to-
tales, ni con el suero normal de conejo.

B.- INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR

Al poner en contacto la tiroglobulina purificada con
un antisuero humano anti-tiroglobulina, se observé una fuer
te precipitacibn al reaccionar los reactivos biol&gicos men
cionados, lo cual comprueba la presencia de tiroglobulina.
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7.1.4 ELECTROFORESIS EN GIL DE POLIACRILAMIDA

Obtenida la tiroglobulina concentrada, se separd por
SDS-PAGE, resultando el patrén electroforético de la figura
No.5

FIGURA Mo.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
Gel de poliacrilamida al 5% en presencia de 5DS, de tiro -
globulina purificada en Sephadex G-200 y Sepharosa 4B. Tin-
cidn con Azul de Coomasie.
A.-Tratada con UREA 8.0 M
B.-Tratada con 2-mercaptoetanol
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7.1.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION DE TIROGLOBULINA

POR EL NETODO DE COOMASIE

Cuando se comprob& la pureza de la tiroglobulina obte
nida, se procedi a determinar la concentracién de protefna
(tiroglobulina) ,existente; para esto se traz8 una curva pa-
trén con albfimina sérica bovina, por el mé&todo de azul de -
Coomasie, cuyo resultado se observa en la figura No.6

CURVA PATRON DE PROTEINAS POR EL METODO DE COOMASIE

Absorcifn Concentracifn
(pg/ml)
0.045 50
0,080 100
0.158 200
0.260 300
0.310 400
0.400 500
0,480 600

CONCENTRACION DE TIROGLOBULINA

Se obtuv6 una concentracifn total de 0.701 g de tiro-
globulina pura. La cual es una concentracifén muy buena para
propbsitos del presente trabajo.

Finalmente se procedif a diluir la proteina tiroglobu
lina obtenida a una concentracifin de 25 mg%, que fu& la con
centracién a la que se trabaj6é parala estandarizacifn del -
método.
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FIG.Mo. 6 CURVA ESTANDAR PARA PROTEINAS
POR EIL METODO DE CCOMAGIE,
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7.2 MICROSCOPIA ELRCYRONICA DE MICROSOMAS DE TIROIDES

Se observaron al microscopio electrdnico muestras de
microsomas en diluciones de 1:10, 1:100, y 1;500 en PBS, ob
teniéndose fotografias de la solucibén m&s limpia, Estas fo-
tograffas muestran poca contaminacidén por 1o que se proce ~
didé a utilizar a la solucibn de microsomas tal como se obtu
vo después de que se suspendid en sacarosa 0.25 M.

FIGURA No.?7. Micrografia de Microscopio Electrfnico de -
Transmisibn mediante la t&cnica de tincifn negativa con ace
tato de uranilo, foto:aumentada 1:66 veces
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7.3 ESTANDARIZACION PE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION PASIVA

Se llev6 a cabo el ensayo de muestras problema y mues
tras normales (mujeres después del parto con posible tiroi-
ditis post-parto),y muestras normales por la té&cnica de he-
maglutinacidn pasiva, segfin el m&todo ya descrito, obtenién
dose los resultados presentados en la tabla No,3, Estas -
muestras fueron probadas anteriormente por el método de -
ELISA para determinar anticuerpos anti-tiroglobulina*y por
el método de Inmunofluorescencia (IF) para determinar anti-

cuerpos anticuerpos antimicrosomas humanos**

Se probaron asi mismo 80 muestras de pacientes cuya -
enfermedad no cursaba ni interferia con la glé&ndula tiroi -
des(sb6lo se reportan 50 resultados), de esta manera se pudo
observar la diferencia existente entre los tiItulos de anti-
cuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicrosomas, en-
tre pacientes sin afeccifn de la gldndula tiroides y pacien
tes que fueron susceptibles de presentar tiroiditis post-
parto; estos resultados se muestran en la tabla No.4.

En las figuras 8 y 9 se hace unacomparacifn grdfica de am -
bos resultados por medio de histogramas.

En la tabla No.5 se muestran los resultados de la determina
cién de anticuerpos antitiroglobulina en muestras problema
por el método de ELISA; y en la figura 10 se muestra la cur
va de correlacidn entre ambos métodos (hemaglutinacién pasi
va y ELISA).
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En la tabla No. 6 se muestran los resultados de la determi-
nacifn de anticuerpos antimicrosomas en las mismas muestras
problema por el método de inmunofluorescencia; en la figura
No. 11 se muestra la curva de correlacibn entre ambos méto-
dos Hemaglutinacidn Pasiva e Inmunofluorescencia)

*Resultados proporcionados por Q.F.B.Isafas Sanchez Gonzilez
**Resultados proporcionados por (Hospital Regional 20 de -~
Noviembre)
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TABLA No.3

MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO
DE HEMAGLUTINACION PASIVA

TITULO
ANTICUERPOS ANTICUERPOS

Anti-Tg Anti-M
1:4 1:32
1:8 1:32
1:2 1:64
1:16 1:128
L:4 1:64
1:1024 1:512
1:32 1:32
1:64 1:64
1:128 1:512
1:128 1:2
1:512 1:128
1:32 1:512
1:1024 14128
1:1024 1:64
1:512 1:64
L:4 1:128
1:8 1:512
1:512 1:512
1:16 1:1024
1:8 1:128

1332 - 1:512
1:4 1:128
1:128 1:8
1:32 1:64
1:4 1:512
1:2 1:512
1:2 1:128
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TABLA No.3

MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODD
DE HEMAGLUTINACION PASIVA

TITULO

: No. ANTICUERPOS ANTICUERPOS

; Anti-Tg Anti-M
28 NEGATIVO 1:32

; 29 NEGATIVO NEGATIVO

. 30 NEGATIVO NEGATIVO

: 31 1:32 1:32
32 NEGATIVO NEGATIVO
33 1:8 1:2
34 1:8 1:16

. 35 1:16 1:64

i 36 1:128 1:256

: 37 1:8 1:64

: 38 1:8 1:8
39 1:32 1:128
40 1:16 1:64
41 1:4 1:64

: 42 1:4 1:128

i 43 1:128 1:512

; 44 NEGATIVO 1:128
45 NEGATIVO 1:128
46 1:16 1:64
47 1:16 1:256
48 1:64 1:128
49 1:64 1:128
50 NEGATIVO 1:2
51 NEGATIVO 1:16
52 1:16 L1:64
53 1:256 1:1024
54 1:2 1:32

55 1:1024 1:1024
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TABLA No.4

MUESTRAS NORMALES POR EL METODO

DE HEMAGLUTINACION PASIVA

ANTICUERPOS

Anti-M

NEGATIVO
NEGATIVO
1116

[ B )
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o
o € e i e e e e P h et et e e e b
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NEGATIVO
1:8
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVC

TITULD

ANTLICULERPOS
Anti~Tg

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
1:8
NEGATIVO

.
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1:64
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
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TABLA No.4

MUESTRAS NORMALES POR EL METODO

DE HEMAGLUTINACION PASIVA

ANTICUERPOS
Anti-M

1:4
NEGATIVO
NEGATIVO

1:4

134

iz4

1:2

1:2
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

1:4

1:4
NEGATIVO

1:8

1:8
NEGATIVO

1:8
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

TITULO

ANTICUERPOS
Anti-Tg

1:4
NEGATIVO
NEGATIVO

1:4
NEGATIVO

1:2

1:2

1:2
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATLVO

L:4

1:4
NEGATIVO
NEGATIVO

1:16

1:16
NEGATIVO

1:8
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
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FIG.No 8 MUESTRAS NORMALES PARA ANTICUERPOS
ANTITIROGLOBULINA POR
HEMAGLUTINACION PASIVA
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FIG.M Mo, 9  MUECTRAS NORMALES PARA ANTICULRPOS
ANTIMICROIOMAS PUR
HEMAGLUTIN ACION PASIVA
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TABLA No.5

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-TIROGLOBULINA
EN MUESTRAS PROBLEMA POR KL METODO

DE ELISA
. I.E. Resultado

1.0

1.66 -
1.0 -
1.0 -
1.0 -
5.6 +
2.0 +
2.0 +
2.3 +
3.0 +
6.3 +
2.0 +
5.6 [ ] +
2.66 +
2.3 +
1.0 -
1.0 -
4.0 +
0.33 -
1.0 -
1.3 -
2.0 +
1.66 -
0.66 -
2.0
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TABLA Na.5

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-TIROGLOBULINA
EN MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO

DE ELISA

No. I.E. Resultado
26 - 3.33 +
27 3.33 +
28 0.50 -~
29 0.0 -
30 0.87 -
31 .0 -
32 0.50 -
33 .66 -
34 1.66 -
35 1.0 -
36 3.33 +
37 1.37 +
38 1.0 -
39 6.95 +
40 1.73 -~
41 1.5 -~
42 1.83 -
43 3.04 +
44 0.43 -
45 Q0.5 -
46 2.83 +
47 2.66 +
48 G.66 -
49 0.66 -
30 0.33 -
51 0.5 e
52 3.5 +
33 3.91 +
54 2.5 +
55 2.83 +

1.E.Indice de ELISA
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TAHLA No.6
No.

PARA MUESTRAS PROBLEMA
METODO

TABLA DE CORRELACION DE LOS METODOS
DE ELISA Y DE HEMAGLUTINACION PASLVA

METODO
ELISA

No.

—
CONOTAN ATV NNOVO~OONNDLOONT OO

OCO~000~NOO~—~00MNOO =00 ~NOM

[l MO DD M Ll
080566033097580“58666355958

6930&605811750076172956156330

COB O Mo SNaN MO NOS N —O ——oON—~OO0O 0

N4 [l
2o COVOOMOMOBYMSOo POMOBBOMa=N

r A NN O NNN S~ T O N~ S Nme O

MNNITNON DD
=

n=55
X=1.213909
DS=0.920441

n=55
X=1.967455
DS=1.569385



-67=

FIGURA No. !0
CURVA DE CORRELACION DE LOS METODOS
DE ELISA Y HEMAGLUTINACION PASIVA
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= 0.6108738

T= 5.617117

p= <10 {-6) X

Este coeficiencte de correlacidn es significativamente diferente a 0




z
=)

B e e b o pn e e e
PVWONRANETWNOVWR~NU S WM~

NN R RN
L S R R

[NE]
@ ~

-H8~

TABLA No.7

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-MICROSGMAS
EN MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO
DE INNUNOFLUORESCENCIA

[ )
n
=
o

No.
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FIGURA No. 11
CORRELACION DE LOS METODOS DE HEMAGLUTINACION
PASIVA E INMUNOFLUORESCENCIA PARA
MUESTRAS PROBLEMA CON ANTICUERPOS ANTIMICROSOMAS
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1.- Como se puede observar en los resultados obtenidos, en
el procesamiento de la tiroides se obtuvo una buena concen-
tracién de tiroglobulina cruda, la cual se purificS por cro
matograffia en Sephadex G-200 y Sepharosa 4B. Observando las
gridficas de dichas cromatograffas se puede decir que la ti-
roglobulina fue obtenida ficilmente, ya que es la primera -
proteina que se obtuvS, puesto que es la m&s voluminosa y -
la que se encuentra en mayor proporcidn en la gl&ndula ti -
roides.

2.- Posteriormente, se llevaron a cabo las pruebas inmunold
gicas para detectar la reaccifén antigeno-anticuerpo de la -
Tiroglobulina con un inmunosuero antitiroglobulina; con es-
to pudimos verificar la presencia de nuestra proteina obte-
nida, estas pruebas fueron precipitacifn en gel en donde se
observaron bandas especificas entre la tiroglobulina obteni
da y un inmunosuero antitiroglobulina humana de conejo, y -
un suero humano antitiroglobulina, as{ como una banda de =~
reaccidn con un suero antiprotefnas totales. En la prueba -
de precipitacién en capilar también se observé una fuerte

precipitactn entre el inmunosuero antitiroglobulina y la ti
roglobulina; pero la té&cnica que di6 la pauta a concluir =
que realmente la proteina obtenida fue tiroglobulina y que-
resultd satisfactoriamente pura fué la electroforesis en -
gel de poliacrilamida en SDS, dado gque no se contaba con -
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marcador de peso molecular para determinar el peso de nuesg-
tra protefina, no se determind este, pero si se obtuvo bas -
tante pura ya que se observ® una banda bastante ancha en un
gel al 5% después de tratamiento con urea 8.0 M. (Concuerda-
bastante con lo obtenido en la bibliograffa).

3.~Posteriormente se pudo determinar la cantidad de tiroglg
bulina obtenida que fu& de 0.701 g, con lo cual se puede de
cir que se obtuvoc una cantidad bastante aceptable para tra-
bajar puesto que para la estandarizacidn del método y para
el ensayo de las muestras normales y problema se usf una -~
concentracifn de 25 mg%.

4.~ En cuanto a microsomas podemos decir que se obtuvieron
puros para fines del presente ensayo, ya que se utilizaron
tal como se obtuvieron después de centrifugar y suspender -
en sacarosa 0.25 M, siendo este procedimiento, suficiente -
para el ensayo de anticuerpos antimicrosomas humanos, estos
microsomas se observaron por microscopfa electrbnica y se -
muestran en la figura 7,

5.-Al estandarizar la té&cnica de hemaglutinacifn pasiva se
empez6 por utilizar eritrocitos de carnero tratados con -~
8cido tdnico, lo cual no result§ satisfactorio, ya gue se-
obtenfan falsos positivos y negativos, asi pues se opt§ por
probar simult&neamente otros compuestos para tratar a los-
eritrocitos; tales compuestos fueron bis diamino bencidina,
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glutaraldehfdo y cloruro de cromo, siendo este (ltimo el -
que did un mejor resultado, ya que se distinguid c¢laramente
los sueros positivos de los sueron negativos.

6.-Finalmente al determinar anticuerpos anti-Tg-h y anti -~
cuerpos antimicrosomas en sueros problema por el método de
hemaglutinacién pasiva ya estandarizado, se pudieron compa-
rar los resultados de tales muestras problema con las mues-
tras normales y se pudo observar una diferencia bastante no
table, ya que la mayoria de muestras normales no rebasan ti
tulos de 1:16 para anticuerpos antitiroglobulina y anticuer
pos antimicrosomas; mientras que las muestras problema re -~
sultaron con tiItulos bastante grandes hasta de 1:1024, y al
comparar ambos resultados se puede decir gue titulos desde
1:32 ya serfan positivos.
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Llas muestras problema fueron probadas anteriormente, por el méto-
do de ensayo inmunoenzimitico (ELISA), para detectar anticuerpos antiti
roglobulina en el Inatituto Nacionalde Enfermedades Respiratorias (Te ~
sis de Isafas Sdnchez Conzilez), y se compararon los resultados obteni-
dos por los métodos de ELISA y hemaglutinacidn pasiva mediante una cur
va de correlacidn (Fig.10), en la que se observa que el coeficiente de
correlacidn es de 0.6 ; es decir, que es significativamente diferente -
de 0 esto nos suglere que ambos ensayos son bastante sensibles y repro-
ducibles en este caso para la deteccidn de anticuerpos antitiroglobulina

humana.

Por otro lado, también se probaron las mismas muestras problema -
por el método de inmunofluorescencia para anticuerpos antimicrosomales
(en el Hospital Regional 20 de Noviembre) y también pudimos comparar la
relacidn de ambos mé&todos mediante una curva en la cual se observa cla=-
ramente como las muestras que dieron positivas por inmunofluorescencia
dieron positivas por Hemaglutinacidn Pasiva ,siendo la mayorfa de las -
pruebas las que correlacionaron (40 muestras de 55 resultaron positivas)
mientras que 10 de las que resultaron negativas por inmunofluorescencia

resultaron también negativas por Hemaglutinacidn Pasiva.

Finalmente de lo anterior se puede decir que el método de Hemaglu
tinacidn Pasiva resultd ser bastante sensible y reproducible para la &g

teccidn de anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicrosomales.
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9.0 CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos podemos decir -

que los objetivos propuestos se cumplieron satisfactoriamen
te ya que:
l.- Se logr$ estandarizar la té&cnica de hemaglutinacidn pa-

siva para detectar la presencia de anticuerpos antitiro
globulina (Anti-Tg-H) y anticuerpos antimicrosomales -~
(anti-M-h}.

Se logrd determinar la presencia de anticuerpos antiti-
roglobulina y anticuerpos antimicrosomales en sueros =
problema por el método estandarizado.

Se logrd obtener a partir de tiroides los antIgenos ti-
roglobulina {Tg) y microsomas (M}.

Se logrd purificar el antigeno tiroglobulina por cromato
graffa por exclusidn de peso molecular en Sephadex G-200
y en Sepharosa 4B.

Se logrs identificar a los antigenos Tg y M.
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6.~ Finalmente con relacifn al objetivo general, se puede -
concluir que se llevé a cabo el diseno de la t&cnica de
hemaglutinacibdn pasiva, estd resultd ser reproducible -
ripida, y barata; puesto que se logrd detectar anticuer
pos antitiroglobulina humana y anticuerpos antimicroso=-
mas humanos en suero, siendo esta té&cnica capaz de sus-—

tituir a los equipos comerciales de importacibn.
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11.0APENDICE
Preparacibn de las soluciones utilizadas en este tra-

bajo.

1.- Solucibn Salina Amortiguador de Fosfatos (PBS) 0.01 M
pH=7.2
Solucidén A
NaHzPO‘ 0.2 M

NaH PO, o HpOueuivnennionnneniennennn27.2 g
Aforar a 1 Lt con agua destilada

Solucién B

N82HP04 0.2 M

NaZHPo4 anhidro.....veeveeecccscnsas.28.4 g
Aforar a 1 Lt con agua destilada

Mezclar 140 ml de Solucibn A + 360 ml de Solucibn.B + 74 g
de NaCl. Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1 Lt con agua deg
tilada.

Tomar 100 ml de la Solucifn anterior y aforar a 1 Lt con =
agua destilada

2.- Solucibn PBS-Albfimina 1:1000

Pesar 0.1 g de albfimina o leche descremada en polvo y =
se disuelven en 100 ml de solucifn de PBS pH=7.2; guar=-
dar en refrigeracidn, se prepara en el momento de utili

zarse,
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Agar Noble al 0.5%
Pesar 0.5 g de agar noble y disolver en 100 ml de solu-
cibn salina fisiolS8gica muy caliente.

Solucién de Cloruro de Cromo 0.1%

Pesar 0.5 g de Cloruro de Cromo y disolver en 5 ml de -
Solucifn de PBS pH=7.2; preparar en el momento de utili
zarse.

Monfmero de Acrilamida. Solucién Madre: 30% de acrilami
da 0.8% Bis-Acrilamida

Acrilamida.....cecieciecccosnnsessaa30 g
Big=Acrilamida....v.viesevoeasessses0.8 g

Llevar hasta cerca de los 100 ml con agua destilada, a-
forar hasta que la solucidn esté a temperatura ambiente
Filtrar usando membrana millipore de 0.45 um. Conservar
a 4°C.

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 1l0%

BDS.etencnscnseansssnonncssssennsasll g

Llevar a 1000 ml con agua destilada, filtrar y guardar
a temperatura ambiente.

7.-Solucién de TinciSn con Azul de Coomasie

Azul de Coomasie 0.125%, Metanol 50%, Acido Ac&tico 10%
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Solucidn Amortiguadora de TRIS-HCl 1.5 M pH=8.8

TRIS..eveueenenresnesssonnnensnsss 18,17 g

Disolver el TRIS en agua destilada (menos de 80 ml).
ajustar el pH a 8.8 con HCl concentrado. Aforar a 100 -
ml, filtrar con membrana millipore de 0.45 um y guardar
a 4°C.

Solucifn amortiguadora de TRIS-HCl 0.5 M pH=6.8
TRIS .. e tueerneoeneerennrannnsnaneed6.07 g

Disolver el TRIS en un volumen menor a 80 ml de agua -
destilada. ajustar el pH a 6.8 con HC1l concentrado. Afo
rar a 100 ml con agua destilada, filtrar por membrana -
Millipore de 0.45 um y gquardar a 4°C.

10.- Solucifn Amortiguadora para Electroforesis TRIS0.025

Glicina 0.19 M, SDS 0.1%

TRIS. .eeeeeeenatnsoseannsanaeeseil2 g
GliCin@.ssseeessonsnasensnseesssed?eb6 g
SDSecierececensssssvesesnasessass80.0 ml al 108

Disolver los xeactivos en un volumen mayor de 3 litros
de agua destilada. Ajustar el pH a 8.3, aforar a 4 1li-
tros filtrar y conservar a 4°C.
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Mezcla Digestora para Electroforesis: TRIS 0.125 M, -
SDS 4%, Glicexol 20%, 2-Mercaptoetanol 1%, Azul de Bro
mofenol 0.1%

Glicerol.ceviereensosstssesnaasaseolml

TRIG.. . st veveenrossosnsannnsnsves2 ml (0.5 M, pH=6.8)
SDS e ereiiierteiocanasncsrsesaessass-2 ml al 10%
2-Mercaptoetanol......ecotuea0esses100 ul

Azul de Bromofenol.................1 ml al 1%

Mezclar estos reactivos en una probeta y aforar a 10 ml
con agua destilada. Hacer alfcuotas de 1 ml y conser -
var a =20°C. Centrifugar antes de usar.

Tincidn con Azul de Coomasie.

Solucidén I
Azul de Coomasie R-250.............2 g
Aqua destilada.....cveceevncessas..s800 ml

Solucidn II .

Azul de CoOMASi€...scessevsecescssa62.5 ml de golucibn
Metanol,.i.iveevesusoasavesennsasssssd50 ml

Acido ACELiCO.eesrsssesnrenssessrsadld ml

Aforar con agua destilada a 500 ml. Guardar a tempera-
tura ambiente.
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Solucifn Decoloradora para Geles: Metanol 50%, Acido -~
Acgtico al 10%

Metanol..veeveeveonansansnsaas 5300 ml
Acido Actico ...vvivvinraee..100 ml

Aforar a 1 litro con agua destilada. Guardar a tempera
tura ambiente.

Determinacifn de P .roteinas con Azul de Coomasie.

Pesar 100 mg de azul de Coomasie y disoclverlo en 50 ml
de etanol al 50%., Adicionar a esta solucibn Scido fos-
f6rico 100 ml afi 85% (P/V). Llevar esta solucidn a 100
ml con agua destilada. Se recomienda filtrar en papel-
Watman No.l, las concentraciones finales son 0,01% -
(p/V) de Coomasie; 4.7% (P/V) de etanol y 8.5%(P/V) de
Acido Fosf&rico.

Preparacifn de la Muestra para Electroforesis

Conocer la concentracidn de proteina de la muestra, -
de tal manera gque en cada carril ge cologue el volu -
men necesario para adicionar (30~60 ug) de proteina -
que sea la cantidad ideal para la electroforesis. Se
mezcla la muestra con solucifn de Cocktail. Puede ser
a volumenes iguales o bien por cada 100 ul de muestra
30 ul de Cocktail., Es importante tener en cuenta este
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paso para el momento de colocar la muestra en el ca -
rril.

Hervir la mezcla {(Muestra + Cocktail) por 5' en baiio
marfa ( a temperatura de ebullicidn)

Condiciones de corrida.

Gel concentrador .............25 miliampers/ Gel
Gel Separador........c.ess....40 miliampers/Gel
El amperaje debe ser constante.
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