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APENDICE

A. Técnica de inclusién en resinas epdxicas

© N O ;AW

10.

. Obtener y fragmentar el pulmén con una navaja de bisturie en trozos de

aproximadamente 1 mm? en una caja de Petri con solucién fijadora.
Sumergir en solucion fijadora de Kamovsky-lto {Apéndice H) por 30 min a
temperatura ambiente o toda la noche a 8 °C.

Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M (Apéndice |) por 5 min, 3 veces.
Postfijar en tetradxido de osmio al 2 % por 30 min.

Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M por 5 min, 3 veces.

Contrastar en bloque con nitrato de uranilo al 1 % por 30 min.

Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M por 5 min, 3 veces.

Deshidratar en acetona al 30, 50, 70 y 90 % por 5 min en cada una, y en
acetona al 100 % por 5 min, 3 veces.

Preincluir en acetona-epon 1:1 por 60 min a temperatura ambiente o toda
la noche a 8 °C.

Incluir en epon puro (Apéndice J) por 60 min a temperatura ambiente,

colocar las muestras en moldes y polimerizar a 60 °C por 24-72 h.

NOTA: Los bloques se dejan enfriar, se extraen del molde y se rebajan bajo
microscopia estereoscopica. Para observar las muestras en el microscopio de
luz de campo claro, se cortan en el ultramicrotomo con cuchilla de vidrio y se
tifen con azul de toluidina (Apéndice B). Para observar las muestras en el
microscopio electrobnico de transmision, se cortan con cuchilla de diamante, se
colocan en rejillas de cobre y se contrastan (Apéndice C).
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B. Tincién de cortes semifinos con azul de toluidina

Obtener varios cortes semifinos de 650 nm de grosor.
Colocar los cortes en un portaobjetos limpio.
Pegar los cortes al portaobjetos usando una placa caliente.

WD

Colocar una gota de azul de toluidina (Apéndice K) sobre los cortes y
dejarios sobre la placa caliente por 10 seg aproximadamente.
Lavar cuidadosamente el portaobjetos con agua ultrapura.

® o

. Secar suavemente el portaobjetos con una gasa limpia.

C. Conftrastacion de cortes finos

1. Obtener varios cortes finos de 100 nm de grosor.

2. Montar los cortes en rejillas de cobre.

3. Colocar las rejillas con los cortes hacia abajo sobre una gota de acetato
de uranilo (0.5 g de acetato de uranilo disuelto en alcohol etilico al 50 %),
en una caja de Petri limpia.

4. Lavar las rejillas sobre gotas de agua ultrapura por 1 min y dejar secar.

5. Colocar las rejillas sobre gotas de citrato de plomo al 0.4 % (0.04 g de
citrato de plomo en 10 ml de agua ultrapura mas 3 gotas de hidréxido de
sodio para ayudar a disolver).

6. Lavar las rejillas sobre gotas de agua ultrapura por 1 min y dejar secar
sobre papel filtro en una caja de Petri cerrada y etiquetada.
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D. Cuantificacién de TNF-a por el método de ELISA

Para determinar el TNF-a en suero y en el sobrenadante del homogenado
pulmonar de los ratones se utilizd el kit comercial ID ELISA™ Mouse TNF-a
(IDEL-MuTa-96) de ID Labs Inc. Este kit s un inmunoensayo enzimatico tipo
sandwich, con el cual se cuantifican las formas libres de TNF-a de ratén. El
modo de visualizacién es por medio de la enzima fosfatasa alcalina conjugada a
streptavidina, a la cual se le agrega un sustrato cromogénico.

Primero se reconstituyeron los siguientes reactivos:
1. Anti-TNF-a de ratén biotinilado con 3.5 ml de diluyente.
2. TNF-a recombinante de ratén con 1 ml de diluyente.

Se desempacéd la placa de plastico con 96 pocillos de microtitulacion
precubiertos con anticuerpo anti-TNF-a de raton. En los primeros pocillos y por
duplicado se dispensaron 100 ul de cada estandar de TNF-a recombinante de
ratbn que se prepararon a las siguientes concentraciones: 1600 pg/mi,
400 pg/ml, 100 pg/ml y 25 pg/ml, el diluyente se utiliz6 como blanco (0 pg/ml).

En los siguientes pocillos se dispensaron 50 pl de diluyente y 50 pl de cada
una de las muestras problema, todos por duplicado. Las muestras problema
fueron los “pools” de suero y de sobrenadante de homogenado pulmonar.

Una vez colocadas todas las muestras se realiz6 el siguiente procedimiento:

1. Incubar a temperatura ambiente por 1 h. En este paso se une el TNF-a a
los anticuerpos unidos a la placa.
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. Dispensar 25 pl de anticuerpo anti-TNF-a conjugado con biotina e incubar a
temperatura ambiente por 3 h. Durante este paso, el TNF-« libre se unié a
los anticuerpos unidos a la placa y a los anticuerpos conjugados con
biotina.

. Lavar los pocillos con buffer de lavado. Este proceso se realizé en un
lavador automatico de placas de ELISA previamente programado con 2
ciclos de 5 lavados cada uno, en los cuales se dispensaron 250 ul de buffer
de lavado a cada pocillo previa aspiracién del contenido de los mismos. El
intervalo de tiempo de espera entre ambos ciclos fue de 5 min. Al terminar
este proceso se sacudié la placa sobre papel secante para retirar el
remanente de buffer. La finalidad de este paso es retirar el anticuerpo
conjugado con biotina que no se unié a TNF-a.

. Dispensar 50 pl de fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina a cada
pocillo @ incubar a temperatura ambiente por 45 min. En este paso, la
estreptavidina se une a la biotina ligada a los anticuerpos unidos a TNF-o..

. Lavar los pocillos con buffer de lavado igual que en el paso 3. El propésito
de este paso es retirar el exceso de fosfatasa alcalina conjugada con
estreptavidina que no se unid.

. Dispensar 200 pl de cromé6geno en cada uno de los pocillos y dejar incubar
durante 15 min. La finalidad de este paso es revelar la presencia de
anticuerpo anti-TNF-c.

. Colocar la placa en el lector de placas de ELISA y proceder de inmediato a
su lectura a una longitud de onda de 490 nm.

. Realizar una curva de calibracién de TNF-u, graficando la absorbancia de
los estandares en funcién de la concentracién (Apéndice E, fig. 18).
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9. Calcular mediante un andlisis de regresion lineal la concentracién de TNF-o
en las muestras problema, tomando en cuenta un factor de dilucién de 2.

E. Curva patron de TNF-o

CURVA DE CALIBRACION DE TNF-a

0.700
y=mx+b

0.600 . y = 0.000370x + 0.020148
£ X = concentracién '
S 0500 { m = pendiente
g b = intercepto

0.400 -
E x=y-b/m
E
o 0.300
&
@ 0.200 -
m
<

0.100

0.000
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CONCENTRACION (pg/ml)

Figura 18. Curva patrén de TNF-a, cada punto representa el valor promedio de la
absorbancia de cada estandar utilizado y resuitan del analisis de 2 determinaciones. Se incluye
la ecuacién utilizada para calcular la concentracion de TNF-a en las muestras problema.
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F. Determinacién de la concentracién de proteinas por el método de Lowry

Primero se obtuvo una curva patron de proteinas, para lograr esto se utilizé
albumina sérica bovina a concentraciones conocidas. La albumina fue pesada
en una balanza analitica y se prepar6 un estandar concentrado de 2 mg de
albimina en 10 ml de agua ultrapura. A partir de éste se obtuvo una aliquota de
200 pg/ml y posteriormente se obtuvieron 0.4 ml de cada una de las siguientes
concentraciones estandar: 20, 18, 16, 14, 12, 10, 8, 6, 4 y 2 ug/ml y se usaron
0.4 ml de agua ultrapura como 0 ug/ml. Se aplicé el método de Lowry que se
describe abajo, desde el paso 4 hasta el final.

Se graficé la absorbancia obtenida en funcién de la concentracion de
albumina y de esta manera se obtuvieron 5 curvas de calibracion estandar por
triplicado. Posteriormente se integraron y se obtuvo el promedio de las 5 curvas
con su desviacion estandar. Una vez obtenida esta curva patron de protelnas
(Apéndice G, fig. 19) se calcul6 la concentracién de proteinas en los aliquotas
de sobrenadante de homogenado pulmonar, usando un andlisis de regresién
lineal y tomando en cuenta un factor de dilucién de 2. Después se obtuvo la
cantidad total de proteinas por volumen total del sobrenadante de
homogenado. Se utilizaron aliquotas de sobrenadante en una dilucién 1:200.

Pasos del Método de Lowry:

1. Tomar 0.5 ml de cada alicuota de sobrenadante de homogenado pulmonar
en tubos de ensayo y precipitar proteinas con 1 ml de acido tricloroacético
al 10 %. Dejar reposar por 30 min.

2. Centrifugar a 3000 r.p.m. por 30 min. Decantar el sobrenadante y dejar
secar cada tubo de ensayo sobre papel absorbente.

3. Agregar 0.4 ml de agua ultrapura a cada tubo.
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4. Agregar 0.4 ml de la solucion C (Apéndice L). Reposar por 10 min a
temperatura ambiente.

5. Agregar 0.2 ml de una mezcla de Folin-Ciocalteau al 2 N y agua ultrapura.
Dejar reposar por 30 min a temperatura ambiente.

6. Medir la absorbancia en el espectrofotometro de luz-UV a una A de 660 nm.

G. Curva patrén de proteinas

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINAS
0.180
y =mx+b y = 0.007939x + 0.003498
0.160 R? = 0.999304
y = absorbancia

0.140 1 x = concentracion
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§ 0.120 1 b = intercepto
[
<« 01001 x=y-b/m
2
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Figura 19. Curva patron de proteinas, cada punto representa el promedio de 5 curvas de
calibracion con su desviacion estandar. Los puntos de cada curva de calibracion resultaron del
andlisis de 3 determinaciones. Se inciuye la ecuacion utilizada para calcular las concentraciones
en las muestras problema.
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H. Preparacion de fijador de Karnovsky-ito

. Disolver 16 g de paraformaldehido en 400 ml de agua ultrapura.

Calentar sin llegar al punto de ebullicion bajo una campana de extraccién.
Agregar varias gotas de hidréxido de sodio (de 2 a 11 gotas) para quitar la
turbidez.

4. Dejar enfriar bajo la campana de extraccion.

o
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Agregar 400 ml de buffer de cacodilatos al 0.1 M y a pH de 7.2-74
(Apéndice I).

Agregar 32 ml de glutaraldehido al 25 %.

Agregar 0.08 g de acido picrico.

Mezclar vigorosamente.

Se almacena a 4 °C en un frasco de vidrio ambar.

I. Preparacién de buffer de cacodilatos al 0.1 M

Preparar una solucién A

1.

Se ocupa un volumen de 200 ml de agua ultrapura.

2. Agregar 8.56 g de cacodilato de sodio y mezclar.

Preparar una solucién B

1.

Se ocupa un volumen de 25 ml de agua ultrapura.

2. Agregar 0.5 ml de acido clorhidrico.

NOTA: Se utilizan los 200 ml de la solucién A y se le agregan 10.8 mi de la
solucién B, se afora a 400 ml con agua ultrapura y se ajusta el pH a 7.4 con
hidréxido de sodio.



J. Preparacion de resinas epdxicas (consistencia suave)

Para preparar epon suave se mezcla cuidadosamente lo siguiente:

Resina 279
DDSA 215¢g
NMA 85g
DMP30 19

NOTA: Una vez preparado, se guarda dentro de jeringas en el congelador.

K. Preparacion de azul de toluidina
1. Agregar 5 g de borato de sodio en 100 ml de agua ultrapura y calentar
hasta que se disuelva.
2. Agregar 1 g de azul de toluidina y agitar hasta disolver.
3. Filtrar para usarse.

L. Preparacioén de la solucién C
Tartrato de sodio y potasio al 0.8 %, sulfato de cobre al 0.3 %, carbonato de
sodio al 30 %, hidrdxido de sodio al 0.8 N y agua ultrapura.

NOTA: Se tomaron en cuenta las siguientes cantidades para cada tubo:

Tartrato de sodio y potasio 0.033 mi
Sulfato de cobre (CuSOy) 0.033 ml
Carbonato de sodio (Na,COs3) 0.033 ml
Hidréxido de sodio (NaOH) 0.100 ml
Agua ultrapura (H20) 0.200 ml
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