INSTITUTO NACIONAL DE LA NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRAN”

PROYECTO

NORMASY PROCEDIMIENTOS QUE REGIRAN LAS
ACTIVIDADES EN EL LABORATORIO DE |
INVESTIGACION DEL DEPARTAMENTO DE
GASTROENTEROLOGIA, INNSZ.

TR

QUEPRESENTA LA DRA. MA. DE LOURDES RODRI/GUEZ FRAGo"
A CONSIDERACION Y APROBACION, DEL JEFEDELDEPARTAMENTO
. _DEGASTROENTEROLOGIA,

ABRILDE1995.




INDICE

CAPITULO 1
CONSIDERADGS lllllll FE AN E R R 330 4 FE 305200y B Yy &4 12 EREEETNETLITE LI I I ) $3
DISPOSICIONES GENERALESI [N 2 I I I L N N A L B LI I N B N B DN L B AN LI N N S NI DN BT D N DN NN SN AN B B 5

CAPITULO T1

DEL PERSONAL DEL LABORATORIOQ DE INVESTIGACION...... e e 7

CAPITULO IT1I

DEL USO DE MANEJO DE MATERIAL RADIACTIVO....vvvuns Cheer e e 10

CAPITULO IV

DEL USO Y MANEJO DE MATERIAL BIOLOGICO..... TR Viserareserial/
CAPITULO V
DEL USO Y MANEJO DE SOLVENTES QUIMICOS.......ccs TNTEET ders i 21

CAPITULO VI

DE LOS PROYECTOS DE INVESTIGACION......... Ceraraaairaaee Ce i cra e 24

ARTICULOS TRANSITORIOS



ACUERDOS POR 1OS QUE SE ESTABLECER LAS HNORMAS Y
PROCEDIMIENTOS QUE REGIRAN LAS  ACTIVIDADES  DEL
LABORATORIO DE INVESTIGACION DEL DEPARTAMENTO DE
GASTROENTEROLOGIA, INNSZ.

CONSIDERANDO.

PRIMERO - Conforme a 1o previsto en los reglamentos internos de las
Universidades v la Coordinacién de Enseflanza del INNSZ, la incorporacién
de estudiantes de pregrade ¥ posgrade a grupoes de itrabajo en laboratorios
- de investigacién del INNSZ requiere de normas que regulen la seleccién y

desempefio de éstos.

SEGUNDO.- Que conforme a lo previsto por la Comisidén Nacional de
Seguridad Nuclear y Salvaguardias (CNSNS) y al Reglamento Interno del
INNSZ, ¢ manejo de material radiactive, requiere de normas ¢ficaces para
mantener un mejor control del manejo del material radiactivo, asi como de
los desechos , para aumentar o garantizar la Seguridad Radiolégica del
personal ocupacicnalmente expuesto, que trabaja en ¢l Laboratorio de
Investigacién.

TERCERO .- Que conforme a 1o previsto en el Acuerdo del Secrefario de
Salud acerca de las Comisiones d¢ Investizacidn y de Etica en
Establecimientos Médicos, v a la Subdireccidn General de Investigacidon del
INNSZ, se requiere de normas que regulen el uso, manejo vy desecho de
material biolégico por parte del personal.

CUARTO -Que conforme a lo previsto por el Comité de Investigacién
Biomédica y por el Comité de Investigaciones en Animales del INNSZ, se
requiere del lineamientos para el uso ¥ manejo de animales en proyectos
de investigacién.



QUINTO.- Que como complemento de la normatividad, expedida por el
INNSZ, para regular las actividades de los laboratorios de investigacidn es
necesario contar con un manuval de Normas y Procedimientos especificos
para ¢l laboratorio investigacién del Departamento de Gastroenterologia del
INNSZ.

Por 1o antes expuesto el Departamento de Gastroenterologia, tietie a bien
expedir el siguiente:

ACUERDQ
Por el que se establecen las Normas ¥ Procedimientos Que regiran las.

actividades del personal adscrite al mencionado laboratoric, para el
desarrollo de trabajos de Investigacién Basica v Clinica.



CAPITULOI
DISPOSICIONES GENERALES

ARTICULO PRIMERO. las presentes Nortnas y Procedimientos regularan
las actividades del personal adscrito al Laboratorio de Investigacién del
Departamento de Gastroenterologia.- INNSZ,

ARTICULO SEGUNDO. Para efectos administratives de las presentes
Normas y Procedimientos, se entenderd por:

a) Estudiantes. Todo agquel personal en etapa de formacidn académica
inscrito a cuvalquier Universidad, que se encuentre realizando estudios de
Pregrado, Posgrade v Especialidad, en el INNSZ.

b) Personal del Laboratorio. Todo aquel personal que perciba satario o
remuneracién econdémica en ¢! INNSZ, asignade al laboratorio temporal o
permanentemente {personal de intendencia, administrative o de
investigacién). |

¢) Personal ocupacionalmente expuesto. Toda persona due estando
trabajando en protocolos de investigacién, requiera para el desarrolio de
los mismos, ¢l use de material ragdiactivo, quimico ¢ bioldgico
potencialmente peligroso.

d) Material Biolégico. Todo aguel material que proceda o sea obtenido de
alglin componente biotégico de seres humanos (cualquier liquide corporal,
tejido o células), de algin animal de experimentacidn, bacteriolégico o viral.

¢) Protocolo de Investigacidn. Todo aguel disefio experimental que tenga
como objetivo contribuir al conocimiento del proceso Salud-Enfermedad y
que aporte datos sobre nuevas estrategias para el tratamiente de procesos
patotégicos del hombre,



f) Jefe del Laboratorio. Investigador Titular que ha side designado por el
Jefe del Departamento como responsable del laboratorio de mvestxgaczon

ARTICULO TERCERO.- El Investigador en el dambito de sus
correspondientes  funciones, queda facultadoe para supervisar el
cumplimiento y ejecucion de las presenies Nortnas v Procedimientos.
Asimismo, para interpretartas para efectos administratives, en este Gltimo
caso si fuera necesario, oyendo la opinién del Jefe del Departamento de
Gastroenterologia.



CAPITULOII

DEL PERSONAL DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION

1. PERSONAL EN FORMACION ACADEMICA

ARTICULO CUARTO.- Cualquier estudiante de Institutos Superiores
(UNAM, IPH, CINVESTAV, etc) podrd solicitar su incorporacién  al
laboratoric de investigacién al Jefe del Laboratorio y/o al Jefe del
Departamento. -

ARTICULO QUIRTO.- Se aceptarén estudiantes para incorporarse al
taboratorio de investizacién de acuerdo a los siguientes rubros:

a) Dependiendo de la disponibilidad de recursos y espacio fisico en el
laboratorio.

b) Estudiantes de Licenciatura que quieran realizar Servicio social: el
tiempo de ta estancia en ¢l laboratorio deberd ser de © a 12 meses,
dependiendo de los Reglamentos de la  Universidad de adscripeidn. Sin
embargo, ¢l taempo diario que deberd permanecer en el laboratorio serd de
4 horas como minimo, ¥ el horaric quedara fijado de comin acuerdo con el
Jefe del Laboratorio. Esto asegurard , que durante este tempo aprendera
técnicas basicas del laboratoric ¥ pueda aportar un servicio al Instituto.

¢} Estudiantes de Licenciatura que esten realizande tesis: podran realizar
traba]o experimental para la obtencién de su titulo, en un periodo minimo
de 8 meses ¥ maximo de un afio. Para 1o cual se le pedird una permanencia
semanal minima de 30 horas en el laboratorio, para ¢ue logre cumplir
todos 1os objetivos propuestes en su tesis.



d) Estudiantes de Posgrado que este realizando el trabajo experimental
para su tesis de grado deberd estar de tiempo completo en el laboratorio,
para que termine en un periodo de tiempo razonable (2 afios para Maestria
v 3-4 afios para Doctorado).

¢) Es deseable que los estudiantes consigan apoyo econdmico a través de
las Universidades a Instituciones como el CONACYT, debido a que ni el
Departamento ni el Institute cuentan con recurses para otorgar becas.

ARTICULO SEITO.- Los estudiantes que se incorporen al trabajo del

laboratorio deberan:

a) Tener como asesor de tesis al Jefe del Laboratoric o a un Investigdor
adscrite al mismo.

b} Participar Gnicamente en los protocolos que se estén desarrollando en et
mismo.

¢} Al finalizar su estancia y/o tesis debera dar los créditos
correspondientes al Departamento e Instituto.

OBLIGACIONES DEL PERSONAL EN FORMACION ACADEMICA.
ARTICULO SEPTIMO.- Todo estudiante que se encusnire realizande
alguna actividad en el laboratorio tendrd la obligacién de:

a) Cuidar ¥ mantener en perfectas condiciones todo el equipe ¢
infraestructura del mismo.

b) Optimazar todos los recursos materiales con que se cuente, para
garantizar que contarén con ¢l apoye para la terminacién de su grado
académico.

¢) En el caso de que utilice material ¥ soluciones de uso comin deberd de
prepararias, si éste las termind.



d) Reportar cualguier desperfecto del equipe al Jefe del laboratorio ¢ al
personal adscrito al mismo,

e} Mantener una conducta adecuada y respeto hacia el personal del
laboratorio, asi como al resto del personal del Departamento ¢ Institulo,

ARTICULO OCTAVO.- Todo estudiante que se encuenfre realizande
alpuna actividad tendrd la obligacién de participar en actividades
académicas, dentro v fuera del Instituto. Las actividades seran asignadas
por ¢l Jefe del laboratorio ¥ podran incluir:

a) Asistencia a cursos especiales.

b) Participacién en seminarios periédicos del Laboratorio.

¢) Asistencia a sesiones del Departamento y sesiones generales del
Instituto.

d) Asistencia a congresos o reuniones cientificas.
ARTICULO HNOVENO.- Los estudiantes tendrda estrictamente prohibido

prestar equipo ¥ reactivos del laboraterio, sin previa autorizacidn del Jefe
del laboratorio o personal adscrito a é1.

ARTICULO DECIMO .- El ¢studiante que contravenga las Normas del
laboratorio, dependiendo de Ia falta serd amonestado.

a) Verbalmente v en privado por ¢l Jefe del Laboratorio.

b) Verbalmente y en plblico por ¢l Jefe del Laboratorio.

¢) Suspendido temporalmente de sus actividades en el Laboratorio.

d) Serd dado de baja ante la Coordinacién de Ensefianza del INNSZ y , por lo
tanto causard suspencidén definitiva del laboratorio.



DE LOS DERECHOS DE LOS ESTUDIARTES.

ARTICULO DECIMO PRIMERO - El Jefe del Laboratorio y o1 personal de
investigacién deberd de apoyar al estudiante con los recursos materiales
para que pueda terminar su trabajo experimental y obtenga el grado
académico.

ARTICULO DECIMO SEGUNDO .- El Jefe del Departamento apoyard con la
autorizacién del trémite para la obteficidn de la credencial que lo acredite
como estudiante adscrito al Institute, ¥ pueda hacer uso del setvicio de
biblioteca y comedor. |

ARTICULO DECIMO TERCERO.- Los estudiantes adscritos al laboratorio
podran hacer uso del equipo e infraestructura disponible, que requiera
para su frabajo de investigacién.

ARTICULO DECIMO CUARTO.- Los estudiantes recibirdn los créditos de
su trabajo de las presentaciones a congresos ¥ publicaciones a que diera
- lugar su investigacién,

ARTICULO DECIMO QUIRTO.- Los asesores de tesis adscritos al
laboratorio tendran la obligacidén de supervisar y asesorat, académica ¥
administrativamente, el trabajo de sus estudiantes para que terminen
exitésamente su grado académico.

ARTICULO DECIMO SEXTO.- De contar el Departamento y ¢l laboraterio
cofi recursos econdmicos, los estudiantes serdn apoyados para que asistan a
Congresos, siempre y cuando sus trabajos sean enviados a dichos eventos.
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Il PERSONAL ADSCRITO AL INSTITUTO.

ARTICULO DECIMO SEPTIMO.- El personal adscrito con categorias de
ayudante de investigador y de investigador asociado deberd apoyar al jefe
del laboratoric en 1os protocolos que este Gltimo indique, v dependiendo de
su involucracidén en el proyecto recibira los créditos correspondientes de
lag presentaciones orales y publicaciones escritas a que diera lugar.

ARTICULC DECIMO OCTAVO.- Los ayudantes de investigador o
investigadores asociados deberdn de preparar su propic material y
soluciones para ¢l degarrollo de su trabajo experimental.

ARTICULO DECIMO HOVENO.- Los investigadores asociados adscritos al
laboratoric podrin realizar provecto de investigacidn independientes,
dentro de la linea del laboratoric. Sin ernbargo, deberan oblener recursos
propios por donativos.

ARTICULO DECIMO VIGESIMO .- Al personal adscrito con las categorias
de ayudante de investigador o investigador asociado, se les evaluara su
trabajo vy desempetio en ¢l laboratorio y, dependiendo de esto, recibita los
siguientes estimulos:

a) Las facilidades para que pueda incorporarse a algln programa de
posgrade, ¥ pueda mejorar curricularmente.

b) Facilidades para que asista a cursos de capacitacin.

¢) Facilidades para que asista a congresos y/o reuniones cientificas.

d) En el caso de que tenga el grado de M. en C. o este inscrito en algin

programa de Doctorado, podrd fungit como asesor de un estudiante de
Licenciatura, siempre y cuando:

t



{.- Realice la supervisidn del trabajo experimental del estudiante.

2- Tenga la categoria de investigador asociado, por la Coordinaciéon
de los Institutes de Salud.

3.- Que la tesis del estudiante este relacionada con su protocole de
investigacion.

&) Recibird los créditos como asesor del estudiante

ARTICULO VIGESIMO PRIMERO.- En relacién al personal de
intendencia, la persona asignada al laboratorio debera:

a) Tener las nociones sobre ¢l lavado y manejo del material del laboratorio,
de acusrdo a las areas de trabajo.

b) Tener las nociones minimas sobre ¢l manejo de material radiactive,
quimico y bioldgico.

¢} Apoyar tanto al personal del laboratorio como a los estudiantes en el
manejo ¥  Ppreparacién del material, para lograr un maximo
- aprovechamiento de las actividades en el laboratorio.

ARTICULO YIGESIMO SEGUNDO.- El  personal  administrativo
{secrstarial) asignado al laboratorio, debera:

a) Apoyar al Jefe del laboratorio en todas las actividades adminisirativas a
que diera lugar el trabajo dentro del mismo (redaccién de memorandums,

requisitiones, cartas, restimenes, articulos, etc)

b) Apoyar al personal de investigacién y de posgrado en tramites
administrativos necesarios.
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ARTICULO VIGESIMO TERCERO .- Todo personal del laboratorio que se
encuentre realizando alguna actividad de investigacién fendrd la obligacién
de:

a) Cuidar y mantener en perfectas condiciones tode el equipe e
infraestructura del mismo.

b) Optimizar todos los recursos materiales con que se cuents, para
garantizar que contardn con el apoyo para la terminacién de los proyectos
de investigacién.

¢) Reportar cualquier desperfecto del equipo al Jefe del laboratorio.

d) Indicar al Jefe del laboratorio de 'posibie-s préstamos de equipo ¥/0
reactivos a otros laboratorios.

¢) Mantener una conducta adecuada y respeto hacia ¢l personal del
taboratorio, asi como al resto del personal del Departamento ¢ Institufo.

ARTICULO VIGESIMO CUARTO.- Al personal de Laboratoric que
contravenga las Mormas y procedimientos que regiran las actividades del
laboratorio, dependiendo de 1a magnitud de la falta seran sujetos a :

a) Amonestacidén verbal v en privado, por ¢l Jefe del laboratorio.

b) Amonestacién verbal ¥ en publico, por €1 Jefe del laboratorio.

¢) Serd turnado al Jefe del Departamento de Gastroenterologia o bién al
Departamento de Personal respectivo

13



CAPITULOTERCERO

DEL US0 T MANEJO DE MATERIAL RADIACTIVO

ARTICULO YIGESIMO QUINTO.- Se considera personal
ocupacionalments expuesto a radiactividad a aquel personal de
investigacién v de intendencia que por su trabajo s¢ exponga a las fuentes
o manipule 1 material y/o equipo contaminado con radioactividad.

ARTICULO VIGESIMO SEXTO.- Toda persona que haga uso del material -
radiactive, sea estudiante o personal adscrito al Instituto, debera ser dado
de alta en el Departamento de Medicina Nuclear, y solo podré hacer uso de
ese material si tiene permiso de la Comisidén Nacional de Seguridad Nuclear
v Salvaguardias (CNSNS) y de la Comisidn de Seguridad Radiologica del
INNEZ.

ARTICULD VIGESIMO SEPTIMO - El material radiactivo serd utilizado
almacenado y desechado solamente en areas restringidas en ¢l laboratorio,
siguiendo las medidas de seguridad establecidas ¢n ¢l manual de
Seguridad Radioldgica del INNSZ (uso de guantes, papel absorbente,
contenedores, etiquetas de radicactividad, uso de mandil de plomo, etc.

ARTICULO VIGESIMO OCTAVO.- El Jefe del laboratorio designard el
personal encargade de recoger y transportar los desechos radioactivos, de

acuerdo al lugar establecide por la Comisién de Seguridad Radioldgica del
INNSZ.

ARTICULO VIGESIMO HOVENO .- El Jefe del laboratorio designard a ufia
persona para que lleve un control de las entradas y salidas del material
radiactivo, el ¢ual deberd coincidir con aquel que leve la Comisién de
Seguridad Radioldgica del INNSZ.
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ARTICULO TRIGESIMO .- El personal ocupacionalmente expuesto deberd:
a) Realizarse exdmenes de laboratorio periddicoes.

b) Conocer las medidas a seguir en caso de accidente.

¢) Monitorear antes v después de frabajar la presencia de radiactividad.

d) Reportar al Jefe del laboratorio la presencia de radioactividad en el
lugar de trabajo ¥ en otros sitios no asignado, asi como cuvalquier accidente.

ARTICULO TRIGESIMO PRIMERO.- El personal que utilice material
radicactivo que no siga los lineamientos y medidas de seguridad
requeridos por la comisién Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardias
v la Comisién de Seguridad Radiolégica del INNSZ, serd acreedor a una
Sancién 1a cual consistira.

a) En una amonestacién verbal, por parte del Jefe del laboratorio.

b) En una suspencién temporal det manejo de material radiactive en el
laboratorio.

¢) Turnado a la Comisidén de Seguridad Radioldgica del INNSZ, la cual estard

facultada para pedir su baja temporal o definitiva ante la  Comisién
Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardias (CNSNS).

ARTICULO TRIGESIMO SEGURDO- Quedard estrictamente prohibido

para los trabajadores ocupacionalmente expuestos y personal adscrito al
laboratorio:

a) Ingerir y almacenar alimentos en las areas de manejo de material
radiactivo.

b) Fumar ¢ aplicarse cosméticos dentro del area de trabajo.

15



¢) Usar la bata de trabajo para ir al comedor vy salit a la calle, si estuvo
trabajande con material contaminado.

d) Cotrrer cerca de éreas de manejo de material radiactivo.

¢} Transportar material radiactivo de un Departamento a olro, sin etiquetar
v sin contenedores.

) Transportar material radiactive fuera del Institulto, sin causa justificada
¥ previo consentimiento del Jefe del laboratorio.

16



CAPITULOIV

DEL U550 Y MANEJO DE MATERIAL BIOLOGICO

ARTICULO TRIGESIMO TERCERO.~ Se considera personal
ocupacionalmente expuesto a tode aquel personal de investigacidn e
intendencia que por su trabajo se exponga a las fuentes y manipule
material y/¢ equipe contaminado con material bicldgico potencialmente
peligroso.

ARTICULO TRIGESIMO CUARTO.- Toda persona ocupacionalmente
expuesta deberd conocer y llevar a cabo todas las medidas pertinentes

para la prevencidn y control de la transmisién de enfermedades
potencialimente infecciosas propias del hombre o de animales. Esto c¢on la
finalidad de conservar su salud y evitar accidentes de trabajo.

ARTICULO TRIGESIMO QUINTO .- Todo personal que esté vinculado con
protocolos de investigacidén que impliquen el use de material bioldgico
deberd seguir las siguientes normas de seguridad para laboratorios de
acuerdo a la Comisién de Seguridad e higiene de la Secretaria de Salud y
del INNSZ

a} Evitar el contacto de la piel con el material contaminado, asi ¢omo con
superficies, materiales y objetos expuestos a este material mediante el uso
de bata y guantes.

b) No tocar 1a piel, u ofras superficies corporales con guantes
potencialmente infectantes.

¢) No transportar muestras potencialmente contaminantes, sin guantes y
sin efiquetar.

d) Lavarse las manos después de quitarse los guantes y la bata.

17



e) Emplear dispositivos mecdnicos o perillas para aspiracién de muestras
bioldgicas. Nunca se deberd pipetear con la boca.

1) Descontaminar las superficies de frabajo de¢ manera rutinaria, al inicio y
al final de la jornada, empleando soluciones inactivamentes.

g) No manipular las jeringas y agujas desechables sin guantes. Depositarlas
inmediatamente después de ser utilizadas, en recipientes irrompibles que
contengan alguna solucién inactivante.

h) Emplear guantes de latex grueso para el lavado y descontaminacién del
material, equipe vy de las dreas de trabajo. Desechar los guantes cuando
presenten alghn indicio de deterioro. '

i) No desechar muestras bioldgicas sélidas et tarjas 0 botes de basutra.

i)No almacenar cotnidas o bebidas en el mismo lugar donde hay material
bioldgico.

k) No trabajar con material bioldgico si existe alguna herida en las manos.

ARTICULO TRIGESIMO SEXTO.- Toda persona adscrifa al laboratorio
que utilice material potencialmente contaminante, en sus protecolos de
investigacién, deberd recibir inmunizaciones de acuerdo a la procedencia
del material bioldgico (ejemn. vacuna contra la hepatitis).

ARTICULO TRIGESIMO SEPTIMO.- Toda persona que trabaje con
muestras bioldgicas deberd conocer cuales son las medidas a seguir para
desechar un material contaminado y el destino final det mismeo:

a) Utilizar cualquiera de las siguientes soluciones inactivantes o
desinfectantes: hipoctorito de sodio al 18 e¢tanol al 70% formaldehido al
4%, glutaraldehido al 2%, perdxide de hidrégeno al 6%, o yodure de
peolividona al 2.58&.
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b) El material bioldgico deberd permanecer al menos durante dos horas en
solucidn inactivante.

¢} Desechar en la tarja solo el material que haya sido previamente
inactivado.

d) Eliminar en contenedores especiales todo el material punzocortante para
su eliminacidén posterior.

ARTICULO TRIGESIMO OCTAVO- Todo resto de material biolégico
humane © de animales de experimentacién deberd ser enviado al
incinerador para su eliminacidén, en bolsas gruesas. Los tétodos
alternativos podran ser el uso de aufoclaves al 120°C ¢ de agentes quimicos
inactivantes. |

ARTICULO TRIGESIMO HMOVENO.- En caso de que la petrsona sufra
exposicidn de piel ¢ mucosa al material contaminado deberd:
a) Si se trata de mucosas lavarla con abundante agua.

b) Si se trata de una herida, provocar su sangrado, sea por expresién o
quirGrgicamente, ¥y nunca por succidn.

¢) Realizar un lavado con agua y jabén.
d) Notificar al Jefe del laboratorio o al personal adscrito al Instituto, para

gque se tomen las medidas de atencién a las que dé lugar,
independientemente de la hora en que ocurrid et accidente.

ARTICULO CUADRAGESIMO - El personal ocupacionalmente expuesto
que no siga los lineamientos y medidas de seguridad adecuadamente, sera
acreedor a una sancién la cunal consistira:

a) En una amonestacién verbal, por parte del Jefe del laboratorio.
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b) En una suspencién temporal del manejo de material biolégico.
¢} Suspendide definitivamente de proyectos de investipacidn que

impliquen ¢l manejo de material bictdgico.

ARTICULO CRUADRAGESIMO PRIMERO - Quedara estrictamente

prohibido para el personal ocupacionalmente expuestos y al  personal
adscrite al laboratorio:

a) Ingerir v almacenar alimentos en las areas de anejo de material
biolégico.

b} Fumar ¢ aplicarse cosméticos dentro del area de trabajo.

¢) Usar la bata de trabajo para ir al comedor y salir a la calle, asi
estuvieron trabajando con material bicldgico potencialmente infectante.

d) Usar objetos de uso comin como teléfonos, apagadores de luz, perillas de
pusrtas, manijas de agua etc, cuando se¢ este irabajande con muestras
biolégicas infectantes,

¢) transportar material bioldgico de un Departamento a ofro, sin etiquetar
v sin contenedores.

) transportar material bioldgico fuera del Instituto, sin causa justificada y
previo consentimiento del jefe del laboratorio.
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CAPITULOV

DEL USO Y MANEJO DE REACTIVOS Y SOLVERTES QUIMICOS

ARTICULO CUADRAGESIMO SEGUHDO- Se considerard personal
ocupacionalmente expuesto a todo aquel personal de investigacién que se
e¥ponga o© manipule material quimico polencialmente peligrose, ejem.
agentes corrosivos, venenos, carcindgenos y mutagenos.

ARTICULO CUADRAGESIMO TERCEROQ - Toda persona que se enicuentre
realizando alguna actividad en ¢l laboraforio deberd tener las nociones
minimas en cuanto a tipo, propiedades y efectos tdzicos de los reactivos
quimicos ¥ solventes, ademds de conocer los antidotos ¥ medidas a seguir
en caso de accidente.

ARTICULO CUADRAGESIMO CUARTO .- El asesor del estudiante indicara
los reactivos ¥ solventes que pueden poner en peligro la salud del
estudiante, asi como deberd indicar el lugar donde se¢ deberd de trabajar.

ARTICULO CUADRAGESIMO QUINTO .- Todo el personal deberd leer la
leyenda que presenta cada reactivo, para conccer el tipe de reaccion
adversa que pude presentar el manejo inadecuado del mismeo.

ARTICULO CUADRAGESIMO SEXTO .- El Jefe del laboratoric asignard las
areas para almacenar reactivos y solventes para su mejor conservacidn,
tomando en consideracién sus propiedades quimicas y fisicas para evitar
accidentes: refrigeracidn congelacién, ultracongelacidn, oscuridad, efe,

ARTICULO CUADRAGESIMO SEPTIMO .- Todo solvente quimico deberd
tener un lugar bién establecido dentro del laboratorio, para evitar posibles
rupturas, derrames, incendios y desastres deniro del mismo.
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ARTICULO CUADRAGESIMO OCTAVO .- El Jefe del laboratorio desighara

la persona encargado para llevar el registro de los reactivos y  solventes,
para el control de los mismos.

[

ARTICULO CUADRAGESIMO HNOVENO .- Todo reactive que de acuetrdo a
sus propiedades v efectos téxicos pueda poner en peligro la salud, deberd
ser usado con guantes, cubrebocas, lentes de seguridad, perillas, mascarilia
o dentro de campana de extraccidn, segin corresponda.

ARTICULO QUINCUAGESIMO .- Todo el pesonal que se encuenire
realizando alguna actividad de mv&atagacmn tendrd la obligacidn de:

a) Reportar cuando se termine algin reactivo.

b) En caso de cambiar de frasco un reactivo, s¢ deberd etiquetai'
correctamente ¢l nuevo envase, asi como indicard con una advertencia
cuando se frate de material corrosivo o tx:-mco

¢} En caso de preparar soluciones, deberd ser rotulado el frasco con una
etiqueta que incluya: nombre de la persona que lo prepard, cotnposicién
quirnica, concentracién y fecha. :

d) Hacer limpieza de balanzas, espatulas y magnetos,

¢) Limpiar 1a mesa donde prepare y maneje reactivos, asi como su zona
asignada de trabajo.

f) Reportar derrames de solventes y acidos.

g} Conocer la ubicacidn del extinguidor y equipo para lavado de ofos.

ARTICULO QUINCUAGESIMO PRIMERO - Que&iaré estrictamente
prohibido encender mecheros, cerillos, cigarrillos u hornos cerca del iugar
donde se encuentren ubicados los solventes.
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ARTICULOC QUINCUAGESIMO SEGUNRDO - Para ¢l desecho de soluciones,
reactives ¥ solventes, todo el personal tendrd la obligacidn de indicar al
personal de intendencia cual sera el destino final de éste, e indicar cuales
seran las medidas de seguridad que deberd seguir para evitar posibles
quemaduras ¢ dafios contra su salud.

ARTICULD QUINCUAGESMO TERCERO - El personal ocupacionalmente
¢xpuesto due no siga los lineamientos y medidas de segutridad
adecuadamente, serd acreedor a una sancidén la cual consistira:

a) En una amonestacién verbal, por parte del Jefe del laboratorio.

b} En una suspencién temporal del manejo de reactivos y solventes.

¢) suspendido definitivamente de proyectos de investigacién.
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CAPITULO VI

DE LOS PROYECTOS DE INVESTIGACION

ARTICULO QUINCUAGESIMO CUARTO .- Todo proyecto que se realice en
el laboratorio de investigacidn debera estar registrado en la Subdireccidén
de Investigacidn del INNSZ.

ARTICULO QUINCUAGESIMO QUINTO .- El Jefe del laboratorio serd la
Ginica persona en el laboratoric que tendrd la facultad y autorizacidn para
enviar proyectos a los Comités del Instituto para su evaluacién, previo Vo.
Bo. del Jefe del Departamento.

ARTICULDO QUINCUAGESIMO SEETO- El Jefe del laboratorio tiene la
responsabilidad de garantizar que el material bioldgico empleado en los
proyectos de investigacidn no tenga un mal uso ¥ de que se lleven a cabo
todas las consideraciones éticas pertinentes.

ARTICULO QUINCUAGESIMO SEPTIMO .- El Jefe del laboratorio podra
hacer uso de animales de bioterio, siempre ¥ cuando tenga el VoBo. del
Comité de Investigaciones en Animales (CINVA) detl INNSZ El Jefe del
laboratorio esta comprometido a que los animales serdn adquiridos,
mantenidos y empleados de acuerdo a 10s manuales y  guias de
procedimientos de la Unidd de Investigacién Experimental del INNSZ,

ARTICULO QUIRCUAGESIMO OCTAVO- El jefe del laboratorio serd
responisable de la supervisidén de 10s proyectos que se realizen en el
laboratorio, asi como deberd informar ante los Comités involucrados.

24



ARTICULO QUINCUAGESIMO HOVENO .- El Jefe del laboratoric podra
incluir en los proyectos, a log estudiantes que esten trabajando en el
laboratorio, como colaboradores, siempre y cuando el trabajo forme parte
de sus tesis para obtener un grado académico ¢ de su Servicio Social.

ARTICULO SEXAGESIMO - El Jefe del laboratoric deberd recurrir, dentro
de 1o que le sea posible a la blusqueda de donativos externos para obtener
recursos para terminar sus proyectos.

ARTICULO SEXAGESIMO PRIMERO .- En caso de donativo el Jefe del
laboratorio serd el responsable de la compra de equipo y/0 material
necesario, y contard con el apoyo administrative por parte del INNSZ, ¥
- técnico por parte del Departamento.

ARTICULO SEZAGESIMO SEGUHDO.- El Jefe del ilaboratorio debera
presentar los resultados obtenidos en 105 proyectos en congresos v
reuniones cientificas y de enviarlos a publicacién para su  divulgacién.
Deberd otorgaro créditos al laboratorio, Departamento, Instituto v a la
fuente de los recursos econdmicos,

ARTICULO SEXAGESIMO TERCERO.- El Jefe del laboratorio podra
realizar proyectos de colaboracidn con otros Institutos de investigacién,
siempre ¥ cuando haya un acuerdo en el aporte de recurses humanos y
materiales para el desarrolle de los mismos, asi como de los créditos.

ARTICULOS TRANSITORIOS.

PRIMERO - Las presentes Normas entraran en vigor a partir de 1a fecha de
su expedeicidn.
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SEGUNDO .- De ser posible, podrd ser aplicado en otros laboratorios del
Departamento.

SE EXTIENDE EN L& CIUDAD DE MEXIO, DISTRITO FEDERAL A LOS DOS DIAS
DEL MES DE MARZO DE MIL NOVECIENTOS NOVENTA Y CINCO.
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INTRODUCCION

Pars constituirse como una ciencia, la biologie ha tenido gue trabajar
snbre su propio concepto de  vida, defendiendo la independencia de sus
métodos, tan distintos de aguelios de le fisica y guimica. En el presente,
para proceder con el andlisis de la estructura de los serss vivos, la
biotogia ha tenide que recurrir & una esirecha cooperaciGn con la  fisica y
auimica; tal grado de refinamientc se ha logrado que el resultado ha sido
la aparicitn de la biclogia molecular

Le biclogia molecular, probablemente no intenta definir la naturaleza
de Ios seres vivos, pero nos ilustra sobre sus partes constituyenies.
Profundize sobre la manera en la cual ella esta organizade y revela
minusiosamente sus detalles, & nivel de células individuales , o mejor aun,
de 1a estructura de las moléculas las cuales caracterizan la célula,

Desafortunadamente el hombre no puede observar 10s fendmenos que 1a
rodean, sino demtro de limites muy restringides; la mayor parte de
aquellos escapa natyralmente a sus sentidos Yy la simple observacidn no le
basta, Para exiender sus conocimignios, ha debido aumentar la poiencia
de sus drganos con syuda de aparatos especisles Y a la vez se ha armado de
diversos instrumentos que le han servido para penetrar en el interior de
los cuerpos para descomponerios y estudiar sus moleculas elementales,
Hay por lo tanic gue establecer una gradacion necesaria entre los distintos
procedimientos de investigacion,

La investigacion, ye sea simple, ya seaé armada y perfeccionada, esta
pues  destinada ha hacernos descubrir Y comprobar 193 fendmenss gue nhos
rodeah. Este es un nivel al cual uno puede tener solamente accéso por el
emplec de todos los métodos y técnicos disponibles en el drea de la
bioguimica, fisica moderna, genética, fisiologia, etc, 4 por supuesto de
los recursos econdmicos para el desarrollo de 1as mas sofisticadas
técnicas de ohservacidn,

Conservar la salud y curar las enfermedades, tal es el problema qus 1a
Medicing ha plantado desde su origen y cuys sclucidn clentifica sdn
pesigue. E1 estado actual de la investigacion hace presumir que esta
solucién ¢e hard esperar todavia largo tiempo. Mo obstante, la Medicina



experimental ha enfocado a ires Areaz importantes la investigacidn: la
fisiologia, 1a patologia 4 la terapéutica. El conocimiento de las causas de
los ferdmenos de la vida en el estado normal, es decir, 1a ficiutngfa no&
ensefia a mantener las condiciohes normales de la wida Y a conservar su
salud. El conocimiento de las enfermedades y de las causas gue Jlas
determinan, es decir, la patologia, conduce por una parte, a prevenir el
desarrollo de las condiciones mérbosas, § por otra a combatir sus efectos
por 1os agentes medicamenios, es decir a curar 1as enfermedades.

Asi pues, es el interés del Departamento de Gastroenterologia contar
con un laboratorio de investigacidn gue le permita lograr parte de algunos
de esos objetives de ls medicina experimental, y contribuir en el
conocirriento del procese salud-enfermedad.



CAPITULD |, LAVADO ¥ PREPARACION DE HéTéEléL.

E} trabajo del lsborstorio de investigacidn implica el uso tanic de
téchicas sencillas como  sofisticadas, para la cuantificacion de un
determinado componente bioldgico. La mayor parte de 1las iécnicas
empleadas gn investigacion implican &1 uso de micrométodos, de ahi gue
las cantidades gque se empleen sean del orden de microlitros, microgramos,
nanogramos, milimoles, nanomoles, etr. Esto por un lade economiza el uso
de reactivos Y reduce la cantidad de muestra bioldgica & emplear.  Sin
ermbargo, por otro lado esto implice gque se debe lener un gran cuidado en la
preparacidn del material del laboratorio durantz el desarrollo de los
pratocelos de investigacidn. La presencia de restos de reactivos, muestras
biolégicas o radiactivided en &1 material del laboratorio a emplear SEran
causas de error en los resultados, y por 1o tanto de tiempo y dinero.

Mucho del trabajo de investigacign y los resultgdos que se gbtengan de
gste van a depender en gran medida del cuidado gque e tenga al lavar,
esierilizar Y pre;ﬁarar material de cristaleria, puntas para micropipetas,
tubos eppendorf, ete.  De ahi que este trabajo debe gser realizado por
personal de intendencia que haga sido capacitado, previamahte, B un
laboratorio de investigacidn, Esto ss, gue conozca tante g1 material como
las técnicas de Javedo y esterilizacion. E1 buen desgmpefio de éstas
actividades en e laboratorio de investigcion serén la clave del éxito del
mismo.

MATERIAL DE US0 FRECUENTE.
&) MATERIAL DE CRISTALERIA

1.~ El agua de 1a tina se debe cambiar una vez por semana. Ya 1lena la tina
se esparcen aproximadamesnte 3 pufios de jabdn sigmaclin

2.~ El material depositado es el gue resulta del trahajo del dia antertor
asi que al menos tiene mas de madio dia rermcjado.

% - De acuerdo al tamafic del material se cepilla con un escobillon fuera de
la ting varias veces con g1 mismo jabdn.



4. 5e enjuaga bien al chorro del agua. Después se enjuagan 2 veces nas
con agua destilada. (la espuma del jabdn sigmaclin es muy persistente, por
1o que la Onica forma de retirarlo es enjuagario muy bienl.

5. Una vez enjuagado el malterial ge coloce en logs cestns de metal parsa
posteriormente secarse en g1 hornp. Ya seco se shvuelve con  papel
gluminio, o se tapa segun el caso Yy Se pegan pedazos recortados de cinta
testigo.

6. E1 material se esteriliza en la autoclave por 20 minutos a 15 b praszion
y se coloca en las gavelas

7. El material grande como probetas y matraces aforados de 1 litro se
calocan en una charola metdlica. Se sujeta con cints y se esteriliza en la
central de equipos.

f. Los moldes pirex se lgvan coh el agua de la tina y un estrmpéja, 5e
enjuagan bign y se dejan escurrir para despugs guardarse.

By PIPETAS

Hay depdsitos mowibles y un bote de pipetas con agua y sigmaclin.

1. El agua de los depdsitos se cambia cada semans, Y la del bote
dependiendo de la apariehcia que tenga.

2. Las pipetas se retiran de los depdsitos y se enjuagan al chorro del agua
antes de meterse al bote de las pipetas.

3. En el recipiente de pipetas se dejan remojando un dia o bien, depende de
1a cantidad de pipetas.

4. El dia que se vayan a lavar se voltean un rald con las puntas hacia arriba
y e lavan por agitacidén con el agua de jabdn retenido.

5. Se enjuagan muy bien al chorrg del agua. ¥ despugs dos veces coh agua
destilada.



€. Se escurren y & secan eh el horno colocandose en los cestos con las
nuntas hacia arriba.

7. ¥a secas, se envuslven en papel aluminic y se celocan en paquetes de 3 4
4 pipetas del mismo voldmen (546 10 mlL

& Con un lapiz, pluma o marcador se les pone sobre la cinta testigo el
ntimers del vollmen que contienen ya sea de 54 10 ml.

9. Se esterilizan con el resto del material y se guardan.

C) MATERIAL CONTAMINADD COM MUESTRAS BIOLOGICAS

1. L& cubeta de agua tiene sigmaclin. E1 material se deja remojando por lo
menos 1 dia.

2. GSe calienta el material en la cubeta y se deja de 5 a 10 minutos
hirviendo.

Z. Se deja enfriar un poco y se cepilla varias veces muy bien.

4. Se enjuaga varias veces al chorro del agua g dos con agua destilada.

5. E] material se escurre y se seca al horno. En 2] caso de los tubos, uns
yez secos se colocan en su lugar. El resto del material como las cajas de
cultivo se envuelven para esterilizarse.

) CaJAS DE CULTIVOD DE PLASTICD.

1. Las cajas con agar se esterilizan antes de darse a lavar.

2. Se le retira el agar y se dejan remojande.

3. Estas cajas no se hierven con el reste del material. Se lavan con agua no
muy caliente y se tallan con el estropajo suavemente.



4, Se enjuagan de la manera acostumbrada y se dejan escurrir (He se
meten al hornol,

5. Se envuelven en papel y & los paguetes se le coloca trozos coriados de
cinta testige verde {(cinta testigo para gas} y se esterilizan con gas en 1a
central de equipos.

£} TUBDS COREY ¥ MATERIAL CON FENOL,

1. La cubeta de aguas tiene sigmaclin. E1 material se deja remojando por 1o
menos 1 dia. (Pero habra ocasiones qua los tubos corex se necesiten gl

mismo dia).

2 Ge calienta el material en la cubeta y se deja de 5 a 10 minutos
hirviends (con el mismo jabon gue ya tiene la cubsta),

% Se deja enfriar un poco y se cepilla varias veces muy bien con el agua de
jabdn.

4. Se enjuaga varias veces al chorro del egua y dos con agua bidestilada.
5. Bl material se escurre y se seca al horno.

6 Los tubos corew se envuelven en pape! aluminic en ndmerog pares {2,4,56)
y deben ser del mismao tamafio.

7. Se esterilizan y se guarda.

F) PIPETAS DE FEMOL

1. e hierven unns minutos con el material de fenol y las puntas de las
pipetds se woliean . De tal manera que quedan hacia arriba.

2. 5e lavan con el mismo jabén a manera de agitacidn.



3. Se enjuagan muy bien al chorre del agua. ¥ después dos veces con agua
gestilada.

4. Se escurren y se secan en &l horno colocandose en los cestos con las
puntas hacig arriba.

5. ¥a secas, se enyuelven en papel aluminio y se colocan en paquetes de 4 &
3 pipetas del mismo voldmen (54 10 mlb,

6 Con un lapiz, pluma o marcador se les pone sobre 1a cinta testigo el
nomerno dal voldmen gue contienen ya sea de 5 6 10 ml.

&) FR&SCO DE FENOL.

1. Se deja remojando y se hisrve con el resto del material,

2. 5e talla muy bign con el escabillén Y se enjuaga.

% Como el olor del fenol persiste muchg, tanto 1a tapadera como el frasco
se dejan nhuevamente en la cubeta del material de fenol con agus Y

sigmaclin Timpios por otras dos veces mas. De manera que ge lavan por 1o
- menos tres veces.

4. Después de la tercera vez sé seca en ) horno y se esteriliza,

H)} TUBDS EPPENDORE ¥ PUNTAS DE MICROPIPETA.

1. Los tubos se celocan en un recipiente para iubos Y puntasg coh agua y
sigmaclin.

2. Antes de lavarse se tira esg ague Yy se enjuagan cuidando que no se
desborde el agua y se caigan las punias.

3. Se escurren y e dejan en una palangana.

4. Be les pone un pufio de sigmaclin y agua hierviendo.



5 Se les deja remojando 20 minutos para que se despinten los tubos. Estos
sz tallan uno por uno con 21 escobilldn chico.

6. Las puntas amarillas y azules solo se enjuagdan.

7. Tante los tubos como las punias se enjuagan muy bien al chorro del agua
y por ditimo se enjuagan con agua desiilada.

3. Se zacuden bien y se dejan escurrir én un cesto.

9. De preferencia las puntas =& escurren en un cesto cubierto con papel
aluminio.

10. ¥a secos, tubos Y punias (azules y amarillas se guardan por sepatado
en holsas de plastico)d

P WIALES COM MATERIAL RADIACTIVO.

1. El liguido se desecha en un envase de plastico junto con la tapadera.

2. En un recipiente de pléstico se ponen s remojar con detergente durante
tos dias.

% Se enjuagan bien y se ponen a hervir 15 minutos en una cubeta con agua
y 1 o 2 tapas de dextran liguido

4 los viales no se cepillan, se enjuagan muy bien al cherro del agua y por
Wtimo con agua destilada

5. 5e escurren Y se secan en el horno.

&, Los wiales se colocan gn una caja de cartdn boca abajo.

Ji RECIPIEMTES DE PLASTICD PARA LAVAR MEMBRANAS.



1. Se dejan bajo el chorro del agua por lo menos 10 minutos.
2. Se lavan con un poco de sigmaclin y estropajo.
3. Se enjuagan bien con el chorro del agua y con agus degtilada 4l ultimo,

4. Se dejan escurrir bien, y Ya secos se guarda.



CAPITULD |1, TECHICAS RELACIONADAS CON LA DETERMINACION DE
COMPONENTES CELULARES HEPATICOS.

La obtencién y preparacidn de las muestras bioldgicas a emplear

implica un cuidadoso procesamiento, pues de acuerdo a la maners como se
reglice nos  permitird identificar o no alguna rolécula en partmu!ar
encontrar sctividad bioldgica d& alguna enzima, sic.  Es de particular
importancia aguelias muestras gque provienen de pacientes Y que han sido
obtenidas a través de una biopsia o una cirugis, pués dificilmente se podré
contar nuevamente con otra muestra igual.
De ahi que 8] manejo y progeso de las muestras binldgicas reguieran un
cuidado riguroso, 4 que se realicen no solo las medidas pertinenies para la
sbtencign y preservacién de las diferentes constituyentes tisulares y
celulares, sing para gque éstas sean de alia calidad. El uso de
procedimientos  basicos  de!  laboratoric  como  la refrigeracidn, la
congelacitn, ta incubacidn, la filtracidn etc, para la preparacion  del
material bidlogico serén de gran importancia para tal finalidad.

A} DBTENCION DE HOMOGEMADOS TISULARES.

Procedimiento.

1~ Se gbtendrén las pieras de tejido, ya sea de &nimal o de pieza
guirdrgica humana.

5.~ Se colocarén en una solucidn bufer de fosfatos en higlo, se lavaran dos
veces coh esa solucitn para sliminar todo tejido hemético.

3.~ El tejido serd faccionado con tijeras y colocado &noun horogenizador
tipo Dounce con 20 ml de bufer. {la composicion de este bufer dependera
para que se utilizard el homogenado).

4- Se darén varios golpes al homogenizador hasta gue el tejide esté
liquide completamente.

5.~ almacenar a —4°C hasts que sea utilizado.
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BY ODRTEMCION DE SUERD.
Procedimienio.

1~ Se oblendré sangre a animales de experimentacidn  por puncion
cardiaca 0 bidn & sujetss humanos por vencpuncion. La cantidad minima
seréd 5 oo,

2 - La ssngre serd colocada en tubos de ensaye sin anticoagulanie en hielo.
Se despegaré el tejide hemético del tubo con un 1sopo de madera.

3.~ Centrifugar a 3000 rpm. por 5 mingtos a -4°C

4.- Posterior & este tiempo se separard el suero del paguets globular con
una pipeta Pasteur Se pasard éste a un tubo de ensaye Y se glmacensra a
~-4°C hasia su uso.

Y DETENCION DE CELULAS MUCLEARES
Procedimiento.

1. Extraer 30 ml. de sangre con jeringa heparinizada. Transferir a un tubo
de 50 rml. previamente stiguetado con los datos del paciente & Mo, de
animal. Lienar el itubo con bufer PAS. Agitsr por fnversidn tapando con
parafilm y centrifugar a 2,000 rpm a A°C por 15 minutos.

2. Aspirar con vacio  la capa del sobrenadante, teniendo cuidado de ne
aspirar ninguna materia blanca de le interfase. Lienar e] tubo con bufer
AC (bufer lisedor). Se tapa con parafilm, mezclar suavemsnie y dejar
reposar durante 30 minutos a 4°C, después centrifugar a 1,500 rpm & 4°C
por 19 minutos.

% - Sacar & tubo de ls centrifugs y detectar la capa de las  células

hlancas (precipitade blance), con cuidado aspirar el sobrenadanie y dejar
la pastilla de células blancas intacia

11



4~ Resuspender &1 precipitada con bufer salino de fosfato (PBS) y Vlenar el
tubo con el mismo, centrifugar a 1,500 rpm a 4°C por 5 minutos,

5- Aspirar el schrenadante y resuspender el precipitads con bufer AL,
centrifugar inmediatamente a 1,500 rpm a 4°C por 5 minytos

6.~ Aspirar el sobrenadante Y resuspender le pastilla con PES para un
lavado final. Centrifugar a 1,500 rpm por S minutos a 4°C

a) 5i quedan eritocitos visibles repetir etapa 4 4 3

Bt al final de etapa 6 sz puede almacenar la muestra & -70°C.

7.~ Aspirar 2) sobrenadante y proceder inmediatamentie a la grtraccion del
ADM.

DY FXTRACCION DEL ADN DE CELULAS BLANCAS.

Procedimientn.

{ - En un tubs de 50 mi. resuspender la pastilla de células blancas en 3 ml.
de bufer RSB, (10 mM tris, 10mM MaCl, 25 mM EDTA, pH 7.4) utilizando

agitador vortey o con una pipeta Pasteur.

2~ Agregar 120 ml de SDS al 25% Resuspender con la pipeta Pasteur e
incubar &8 65°C durante 1 hora.

3.~ agregar 40 ml. de proieinasa K, (10 mg/ml) mezclar suavemenie e
incubar @ 65°C durante 2 hrs. {Preincubar la proteinase K, 5-10 min. 8
37°C).

4- &1 final de este tiempo, agreger otros 40 ml. de proteinasa k, mezclar
g incubar & 65°C durante toda la noche.

%~ Extraccidn con fenol-cloroformo, aprox. 2 ml. de fenol neutralizado y
precalentado & 65°C y 2 ml. de cloroformo. Centrifugar a 1,500 rpm por 5
minutos,
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&- Geparar la fase acupsa con una pipela Pasteur y ponerios en i tubo
falcon de S50 ml. agregar 2 ml. de bufsr RSE 10/

7.- Repetir extracciéh con fenol-cloroformo.

£~ Obtener fase acuoss (5 mil) y en un tube corex de 15 ml precipitar el
ADN con etanol frio. {125 ml. de MaCl 401 y 2.5 vol. de etancl) 8 ~70°C por
30 minutos,

0~ Centrifugar a 11,000 rpm & 10°C par 20 mitiutos.

10~ Deseartar sobrenadante, secar la pastilla (ADM) y resuspenderioc en
250 ml. de bufer RSB 10/1 pH 8.0 y pasario en un tubo eppendor? de 1.5 ml.

11~ Leer la DO a 2607280 nm {con 2 ml. de la solucidng.

E} FETRACCION DEL ADN DE UNA MUESTRA DE TEJIDO
Procedimiento.

1 -Dbtencion de la rmuestra, depositar el tejids en  un tubo eppendorf
estéril de 1.5 mb. previamente etiguetado y sumergido en nitrigeno Tiguido
o en su defecto sn hielo secoracetona. Posteriormente la muestra se
procesa inmediatemente o bien se almacena & -F0°C  hasia su
procesamiento.

2 -~ Homogenizar g1 tejido con 1 ml de bufer de homogenizar en un tubo de
50 ml. utilizando el politrdn.

%~ Transferir e homogenado a un tubo eppendorf de 1.5 ml
4.~ Centrifugar a 2,000 rpm a 4°C durante 10 minutos.

5.- Decantar el sobrenadante y resuspender el precipitado con
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e 500 yl da bufer A {Tiocisnato de sobdio, citrato de Na, sarcosyl, 2-
mercapto ELOH}

w 20 Yl de BDS 252

& 10 ul de proteinasa K (10 mg/ml)

g incubar & B0°C durante 4 horas.

£~ Extraccion con fenol-cloroformo.
7.~ Centrifugar & 6,000 rpm a temperatura ambiente duranie 5 minutos.

8.~ transferir la fase dcuosa a un tubo eppendorf y precipitar con etanc]
frio.

o~ Centrifugar a 11,000 rpm durante 20 minutos a 4°C y la pastilla sg
disuelve en 500 ul de bufer 1071 pH 8.0

10~ &gregar 5 ul de RNAsa (5 u/ml) g incubrir & 37°C por 1 hora.

11~ Parar la reaccion con
2 4 ml. 5D5 &) 25 %
& 2 ml NaCL 40 M
e 5 ml. Proteinasa K (10 mg/ml)
g incubar a 37°C durante 1 hora.

12~ Extraccion con ferngl-cloroformo.

13~ precipitar la faze acyuosa con etanol frio.

14~ Resuspender la pastilia con 50 ml. de bufer 1071 pH 8.0 y leer 1a D.O.
g 2607280 mm.

F) EXTRACCION DE ARN TOTAL.

Procedimisnto.

i.~ Homagenizar con un politrén 20-mg del tejido en 2 ml. de la siguiente

solucion (Sol. A) Tiocianate 4M, Citrato de Ma 25mM, Sarcosyl 035% y 2
metrcaptoetans] 0.1 Z
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2 - Transferir el homogenado a un tubo de vidrio corex de 15 ml.

Z.- agregar los sig. reactivos:
0.2 ml. de acetato de sodio 2M pH 4.0
2.0 ml. de fenol neutralizado caliente.
.4 mi. de cloroformo.

4- pgitar vigerosamente y enfriar en hielo 15 min.
5.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 30 min. a 4°(,

6.- Obtener la fase {2-2 ml) y precipitar con 25 voldmenes de elanol
durante 30-60 min. a -70°C. Esta mezcla debe contener una conc. final de
MaCl de 0.1 M esto se logra adicionando 8 le Tase acuosa 173 ul de Nall 4
por ¢/ 7 ml. de vol. final antes de agregar e Et OH.

7.~ Centrifugar 20 min & 8,000 rpm -10°C.

§.- Desechar sobrenadante, escurrir los tubos y disolver la pastiila en 0.4
ml. de sal. & Transferir & un tubo eppendorff y exiraer 1 ARN con un
yolumen igual de una sol. 1l de fenol/ cloroformo. Conhgelar entre -20°
~-40°C durante S min y centrifugar 10 min a 10,000 rpm & a5,

o~ Dbtener la fase acuosa (fase superior) y precipitar con EOH-NaCl (00
M Mall = 37 ul y 2.5 vol de EtOH= llenar el tubo) & ~20°C duranie 30 a Bo
min. Centrifugar como se indica en gl pase 7.

10.- Resuspender la pastilla en bufer TE 1001 (Trig-HC1 10mM pH 7.0 -
EDTA ImM 400 ul a pH 7.4) y extraer gl ARN por Z2a. vez con un wolurmen
jgual de una sol. 1:1 de fenol/cioroformo congelar a -20°C 3 min. Y
gentrifugar 10 min. a 10,000 rpm a 4°C.

11.- Obtener 1a fase acuosa y precipitar con EtOH-MaCl como en el paso B y
centrifugar.

12~ Resuspender la pastilla en bufer TE 10:1 pH 7.4 en un voldmen gue
varia de acuerdo al tamafic de 1a pastilla
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13~ Determinar 1a DO & 2607280 nm y correr la glectroforésis. Una buena
preparscién del ARM debe fener una rec 2607280 entre 1.7 a 1.5 Una
unidad de D.O. a 260 nm = 40 ug ARM.

G) AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE CELULAS HEPATILAS
Procedimiento.

1.~ Picar el higado

2.~ Homogenizar 8 veces con 25 ml. NaOH

Z.~ Llevar a 250 ml. con NakCOg

4~ agitar 3 minutos en higlo

5 - Filtrar, primero con gaza doble y despuds ouadruple.
6.-Centrifugar 3000 rpm dursnte 30 minutos.

7.~ Descartar el sobrenadante y volver a homogenizar 3 veces.
&~ Medir el volGmen Thacer esta relacifn)

4.8 ml. susp. de células + 6.2 ml. sacarosa B9% (11 ml)

Mo siempre sale de suspehcidn de células 4.8 ml

Entonces se hace ¥ (x) (11) 45 = E! voldmen a que se va llevar,

0~ Ajuster el refractométro a A4%

10~ Pasarlo & un tubc de ultracentrifuga agregando sacaross 42% : la
mitad.

11.~ Centrifugario a 25,000 rpm | sacar la capa sobrenadante.
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12~ Pasarlo por aguja 18 Y 20 varias veces. (pasandolo a un vaso; primero
con aguja del 18 y después del * 20} Esto es para romper algunas celulas
que guedaron enteras.

1%~ Centrifugario a 15,000 rpm. 13 min agregéndole bicarbonhato 1mM
{para limpiar de la sacarosa).

1d- Tirar el sobrenadante y la parte gue gueda abajo es 1a membrana de
hepatocitos.



CAPITULD 11!, TECNICAS RELACIDHMADAS CON LA DETERMINACIUN
DE COMPONENTES CELULARES HEPATICOS.

El lahoratoric de investigacidn del Departamento de Gastroenterclogia
desarrolla progectos relacionados con esta rema de 1a Medicina. Algunes
de las enfermedsdes que han sido de particular interés para warios
profesores del Departamento es 1a hepatitis 4 1a cirrosis hepatica. Esto ha
traido como consecuencia que sg implemanien, no solo en gl laboratorio de
analisis clinicos, sino también en el laboratoric de investigacidn algunas
téchicas para el estudic de esias enfermedades.

Estas técnicas tiensn la venlaja de gque son faciles de realizar y
altamente reproducibles;  asimismoe, pueden ser utilizadas tanto para
ahimales de experimentacidn como en muesiras provenientes de pacientes,
Las técnicas gue se describen a continuacion, permiten tener una wisidgn
de 1a integridad estructural y/o funcional del higado.

&Y DETERMINACIDN DE TRAMSAMINASA GLUTAMICA PIRUVILCA.

La actividad de la transaminasa glutémica pirdvica (TGP) se determins
por el método de Reitman-Rankel {*) , en el gue sg rmide el compleio
formado por piruvato y 2,4-dinitrofenilhidrazina, que se produce a partir
de 1a alanina y el alfa-ceto-glutarate. £1 complejo colorido de hidrazina
absoryve a 515 nm.

Procedimiento
g) PREPARALCION DE SOLUCIONES.
1.~ Bufer de fosfatos 0.IMpH 7.5

2~ Solucién de sustrato DL alanina {(1.78 g), ac. alfa-ceto-glutarato (30
mgy, MaDH IN (0.5 mi), ajustar a 100 ml con bufer de fosfatas.

3.- Reactivo dromogeno: 2,4 dinitrofenil hidracina (1mpP) en HCY 1M,
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4 - Splucién MalOH O.4i
5- Sl estandar de pirdvato {Eumulesx’mﬁ egn bufer de fosfatos.
b} ENBAYO.

- Preparar tubos en duplicados, uno corresponderd al blanco y el otro &l
problema, agregar las soluciones de lg siguiente manera:

Blanco Problems
Salucian sustrate 0.250 ml 0.250 ml
Suerp problemsa s 0.050 ml

- Mezclar y agitar suavemente, incubar a 37°C durante 89 minutos.
-~ agregar 250 ul de reactivo cromdgeno 2 incubar por 5 minutos.

- Agregar suero problemna sole al tubo blanca (0.050 ml) e incubar olros
15 minutos 8 27°C.

~ Detener la reaccién con NaOH 4N (2.5 mlx

- Leer en espectrofotémetro s 515 nm. e  interpolar datss en una curva
pstandar de pirdvato.

c) CURVA DE CALIBRACION DE PIRUVATO.

- - Tubos ,
Solucion 1 2 3 4 5 6
fml)
{21 0.5 ' 0.47 0.45 .42 0.4 .37
(5) e 0.02 0.05 0.07 0.10 0.12
1) 0.1 Q.1 0.1 0.1 Q.10 01
{3) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
{43 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Actividad
en mbl O 8.3 16.7 25 23 41

#peifman 5. and Frankel 5., &m. J. Clin Pathol, 28: 56-63, 1957
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B} CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL (METODO DE BRADFORD].

La determinacién de proteinas se realiza siguiendo el método de
(*Bradford ). Este método 2 basa en la formacidn de un complejo colorido
gque resulia de la unidn de la proteine con el colorante azul brillante de
Conmassie, &1 cual absorbe a 525 nm.

Procedimiento,

Reactivo de Bradford: Azul de Coomazie G~250 100 mg. en 50 ml. de etanol
al 85%, 100 ml. de ac. fosforico  a) 858 y 850 ml de agua.

Alblmina sérica bovina (BSAY 0.1. mg/ml

1.- Hacer curva estandar de proteina: colocar las seguientes cantidades
{hacer por duplicadal

Tubos DDt B5A k. Bradford
i 80 ul + 20yl + 25 ml
2 60 ul A0yt 2.5 mi
3 40 1 B0 ul 2.5 ml
4 20 W g0 ul 2.9 ml
5 oul 100w 25 ml

Agitar en vortex y leer g 590 nm en un espectrofotdmetro.

2~ Para muestras, prepaerar tubos thacer por dupticado).

Tubo DD E. Bradford
S-204] Q5-80 ul + 25 ml
de muesirg

Agitar en vortex y leer en espectrofotometro & 593nm.
#* Bradford M. Anal. Biochem 72:248 1926,

g
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£} DETERMINACION DE GLUCOSA-6-FOSFATASA (ER SUERD)

La asctividad de esta enzima se determind de acuerdo al método de Traiger
y Plaa {*) , el cual se basa en la hidrélisis de la glucosa-g6-F & fosfato
inorgéanico.

Procedimiento.

|. Reaccidn Enzimatica,

a) Colocar en cada tubo problema

- 150 ml. de amortiguador de citrato 0.1M PH &3
~ 250 ml. de G-6- fesfato (.01 M)

- 100 ml. de suero. |

b)Y Incubar durante 1 hora a 37°C

c) &l pasar este tiempe adicicnar 500 ul. de eido triclorocacético al 108 y
centrifugar durante 5 minutos @ 1000 rpm.

Il Tomar 0.6 ml. *(600 ylt) del sobhrenadante y determinar fdsforo.
* pysde tomarse 03F ml o+ (3 ml. de M0 pars que pueda leerse
facitmente en el espectro.

1.- Poner tubos.:

0.3 ml. de agua (300 ul.}

0.3 ml. de muestra (300 ul)

0.2 ml de Ac. sscorbico al 10% {(Recién preparaday (200 ul)
1.2 ml. de molibdato de amonic 04201 en HaS5041M

2.~ Incubar a 37°C por 30 minutos
Z-Leer & 520 nm en un especirofotdmetro
Se coloca un tubo Blance cen 100 ul. de agua desde el principio de la

reaccion enziméatica.

Las lecturas se interpolan gn une curva tipo de fasforo.
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Cores estandar de Tdsfaro.
Solucién stock KHz P04 10mPM en HyS04 01N

1.~ Tomar un mililitro de 1a solucién  anterior y hacer una dilucidn con
agua.

2~ Preparar una serie de tubos y agreger las siguientes soluciones:
Mo. Tubo Solucidn

1 0.1 ml. de KHa P04, 0.5 ml. H:0, 0.2 ac
ascdrbico y 1.2 de molibdato de amonio.

2 0.2 ml. EHPD4, 0 ml HDO, 0.2 ml de ac
ascérbico y 1.2 ml de molibdate de amonio.

Z 0.2 ml. KH P04, 03 ml H0, 01 ml de ac
ascdrbico y 1.2 ml. de molibdate de amonin,

4 04 ml KHOPs, 0.2 ml He0, 0.2 mi de ac.
ascdrpico y 1.2 m! de molibdato de amonio.

5 05 ml KHp POy, 0.1 ml HgO, 0.2 ml. de ac.

ascorbico y 1.2 ml de molibdato de amonic.

%~ lncubar los tubos a 37°C por 30 minutos Y lzer a 820 nm. Hacer curva
Do ., moles de Pi.

# Hikaru K. Clin. Chim &, 4: 5534, 1959
D) DETERMINACION DE GAMMA-GLUTAMILTRARSPEPTIDASA

La actividad de la gamma glutamil transpeptidass se determina de acuerdso
a los métodos establecidos por Glossman y Meville (¥), el cual implica la
obtencidn de gamma glutamil glicilglicina Y p-nitroanilina, & partir del
sustrato  gamma-glutamil-p-nitroanilida, y de wun receplor gamma
glutamilo como 1o ez s glicilglicing, a través de la actividad de la gamma
giutamil transpeptidasa.
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Progedimienio.

1.~ Prepatrar tubos 400 ul trig HC1 200 mM PH 8.2
100wl MpClz 200 mM
100 ul glicil - glicing 40 mM PH 8.2
200 ul glutamil p-nitroanilina 10mM {agitar)

Agitar Tos tubos

5~ Previa incubacién por 10 min. de la preparacion anterior @ 37°C  se
inicia la reaccidn con 200 yl. de la preparacidn  enzimatice (5-20 mg de
proteinal.

%~ Se inicia a 37°C (generalmentie 30 min) y se detiene la reaccion con 2
ml. de Ac. acético 1.5 M.

4- Sg lee en celdillas standar & 410 nim determindndose la p-nitroaniling
mediante curva sid

La regccitn es lineal en el tiempo hasta la utilizacidn de aprox 108 del
citrato (produccidn de eprox. 200 ug p-nitroanilina en 1a mezcla de la
reaccian de tal forma gue la activided de un homogenado de corteza renal
puede ser lineal hasts por 20 min.

# GBlozamaun M. and Meville D M., FEBS Letters 19 {4): 340 1972

Ey DETERMINACION DE GLUCOGEMND.

El contenido de glucégenp se determina wtilizando el métado de la antrona
(%), Este método se bass en la formacién de un complejo colorido que
resulta de la unidn del glicido con el resctivo de & antrona, el cual
absorbe a 620 nm.

C Procedimiento.



1.~ & cada tubo que contiene uh trozo de higado previamente pesado
ggregar 3 mi. de KOH 30%.

2 - Harvir en bafic de agua (Hz0) & 1/2 hrs. tepando los tubos con canicas,
guedando liquidos, nada de tejido

3~ Enfrigr y pasar cuantitativamenie a un matraz de 50 ml. volumétrico
con Hz 0. Agitar muy bien.

4- Tomar dos (2) ml. con pipeta volumétrica de o/matraz g wolver a diluir
a 50 ml. coh Hx0. De los segundos matraces tomsr alicuctes de B mi. Y
pasarlas a tubps grandes. Agregar

1 tubae blanco con S mi. de HeO.
1 tyha st con 5 ml de una solucidn de glucosa 20 mg/mi.

S~ Preparar solucidn de antrona Q2% g en ac sulfirico 95% colocar &l
reactivo en hielo y agregar 10 ml del misme e cada tubo con una burets,
log tubos deben estar en hielo.

6.- agitar cuidadosamente {no usar vorter).

7.- Tapar 105 tubos frios con canicas y ponerlos en un bafio hirviendo
durante 10 minutos.

8.- Enfriar inmediatamente con agua Yy con hielo
- Leer a 520 nm y hacer célculog para conocer 1a concentracion de

gluctgenno total.

# Fong 1., Schoffner F.C. and kerk P, arch. Biochim. Biophys. 45 Z19-326,
1963,
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F} DETERMINACIOM DE COLAGEMA TOTAL (EMN REBANADAS Dt
TELIDO).

La concentracidn de cm‘sgmﬁa es determinada por la medicion del contenido
de hidroxiproling en muestras de higado fresce, después de la digestidn
con Acido (%),

Frocedimiento.

i - Ge zacrifican las ratas, se toma up trozo de higado, se seca con papel
filtro y posteriormente se pesan 100 mg. Y se colocan en una ampolleta,

2= & la ampolleta se e agregan 2 ml. de HC1 6 N y se sellan con el soplete.
% - Una vez selladas se colocan eh horno a 100°C dufanie 20 hrs.

A~ ¥a hidrolizadas se rompe la ampolleta y se penen a evaporar ] tiempo
gsuficiente para que gueden completamentie secas.

5. Las muesiras secas se resuspenden en solucidn amortiguadora primero
con 2 ml ge agita con vortex, y se yacia en tubos de ensays. Después se
agrege 1 ml nuevamente a la ampolleta para lavaria completamente y se
vacia en el mismo tubo de ensaye. Se centrifuga a 3000 rpm  durante 13
minutos.

6.~ El sohrenadente 5o sace con pipete Pasteur y se wacia en un tubo de
ghsaye. Se le agrega una porcitn de anorita, se centrifuga & 3000 rpm
durante 15 minutos y nuevamente se vacia el sobrenadante en un tubo de
ensays. Si no sale claro se wuelve a colocar anorita y se centrifuga (hacer
2 veres).

7~ Se toma | ml. de este sobrenadante rmas 1 ml de agla, se colocanh en
tubn con tapdn y se le agrega 1 ml. de sol. de cloramina T. Ademés se pone
un tube blanco {com 2 ml. de agua; y 2 tubos con sol. estandar de
hidroxiprolina.



Para preparar 2] tubo estandar de la hidroxiprolina:

Estandar hidroxiproling 10 u mol/ml Se toman 100 ul, da esta solucidn y
ce lleva a iml con agua. 5e tornan 100 ul de esta misma solucion y se
Neya a 2 ml. con agua. ¥ se sigue gl mismo procedimiento. (De esta manera
se pridan 0.1 umoll,

5.~ Pagados 20 minutos se detiene 1a reaccién por 1a adicidn de 500 ul de
tipsulfate de sodio 2 M, 1 ml de NaOH 1N y aproximadamente 2 g. de MaCl.
Agitar inmediatamente {De esto depende que se detenga la reaccign).

0.~ Agregar 6 ml. de tolueno y agitar durante 1 minuto para eutragr los
productes de 1a oxidacion de 1a proling.

10, Pars convertir e] producto de 1& oridacion de hidroxiproling a pirrol:
Se extrae Ta capa de toluena, se desecha y el contenido acunso se cubre con
perlas de ¢idrio g se coloca en un tafio hirviendo durants 20 minutos.

11.- Se enfrian logs tubos Y el pirrol se exirse con & ml. de totueng, agitar
i minuto.

{2~ Tomar una alicuota de 1 ml de la fase de tolueno y mezclar con 4 ml
de reactivo de Erhlich y agitar vigorosamenie. Loz iubos se mantiene a
tefmperatura ambiente por 30 minutes pars desarroliar el color. Leer en
espectro a 560 nm.

# | Gottlird, & kaplan, and S, Udenfried, J. Biol. Chem. 241: 7-15, 1266,



CAPITULD 1Y, TECMICAS RELACIONADAS CON LA BIOLOGIA
HMOLECULAR.

La Biclogia Molecular es una rama de las ciencias bioldgicas que
interta explicar la wida y sus manifestaciones como uha serie de
rogocinnes. La aplicacidn de las iécnicas de la biologia molecular permite
manipular moléculas  criticas  de procesocs importantes como gl
crecimienta y divisidn celular, entre otros.

Los métados de 1shoratorics de la biologia molecular implican dasde
procesos muy simples a muy complejos. No obstante, el laboratorio de
investigacién del Departamento de Gastroenterologia cuenta con la
infraestructura para desarrollar esas metodoiogias para el estudio de
enfermedadss relacionadas con el &rea de la Gastroenterologia.

& continuacitn se describen algunos de los propcedimientos gue hah sido
utilizados y ain se siguen utilizando en el laboratorio de investigacion.
AY ELECTROFORESIS DE PROTEIMAS
El =zisterna de electroforesis més comlnments usadeo para 1a separacidn
unidireccional de proteinas desnaturalizadas es el sistems de Laemmli (*).
-=to cistema es extensamente usado pora la medicion de peso molecular,
de una determinacidn proteina.
Procedimiento.
1.- Limpiar vidrios, canales Y separadores.
2 - Unir 1oz vidrios con Tos Separadores y preparar las scluciones.
ay solucidn Base:
50 ml. de acrilamida al 30%, 15 ml. de solucién separadora (50 ml 1M

iris-HCl + 4 mb. S0S 108 + 46 ml. de DD, 5 mi de agua, 80 ul de temed y
220 yl de amonio persulfate al 10%
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Agregar esta solucidn  en 2] espacio qus hay entre los vidrios, dejar
polimerizar.

by Selucion Separadora:

Preparar en tubo 485 ml. de acrilamida al 30%, 315 mi de solucidn
separadora, 2 ml. de agua, 15 ul de iemed, 51 ul de amonio persuifato al
10%. &gregar & los vidrios y después agregar 500 ul de agua en la parte
superior. Dejar polimerizar.

) Solucidn Concentradora.

Preparar en tubo 1.20 mi de acrilamids al 30%, 25 ml de solucidn
concentradora (75 ml de tris-HCI 2M + 4 m} 5DS 10%Z y 46 ml de agua),
5.92 ml. de agua, 25 ul de temed y 23 4l de amohio persulfato at 10%
Secar ¢l agua Yy posteriormente agregar la solucion. Colocar el peine,
evitar que guedern burbujas y dejar polimerizar.

2.~ Preparar la muestra

a) colocar Sug de proteina y agregar bufer de muestra (0.6 ml de trig-HC
1M, 5 ml de glicerol, 2 ml de SDE 10F, 0.5 ml de 2 mercaptostanel, 1 mi de

azul de bromofennl 1% y 0.9 ml de agus). Hervir la muestra a 100°C por 10
min. Cenhtrifugar.

b} Preparar marcadores de peso molecular agregar bufer de corrida. Hervir
Y centrifugar.

3.- Cuando polimerice se quita el peine, s prepara 1 camara Y se agregan
lds muestras con jeringa Hamilton. Al final se colocan los marcadores.

4- Conectar jos electirodos Y encender el aparatn . Se corre a 200Y
{100ma) por 80 minutos.

5.- antes de que salga el frente epagar el aparato. Sacar el gel
£~ Tefiir por 30 minutos.
7.~ Destefiir por el tiempo necesario

* | gemmli, U, Nature 227, 6B0-685 { 1970} .
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B) ELECTROFORESIS DEL ADW EM EL BEL DE AGARDSA

Lasz electroforesis en geles de agarosa son usadas para resolver
fragmentos de ADM sbbre las bases de su pesg molecular. La distancia
fiigrada en el gel varia inversamente proporcional con el log. del peso
malecular, Esta técnica puede ser usada para resolver ADNM complejos (ADM
gantmico) para anflisis de Southern Blot
Procedimiento.

i~ Disolver 0.8 gr. de agarosa en 100 ml. de bufer TAE (1) en un bafio
Maria, {tris base 1.6M, acetato de sodic 0.8M, EDTA 40mM, pH 7.2,

2~ Después de gue se dizuelve la agarosa completamenie se deja a
temperatura ambiente y cuando ls temperatbra es de aproximadamenie
60°C se le agrega 4 mi. de bromuro de etidium (10 mg/ml).

3.~ Agregar la agarcsa disuelta al molde de plastico con el peine y dejar
gelificar a temperatura ambiente.

4.~ Poner el get junto con el molde en la cémara de gtectroforésis.
5.~ Agregar el bufer de corrida (TAE 14}

6.- Después de quiter el peine, se carga los pozes con 1as fmuesiras
correspondientes, evitando que se pierda la muestra.

7.~ Correr 1a electroforésis con una carga de 60 volls » 48 6 hrs,

8- Checar el corrimiento de la muestra con una lampara de Juz UY.

o~ Lavar el gel 2-3 veces con agua bidestilada y deionizada.

10~ Incubar el gel en 0.25 N de HCI durante 23 rminutos a temp. ambiente.

11~ Lavar el gel varias veces con agua destilada (Sx) aprozimadamente.
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12~ Incubar el gel con 02N de MaOH y 0.6 M MaCl durante 30 minutos &
temperatura ambiante.

13- Lavar de nuevo el gel aproximadamente 10 weces con agua bidestilada
y deipnizada.

14~ Dejar g1 gel en bufer de fosfatos (0025 M de bufer de fosfato
mohobésico y dibasico pH 6.5) mientras se prepara el material para la
transferencia.

) ANALISIS DEL ADH POR TECHICA DE SOUTHERN-BLOTTING.

E] andlisis de genes pueds ser realizedo por Southern Blotting (¥} Esta
técnica se basa sobre log principios de 1a replicacidn de ADM. En el
desarrolle de la técnica =e asume gque dos fragmentos de ADN se Whirén
thibridiza), =i ellos tienen secuenciss de nucledtidos a unir. El ADN se
transfiere del gel de agarosa a un filtro de nitrocelulosa. Posteriormentie
gz hibridizedo & una sonda radiomarcada pars detectar especies de ADN
hibridizadas.

Procedimisnio.

&Y Separacién del ADN electroforéticamente sobre un gel de agarosa. be la
marnera camp fué descrita previgmente:

B} Transferencia a filtro de nitrocelulose.

1.- Una vez que se tiene el gel de agarosa se pasa & una caja de plastico
con 500 ml. de una solucidn conteniendo: MaCl 5M, NaCH 101 y agua. Dejar a
temperature ambiente.

Agitar perigdicamente con 1a mano. Después de 30 minutos substituir 1a
splucian por otra frescs. Continuar agitendo por ntros 30 minutog. Este
paso se realiza para desnaturalizar la doble cadena de ADM.

2~ Llevar el gel & un pH més neutre, substituir el liguido por 500 ml. de
une solucign conteniendo: acetato de amonio 10M, NaDH 10M y agua. Agitar
periddicamente por 30 minutos. Substituir la solucidn por oira fresca Yy
agitar periddicamente por 30 minutos,
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7 - Cplocar 500 ml. de la misma solucidn en otra caja de plastico.
Humedecer el papsl Wairan 3MM con eso misma snluciagn.  Celocar uha
placa de plastice o vidric en la parte mas alta de la caja y colocar una
hoja de papel encima de la caja con los extremos doblados para gque se
humedescan de la solucidn.

4~ Colocar el gel encima de lo anterior & gue quede centrado Yy alingado
con el papel y & vidrio.

5- Prehumedecer un pedazo de filtro de nitrocelulosa {20 % 20 cm}) eh
agua. Colocar el filtro directamente sobre el gel.

6- Prehumedecer el papel watman 3Mm (20 ® 20 cm) en agua. Colocar
sobré el filtro de MG, Cubrir con un segundo filtro 3MM.

7~ Sobre lo anterior colocar 6 toallas de papel, para iniciar 1a accion
capilar atrayende g1 liguido hacia el filtro.

8.~ Colocar otros 6 biogues de toallas en diferentes direceiones encima de

10 anterior. &l final una placa de plastico o vidrio {aprox. 250 g.). Dejar de
4-12 horas para permitir Ia transferencia del ADN al filtro de MC.

9.~ Remover todo el peso. Remover el gel y descartar. Dejar que se seque el
filtro. Marcar el # gel que se trate con fecha, condiciones, muesiras, etc.

10~ Colocar el filtro de WC entre dos piezas de papsl Watman MM Fijar
tns extremos con clips.

11.~ Colocar en un herno de wacio por 2 horas a go°C.

12~ Almacenar cuidadosamenie (sntre dos filtros MMy a temperatura
ambiente hasta la hibridacidn.

C3} Hibridacidn del ADM.
1 - Colocar el filtro de NG, del Southern-Biol en una sonda de potietileno

sellada con 20 ml. de bufer de libridacién (5SC 20 %, 10 % SDS y agual.
Dejarlg al menos 5 minutos a temperatura ambiente.
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2 - Colocar un volGmen apropiado de muestra de la sonda (1-5 # 107 Cpm)
en un tubo de plastico de 30 mi

T~ adicionar las soluciones en el siguienie orden:

500 ul de stock de ADN
a0 ul de MNalH 10M

300 uyl de tris 2M pH 7.4
A75 ul de HC1 1M

A~ adicionar 10 ml. del bufer de hibridacidén al tubo y adicionar todo esto
a 1a bolsa donde $e puso el filtro de NC. Sellar la bolsa

5.~ incubar durante la noche en un bafio de agua a 42°C,

6.~ &1 siguiente dia remover el filtro de la bolsa Yy colocar en uUna caja de
pléstico. La bolge depositaria con desechos radiactivos. Lavar gl filtro
con 500 ml de 1s solucidn de Macl 5M, MeOH 10M (en agua); por & minutos a
temperatura ambiente. Remover g1 bufer y sustituirle por ung snlucidn
fresca. Repetir 3 veces més con intervalos de 20 minutos.

7.~ Repetir los lavados con la solucidn de acelsto de amonioc 10M, MalH
10M fen agua}, en intervdlos de 20 minutos & una temperatura de 45 -
H5°C.

8- Colocar el filtro entre dos piezas de papel wWatman 3MM. Secar el filtro
de aire por 30 minuios.

g~ Tamar autoradiografia con kedak ¥AR-S a ~70°C. Exponer durante la
noche Yy desarrolliar,

# Couthern E.J. Mol. Biol., 98 503 {1975



0} AMALISIS DE ARN POR NHORTHER-BLOTTING

En esta téchica se hace el aiglamisnto del ARN de tejidos congelados. E
ARM de interés se separa por tamafio, usando un gel para glectroforesis de
agarosa Y transferido a un medio estable como g] papel de nitrocelulosa, El
subsiguiente procedimientn  de hibridacion  se regliza  con sondas
apropiadas las cuales pusden consistir de ADM, (%),

1.~ ELECTROFORESIS DE ARM EM GEL DE AGARDSA-PREPARACION DEL GEL
(80 ml al1&)L

Procedimiento.

Dizolver la agarosa gn agua 3 95°C hasta gque la  sblucidn ests
transparente, enfriar aproximadamente a 45¢C y agregar e] MOPS 0.24M,
formadehido {13 ml) y bromuro de etidio (4 ull Yaciar Ta mezcla en el
molde del gel gque ya tendrd el peine. Se dejs solidificer durante 20
minuios a temperatura ambienie,

~-PREPARACION DE L& MUESTRA

1~ Colocar g bafio Maria & 60°C durante 10 min una mezcla de los ul
necesarios para 10 ug. de Ja solucidn del ARM y 23 ul de solucidn
desnaturalizanie cuys composicidn es la siguiente:

Formarida S00 Ul
MOPS 12 ¢ 83 ul
Formaldetiido 37% 162 ul

2.~ Sacar y colocar en hielo,

3.~ Agregar a c/muestra 3 ul de la solucién o bufer de carga, cuya
composicion es:

&zul del bromofenol .25 &
Cianol - ®ileno 025 %
Ficoll 400



4~ Se monta 1a cAmara de glectroforésis y se agrega la mitad del bufer ds
carrida (250 mi) con el fin de apenas cubrir los pozos con el bufer, e
cual se prepara de la siguisnte manera:

MOPS 12 ¥ B33 ml.
Afua deionizada estéril hasta 1000 ml

Mota: Solo se requisren 500 ml. del bufer en c/electroforésis.

5~ Se colocan las muestras en los pozos del gel (en el pozo caben 35 Ul
como maxime}, se agrega la otra mitad del bufsr de corrida. Se conectan
los electrados y se enciende la fuenie de poder. Se corre 14 electroforesis

durante 45 hs a 30-35 volis,

6.- Se apaga la fuente de poder y se saca el gel del molde y se lava varias
yveces con HzD destilada

7.- S5e observa g1 gel con luz UX. y se obtienen fotografias del mismo.

2y TRAMSFEREMCIA DEL ARM DEL GEL DE AGARDSA A LA MEMBRANA DE
MITROCELULODSA.

Procedimiento.

ETaPA |

1 - Pemover el exceso de formaldehido enjuagando el gel varias veces en

ague destilada.

2.~ Equilibrar 21 gel incubéndolo con amortiguador de POg 0025 M pH 6.3
durante 20 min. a temperatura ambiente con agitacion suave.

3~ Cortar la membrana {gene screen ) a la medida exacta del gel (usar
guantes).

4~ Humedecer 18 membrana en amortiguador de PO4 0.025 M pH 6.5 durante
15 min. antes de colocer e} gel
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5~ Humedecer 1-2 piezas de papel filtre # 2 con amortiguador de Fls U
colocarias en un seporie de vwidrio elevado de modo que log exiremos del
papel gueden dentro del amortiguador,

6.~ Colpcar 4 piezas del papel filtro {de la misma medida del gel) sobre la
membrana himeda.

2 _ Cplocar toallas  absorventes (cortadas de ls misma medida del geld
sohbre gl papel filtro.

8- Dejar que continue la transferencia por lo menos 12 hrs. lag toglles
absorventes se cambian frecuentemente Y se agrega amortiguador de
fosfatos si eg necesario.

ETAPA H

o- Retirar las toallitas y el papel filtro sin despegar 1a membrana.

10.- Retirar el gel y la membrana como una unidad

11~ Marcar lineas de referencia en la membrana con lapiz (n2) y
comprobar gue todo &1 ARN ha sido transferido.

i2~ Desprender el gel de la membrana para que se pueda lavar {(usar
guantes).

1%~ Lavar cuidadosamente la membrang con amortiguador para eliminar gl
residuo de agarosa, ya gue este puede interferir conla autoradiografia .

14.- Secar la membrana en papel filtre y despuds a temperatura ambiente.

15~ Colocar la membrana que contiene el ENA&  envuelta en papel filtro y
aluminio en un horno con vacio a 80 - 95°C duranie 2-4 hrs.

~PREPARACION DEL cDMA MARCADD CON 32P.



13 Sacar todos los reactivos y calentar el bafic Marfa a 37°C. £ bufer del
polimerasa y el iniciador timico de bovino deben estar en hiele asi como
gl RMA Transporiador

2 Colocar en un tube appendorff de 1.5 ml

* - 2ul &0D esteril
-1 ul MaOH 0.5 M
-2 Ul cOMA clone {200 ug /ml) gue este a tem. amb,

Esperar de 2-3 min.
%1 Agregar los siguientes reactivos.

- Ul Trig-HC1 1 M pH 7.0

- 1 ul Iniciador timico de boving (3 mg/di)

- 2 i1 Bufer de polimerasa 10 ® {17.5 mM Mgac+0.5 mi1 d TF)
~10 yl *32P-dCTP :

"~ 1yl Enzima palimerasa (Pol | kKlenow fragment)

* §i ge pone menos radioactivo compensar el vol. cen agua la enzima sal |
se saca del congelador Antes de userla Yy se regresa inmediatamente
después al cohgelador

4y Sa meten los tubos a incubar a 37°C (exactos) en g1 momeanio eh gue se
ies agrega la pol | durante axactamente/ 9 min,

59 Detener la reasccidn adicionande S0 ul. de bufer scetato de sodio 3N
mantensr las gondas en higlo:

6) Adicionar 5 ul de transportador RMA (gérmen de irige} 5 mg/ml mezclar
bien.

71 Precipitar durante 30 minutos en Revco
81 Cemitrifugar & 10,000 rpm durante 15 minutos.

0% Pasar el sobrenadante s otro tubo appendorff, escurrir un peco la
pastilla y disolverla en 200 ul de bufer TE 10:1 pH 8.

CONMTED DE LA SONDA



i~ Depositar 2 ul de la sonds marcada en un fillro de vidrio, hacer esto
por duplicgdo para cads sonda.

27— Lavar los filtros enm un matraz kitasato con filtre &l vacio, porjendo
con pizets un poco de HCY 05 M gy luego un poco de etanol. Repetirio 3
YRCES.

3.- Colocar cads filtro en un vol. que contenga 5 mi. de liguido de centelln
y contar 32P durante 1 min. cede vol

~PREHIBRIDACION £ HIBRIDACION,

1~ Prehibridar la membrana traténdola con la siguiente solucidn (para
prepatrar un vol. de 8 mb)

- Formamida (desionizada) 4 ml. spl 1008 50%

- Polivinil Pirrolidona (40 kDa) 016 ml. so) 28 0.04%
- &1hGmina sérica bovina 0.16 ml sol. 28 004 %
- Ficoll (400 KDay 0.16 ml sol. 2 & 004 %
- §5C 2 ml. sol. 20 % (Mall, citrato sodio y agus , pH7) 5
-G0S 032 ml de sol. 25% 1%

~ ¢OMa 1.5 ml de sol. 250 mgimi
- DDW 0.520 ml {agua bideztilada)
Praincubar a 65°C por 15 minugtos.

Colocar la membrana 4 1a sol. de prehibridacidn en una bolsa de plastico,
sellarla y colocaria a 42°C en agitacion constante durante ™ 16 hrs.

2~ &1 finalizar este pericdo adicionar g1 cDMA radidactivg (preincubado a
65°C 15 min} a la bolsa de plastico, sellar e incubar en agitacion
constanie a 42°C durante 456-43 hrs.

LavaDD DE LA MEMBRAMS



a). Retirar la ol de hibridacidn y lavar la membrane de la siguiente
manars:

- Lavar 2 veces con 100 ml. c/vez de bufer 55C 2x y 900 ml. de bufer S55C
DDW temperstura ambiente durante S min. con agitacion cohstante.

- Lavar 2 veces con 100 ml. c/vez con una 50l que contenga SSC 2% y 505
al (.52 a 65°C durante 30 min. con agitacidn constente 100 ml (200 55C
20 mi, 258 5DS y 880 ml, DDW).

- Lavar 2 veces con 100 ml. de bufer S8C 0.1 & temperatura ambiente
durante 30 min. con agitacidn constantz 5 ml. de bufer 20x 350 en 995

il DI

B). Secar la membraha con papel filtro, espoper Y dezarrollar la
autoradiografia.

~AUTORADIOGRAF | A

1.~ Después del lavado secar la membrana en una pieza de papel fillro y
colpcarla en unha bolsa de plastico. Acgomedarla y pegarla en los

intensificadores del cassette kodak x- Omatt.

2~ En el cuarto oscuro colocar la pelicula sobre la membrana y cerrar et
casseite.

Z - Colocar a ~70°C durante 24~72 hrs.

4~ Terminado g tiempo de exposicién colocar la pelicula en una sol. de
revelado durante 5 min en cuario oscuro.

5.- Lavar 1a pelicula en une charola con agua durante 30 seg. a 1 min.
6.~ Colocar 1a pelicula en una sal. fijadora de 3-S5 min. agitando c/min.

7.~ Colocar la pelicule en agua durante 15-20 min primers en el cuarto
oscuro Yy despugs en el laboratorio.

*| phrach, W, D, Waznhey J., and Boedkker H. B‘mchemistr‘g, 16; 4743 (1977).

38



E} TECMICA DE PCR (REACCION EN CADEMA DE LA POLIMERASA}

Esta técnice se basa en la identificacién de genes mediante el uso de una
polimerasa de ADM termoestable. En esta técnica sz usa secuencias de
nucledtidos los cuales son especificos para genes determinados, las
Namadas secuencias de oligonucledtidos gque son usadog con  ADN
desconocido. La mezcla de nucledtidos se tratg con una polimerasa
termmosstable sobre, verios ciclos de amplificacién, Los resultados son
yverificados pbr técnicas de Southern blotting para identificar  genes
amplificados. La técnica puede revelar la presencia  de una simple copia
del gen, que no pusde ser identificado por cualquier otra ténica

Procedimienio.

f.~ Material y Métodos, El meétedo desarrollado es de PLR, &l
procedimientn $e realiza segln especificaciones de Perkin Elmer Cetus
cofialadas eh el Kit Mo, 55623-1/90 Part. Mo. M-B01-0055. Lote No.o AK
4579,

2~ Incluye: Un templete control del bacteridfage lambda, cuyo genama es
igual & 485 Kb. y la longitud del segmento blanco es de las bagses 7131 a 1a
7630 (500 ph).

=

I~ Sopluciones.

aAmpliTag  DMA Folimerasa 50 ul Susml.

dATP 32 19mM,

dETP 220 ul 10mi Disolver en DDW
dGTP - 320 4l 10mM estéril pH=7
dTTP 320 Ul 1omM.

Bufer (10%) 1.4ml =

Teriplete Control, 100wl lug/mi

Iniciador Control 1 50 ul - 20uf.

Intciador Conirol 2 50 ul 20U,

% pufer: 100 mi Tris-HCi pH 8.0, & 25 °C.,500 mM KC1,15mM MgCls
0.01 % (w/v} Gelatina
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ENSAYD:
Inicialmente se resliza la amplificacidn control de la siguiente manera:
Procedimiento:

|~ Dlucidn da! Templete Control.
S5e diluye @1 templete conirol 1:10 eh una solucidn que contiene:

- 10 mM Tris-HC1 pH 8.0 a 25°C
- 1 mM EDT.A
- 10 mM NaCl.

2~ Se recomnienda preparar previamente una zolucién o mezcla madre que
contenga agua destilada y desionizada estéril (DDW estéril). Bufer, dNTP's
y 1a enzima, la cual se distribuird en alicuotas individuales en cada tubo,
con 10 cudl se reducird 1a wariabilidad tubo a tubo.

Mezcla Madre:

Reactivo: Orden de adicidn

DD estéri] 1 G 1.5ul.

Bufar (10 2 10ul 1%,

dsTR 3 2 ul 200uM
dCTP 4 2u1 200uM
dGTP 5 2 ul 200uM
dTTF o 2 Ul 200uM
ampliTag DNA Polimerasa 7 0.5u1 2.5U7 100Ul
Wolumen de 1a mezcla madre g0yl

Iniciador Control | 5 aul 1.0oul
Iniciador Contirol 2 5 S 1.0u1
Templete Control 110 diluide & 1oul Ing/ 100u]

volimen Total 100 ul.
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Z~ Despuds la mezcla total se somete s una serie de ciclos con 3
diferentes temperaturas correspondientes & las Nasns de
desnaturalizacion, alineacion y extensidn respectivamente. Le cual se hace
gn un equipo automatizado Modelo PHC-2: 1-800-227-0827 Bio-Synthesis.
inc. &1 cual se programa con las siguientes especificacionss:

Mo. de ciclos = 30

Cada ciclo comprends 3 segmentos de diferentes temperaturas.

Pasn Segrmento Tarnperatura Tiempo
-Desnaturalizacidn 1 Q4°r 1 miin.
~-#liheacion 2 55°C 1 min.
-Extension z F2er 1 min.
Mota:

La mezcla total previaments anies de someterse a los ciclos se calienta
5 94-95°C comn paso inicial de  desnaturalizecidn. Para reducir

gvaporacion y reflujo, agregar sobre la mezcla {(tapar la meszclal con 50—
100 uyl de Aceite Mineral.
Fara separar los productos de la amplificacidén del aceite mineral se
agregan 100 ul de cloroformo .P. La fase acuosa que se forma contieng el
ADM amplificado la cual pueds ser transferide a otro tubo con una
micropipeta automatica.

4.~ Los productos ebienidos del PCR se someten a ung electroforésis para
confirmar gue el fragmento amplificado sea la secuencie adecuada
PREPARALCION DEL GEL PARA FLECTROFORESIS: GEL DE AGARDSA AL 2%,

1~ Se disuglven 2 grs. de agarosa (agarcss calidad:Molecular Biology

Reagent. Mo. A9S530. S5IGMA) en 100 mis de bufer TAE [1¥) (se obtieng de
una ditucidn 1:10 de 1a solucién Stock de TAE (10%).
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2~ Se deja enfriar @ temperatura ambiente y cuando se sncuentre en una
temperatura aproximada de 80°C se agregan 4 ul de bromure de etidie
{10mg/ml).

3- Se vierte el get en un molde plastico, evitands la formacidn de
burbujas, s coloca el peine en la cara superior del molde y se deja
golidificar a temperatura ambiente en un lugar completamente plano.

Mota: La concentracidn de agarosa en el gel se selecciona de acuerdo a la
longitud de los Tragmentos amplificados.

ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADODS DEL PCR.

i~ Se colocan en los pozos, del gel de agarosa al 2%, los productos
amplificados junic con un marcador de peso melecular previamernts
sgleccionado en base a la longitud de los fragmentos amplificados, el cual
ps pBR322 DMA-DstMN | Digest (#303-1, Biolabs) con 6 Tragmentos: 1857
1060, 928, 383, 121 y 13 pb. respeciivameantie.

Las cantidades colocadas en cada pozo son las siguientes:

De producto Amplificade: E1 cual se trabaja por duplicado, se colocaron 30
ul + 3 ul de solucidn de carga.

De pBR322 DMA-BstM | digest: 5 ul + 3n ul de solucidn de carga. Evitar 1a
perdida de muestra.

2.~ G coloca o) gel junto con 81 molde en la chmara de electraforésis.

%~ 5e colocan los electrodos con el polo negativo del lado del Trente y el
polo positivo del lado del final de la cémara.

4.~ Se agrega el bufer de corrida (TAE [1X1] ), evitando tapar el gel.

5~ Correr 1a electfoforésis con una carga de 80 volts 4 una vez que se veg
gque 1a muestra salid del pozo agregar el resto del bufer cuidadosamente.

Tiempo de corrimiento: 2 horas,



G- Checar el corrimiento tanio de lps producios amplificados como del
marcador de pesg molecular con una lampsra de luz UY.

Fosteriormente se fotografia el gel {estando en la lémpara de luz UY) Se
checa las bandas obtenidas de los fragmentos amplificados comparando
coit lgs handas del marcador de peso molecular comprobandn  que
corresponden a S00ph.

Una vez gue se checa que tanto los reactivos como el aparato funcionan

bien, se procedio a realizar el mismo procedimiento con 81 fin de delectar
ADN de muestras biolagicas.

* Rogers MF., 0 C. ¥ Rayfild M, et al M. Engl J. Mad. (19859} 320: 1649-1654

F} AISLAMIENTO DE PLASMIDD & GRAN ESCALA
1.~ Se crecen 250 ul de cultive de celulas transfoermadas (DH alfa
5/pCP 10} en 250 ml. de medic LB cen 25ug/ml de ampicilina,

2~ Centrifugal e cultivo en 2 botellas de boca ancha de 250 ml por 10
minutos a 8,000 rpm.

%~ Descartar e sobrenadante.

4- Log botones se resuspenden {c/u) en 3 ml. de bufer , (25mM TrisCl, 10
mi EDTA, 15% sacarosa) y se pasan a 2 tubes corer de 20 mi

5.~ Incubar gl tubo 20 minutos en agua helada (c/hielol

6.~ agreger 12 ml. del  bufer 2 (0.2 M MaDH, 1% 5DS).  Se mezcla por
inversion. NO WDORTEX,



7.- Incubar en agua helada 10 minutos.

g.- afadir 75 ml. de acetato de sodic 3M. Se mezcla por inversidn. MO
YORTEX.

2~ |hcubar en hielo 20 minutos
10~ Centrifugar 20 minutos a 11,000 tpm, g 4°C .

11.~ Recupsrar ] sobrenadante {+ 20 ml. ) en tubos de S0 ml. {4 tubos con
+ 125 ml. c/u).

12~ Se agrags a cada tubo 25 ml. de stanol fric y MaCl 4M {25 ul/full. Se
mezcld por inversion,

13.- Posterior a es0 se incuba a -70°C durante toda 1a hoche.
14~ Al dia siguiente centrifugar 11,000 rpm, 20 minutos a 4°C.

15~ Descartar 1 sobrenadante y cada botdn (4) se resuspende en 2.5 ml de
TE. Se deja finalmente 2 tubos de 50 ml. con 5 mi. de solucion cada uno.

16~ Agregar & cada tubp 50 ul de RMA sm (lmg/mi). Se incuba 20
minutos & 37°L.

17~ agregar & cada tubo 11ul de proteinasa K . Se incubd 30 minutos a
37°C.

18- aAfiadir 1 voldmen {25ml) de fenel precalentado a &5°C. se mezcla
perfectamente. Después se agrega 1 wolimen {25 ml) de cloroforme y se
mezcla bien Esto se hace en tubos corex de 15 mi

19~ Se centrifuga 20 minutos a 10,000 rom a 4°C

20.- Recuperar sobrenadenie con tubos corex de 15 ml y afadir 25
voldmenes de etanol helado. Precipitar a -¥0°C por 30 minutos

21.~ Centrifugar a 11,000 rpm por 20 minutos & -10°C,
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29 - Degcartar sobrenadantis Y digsolver la pastilla en 1.6 ml. de DDW.
ARadir 2 ml. de 138 PEG Yy mezclar

2% - incubar en hielo 1 hora

24~ Centrifugar a 10,000 rpm por minutos a 4°0.

25 ~ Descartar sohrenadante y lavar pastilla con 708 etanol
26.~ Resuspender gn 10 W de TE.

27 .~ Almacenar a -4°C hasia su uso.
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CAPITULD V. TECMICAS RELACIOMADAS CON EL CHETIVOD DE
CELULAS ¥ TEJIDOS.

La validez de logs cultivos celulares como unh modelo de funcidn
fisicldgica in vivo es ya bien aceptado. La veniaje de trabajar con lineas
celulares es gue se pueds crear un ambiente gue favorece la migraciéh y
proliferacidn celular. El aprovisionamiento de un ambiente apropiado, con
nutrientes, hormonas 4y sustratos  es  fundamental para funciones
especializadas. 5in embargo, las técnicas de cultives celulares
presehtan algunas limitaciongs, pues restringen el estudio a un solo tipo
celular Y se exitan la interacciones célula-matriz priracelular

Las técnicas de cultivo requieren de trabajar bajo condiciones de
esterilidad y con gl apoyo de un equipo apropiado. La giecucion cuidadosa
de las técnicas darén un alto grado de reproducibilidad y esterilidad, 1o
cual evitaré la posibilidad de contaminacidn durante la propagacion y
manipulacidn de lag célutas.

En 1a actualidad el laboratorio de investigacidn cuenta con equipo para
realizar las técnicas de cultivo de células y iejides. El Uso de eslos
modelos in vitro en el Departamento de Gastroenterologia proporcicharan
informacion suficiente durante el pstudic de algunas funciones y
caracteristicas estructurales de células  provenienies del tracto
gastirointestingl; ademas, facilitarén ne solo la investigacion de conductas
patoidgicas sino 1a blsgueda de nuevas estrategias terapenticas para gl
tratamiento de enfermedades relacionadas con esta rama de la medicina

&) HISTOCULTIVO DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

1~ El tejido puede ser obtenido & través de una biopsia de pacientes & biégn
de animales de experimentacidn. Sin embargo cualguiera que sea el origen,
debe ser hecha una buena esterilizacidn del sitio de la insicidn guirdrgica.
2~  Remoyer el tejido asepticamente y transferirio inmediatamentie al

laboratoric de cultivo de tejidos en una solucidn de sales balanceadas
(B55= bicarbonato de sodio, glucosa, sales inorgénicas), o bién en medic 1o
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mAs rapide pogible. De no ser posible este, puede sar manienido en
refrigerdcion por unos minutos,

%~ Una vez que 21 tejido estd en el laboratorio de cultivo, s2 coloca Brn una
caja de petri y con pieza y bisturi se retire todo el tejido conectivo gue
sea posible & manera que quede solo el tejido de interés a cultivar

4~ Enjuagar varias veces en una solucidn de sales balsnceadas y colocar el
trazo de tejido en un plato de cultivo con un pequefio voldmen de medio (10
ml) y altas concentraciones de suern (40-50%). Una vez que se adhiere & 1a
supsrficie, 1a migracidn y proliferacidn de las células se inician.

5- En este momento el tejide ests listo para que se realicen los estudios
de cuantificacidn enzimética, hormonal u otros.

& - 5i se deses obiener cultivos primarios celulareg de esie tejido es
necésario el cambiar el medio y suplementaric con suero y antibidticos,

7.- Una vez haya migrado la suficiente cantidad de c&lulas del tejido, se
retirard este y se permitiré Ta proliferacion celular.

5.~ Cuando las células ocupen el BO% de la superficie del plato se
procederd a hacer la propagacidn celular

B CULTIVOS ¥ MANTEMIMIENTO DE UNA LINEA CEILULAR HUMANA
Sotuciones:

Suerp fetal de bowino, medio minimo esencial  Dulbeceo, glutamina 0.1M,
tripsina 0.125% y gentamicina. Solucion bufer de fosfatos.

Metodologia.

1.~ Observar las cajas y ver si existe un crecimiento del 80% de células en
la caja, bajo un microscopio invertido.
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2~ Encender la campana 30 minutos antes de que se trabaje, limpiar con
alcohol Y encender gas.
2.- Calentar las soluciones a baefioc Maria g 37°L.

4~ Preparar la cantidad de medio que se vaya & utilizar, y suplementario
con:

Colocar 10 Z de FC5, 4mM glutaming, 1 ul /mi de gentamicina.

5.~ Lavar las cBlulas con PBS, si es una caja de 10 ml usar 2 mi. de PBS.
Lawar dos veces, aspirar y tirar soluciones.

6.~ agregar 2 ml de tripsina dejar que se despeguen las células, dar
movimisntos circulares & la caja. Hasta que, las células caigan at inclinar
gl plato.

7.- Lavar en 1a migma solucidn e) plato y pasar a un tubo cdniceo.

8- Tomar 5 ml de medio preparado y laver el plato, posteriorments
agregar esa solucion & tubo conico.

9.~ Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutas.

10~ Tirdr el sobrenadanie y resuspender ls pastilla en 2 ml de meadio
suplementade. Tomar una alicuots y contar el numerg total de células, éen
una camers de Mewbauer.

11.~ Colocar en un plato 250,000 células Y agregar medio suplementadao.
12.- Incubar a 27°C y revizer diariamanie las células, bajo microscopio
invertido.

C} COLECCION DE EXTRACTOS CELULARES

1.~ Aspirar medio del plato y lavar dos veces con PBS.
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2.~ aAgregar 2 mi. de tripsina 0.125% dar movimishio circulares hasta que
las células caigan al inclinar el plato.

3.~ Lavar el piato con esa solucidn y pasaer a tubo cénico

4~ Agregar 5 ml. de medio suplementado al plato y tavario con medio .
sgregar el liguido al tubo cdnico.

5.~ Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Pasterior a ese tiempo se saca
y desecha el sobrenadants. (Se puede tomar alicuota si se desea hacer
alguna determinacion),

6.~ Se resuspende la pastilla en PBS Yy se vuelve a centrifugar.

7~ Se aspira el sobrenadante y la pastilla se resuspende en S50 ul. de
triton ¥-100 al 013,

f.- Colocar las muestras en tubos de 1.5 ml. y almacenar en congelacion a
~70eL.

0} ALMACENAMIENTO DE CELULAS.

1.- Asgpirar medio Y desechar,

2.~ Lavar dos veces coh 5 mil. de PBS, aspirar y desechar.

3~ Agregar 2 ml de tripsina Q.125%, mover el plato en forma circular y
cuando las células caigan al inclinar g1 plato, Pasar el liguido a un tubo
canico.

4.~ Lavar ¢l plato con 5 ml. de medio suplementado y agregar la solucion
al tubo cénico.

5.~ Centrifugar a 3000 rpm duranie 5 minutos.
6.~ Desechar el sobrenadante y resuspender la pastille en 900 ul de medio

suplementado en un criovial. Agregar 100 ul de DMS0 Y colocar el criovial
an hielo.
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7.~ Almacenar el crievial en nitrogene liguide o en Revco. -70°C.

E} DETERMINACION DE VIALIDAD CELULAR.

Solucionas:

Sales balanceadas de Hank

Solycidn azul de tripano: 0.4 & azul de tripano en 0518 (w/v) de NaCl y
0.06% (w/v) kzHPO4

Procedimiente.

1.~ Preparar unha suspencion celular en solucion de sales balanceadas de
Hanks en una concentracidn de aproximadamente 5 ¢ 109 celdéml.

2.~ Mezclar 0.5 ml de sclucién de aszul de tripanc con 05 ml. de Ia
suspehcian celwlar. Esperar 515 minutos.

3.~ Transferir una gota de esa mezcla a yna cédmara de Mewbawer.

4.~ Contar el nimero de células no tefiidas y el nimero de células tefiida en
una area de 5 cusdrados.

3.~ E! porcentaje de célulag wiables es la relacion de no tefiidas a sl
nirnero total de células {iefiidas no tefiida) contadas.

F} TINCION DE CULTIVOS CELULARES (CON BIEMSA).

t.- Remover el medio de la caja de cultivo.



2.~ Lavar las c&lulas en PBS.

%~ Agregar una mezcla de metanol y sales balancesdas de Hanks 1:1.
Remover 1a solucidn.

4- Agregat metanol a las células y dejar por 10 minutos. Remover le
solucicn.

5.~ Enjuagar las células con metanol, remover la solucidn,
6.~ Cubrir las células con tincidn de Giemsa y dejarlo por 2 minutos.

7.~ Retirar el celoranie y lavar el cultivo con agua, enjuagar 138 caja con
ague deionizada.

8.~ Dejar que el plato seque el aira.

) PREPARACION DE ARN DE CFLULAS FN CULTIVD,
Procedimiento,

1.~ Ramover el medio del plato y lavar una vez con bufer salino de fosfato
{PBS).

2~ Remever el PBS por aspiracidn y adicionar 1-8 m! de solucidn GT
(Guaridina Tiocianate, N-Lauril-sorcesing de sodio, Citrato de sodio, y
beta-mercaptostanal).

3.~ Dejar la solycidn de 2-3 minytos. La solucion se hard muy viscosa
debido al ALMN. "

4.~ Transferir 1a solucidn & un tubo de 50 ml.
3.~ Homogenizar con un politron duranie 15-Z0 segundos.

B.~ Enjuagar la sonda entre las preparaciones con agua autoclaveada.
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7.~ Coldcar la capa homogenada con una solucidn de 1 172 ml de una
solucién de CsCl {CsCl, EDTA disddica (.1M, en agua). Estérilizar por
autoclave | cuantificar a 30,000 rpm durante 22-24 horas a 20°C,

B~ Remover cuidadosamente 1a solucidn superior incluyendo cerca del 20%
de la capa de solucidn CsCl.

9~ Enjusgar las paredes del tubc con 2-3 ml. de la solucidn GT. Remover
esta solucidn jurto con la solucidn de CsCl (10&),

10~ Remover 21 resto de solucidn de CsCl con una pipeta Pasteur, cuidando
evitar 1a pequefia pastilla transparente del ARM en el fondo del tubo.

11.- Pesuspender el ARN en 100 ul. de splucidn GT.

12~ Transferir & solucidn & tubos de 1.5 ml. previamente ssterilizados
por auioclave.

1Z~ Agregar 5 ul. de una solucidn de acido acético 1M y 30 ul de etanol,
agitar y dejar reposando al merios 2 horas a -g0°C.

14~ Centrifugar 5 minutes en nanofuga a temperatura ambiente.
15.~ Resuspender 1a pastilla en 200 yl. de agua.

16.- Agregaer acetato de sodic pH 55 a una concentracion final de 0.2M y
agregar 2.5 voldmenes de etanol. Dejar al menos 20 minutos a -BO°C.

17~ Centrifugar 5 minutos, resuspender la pastilla en agua.

16.- Determinar 1a recuperacion del ARM por AZ60
AZE0 = 35 mgiml,

10~ Estimar 1a calidad de ARN por une electroforesis en gel de agarosa al
1%. Correr cerca de lug. por linge. Le bande de ARMr 285 debe ser mas
intensa gue el 185 (1w 1kb).

La obtencidn debe ser S0-200 ug. ARN por 107 calulas,

* Tyrpin E. et al., Biotechnigues 411 (1986
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CAPITULO Wi, TECHICAS RELACIONADOS CON EL ACTIVADOR DEL
PLASHINOGENOG.

La conservacidn de plasmindgeno a plasmina es un evento clave en
muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos que requieren de pratedlisis
gxtracelular regulada. Degradecion focal directa de proteinas involucradas
e las ipteracciches célula-célule o célula-matriz, ya ha sido discutida,
e hecho se ha mostrado que se requiere de un control complejo de la
cascada ehzimatica, que se active tras la accidn del activador de
plasmindgenc. Se sabe que este sistema  participa eh muchos procesos
que requieren movimienio y reorganizacidn de células y matriz
extracelular c¢omo s pyutacidn, implantacion de  trofoblasto,
embringenésis, angiogenésiz, asi como  en los procesos de invesion Y
metastasic tumoral. De ahi el interés de este laboratorio, abordar en esie
complejo  sistema protenlitice y vincularlo con  algunos  procesos
pataldgicos del Area de la Gastroenterologia, por ejemplo la cirrosis
hepatica, en la que existe un depdsito de matriz extracelular en el higado y
en la transformacion del hepatocito al fenotipe neoptasico en el carcinoma
hepatocelular.

A) EXTRACCION DE ACTIVADOR DE PLASMINOGENO DE TEMNDO.
Procedimiento.

.- Lavar el tejido 3 veces con solucidn salina de fosfalo (PES).

2.~ Pesar las muestras Y cortar en peguefias porciones con tijeras

- Colocar en un homogenizador tipo Dounce y agregar 3 ml de bufer
detergente: acetate (scetato de potasio 0.075M, MaCl 0.3M, EDTA .01, 1-
arginina 0.1M, triton ®x-100 0.25% & pH 7.2).

4.- Homogenizar las muesiras hasta que astén completamente liguidas.

5.- Centrifugar a 3000 rpm por 20 min. a 4°C
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&~ Separar ¢l sobrenadante y almacenar a -80°C festa s la fuente de
urokinasal.

B} ANALISIS ELEETEE}FEEETEEH DEL ACTIVADOR DEL
PLASMIROGEND {ZIMOGRAMAD.

La electroforésis en geles de poliacrilamida conteniendo dodecilsulfato
de sodio (50%) ha sido exactaments aplicado para el estudic de los
activadores de plasmindgeno, Esta técnica se basa sobre la absorcion de
que la gelatina &s un sencible y satisfactorio sustrato para la plasmina y
que la gelatina y 21 plasmindgeno son copolimerizados dentro de la matriz
del gel de policrilamida; ellos se retendran en  la  subsecuente
sleciroforesiz de muesiras conh enzimas para proporcionar en susirato in
sity para la actividad del activador de plaam"inﬁgenn #,

Procedimiento.

1~ Preparar los geles con una mezcla preparada de las siguientes
soluciohes:

acrilamida al 0% 3301,
Tris-HC1 1.5 Mcon 5D 0.4 & 2.25 ml.
Flasminogeno purificado 0.1 mi
Gelatina 193 0.9 ml.
Amonio persulfate 100 mgdm] 0,020 ml.
TEMED 0.010 ml.

2~ Dejar polimerizer a temperatura ambiente. Cuando ests se haya
completado preparar el gel concentrador con el peine para colocar las
muestras, 1a mezcla de soluciones debe ser la siguienis:

Acrilamida al 30% 0.2 ml.

Trig HC1 0.5M pH 6.0 025 mi.
Persulfato de amonio 0,02 ml.
TEMED 0.01 ml.
agua 1.55 ml.
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3.~ &dicionar bufer de corride {0025 M tris, 0.192M glicina - NaOH pH B.5,
0.1% 505}, a las cémaras superior e inferior. Agregar las muestras a los
canales en up volimen final de S-50 ul con un bufer de musstra (2.5% SDS,
1g® sacarosa y 4 ugdml rojo fenol).

4~ La electroforesis se resaliza a 8ma de corriente. Cusndo el frente
ltegue a 1a parte inferior del gel de resolucidn se detiene la corriente y se
remueyve ] gel.

9.~ Lavar gl gel a temperatura ambiente durante 30 minutog en triton al
258

6.~ Retirar el tritdn 2.5% y agiter nuevamente con triz-HCl 011 pH 8.1,
7.~ Incubar a 37°C por 6-12 horas.

g~ Agitar g1 gel a termperstura ambisnte con una solucidn destefiidors
imetanol: ac. acetico: agua) dyrante 15 minutos.

G- Posteriormente se fijan y tifien durante 1 hora con una solucidn
tefiidore que conienga metanol: ac acelico: azul de coomiassie R-250 y
anua.

10~ Agitar nuevamente en una solucion destefidora para que se visualisen

las bandas de actividad proteciitica.

* Heyssen C., and Dowdl EB. Analytical Biochem. 102: 196202 (1980).
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C) ENSAYODS DE INVASION.

Este ensayo se utiliza para medir la capacidad de las celulas paras
atravesar una membrana basal artificial. En este estudio se utiliza una
camara de Boyden modificada a la que se le agregs un exbrato comercial
de membrana basal {matrigel) para que sirva como una barrera durante la
migracign de lag células . *

Procedimiento.

i~ Colocar en camaras “transwell” 50 ul. de extracto matrigel. Dejar
polimerizar a 37°C para que se forme una caps sobre el filtro del
“transwell”.

2~ Colocar 10% celulas sobre el extracio de matrigel en medio
suplementado. Colocar también medio en la parte inferior de la céamara.

Dejar las células que se adhieran al matrige! por un espacio de 5-9 horas.

Z~ & las 24 horas retirar el medio de 1s chmara, asi como 81 matrigel y
células

4~ Tefiir los filtros con azZul de metilo y contar el Mo, de células que

migraron.

# Frandsen T.L. &t al. Fibrinoligis 6 {4): 71~-76 (1992)
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DY PURIFICACION DE PLASHMINOGENO HUMAND.

Procedimienino.

1.- Centrifugar el plasma duranfe 50 minutos a 7000 rprh.

2.~ Precipitar sobrehadante con sclucidn saturada al 208 de (MHy 504 por
1 hora.

Preparacion: 106 g. (MH4)2504 para 1 litro en cuarto frio can agitacian,
Z~Centrifugar el sobrenadante por 20 minutos a 9000 rpm. a temperatura
frig; dejar en el cuarto frio toda 1a noche.

4- Centrifugar durante 20 minutos a 10,000 rpm., filtracion,

5.~ Pasgar sobre una columna de licina=gseforasa previaments lavada con |
litro de 0.05M de bufer de fosfato pH 7.4, en cuarto frio.

.- Lavar con un volamen igual de 0.3 M bufer de fosfato pH. 7.4,

7.~ Eluir g1 plasmindgenoc con un woldmen igual de 0.2M EACA. aen buféer
fosfate 0.1M pH 7.4 y coleccionar fracciones.

8.~ Leer fracciohes a una absorvencia de 280m/m. Y almacenarias,
G- Liofilizar en porciones de 10 mg. plg. Después de la {lucion del p/y.

de 1a columna, lavaria con 100 ml. O.1M NaOH y un 114 PBS + 0.02% Malg
{Lavar columna)

mg.pfg = D 0280 » ml
1.7

10~ Agregar (NHy) S04 a 60Z,
361 g (MH4) 504 para 1 litro en el cuario frio durante 1 hora o sobre la
noche,
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11~ Centrifugar a 4000rpm. durante 20 minutos.

12~ Disolver la pastilla en 5 mi. de PBS: 4 mg. p/g /mt y dializar toda 1a
noche contra 2 litros de PBS 6. ml Pfg

Tratamiento (disopropil fluoro fosfato),

20 de DFP B M
+ 40, ul de esopropanal.
/o ul.

13.~Tomar 30 ul y agregar & las 6 ml. de p/g. (20mM DFP). dejar por 1 hora
a 37°C.

14~ Diglizar contra 2 ¥ 1 litro PBS cfu durante 20 minutos en cuarto frio.

15.- Dhializar contrg S0OmM NHg HCOz 2 litros duranie la noche, 2 ® litro
cada 2 hora en el cuarto frio.

16~ Almacefiar a -4°C hasta su wso. Cuahdo se vaya a utilizar resuspender
urt PBS & una concentracion de 2 mg/ mi.
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