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INTRODUCCICN: 

La tiroides es una glándula endócrina impar y sim~ 

trica, situada en la parte anterior del conducto larin

ge traqueal, está formada por dos lóbulos laterales un~ 

dos por un puente transversal y estrecho que es el ist

mo. El peso promedio de esta glándula, en el adulto, es 

de 25 a 30 gramos. Histológicarnente, está constituida -

por sacos de forma esférica denominados folículos tiroi 

deos cuyas paredes están formadas por tejido cuboidal. 

En el interior de cada folículo se encuentra el coloide 

tiroideo que equivale a un depósito para almacenar las 

hormonas tiroideas y la tiroglobulina, constituyendo es 

ta última el 75% del coloide tiroideo (l,2,3). 

Las células tiroideas son típicas células glandul~ 

res secretoras de proteínas. El retículo endoplásmico y 

el aparato de Golgi sintetizan y secretan hacia los fo

lículos una proteína con un peso molecular de 660,000 

daltons llamada tiroglobulina en la que existen 140 re

siduos de tirosina, siendo éste el sustrato que se com

bina con yodo para formar las hormonas tiroideas que se 

originan en la molécula de tiroglobulina. Además de se

cretar la tiroglobulina, las células glandulares prove

en el. yodo, las enzimas y otras sustancias necesarias -

para la síntesis de hormonas tiroideas (3). 
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La molécula de tiroglobulina no es liberada como tal 

a la circulaci6n sanguínt:a, sino que primero se separan 

la tiroxina y la triyodotironina y luego estas hornonas 

libres pasan a circulación. Este proceso ocurre como si

gue_: la superficie apical de las células tiroideas nor -

malmente emite pseudépodos, que encierrar. pequeñas por -

cienes del coloide para formar vesíc•1las picn6ticas. Los 

lisosomas inmediatamente se fusionan, formando vesículas 

digestivas que contienen las enzimaq de !os lisosomas -

mezclaúas con el coloide. Las proteasas digieren las mo

léculas de tiroglobulina liberando tiroxina v triyodoti

ronina, las cuales difunder. a través de la bape de las 

células tiroideas y .J. través de JA membrana basal, ver -

tiéndose finalmente a los capilares circundantes. Asi, 

las hormonas tiroideas son liberadas a la sangre {Fig.l) 

La mitad o más de la tirosina yodada en la tiroglob~. 

lina nunca llega a ser hormona tiroidea, sino que per111a

nece como monoyodo o diyodotirosina. Durante la diges 

ti6n de la molécula de tiroglobulina, para liberar la ti 

roxina y la triyodotironina, estas tirosinas yodadas son 

liberadas de las células tiroideas; sin embargo, no son 

secretadas a la sangre y en lugar de ello su yodo es li

berado por una enzima yodasa, quedando disponible para -
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vo1verse a utilizar en la formaci6n de nuevas hormonas 

tiroideas. En los casos de ausencia congénita de la en

zima yodasa, las personas frecuentemente llegan a ser -

deficientes en yodo debido a las fallas en este proceso 

de reciclaje (3) • 

La hiposecreci6n de la hormona tiroidea durante los 

años del crecimiento produce una condici6n llamada cre

tinismo j los dos s!ntomas cl1nicos más sobresalientes 

de un cretino son el enanismo y el retardo mental. El -

primero es ocasionado por fallas del esqueleto en su 

cre~imiento y maduraci6n; el segundo es ocasionado por 

fallas en el desarrollo completo del cerebro; presenta~ 

do además un desarrollo sexual retardado y color amari

llento en la, piel. Si esta enfermedad se diagnostica a 

tiempo, los s1ntomas son reversibles mediante la admi -

nistraci6n de hormonas tiroideas (2). 

La hipersecreci6n de la hormona tiroidea da origen 

a una condici6n llamada bocio exoftálmico. Esta enferm=. 

dad es más frecuente en mujeres, afectando a 8 por cada 

hombre. Uno de ios s1ntomas principales es el agranda 

miento de la tiroides, llamado bocio, que puede alean 

zar 2 6· 3 veces el tamaño normal. Los otros dos sínto 

mas oaracter1sticos son la hipertrofia del tejido graso 

retroocular que ocasiona la protución del ojo hacia ade 
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l.ante (exoftalmos) y un metabol.ismo anormalmente acele

rado, excesiva estatura, pulso acel.erado, temperatura -

corporal alta, piel. cal.ie>1te htimeda y sonrosada y pérd!_ 

da de peso. El método usual para tratar el hipertiroi -

dismo es la administraci6n de drogas que suprimen l.a -

s1ntesis de tiroxina o la intervenci6n quirúrgica para< 

remover parte de l.a gl.oándula (2,3). 

El. bocio simpl.e es más frecuentemente ocasionado -

por una baja cantidad de yodo en la dieta. Sin embargo, 

puede producirse también si la ingesti6n de yodo no se 

aumenta en ciertas circunstancias, lo que demandar1a ma 

yor cantidad de tiroxina en el organismo. Estas circuns 

.tancias se refieren a una exposici6n frecuente al frío 

y dietas altas en grasas y prote1nas (2,3). 

Las enfermedades autoinmunes de la glándul.a tiroi -

des se presentan en varias especies animales, además -

del. humano (4). La enfermedad se manifiesta por varios. 

síndromes cl.1nicos bien definidos, como son: tiroiditis 

l.infocítica, tiroíditis de Hashimoto, mixedema y enfer

medad de Graves. En su patogénesis están invol.ucradas -

reacciones humoral.es y reacciones mediadas por cél.ulas 

y en las formas más severas de tíroiditis autoinmune la 

invasi6n linfoide destructiva involucra a todo el. teji

do tiroideo, conduciendo final.mente al mixedema. En l.a 
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enfermedad de Hashimoto la glándula parece compensar el 

efecto destructivo por la formación de nuevos cuerpos -

acinares, lo que aparentemente conduce a un incremento 

del estímulo inmunológi~o y ~ la proliferación de célu

las linfoides, lo que se evidencia por la formación de 

centros germinales a lo largo de la tiroides y por una 

marcada hiperplasia reactiva en los ganglios linfáticvs 

regionales que rodean la glándula. La sobreproducción -

de linfocitos y la regeneración del tejido tiroideo ca~ 

ducen al crecimiento de la glándula, usualmente acompa

ñado de altos niveles de anticuerpos circulantes. 

En la apariencia histológica de las lesiones bási 

cas y en la respuesta de anticuerpos, el mixedema prim~ 

rio del adulto está estrecho.mente relacionado con la ti 

roiditis de Hashimoto. Sin embargo, en este caso, la 

glándula es incapaz de regenerarse y el resultado final 

es la fibrosis, con persistencia de focos linfoides pe

queños y bajos títulos de anticuerpos circulantes. La -

regeneración celular en tiroidit~s no es dependiente de 

TSH (Hormona Estimulante de la Tiroides), puesto que se 

encuentran altos niveles de esta hormona en el mixedema 

primario y su producción es normal en la enfermedad de 

Hashimoto, a menos que exista hipotiroidismo (4). 
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Las observaciones y el estudio del fen6meno autoin

mune en la enfermedad de Graves sugiere que está estre

chamente relacionada con el mixedema primario y con la 

tiroiditis de Hashimoto. En muchos casos, la enfermedad 

de Graves se caracteriza por exacerbaciones y rernisio -

nes espontáneas. Alrededor del 30 % C.e los casos perman~

cen eutiroideos d~spués de 1 a 3 años de tratamiento me 

dicarnentoso; más del 50% de los casos sufren recaídas -

después de este tratamiento; y en ei restante 20% la en 

ferrnedad es concinua, refractaria a drogas y a trata 

miento quirúrgico. Los casos severos se asocian algunas 

veces con oftalmopatía endócrina y con altos niveles de 

anticuerpos circulantes, requiriéndose varias dosis de 

yodo radiactivo para volverlos e~tiroideos. Casi todos 

los casos de enfe:rrt'.edad de Graves están asociados con 

bocio nodular tóxico, que pueden ser turnore~ benignos -

de la tiroides no asociad9s a anticuerpos (4). 

Se han identificado cuatro diferentes sistemas antí 

geno-anticuerpo específicos en tiroiditis humana. Los -

constituyentes de, la tiroides que actuan corno autoantí

genos se encuentran en la glándula normal y no hay mét~ 

dos suficientemente sensitivos para detectar anomalías 

qu1rnicas, en caso de que éstas existan. Roitt (5) y Wi

tebsky (6) identificaron a la tiroglobulina como molécu 
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la antigénica; después Belyavin (7), Anderson (8) y Ro

itt (9) hicieron lo mismo con el ant1geno microsomal y 

Balfour (10) con el segundo antígeno del coloide acinar, 

en tanto que Fagreous (11) y Jons~on (12), a su vez de

tectaron un antigeno de superficie. Anticuerpos contra 

estos antígenos se encuentran en todas las variedades -

de tiroiditis linfoide y existen títulos elevados en la 

enfermedad de Hashirnoto. 

Los procedimientos actualmente utilizados para la -

detecci6n de tiroglobulina y anticuerpos contra tirogl~ 

bulina son: precipitinas (13) , fijacióp de complemento 

(14), hemaglutinación, aglutinación en látex, inmune -

fluorescencia y radicinmunoanálisis (15,16). Este últi

mo es el más sensible, sin embargo su realización está 

restringida a los laboratorios que cuentan con las con

diciones adecuad~s para el manejo de radioisótopos. Por 

otra parte, dado que el ensayo inmunoenzimático es casi 

tan sensible como el radioinmunoanálisis y es de manejo 

más fácil, ya que puede realizarse en un laboratorio 

convencional que cuente con un espectrofotómetro, es 

una alternativa para reemplazar a éste. 

Por lo anterior, el principal objetivo de este tra

bajo es la estandarización de un método inmunoenzimáti

co para la detección de tiroglobulina y anticuerpos co~ 

tra tiroglobulina en suero humano. 

8 -



OBJETIVOS: 

Estandarízación de un método de purifícacíón de 

tíroglobulina humana, a partir de tiroides de -

cadáver fre seo; 

- Obtencíón y purificación de anticuerpos de con~ 

jo contra tiroglobulina humana: y 

- Estandariza~i6n de un método inmunoenzimático 

(ELISA), para la detección de tiroglobulina y -

de anticuerpos contra ti~oglobulina en suero h~ 

humano. 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 
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TiJ:oides de Harogenizar Filtrar ee..-,trifugar 
cadáver fresco - en l?BS -en gasa ~ a 5000 Xg 

Abs. SN =n/\pp =n 

No. Frac. 

No. Frac. 

Tg cruda restos 
1 celulares 

~ 
Cranatograf iar en 

Sephadex G-200 
eluyendo =n PBS 

l 
Concentrar el 
primer pioo ¡::or 
ultrafiltracitSn 

(.l\micxin XM5 O) 

l 
R;¡crcrnatcgraf iar 
en Septe:rosa 4B 
eluyendo cx:in o!?BS 

t 
a:moentrar el 
segundo pico p::>r 
ultrafiltr-..cién 

(t>mi=n XMSOl 

l 
P~bas de pureza 

l 
TTIO:;IOEULINA PURA 

FIGURA flo. 2 

ESQUEMA DE PURIFiCACIOI! DE TIROGLOBULI!lA 
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A. PURIFICACION DE TIROGLOBULINA 

I.- PROCESAMIENTO DE TIROIDES (16,17,18) 

Para poder extraer la molécula de tiroglobulina loca 

lizada en el interior del tejido tiroideo, es necesario 

homogenizar la glándula para retirar los fragmentos de 

tejido y centrifugar el sobrenadante, para separar los 

componentes solubles de los restos celulares. 

Material y reactivos: 

Tiroides humanas de cadáver fresco 

Homogenizador 

Centrlfug~ refrigerada 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 

Procedimiento: 

Se diseca la glándula tiroides de un cadáver fresco 

(menos de 72 horas), eliminando toda la grasa y membra -

nas que la protegen. Se procede a seccionar el tejido y 

se homogeniza utilizando para ello PBS pH 7.2, obtenien

do una suspensi6n que se filtra a través de una gasa pa

ra separar fragmentos de tejido; y el filtrado se centri 

fuga durante 10 minutos a 5000 Xg, con el objeto de eli-
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minar restos celulares. El sobrenadante que contiene la 

tiroglobulina continúa en el proceso, para su purifica -

ci6n (Fig. 2). 

NOTA: Las tiroides utilizadas en la purificaci6n de ti

roglobulina, fueron obtenidas en el anfiteatro de 

la Facultad de Medicina de la U.N.A.M. Estas 

gl§ndulas provenf an de personas ~uyos cad§veres -

no fueron reclanados, por lo que el Estado los o

torga a la Universidad para ser utilizados en en

señanza e investigación. 
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II.- CROMATOGRAFIA POR BXCLUSION DE PESO MOLECULAR 
(16,18,19,20,21). 

El uso de geles porosos (como dextrán, agarosa o 

mezclas de agarosa y acrilamida) permite la separación 

de prote1nas en base a su dimensión molecular. Estos g~ 

les funcionan como tamices moleculares de partículas es 

feroidales con diferente trama. Cuando una solución pr~ 

teica acuosa atraviesa el gel filtrante, las .nolécul.as 

de di~metro inferior al de la tra.~a penetran las partí

cul.as del gel mientras que las que se encuentran sobre 

el 11'.mite de exclusi6n no lo hacen, por lo que éstas -

son las primeras que se obtienen al el.u ir. 

El sephadex es un po11mero de dextrán, que se prep~ 

ra por el entrecruzamiento de dextrán aicaiino con epi-

cl.orhidrina, hidratándose para su uso con PBS o agua. -

Es el. material. más ampl.iamente empleado para fil.tración 

en gel.. 

La sepharosa consiste en pequeñas esferas de agaro

sa, un polisacárido l.ineal. de o-galactosa y 3,6-anhidro 

L-galactosa. A diferencia del sephadex y debido al tam~ 

ño de su poro, ésta puede usarse para separar moléculas 

muy grandes. 
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Material y reactivos: 

Columnas de vidrio de 60 x 2 cm y de 100 x 2 cm 

Colector de fracciones 

- Bomba de vacío 

- Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chernicals, Suecia) 

- Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Cha~icals, Suecia) 

PBS pH 7.2 

- Espectrofotómetro 

Procedimiento: 

Se pesan 3 g de Sephadex G-200 ':l se hidD-atan con a

gua destilada o PBS, incubándose toda la noche a 37ºC. -

Luego se procede a desgasific~r tanto el sephadex hidra

tado corno el PBS, utilizaúdo p~ra ello una bomba de va -

cío. Se adiciona despu~s el sephadex a la columna cuida~ 

do que no se formen burbujas, para lo cual se le deja -

caer cuidadosamente por las paredes. En seguida se equi

libra con PBS desgasificado. 

Posteriormente, se colocan aproximadamente 4 ml del. 

extracto de tiroides en la columna y se eluye con PBS, -

colectando fracciones de 4 ml. A estas fracciones se les 

determina proteínas leyendo a 280 mn y se traza una cur

va de absorbancia contra nGmero de fracci6r.. 
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Las fracciones que contengan tirogloculina se con -

centran por ultrafiltración (empleando membranas de Ami 

con XMSO), hasta una cu<.•rta parte de su volumen. 

En un último paso, se prepara una columna de Sepha

rosa 48 en l.::. misma forma que la a.iterior y se recrorr.a

tografía el concentrado, eluyendo con PBS. Finalmente -

se concentra la fracción que contenga la tiroglobulina 

empleando una membrana de ~.micon XMSO (pag- 16). 
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:!l::t.- ULTRAFILTRACI.ON (22) 

Para separar mezclas de prote1nas existen varios m~ 

todos, que se fundamentan en los tamaños de las part1~ 

las. Entre éstos, podemos citar: la cromatografía de ~ 

clusi6n de peso molecular (23,24), la electroforesis en 

gel de poliacrilamida (25,26), la ultracentrifugaci6n, 

la •.iltrafiltraci6n, etc. 

La ultrafiltraci6n emplea membranas de poro defini

do, las que retienen moléculas mayores al tamaño de po

ro y dejan pasar solo moléculas m&s pequeñas, para lo -

que·se aplica una presi6n positiva utilizando nitr6geno 

gaseoso. 

Material y reactivos: 

Portamembranas (Amio::n Cbr¡:oration, Massachusetts USA) 

Membranas XM50 (Imicon Cbrporation, Massachusetts USA) 

Nitrógeno gaseoso 

Procedimiento: 

Se ensambla el portamembr.anas de acuerdo a las esp~ 

cificaciones del sistema (Amicon Corporationl, colocan

do la membrana previamente lavada con agua destilada. -

Sobre la membrana se coloca la muestra (fracciones elu~ 

- 17 -



das de la columna, que contienen tiroglobulina) y se a

plica una presi6n de aproximadamente 3.7 atm., con ni -

tr6geno gaseoso. La muestra se concentra hasta una cuar 

ta parte de su volumen. Por último, se descarta el fil

trado y al concentrado se le realizan pruebas de carac

terizaci6n para tiroglobulina. 
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!IV.-· '.'J!NMONOELECTROFORESIS:' (2'.7·~28) 

'-· Es;>un(tn(\todo·:cuai.i.tativo.¡.ique: .c:ombina-->cl.osr· principios 

·1 ·.aé" ia: e~ectroforesis0de:> zona..• con:o:reaac.ione.s.1 at\t-ígeno an-

' ticuerpo:·.en•·gel: •• EJi··proceso·· sel ~:l.eva .ao.cabo.-: en:.·.dos eta 

. ·•pas '"" la:·p:r·:imera consiste:· en ··que•, l:a.·mezcl.a de-··proteínas 

-,,_.es ·sepa·rada·-'por~ e•lect±oforesis:;: -sigU:iendo .a:-.és;ta, en una 

:: '"Sé(JÚ·nd·at etapa',., la:c:±mm::tnofüofus·ióil:: de1 :las:·cpro.:te.ínas contra 

u "un:i ant'i.'su:-eror;c,, pe:i:tnitiendiY· la-, :f'ormaéi6.n · de-.:arco.s~ de prec.!_ 

,. i pi ta'ci.6n. 

:--'.aM"at~.ii.a'l. "':r..react::Lvos: 

•"'-) ?o.i:ct:aobj:etos 

- :;.;1~::i.pcr de; ·erect:r..o:foresis 

- l:.C. 'P"ér-for~dor.1 'Parat •e:tectroror~esi s 

- "'"· So1.u'e'i6n··:aroo.rt;iguadora de barb::i:turatos• pR · 3 .6 

- :-• 'F>:gar·"n'Oble": :{Sigma"· Chem.i:caL .CCJ•· .St.:. •.1.>ouis· .. Mo:,ó ;USAI 

.·;.;.::suero;•:humano·:normal 

- :.;., .. ·suero· de<COJ1ejo· ·anti·próteínas t:QtaJ.es.Ehwnanas 

- ·-''Suero:.·hum·anc>" •qu;e·rcontiene •anticuerpos· ".contr.a rt-iro-

'1 · ~gl.obu'l.•ina (C.H. 2•0 de ·Noviembre, ::rSSSTE) 

,._, ·~zu11· de· ·srómo.f.énor. (tSiqmá· :Chemical. .Céi.:... St.ó),:I.,Quis 

Mo. USA) 
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> L"pj¿~piU:ar' ct'iliea~edá 2"'miíl'~dfP~$péUior';'ºeoñ'itt9ar~a:i: Cl% 

'··er:' i:.::iit.l:~f6rF'amo~:r$:iacit1dc:de'"l5ii'.ri5rt:tlraeos>l!pi! · 13: GS:·~tsro

··a¿;a~' sd '-ui "d~ "mdest:ra"ei'i'-'loscpoios yºé:orreil: ·i<i('é1ect:fdf~ 

r~sis á 'IOO 
0

'1lCÍts >•tfli~tg"que· ei"ÓdforaritEFrñiái:cl:ado'-' éon 

L"ii!í"füdé!iih~itiH:i[iré · i. 5-"ciiE'á~foxtn\~Eiamente :· "M:i:.'e:tan.ar:er -

., 
0 iiií.tisiíéroC· en~ efªbilrtai ¿,"'in8ubai'"en""cfuliaraÚ'fll3,íited'iiuauTan

:. ·té·' 24'"hÓ!'.-asc;·' ~HniHE!rid2'5 ii.si~'iái8.Hu~16n;'' J.t.c'l~\-!:Eurf!.e se 

r.c~~áil.z~"'i:ií5~éi-~íilld~:>"fa~ªB~nda's''díFpHl:H.pí.Ü~16n. 
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Obt. Antisuexo 

l 
l 

Cranatografía de afinidad 

(Imrunoadsorbente con Tg l 

¡ 
1 
1 

i 
1 

l 
Aes. anti-tizx::globuJ.ina 

FIGURA !lo, 3 

ESQUEMA DE OBTErlC ION Y PUR l F l CAC I ürl 
DE AtlTI CUERPOS AtlTl-TI ROGLOBULI NA 
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B. PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI TIROGLüBULINA. 

I.- INMUNIZACION (29,30) 

Se conoce como inmunizaci6n al proceso que resulta -

cuando se induce una respuesta inmunológica en un indi~:i 

duo mediante el contacto con un antígeno específico, "'n 

forma natural o artificial. Lu respuesta obt~nida pu~oe 

ser: celular, humornl, o ~Mb~s, ~ependiendo de diversos 

factores tales CO::lo: dosis, ·vía áe administra<;ián, tipo 

de antígeno, etc. 

Para la nbtenci6n de anticuerpos específ~ccs c~~cra 

una proteína determinada, es importante conocer la natu

raleza de dicha proteína: ln cual p@rmitirá escng@r la -

especie animal que se habrá de utilizar (debido a que 

existen algunas especies en las que un antígeno puedP 

mostrar menor inmunogenicidad que en otras), a~í romn la 

''Ía de inoculaci6n que se empleará, ya que los antígenos 

p?rticulados son más inr.iunog1"nL::os por vía intramuscular 

o intraperitoneal que por vía intravenosa, mientras q-Je 

con los antígenos solubles se obtienen mejores resulta -

dos por vía intravenosa. 

Los adyuvantes son sustanvias gue innculadas junto -

con el antígeno, permiten aumentar <'l nivel de anticuer

pos circulantes y pur·d<!n i11..:lucir respuesta ceJ.ular. Su -
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empleo es importante para obtener una respues~a experi

mental adecuada. 

Aunque existen algunos lineamientos gGnerales, los 

parámetros anteriores nos conducir5n a la elaboración -

de un esquema de inmunización particular y adecuado pa-

ra el antígeno a estudiar. 

La tiroglob~lira es un antígeno soluble, que debido 

a su alto peso molecular es un buen in~unógeno: por es-
w' 

tas razones se dizeñó. el_ sigui~nte esquema de ir.muniza-

ción: 

Iroculación Día oasis Adyuvante 

la. o 10 rrg Tg FCA 

2a. 7 10 rng Tg F!_?~ 

3a. 14 10 rrg Tg FIA 

21 p r i m e r a s a n g 

28 s e g u n d a s a n 

FO\ Adyuvante completo de Freund 

FIA Adyuvante incompleto de Freund 

IM Vía intramuscular 

g 

Vía 

IM 

IM 

I~ 

r í a 

r í a 

Especie utilizada: Conejos New Zealand; 3dultos 

jóvenes. 
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II. - INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR ( 38) 

La presencia de antígeno o anticuerpo en una mues -

tra puede manifestarse si se ponen en contacto ambos 

componentes en fase líquida, ya que se observará una 

reacción de precipitación al llevarse a cabo la unión -

antígeno-anticuerpo. 

Material y reactivos: 

Tubos capilares 

Tiroglobulina purificada 

Procedimiento: 

En un tubo capilar se coloca antígeno en solución -

hasta un tercio de su volumen y los dos tercios restan

tes se completan con el suero del conejo inmunizado. Se 

mezclan P.Or inversión y se deja en reposo, a temperatu

ra ~biente, en posición vertical; la lectura se reali

za al aparecer el precipitado. 
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!!I.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (31) 

La cromatografía de afinidad es un procedimiento aue 

se utiliza para la purificaci6n ~e a~ti~uerpos.Consiste 

en tensr inmovi1izado al ant1geno en una fase fija y a -

través de ésta hacer pasar el anticuerpo en soluci6n (f~ 

se móvil), pe:r:mitiendo que se lleve a cabo un~ reacci6n 

específica antígeno-anticuerpo. Por lo anterior, la fase 

fija es llamada inmunoadsorbente y puede estar conctitu! 

da por partículas de sepharosa a las cuales está unido -

el antígeno, o por un gel fo:r:mado por moléculas del anti 

geno polimerizadas con glutaraldehido. 

Material y reactivos: 

Tiroglobulina purificada 

Alblimina sérica bovina (ASB) 

Solución amortiguadora de acetatos 0.2 M pH 5.0 

Glutaraldehido al 2.5% 

Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4 

Solución de glicina-HCl 0.2 M pH 2.B 

Fosfato de potasio dibásico CK 2 HP0 4 l 1.0 M 

Lisina 0.1 M pH 7.4 

PBS 
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Procedimiento: 

Mezclar 100 mg de tiroglobulina con 400 mg de ASB, 

en 10 ml de acetatos 0.2 M pH 5.0. Añadir 2 ml de solu 

ci6n de glutaraldehido al 2.5%, e incubar toda la noche 

a temperatura ambiente. El gel formado se homogeniza pa

slindolo a través de una aguja número lB y se dispersa en 

50 ml de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Centrifugar 10 min. a 

3000 rpm, desechando el sobrenadante. Lavar varias veces 

con 50 ml de solución de fosfatos C.l M, como en el paso 

anterior, hasta que el sobrenadante tenga una absorban

cia menor de 0.05 a una longitud de vnda de 280 ru~. Reho 

mogenizar el gel y dispersarlo en 50 rol de glicina-HCl, 

agitando a temperatura ambiente durante 15 min. Centrifu 

gar a 3000 rpm durante 10 min.; desechar el sobrenadante 

y neutralizar el gel con 10 rol de K2 HP0 4 1.0 M y 40 rol -

de agua destilada. Centrifugar 10 min. a 3000 rpm. y di~ 

persar el gel en 10 ml de lisina 0.1 M pH 7.4 incubando 

toda la noche a 4ºC. Lavar con PBS y conzervor a 4°C. 

Preparar una columna con el gel anterior y agregar -

la proteína a purificar (suero de conejo contra ti:::-og1o

bulinal eluyendo con PBS, hasta que la absorbancia del -

elu1do sea menor de 0.05, a 280 nm. 

Para remover los anticuerpos unidos al inmunoadsor -
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bente,se eluye la columna con soluci6n de glicina-HCl 

0.2 M, colectando fracciones de 5 ml en tubos que con 

tienen 0.5 ml de K2HPo4 1.0 M. 

Leer las fracciones a 280 nm y concentrar aquellas 

que contengan la mayor cantidad de proteína. 
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IV.- PRECIPITACION EN GEL (21,29) 

Una de las manifesta~iones de la reacción antígeno-

anticuerpo es la precipitación. La formación del inmune 

precipitado depende de la relación antígeno-anticuerpo, 

en .el medio donde los reactantes se co~binan. Estos me 
' dios pueden ser líquidos o semisólidos. El agente geli-

ficante usado más frecuentemente ez el agar. 

En la doble inmune difusión, se permi~e al antígeno 

y al anticuerpo migrar uno hacia el otro en un gel, don 

de se formará una línea de precipitación cuando los 

reactantes se encuentren en equivalencia; su- posición -

relativa estará determinada por la concentración del a~ 

~ígeno y del anticuerpo en el agar. Aparecerán varias -

líneas de precipitación si el antígeno y el anticuerpo 

contienen varias especies moleculares. 

Esta técnica tiene la ventaja de que pueden compa -

rarse varios antígenos o antisueros alrededor de un po-

zo de antígeno o de anticuerpo. 

Material y reactivos: 

- Agar noble (Sigma Ch0mical Co. St. Louis Mo. USA) 

- Solución salina fisiológica (SSFl 

Suero humano que contiene anticuerpos contra tiro 
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globulina (C.H. 20 de Noviembre, ISSSTE) 

Suero de conejo anti proteínas ht.Unanas totales 

- su~-:c humano normal. 

- Suero de conejo anti tiroglobulina 

Procedimiento: 

Preparar placas de 2 mm de espesor con a gar al 2% -

en SSF. Perforar de acuerdo al siguiente esquema y depo

sitar en cada pozo 50 µl de la muestra correspondiente. 

<@ ÜTg 

Tg- Tiroglobulina 

1 a 6 - Diluciones del antisuero 

Colocar la placa en cámara húmeda durante 24 horas, 

para permitir la difusión de las muestras. La lectura de 

la prueba se realiza observando las bandas de precipita

ci6n que aparezcan. 
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C. ENSAxO INMUNOENZIMATICO (32,33,34,3~) 

Existen diversos mt>todos en los que se hace uso de la 

reacci6n antígeno-anticuerpo para poner de manifiesto a 

uno u otro de estos componentes. En varios ensayos se u

tilizan anticuerpos o antígenos marcados! como ~n i~~unc 

fluorescencia, en dance el anticuerpo se conJuga con un 

colorante fluorescente; en el radioinmunoensavo, en q~e 

S& unen isótopos radiactivos a anticuerpos o antígenos. 

Los ensayos inrnunoE"!1zimáticos han sido diseñadcs como a~ 

ternativa del radioinmunoensayo; en éstos se emplean an

ticuerpos o antígenos conjug21dos con enzimas, de tal !r:a-

nera que tanto la actividad inmunológica como la enzimá 

tica se con=ervan, a la vez que se observa que la sensi

bilidad y velocidad del ensayo son debidas a la amplifi

cación de la reacción ocasionada por la enzima. F.1 pro -

dueto de reacción es un compuesto colorido que puede ser 

reportado en forma numérica utilizando un cspcctrofotóm~ 

tro. 

En el ensayo inmunoenzimático, el antígeno es inmovi 

lizado en una fase sólida y se incuba con el suero pro -

blema. Posteriormente, se agrega una inmunoglohulina.a~~ 

plada a una enzima. La cantidad de enzima que permanezca 

unida después del lavado es directamente proporcional a 
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la concentraci6n de anticuerpos espec1ficos en el suero. 

Este procedimiento también puede ser utilizado para la -

detecci6n de ant1genos. 

Para evaluar la prueba, es necesario tener sueros de 

referencia positivos as1 como sueros normales. 
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l'cs. anti-tiroglob.ilina 

Aes. 
o Peroxi.dasa 

-·~ / 
Glutaraldehido 

1 
i 
1 

..... 
Conjugado 

Anti tiro::¡lotuanc.-Perox 
o 

Anti H'..::nano-Perox 

1 
V 

::nullli.~n&..-yo 

(EL ISA) 

FIGURA rlo. 4 

ESQUEMA DE CotlJUGAC ION DE ANTI CUERPOS A PERO X IDAS A 
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I.- CONJUGACION DE ANTICUERPOS A PEROXIDASA (36,37). 

La detecci6n de antígenos puede llevarse a cabo en 

forma específica utilizando anticuerpos conjugados con 

enzimas, para lo cual se emplea el glutaraldehido como 

puente entre ambas mol~culas. Las enzimas más utiliza -

das para este fin son la fosfatasa alcalina y la perox~ 

dasa de rábano. En este procedimiento, se hace reaccio-

nar el grupo amino terminal de la enzima con uno de los 

grupos carbonilo del glutaraldehido: 

ENZIMA GLUTARALDEHIDO 

En el segundo paso, el grupo carbonilo libre del --

compuesto formado en la reacción anterior reacciona con 

el grupo amino terminal del anticuerpo, formando el co~ 

jugado anticuerpo-enzima: 

ANTICUERPO 

Material y reactivos: 

CONJUGADO 

ENZIMA-ANTICUERPO 

Peroxidasa de rábano fuerte RZ=3, Tipo VI (Sigma 

Chemical Co. St. Louis Mo. USA) 

Glutaraldehido (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. 

USA) 
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-Glicerol (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA) 

-Sephadex G-25 (Pharrnacia Fine Chemicals, Suecia) 

-Solución de fosfatos 0.1 X pH 6.B 

-Cloruro de sodio 0.15 M (NaC:) 

-Lisina 0.1 M pH 9.5 

-Solución amortiguadora de carbona~os 1.0 M pH 9.~ 

-PBS 

Procedimiento: 

Se tli~uelven 10 rng de peroxidasa de- rábano en 0.2 ml 

de glutaraldehido al 1% en fosfatos 0.1 M pH 6.E, i~cu -

bándose a temperatura ambiente durante 18 horas. Se p~sa 

esta solución a través de una columna de sephadex G-25 -

(0.9 x 30 cm), equilibrada con NaCl 0.15 M; se colecta 

la fracci6n café que contiene la peroxidasa, eliminando 

la cabeza y cola del eluido. Si se requiere, el filtrado 

se concentra a 1 ml y se le agregan 5 mg de anticuerpo, 

contenidos en un volumen de 1 rnl (el anticuerpo debe ser 

de reciente preparación y estar dializado contra NaCll . 

Se agregan 0.2 ml de solución amortiguadora de carbona -

tos 1. O M pH 9. 5 y se incuba durante 24 horas a 4ºC. -Se 

adicionan 0.2 ml de solución de lisina 0.1 M pH 7.0, 

incubándose a temperatura ambiente durante 2 horas. Se -
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dializa contra PBS durante 24 horas a 4°C. A la muestra 

dializada se le agrega un volumen igual de glicerol (c~ 

me conservador) y se almacena a 4°C, en alícuotas pequ~ 

ñas. 

El título del conjugado se determina por el método 

de ELISA. 
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II.- METODO DE ELISA (38). 

La propiedad de los antígenos protéicos de adsorber

se a una fase sólida se emplea para la determinación de 

la concentración de anticuerpos específicos contra estos 

antígenos presentes en el suero analizado. El método re

quiere de la participación de un segundo anticuerpo con

jugado a una enzima. Este procedimiento también puede -

ser utilizado para la detecció~ de antígenos. 

Material y reactivos: 

Placas de poliestireno de 96 pozos (Nunclon, Dina-

marca) 

Lector de placas de ELlSA (Minirearier. Dynatech, -

Virginia, USA) 

- Sol.ución amo~tiguadora.saljna de fosfatos (PBSS) 

pH 7.4 

Albúmina sérica bovina al 2% en PBSS (BSA) 

Tween 20 al 0.05% en PBSS (PBSS-Tween) 

Gelatina al 0.5% en PBSS-Tween (PBSS-Tween-Gel) 

Orto fenilen diamina (Sigma Chemical Ce. St. Louis 

Me. USA} 

- Peróxido de hidrógeno (H202) al 1.2% 

- Acido sulfúrico (H 2 so 4 l 4N 

Solución amortiguadora de citratos 0.32 M 
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Procedimiento: 

Forrar la placa con antígeno disuelto en PBSS a una 

concentración ae 50 pg/r,11, colocando :>O µl por pozo e in 

cubar toda la noche a 4ºC. 

Retirar el sobrenaaante de los pozos y adicionar 200 

ul de BSA, incubando una hora a 37°C con el propósito de 

saturar la superficie libre ae los pozos. Aspirar y la -

var 3 veces l«s placas con PBSS-Tween. 

Agregar diferentes diluciones dP suero humano normal 

(control nP.gativo), suero problema, PBSS (blanco de lo -

reacción) y control. positivo conocido: caaa_.ue,o en un v~ 
-.¡· 

lumen de 50 pl por pozo (de acuerdo al diseño experimen-

tal), incubando 2 horas a 37ºC. Lavar 3 veces con PBSS-

Tween. 

Agregar 50 pl de anticu~rpo conjugado con peroxidasa 

y diluido en PBSS-Tween-Gel. Incubar 2 horas a 37ºC y l.a 

var 3 veces con PBSS-Tween. 

Adicionar 50 µl. del sustrato preparado de l.a siguiP~ 

te manera: 

2.50 rog de o-fenil.endiamina 

5.00 rol. de H2o bidestilada 

0.06 rol. de citratos 0.32 M 
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Incubar 10 minutos a 37°C en ia obscuridad. 

Detener ia reacci6n, agregando 100 µi de H2so4 4N -

en cada pozo. 
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RESULTADOS: 

A. PURIFICACION DE TIROGLOBULINA. 

I.- PROCESAMIENTO DE TIROIDES. 

Se disecó la glándula tiroides de 3 cadáveres fres

cos, homogenizando con PBS y obtenien<lo aproximadamente 

30 ml de sobrenadante, el que contien0 la tiroglobulina 

cruda. 

II.- CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200. 

El sobrenadante qtte contiene la tiroglobul ina cruda 

se agregó a una columna de sephadex G-200 de 2 x 90 cm 

y se colectaron fracciones de 4 ml, a las que se les de 

terminó proteínas leyendo a 280 nm, obteniendo los re -

sultados que se p~esentan en la tabla l. Estos datos -

fueron graficados (Figura s ) y las fracciones 4 a 12 

se reunie~on y se concentraron por ultrafiltraci6n en 

membrana de Amicon XM~O. hasta una cuarta parte de su -

volll1nen. 

III.-- CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B • 

. El concentrado de la cromatografía en sephadex G-200 

se recromatografió en una columna de 2 x SO cm de sepha-
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rosa 4B, colectando fracciones de 4 ml que se leyeron a 

280 nrn (Tabla 2) y cuyas lectur~s fueren graficadas -

(Figura 6 ) • 

La~ fracciones 9 a la 18 se concentraron por ultra-

filtraci6n, empleando una membrana de Amicon XMSO hasta 

una cuartjl parte de su volumen. 

IV.- PRUEBAS DE PUREZA. 

El concentrado de la cromatograf1a en sepharosa 4B 

contiene la tiroglobulina pura¡ para comprobarlo se rea 

lizáron las siguientes determinaciones: 

i- INMUNOELECTROFORESIS. 

Se colocaron las muestras de acuerdo al siguiente 

esquema: 

SHNO 
So<PT 

c=:==============:::::io 
cTg 0 S<><Tg 

SHN- Suero humano normal 
s~PT- Suero de conejo anti proteínas totales hu

manas. 
S~Tg- Suero humano, que contiene anticuerpos con 

tra tiroglobulina humana. 
cTg- Concentrado de tiroglobulina humana. 
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Los resuitados obtenidos se observan en las figuras 

7 y a, y en ellos se puede apreciar que el concentrado -

de tiroglobu1ina est~ exento de proteínas séricas (Fig. 

7) y que reacciona de manera específica contra un suero 

anti tiroglobulina (Fig. 8). 
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TABL}\ r~o . 1 

CROMATOGRAFIA Ell SEPHADEX G-200 
DE UH EXTRACTO JE TIROGLOBULIMA CRUDA 

No. Fracción 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
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Absorbancia 
(280 nm) 

0.070 
0.215 
0.610 
1.110 
1.900 
2.700 
3.650 
3.780 
3.800 
3.650 
2.990 
l. 490 
0.720 
0.450 
0.310 
0.250 
0.210 
0.190 
0.170 
0.160 
0.160 
0.150 
0.160 
O.l.70 
O.l.80 
0.2l.O 
0.230 
0.270 
0.3l.O 
0.330 



Abs. 
<280 

3.0 

'2.0 

, 1.0 

'20 

FIGURA No. 5 
CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200 

DE UN EXTRACTO DE TI ROGLOBULI NA CRUDA 
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TABLA No. 2 
CROMATOGRAFIA Eil SEPHAROSA 4B DEL CONCErlTRADO 

DE LAS FRACCIONES 4 A 12 ELUIDAS DE SEPHADEX G-200 

~. Fracción 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
l.l 
1.2 
13 
14 
15 
1.6 
17 
18 
1.9 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
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Absorl>ancia 
(280 nm) 

4.200 
3.250 
2.170 
1.500 
1.235 
1.030 
0.950 
1.190 
2.060 
3.200 
3.450 
3.600 
3.680 
3.590 
3.400 
3.200 
2.630 
1.890 
1.290 
o.sao 
0.630 
0.440 
0.280 
0.175 
0.125 
0.115 
0.105 
0.090 
0.070 



Abs. 
<28Dnm 

3.0 

2.0 

1 
to r 

1 

' \ 
\ 

I 
'0 

10 

\ 

FIGURA rio. 6 

\ 
\ 

\ 

20 

\ 

'"' "'-----
No Fracción 

CROMATOGRAFIA EH SEPHAROSA 4B DEL CONCENTRADO 
DE LAS FRACCIONES 4 A 12 ELUIDAS DE SEPHADEX G-200 
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SH~ 

S<><PT 
cTg O 

FIGURA No. 7 

INMUNOELEC'rROFORESIS CONTRA 

SUERO l\NTI-PROTEINAS TOTALES 

r 
5Htb 

S~Tg 

cTg º,........ 

FIGl'RA No. 8 . 

INMUNOELECTROFORESIS CONTRA 

SUERO ANTI-TIROGLOBULINA 
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B. OB'l'ENCION DE A..~TICUERPOS CONTRA TIROGLOBULINA. 

Se obtuvo el suero hiperinmune de 3 conejos New Zee 

land, inmunizados con tir~globulina de acuerdo al esGu~ 

ma de la página 21. 

Fue necesario verificar la especificidad del anti 

suero obtenido, para lo cual se realizaror. ensayos de 

inmunoprecipitación en capilar y precipitación en gel. 

i- IN~UNOPRECIPITACION EN CAPILAR. 

Esta es una determinación inicial, para detectar la 

presencia de anticuerpos específicos en el sue:o, en 

donde se observó la aparición de precipitado abundante 

en forma casi inmediata, al mezclar 15 µl de una solu -

ción de 6.6 mg/m1 de tiroglobulina con 60 µ1 de suero -

del conejo inounizado. 

ii- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 

El suero hiperinmune se cromatografió a través de -

un inmunoadsorbente con tiroglobulina. Se colectaron -

fracciones de 5 ml y se leyeron a 280 run (Tabla 3}. Es

tos datos se graficaron (Fig. 9) y las fracciones 2 a -

10, que contienen los anticuerpos contra tiroglobulina, 

se concentraron empleando para ello polie~ilenglicol -

(PEG) 20000. 
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La especificidad de estos anticuerpos, así como su 

título, se determin6 mediónte reacciones de precipita -

ci6n en gel (doble inmune difusi6n). 

iii- PRECIPITACION EN GEL. 

El suero obtenido, así como los anticuerpos purifi

cados, se pusieron en contacto con la tiroglobulina pa

ra determinar su especificidad (Fig. lú). 

El título del antisuero obtenido se determin6 tarr- -

bién por este método y fue de 1:64 (Fig. 11). 
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TABLA No. 3 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DEL SUERO 
DE COMEJO CONTRA TI ROGLOBUL IrlA 

No. Fracci6n 

l. 
2 
3 
4 
s 
6 
7 
8 
9 

l.O 
l.l. 
1.2 
1.3 
1.4 
l.S 
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Absorbancia 
(280 nm) 

0.01.8 
0.299 
l..S20 
l..37S 
0.690 
o .403 
0.26S 
O.l.88 
o. l. 40 
O. l.O 8 
0.08S 
o. 070 
o.oso 
o.oso 
0.040 



Abs. 
( 280r.im) 

1.5 

1.0 

0.5 

5 10 l'b. Fracción 

FIGURA !lo. 9 

CROMATOGRAFIA DE AFHIIDAD 
DEL SUERO DE CONEJO COllTRA TI ROGLOBULI flA 
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SNCQ QSCoi;Tg 
-......: 

SHo<TgQ j o 
ig 

1 QSCo<Tgla. 

Frac. 
:--.. / 

3 y4Q 0 SCo<Tg 2a. 

FIGURA No. 10 

PRECIPITACION EN CEL 

SC...Tg - Siero de conejo anti-tiroglobulina (inicial.). 

SCC<'D; la. - Filtr-..do una vez por imrunoOOsorl:ente. 

OC...'Ig 2a. - Filtrado dos vec-es por irmunoadsorbente. 

Frac. 3 y 4 - Fra=ior.es 3 y 4 elu!das con gl.icina-HCl.. 

SH.<'11; - St1eJ:O h.lmano que ccntiene anticuerpo::; oontra ti-
:roglol:ulina J:iuroana (=ntrol. positivo). 

SNC - atece no:cnal. de conejo (control. neqativo). 
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0 1:s• 
1 :25óQ "' 

1:121:'101 o } 01:15 

~ 
1:ó40 01:32 

FlGUPA lt>. 11 

TI'I.'l'.JLJICII DEL ANl'!l5UER) DE 

lXNEJO cnlTRA T~ 

*Diluciones del antisuero de 
conejo oontra tiroglobulina. 

Tg-'r:i=qlobulina pur:!.ficada. 
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C. ENSAYO INMUNOENZil!ATICO. 

Sist:e:na: ¿ Tg-Perox 

Tg (5 ng/ml) 

y Tg (50 µq/ml) 

Se obtuvieron 2 ml del conjugado, que fue ti~ulado 

por el m~todo de ELISA utilizando una concentración óe 

50 pg/ml de anticuerpos de conejo contra tiroglobulina 

humana, para ~ensibi1izar la placa, y una concentración 

constante dA ti~oglob-ülina de 5 ng/ml. 5e E>mplearon 

las siguientes diluciones del conjugado: 1:50, 1:250, 

1:500, 1:1000, 1:2000. 1:4000 yl:SOOO. 

El blanco de la reacción está formado por el sustr~ 

to de la enzima y ác~do sulfúrico; este último se UTilj 

za para detener la reacción. 

El basal o negativo de la reacci0n E>S aquel en el -

que no se adiciona el primer anticuerpo, de tal manera 

que la coloraci6n obtenirla E>S debida a unié-n inespecíf.:!:_ 

ca. 
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Se consideró corno diluci6n 6ptima del conjugado a 

a<iue1la diluci6n donde se obtiene la mayor diferencia 

entre positivos y negativos: en este caso, la dilución 

es d~ 1:2000 (Tabla 4). 

S.i.stema: 

o.:Humano-Perox 

IgG hunana (25 µghnll 

Para sensibilizar la placa, se utiliz6 IgG humana 

en una concentración de 25 µg/ml. Las diluciones usadas 

del conjugado fueron: 1:250, 1:500, 1:·1000, 1:2000, -

1:4000 y 1:6000, y de acuerdo a los resultado~ obteni 

dos la diluci5n óptima del conj,.1gado es 1:1.000 (Tabla 

5): ~sta es la dilución que se utilizó en los ensayos -

siguientes. 
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Dilución 
del 

Conjugado 

1:250 

1:500 

1 :l.000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

TABLA no. 4 

T!TULACIOíl DEL COílJUG~DG 

AiiTl TI ROGL.OBULi i·JA-PEROXIDAS;i, 
POR EL METODO DE ELISA 

/l.bsorbancia a 492 nm 

Muestra Muestra "Diferencia 
NEgativa Positiva (Pos - Neg) 

1.576 2.000 o .424 

1.063 1.491 o. 428 

0 .. 52S 0.971 0.446 

0.136 0.614 o. 478 

º·ººº 0.275 0.275 

o.ooo 0.041 o. 041 
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TABLA !lo. 5 
TITULACIOH DEL CONJUGADO AHTI HUMANO-PEROXIDASA 

POR EL METODO DE ELISA 

Dilución Absorbancia a 492 nrn Diferencia 
del. Muestra Muestra (Pos - Neg) 

Conjugado Negativa Positiva 

1.:250 l.B04 l. 976 0.172 

1•500 l. 303 l. 662 0.359 

1:1.000 0.738 1.621 0.883 

1.:2000 0.683 l.116 0.433 

1:4000 0.580 0.624 0.044 

1:6000 0.510 0.592 0.082 
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Unión dP. Ag 
ITgl a 

fasl? sólida 

Ag - Antígc>nn 

Tg - Tiroglobulina 

Bloquear 
con 85A 

BSA- Albúmina sé~ica 
bovina 

F r GURA ilo. 12 

ESQUEMA DEL ENSAYO DE ELiSA PARA LA DETERlíiiiACiüí1 
DE AílTI CüE~POS COíiTR.l\ T iROGLOBULl UA 
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IIa. ESTANDIUUZACICN raI. ME'IOCO re BLISA PARA OETEFMINAR l\NTIGJER

POS a::NTRA TilCGLOBOLJNA H"úMANA EN SUEFO. 

La placa se recubrió con ~O ).ll de una solución de 

50 µg/ml de tirriglobulina (Fig .12). En esta determina 

ci6n se c=-.;;i!eó una dilución de 1: 320 tanto para mues -

tras normales como para muestras problema. debido a que 

en esta dilución es dar.de se aprecia mejor la diferen 

ci.a entre las lecturas de positivos y negativos. 

se procesaron 15 sueros normales y 50 sueros probl~ 

ma; para COlliparar estas poblaciones, se utilizó el Indi 

ce de ET.ISA {18) que resuita de dividir la absorbancia 

de la muestra problema entre la absorbancia del suero -

normal o de referencia; a cada uno de estos datos se le 

resta la absorbancia basal. que es la absorbaücia del -

pozo que contiene todos los reactivos, ~~cepto el antí

geno. 

IE 
(Abs Problema) - {P.bs basal) 

{Abs r<>fe:!"encial"" - {Abs basal) 

*Como muestra de referencia se utiliza una mezcla -

de por lo menos 10 sueros normales. 

El uso de este ~ndice nos permite la comparación de 

datos entre ensayo~. 
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Para poder distinguir nuestras positivas de negati

vas, se establt:·ció un l.~mite consi-:Oer:!nc:!c E-1 p1-orn~.--::ic -

m~s 2 desv~ac~o~es est§~dar (~ + 25) dei IE de las ~ues 

tras normales procesA.das {~abla 6), por J ~1 que todo sue: 

re por arri!Ja de este pun~o será considerado pcsit ivo y 

por dcbajv de él :let;tativo ~ El -:.,.al0r límite obteni:io es 

l.l. 

Los rcsuLta~os obtenidos para las mucstr~s probcema 

tie muestran en la tabla 7. 

Las mupstras nor!'lalcs y las muestras pro!.'lema ::.r -

graf icaron {Figura 13) para perm itl rnns ba.:-Fr una ("'0mpc:i. 

raci6n entre ellas. Se obLuvieron 2q valores p~r arriba 

del limite, por lo que estas mi.:estras se con,-.ider"n po

sitivas; el resto de l;:;s muestras se localizaron dentro 

de 1os vai0r~s norma1es. 

La mayoría de las muestras que por este métod0 fue

ron positivas habían resultado también positivas por in 

mu1~fluorescencia. 
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TABLA ilo, 6 

DETERM UIAC I Oi'i DE ArlTI CUERPOS CotlTRA Tl ROGLOBULI íiA 
Eil MUESTRAS !WRMALES 

Muestras Normales 

No. I.E. 

l 0.7 
2 0.7 
3 o. 9 
4 o. 7 
5 o. 8 
6 o. 5 
7 0.9 
8 0.4 
9 0.1 

10 0.6 
11 0.6 
12 o.a 
13 0.6 
14 o. 6 
15 0.9 

X: = o.653 
s s 0.206 

X+2S 1.100 

I.E. - Indice de ELISA 
X - Media aritm~tica 
S - Desviaci6n estándar 
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TABLA ilo, 7 

DETEP-i'iI i!;'.1,C iOti DE Af!Ti CU~HPOS COtiTR!l. T iROGLOBULiili; 
Eri 1"iUESTRAS PROBLEi"1A 

Muestra No. I.E. Resultado 

l 0.9 
2 1.5 + 
3 C.7 
i¡ :;_.o 
5 0.7 
6 3.4 + 
7 0.7 
8 0.9 
9 4.4 + 

10 2.4 + 
11 l. o 
12 l. 5 + 
13 1.1 
14 l. 2 + 
15 0.9 
16 5.2 + 
17 0.5 
18 1.1 
19 l. o 
20 l.6 + 
21 1.2 + 
22 1.0 
23 l. 3 + 
24 1.0 
25 0.9 
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TABLA flo. 7 ( CONT,) 

Muestra No. I.E. Resu1tado 

26 0.5 
27 1.0 
28 1.8 + 
29 1.5 + 
30 l. 2 + 
31 2.9 + 
32 3.1 + 
33 0.6 
34 0.6 
35 l. 4 + 
36 0.7 
37 0.6 
38 3.5 + 
39 1.1 
40 1.2 + 
41 2.3 + 
42 l. 7 + 
43 1.0 
44 l. 4 + 
45 0.7 
46 0.8 
47 2.5 + 
48 l. 2 + 
49 1.8 + 
50 1.5 + 

I.E. - Indice de ELISA 
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-
.. 

N p 

I.E. -Indice de ELISA 

L.C. -Límite de confiabilidad 

N -Muestras normales 

P -Muestras problema 

FIGURA No. 13 

LC 

DETERViir!ACIOil DE AflTICUERPOS COfiTRA TlROGLOBULli'JA 
POR EL METODO DE ELISA 
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Unión e!<> Ag 
!Aes .. Tg.) a 
fase sólida 

Ag - Ant1geno 

Bloquear 
con BSA 

Aes o<Tg - Anticuerpos 
contra Tg 

FIGURA No. 14 

<> Suero probl<?ma 
o p~trón (ig) -

. e¡SITl 

<>~··· 

o?•Q 

Tg - Tiroglobulina 
~SA- Albúmina sérica 

bovina 

ESQUEMA DEL ENSAYO DE ELISA PARA LA DETERMBIACION 
DE TI ROGLOBULI l!A 
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BSTJ\ND1\IUZACICN DEL ME'ItlCO DE ELISA PARA IJETEX'CTON DE TIFO-

GIDWLINA EN SUERO. 

La placa se recubri6 con 50 pl de una soluc-ión de -

anticuerpos contra tiro~lobulina en una conc-entra=i6n 

de .50 }lg/ml (Fl,g-14). 

Se trazó una curva patr0n, utilizando concPntracio-

nes conocidas de tiroglobulin2 (T~bla 8, Figura 15!. 

Se procesaron 9 sueros de personas sin alteración -

tiroidea aparente (que se consideraron normales) y 33 -

sueros problema. Ambas poblaciones se trabajaron en ~i-

luc26n 1:4, para que las lecturas obtenidas •pudieran 

ser interpoladas en la curva patrón. 

Las concent~aciones de tircglohu1ina obtenidas, ta~ 

to para muestras normales como para las muestras probl~ 

ma se observan en las tablas 9 y 10- Como se mencionó -

anteriormente, la concentración de tiroglobulina en su-

jetos normales es hasta de 120 ng/ml; consiMer~ndo cstP 

valor como J.ímite sup::'rio-r, las muest-ras fo:;,ro~ g-rafic"!. 

das ob.:>erJá11dose qu~ 23 =e l,¡:s 33 muestras problema e-x-

c€>den este límite !Figura 16). 
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TABLA tlo. 8 

CURVA PATROfl PARA LA DETECCION DE TIROGLOBULitlA 
POR EL METODO DE ELISA 

Tiroqlobulina Log [] Absorbancia 
(ng/ml) (492 run) 

l. o 0.00 0.030 

1.5 0.17 0.060 

3.5 0.54 0.045 

7.5 0.87 0.060 

15.5 1.19 0.065 

31.0 l. 49 0.060 

62.5 l. 79 0.085 

125.0 2.09 0.105 

250.0 2.39 0.135 

500.0 2.69 0.185 

1000.0 3.00 0.260 

2000.0 3.30 0.380 
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FIGURA !lo, 15 

3 log [Tg] 
Cng/mll 

CURVA PATRDrl PARA LA DETECCIO!I DE TIROGLOBULIUA 
POR EL METODO DE ELISA 
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TABLA rlo. 9 

DETE?..i"1Ií1ACIOH DE LA COr!CEiffRl\C!Ofl DE TlROGLOBULiltll. 
t:i'i l'íUESTRf\S MORi'iALES POR EL METODO DE EliSA 

No. 
Absorbancia Tirog lobulina 

(492 nm) (ng/ml) 

l 0.040 7.6 
2 0.045 13.6 
3 o.oso 25.2 
4 0.015 4.0 
5 0.070 156.0 
6 0.035 4.6 
7 0.050 25.2 
8 0.070 156.0 
9 0.045 13.6 
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TABLA flo. 10 

DETERir:rni;c I Q¡j DE LA Cüf!Cc}!-;'"RAC IOii JE TI ROGLOBlJLHi~. 
Eil MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO DE ELI SA 

No. Absorbancia Tiroglobulina 
(492 nml (ng/ml) 

1 0.05 25 
2 o. 08 231 
3 0.06 100 
4 0.06 100 
5 0.08 231 
6 o .11 539 
7 0.07 156 
8 0.09 303 
9 o.os 25 

10 o. 07. 156 
11 0.07 156 
12 0.07 156 
13 0.04 7 
14 0.06 100 
15 C.05 25 
16 o.os 231 
17 O.Oó 100 
18 0.07 156 
19 0.07 156 
20 0.06 100 
21 0.09 303 
22 0.12 692 
23 0.14 1076 
24 0.09 303 
25 0.20 2300 
26 0.09 303 
27 0.13 872 
28 0.11 539 
29 0.15 1236 
30 0.12 692 
31 0.08 231 
32 0.07 156 
33 0.06 100 
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Tg- Tiroglobulina 
N - Muestras normales 
P - ~uestras problema 
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FIGURA No. 16 

DETERMitlACIO!l DE TIROGLOBULlflA 
POR EL METODO DE ELISA 
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cm:cLUSIOíiES: 

Sienco la patología de la g1ándula tiroides una de 

las más frecuentes en la ~ndocrinología (18), las prue

bas de laboratorio para determinar TJ, T4, tiroglobuli

na, TSH y anticuerpos anti-tiroideos son de ~as más so

licitadas: lo que resulta en un gasto considcraole, so

bre todo por tratarse de e~iipos importados. 

En este trabajo se proponen procedimientos para: 

a) Obtención de tiroglobulina 

b~ Preparación de anticuerpos anti-tiroglobulina 

c) Preparación de un método irununoenzimático para 

dete=inar: 

i.- Tiroglobulina sérica 

ii.- Anticuerpos anti-tiroglobulina. 

El procedimiento estandarizado en este trabajo para 

la purificación de tiroglobulina es un método sencillo, 

además de pr~ctico y reproduc~ble, que se puede rcali -

zar en cualquier laboratorio por ser económico y produ

cir e~celentes resultados, ya que el rendimiento que se 

obtiene es adecuado tanto para producir anticuerpos co~ 

tra esta molécula como para ser utilizada en ensayos --

poster i.c:-.-::s. 

Los méto,Ji:-s 2-::~.:-: c::;::t:::t".?r y purificar anticuerpos --
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contra tiroglobulina en conejo son muy eficientes, ya 

que nos permitieron obtener anticuerpos de alta afini -

dad, pureza y buena especificidad. 

La difusi6n de los métodos inmunoenzimáticos está -

permitiendo la detección de más moléculas de interés -

clínico, ya que son comparables a métodos muy sensiblef 

(radioinmunoensayo e inrnunofluorescencia) y son de man~ 

jo accesible a una gran cantidad de laboratorios de 

diagn6stico. 

El ensayo de ELISA para detectar anticuerpos contra 

tiroglobulina estandarizado en este trabajo, es un mét~ 

do sensible que diferencia adecuadamente muestras nor

males y muestras positivas, y también es específico ya 

que el reactivo utilizado (tiroglobulina) está exento -

de contaminantes, lo cual fue comprobado por inmunoele~ 

troforesis e inmunodifusión. 

El índice de ELISA es un parámetro que nos permite 

comparar los resultados obtenidos en ensayos diferen 

tes, lo cual es importante para el seguimiento de pa 

cientes en períodos prolongados. 

En el ensayo de ELISA para la detección de tiroglo

bulina, es importante trazar una curva patrón con con -

centraciones conocidas de tiroglobulina cada vez que se 

realice una determinación, lo cual nos permitirá obte -
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ner las concen~raciones reales de cada muestra. Este en 

sayo es específico ya que el reactivo utilizado (anti -

cuerpos contra tiroglobulina) es específico para su an

tígeno (tiroglobulina) lo cual se confirmó por inmunod_i 

fusión e inmunoelectroforesis. Su sensibilidad es alta 

ya que nos detecta en forma ~decuada hasta 7.5 ng/ml, 

lo cual es muy útil debido a que la concentración nor 

mAl de tiroglobulina en sangre está en el rango de 20 a 

120 ng/nü.. 

La detección de tiroglobulina y anticuerpos contra 

tiroglobulina, por los métodos estandarizados en este -

trabajo convertirán estas determinaciones es pruebas m~ 

nos restringidas; su utilización por lo tanto, podrá 

ser una herr:::ienta más accesible para el diagnóstico -

clínico de enfermedades tiroideas. 

·El papel del Q.F.B. no debe circunscribirse a util.i 

zar reactivos comerciales o equipos automatizados para 

realizar las determinaciones de laboratorio, sino ade -

más debe incursionar también en otros campos, por el m2 

mento poco explotados. En esta perspectiva, la labor 

del Q.F.B. será igualmente valiosa tanto al servicio de 

la investigación como persiguiendo la autosuficiencia -

tecnol69ica, sobre todo en estos momentos de crisis ec2 

nómica en la que hay el peligro de carecer de presupue.§_ 

to para seguir en ia práctica de una medicina moderna. 
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APENDICE: 

1. - ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUND (.FIA) 

Arlacel 

Drakeol 

1 vol. 

9 vol. 

Agitar vigorosamente hasta homogenizar 

2.- ADYUVA.~TE COMPLETO DE FREUND (FCA/ 

Xicobacterium sp. desecado 

FIA 

2 rng 

10 ml 

Agitar vigorosaraente par~ horaogenizar 

3.- SOLUCION fü~OTRIGUADORA DE ACETATOS 0.2 M pH 2.8 

Sol. A Acetato de sodio 8.2 g/l 

Sol. B 1'.cido acético 6.0 g/l 

Mezclar 1/3 de soluci6n A con 2/3 de so1uci6n B. 

Ajustar el pH a 2.8 y diluir 1:5 para su uso. 

4.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITURATOS pH 8.6 

Ac. dietilbarbitúrico 2.76 g 

Dietilbarbiturato de sodio 15.40 g 

Ajustar el pH y aforar a 1 litro 
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5.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS 1.0 M pH 9.5 

Sol.. A 

Sol.. B 

1.05 g/10 ml. 

4.20 g/50 ml. 

Mezclar 3 ml de l.a sol.uci6n A con 7 ml. de l.a solu

ci6n B. 

6.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE CITRATOS 0.32 ~ 

Ac. cítrico 0.1 M 

Na 2HP04 0.2 M 

24.3 ml. 

25.7 ml 

Aforar a 100 ml. con agua bidestilada. 

7.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) pH 7.2 

NaCl. 7.650 g 

Na 2HP0 4 l. 268 g 

NaH 2Po4 O.l.00 g 

KH2Po4 0.211 g 

Aforar a 1 l.itro. 

8.- SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE FOSFATOS (PBSS) 

pH 7.2 

NaCl B.O g 

KH 2Po4 0.2 g 

Na 2HP0 4 °12H 20 2.9 g 

KCl 0.2 g 

Aforar a 1 litro con agua bidcstilada. 
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9.- SOLUCION SALINA FISIOLOGICA (SSF) 

NaCl 9.0 g 

Aforar a 1 iitro. 

10.- SOLUCION DE GLICINA-HCl 0.2 M pH 2.8 

Giicina 15.01 g 

Disolver en 500 ml de agua destilada y ajustar el 

pH con HCl 0.2 M. 

Aforar a 1 litro. 
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