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INTRODUCCICN:

La tiroides es una glindula endScrina impar y simé
trica, situada en la parte anterior del conducto larin-
go tragqueal, esta formada por dos l8bulos laterales uni
dos por un puente transversal y estrecho que es el ist-
mo. El peso promedio de esta glandula, en el adulto, es
de 25 a 30 gramos. Histol&Sgicamente, estd constituida -
por sacos de forma esf&rica denominados foliculos tiroi
deos cuyas paredes estan formadas por tejido cuboidal.
En el interior de cada foliculo se encuentra el coloide
tircideo gue equivale a un depdsito para almacenar las
hormonas tiroideas y la tiroglobulina, constituyendo es
ta Gltima el 75% del coloide tiroideo (1,2,3).

Las cé&lulas tiroideas son tipicas células glandula
res secretoras de protefinas. El reticﬁlo endoplidsmico y
el aparato de Golgi sintetizan y secretan hacia los fo-
lfculos una proteina con un pesoc molecular de 660,000
daltons llamada tiroglobulina en la que existen 140 re-
siduos de tirosina, siendo &éste el sustrato gque se com-—
bina con yodo para formar las hormonas tiroideas que se
originan en la molé&cula de tiroglobulina. Adem&s de se-
cretar la tiroglobulina, lasg cé&lulas glandulares prove-
en el.yodo, las enzimas y otras sustancias necesarias -

para la sintesis de hormecnas tiroideas (3).
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LIBERACION DE HORMONAS DE
LOS FOLICULOS TIROIDEOS (3)




La molé&cula de tiroglobulina no es liberada como tal
a la circulaciédn sanguinea, sino gue primero se separan
la tiroxina y la triyodotironina y luego estas hormonas
libres pasan a circulacidén. Este proceso ocurre como si-
gue: la superficie apical de las cé&lulas tiroideas nor -~
malmente emite pseud&podos, que encierran pequenas por‘;
cicnes del coloide para formar vesiculas picndticas. Los
lisosomas inmediatamente se fusionan, formando vesiculas
digestivas que contienen las enzimas de los lisosomas —-
mezcladas con el coloide. Las proteasas digieren las mo—.
léculas de tiroglobulina liberando tiroxina y triyodoti-
ronina, las cuales difundern a través de la base de las -
células tircideas y a trav8s de la membrana basal, ver -
tiéndose finalmente a los capilares circundantes. As{, -
las hcocrxrmenas tiroideas son liberadas a la sangre (Fig.1l)

La mitad o mis de la tirosina yodada en la tiroglobu
lina nunba llegé a ser hormona tiroidea, sino que perma-—
nece como monoyodo o diyodotirosina. Durante la diges --
tidn de la molécula de tiroglobulina, para liberar la ti
roxira y la triyodotironina, estas tirosinas yodadas son
liberadas de las c&lulas tiroideas; sin embargc, no son
secretadas a la sangre y en lugar de ello su yodo es li-

berado por una enzima yodasa, gquedando disponible para -



volverse a utilizar en la formacién de nuevas hormonas
tiroideas. En los casos de ausencia congéniﬁa 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 hiposaecrecién de la hormona tiroidea durénte los
afios del crecimiento produce una condicidn llamada cre-
tinismo; los dos sintomas clinicos mAs sobresalientes -
de un cretino son el enanismo y el retardo mental. E1l -
primerc es ocasionado por fallas del esqueleto en su -
crecimiento y maduracidn; el segqundo es ocasibnado por
fallas eﬁ el desarrollo completo del cerebro; presentan
do adem&s un desarrollo sexual retardado y colcr amari-
llento en'lq plel. Si esta enfermedad se diagnostica a
tiempo, los sintomas son reversibles mediante la admi -
nistracidn de hormonas tiroideas (2).

La hipersecrecidn de la hormona tiroidea da orxrigen
a una condicibén llamada bocio exoftilmico. Esta enferme
dad es més £recuente en mujeres, afectando a 8 por cada
hombre. Uno de los sintomas principales es el agranda -
miento de la tiroides, llamado bocio, que puede alcan -
zar 2 & 3 veces el tamafio normal. Los otros dos sinto -
mas oaractertéticos son la hipertrofia del tejido graso

retroocular que ocasiona la protucidn del ojo hacia ade



lante (exoftalmos) y un metabolismo anormalmente acele-—
rado, excesiva eétatura, pulso acelerado, temperatura -
corperal alta, piel calieate hiimeda y sonrosada y pérdi
da de peso. El m&todo usual para tratar el hipertiroci -
dismo es la administracifn de drogas que suprimen la -—-
sintesis de tiroxina o la intervencifin quirfirgica para-c
remover parte de la gl&ndula (2,3).

ElL bocio simple es mds frecuentemente ocasionado =--
por una baja cantidad de yodo en la dieta. Sin embargo,
puede producirse tambi&n si la ingestién de yodo no se
aumenta en ciertas circunstancias, lo que demandaria ma
yor cantidad de tiroxina en el organismo. Estas circuns
tancias se refieren a una exposicidn frecuente al frio
y dietas altas en grasas y proteinas (2,3).

Las enfermedades aqtoinmunes de la gléndula tiroi -
des se presentan en varias especies animales, ademés --—
del humano (4) . La enfermedad se m;n;fiesta por varios.
sindromes clfnicos bien definidos, como son: tirociditis
linfocitica, tiroiditis de Hashimoto, ﬁixedema vy enfer—
medad de Graves. En Su patogénesis estén involucradas -~
reacciones humorales y reacciones mediadas por c&lulas
Yy en las formas m&s severas de tiroiditis autoinmune 1la
invasidn linfoide destructiva involucra a todo el teji-

do tiroideo, conduciendo finalmente al mixedema. En la
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enfermedad de Hashimotc la glé&ndula parece compensar el
efecto destructivo por la formacidn de nuevos cuerpos -
acinares, lo que aparentemente conduce a un incremento
del estimulo inmunoldgiro y a la preliferacidén de c&lu-
las linfoides, lo que se evidencia por la formacidn de
ceﬁtros germinales a lo largo de la tiroides y por una
marcada hiperplasia reactiva en los ganglios linfaticcs
regionales que rodean la gla&ndula. La sobreproduccidn -
de linfocitos y la regeneracién del tejido tiroidec con
ducen al crecimiento de la glindula, usualmente acompa-
fado de altos niveles de anticuerpos circulaPtes.

En la apariencia histol&gica de las lesiones basi -
cas y en la respuesta de anticuerpos, el mixedema prima
rio del adulto estd estrechamente relacionado con la ti
roiditis de Hashimoto. Sin embargo, en este caso, la -
glandula es incapaz de regenerarse y el resultado final
es la fibrosis, con persistencia de focos linfoides pe-
quefios y bajos titulos de anticuerpoes circulantes. La -
regeneracidn celular en tiroiditis no es dependiente de
TSH (Hormona Estimulante de la Tiroides), puesto gue se
encuentran altos niveles de esta hormona en el mixedema
primario y su produccidn es normal en la enfermedad. de

Hashimoto, a menos que exista hipotiroidismo (4).



Las observaciones y el éstudio del fendSmeno autoin-
mune en la enfermedad de Graves sugilere gque esti estre-
¢hamente relacionada con el mixedema primario v con la
tiroiditis de Hashimoto. En muchos casos, la enfermedad
de Graves se caracteriza por exacerbaciones y remisio -
nes esponténeas. Alrededor del 30% ce los casos permane
cen eutiroideos después de 1 a 2 afios de tratamiento me
dicamentoso; mds del 50% de los casos sufren recaidas -
despu&s de este tratamiento; y en ei restante 20% la en
fermedad es continua, refractaria a drogas y a trata --
miento quirfirgico. Los casos severos se asocian algunas
veces con oftalmopatia enddcrina v con altos niveles de
anticuerpos circulantes, requiriéndose varias dosis de
yodo radiactivo para velverlos eutiroideos. Casi todos
los casos de enfermedad de Graves estdn asociados con -
bocio nodular tdxico, que puedEn ser tumores benignos -
de la tiroides no ascciados a2 anticuerpos (4).

Se han identificado cuatro diferentes sistemas anti
geno—anticuerpo especificos en tiroiditis humana. Los -
constituyentes de, la tiroides gque actuan como autoanti-
genos se encuentran en la glidndula normal y no hay m&to
dos suficientemente sensitivos para detectar anomalias
quimicas, en caso de cque é&stas existan. Roitt (5) y Wi-

tebsky (6) identificaron a la tiroglobulina como molé&cu



la antigénica; despu&s Belyavin (7)), Anderson (8) y Ro-
itt (9) hicieron lo mismo con el antigeno microsomal y
Balfour (18) con el segundo antigeno del coloide acinar

en tanto gue Fagreous (11} y Jonsson (12), a su vez de-~

tectaron un antigeno de superficie. Anticuerpos contra
estos antligenos se encuentran en todas las variedades ~
de tiroiditis linfoide y existen titulos elevados en la

enfermedad de Hashimoto.

Los procedimientos actualmente utilizados péra la -
detececidn de tiroglobulina y anticuerpos contra tiroglo
bulina son: precipitinas (13), fijacidr de complemento

{14), hemaglutinacidén, aglutinacién en litex, inmuno —-
fluorescencia y radicinmunocanilisis (15,16). Este dlti-
mo es el mas sensible, sin embargo su realizacibdn esta
restringida a los laboratorios que cuentan con las con-
dicicnes adecuadas para el manejo de radiocisdtopos. Por
otra parte, dado que el ensayo inmunoenzimitico es casi
tan sensible como el radioinmuncanidlisis y es de manejo
mis f£8cil, ya que puede realizarse en un laboratorioc --
convencional gue cuente con un espectrofot8metroc, es --
una alternativa para reemplazar a &ste.

Por lo anterior, el principal objetivo de este tra-
bajo es la estandarizacién de un m&todo inmunocenzimiti-

co para la deteccibén de tiroglobulina y anticuerpos con

tra tiroglobulina en suero humano.
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OBJETIVOS:

- Estandarizacidn de un mé&todo de purificacidn de
tiroglobulina humana, a partir de tiroides de -

cadaver fresco;

- Obtencidn y purificacidén de anticuerpos de cone
jo contra tiroglobulina humana: Y

- Estandarizacidn de un m&todo inmunoenzimdtico -
(ELISA), para la deteccidn de tiroglobulina y -
de anticuerpos contra tirogiobulina en suero hu

humano.



DESARROLLO EXPERIMENTAL
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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 tircideo, es necesario
homogenizar la gl&ndula para retirar los fraémentos de -
tejido y centrifugar el sobrenadante, para separar los -

componentes solubles de los restos celulares.

Material y reactivos:

- Tiroides humanas de cadaver fresco
—~ Homogenizador

- Centrifuga refrigerada

Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2

Procedimiento:

Se diseca la glandula tiroides de un cadaver fresco
(menos de 72 horas), eliminando toda la grasa y membra -
nas que la protegenl Se procede a seccionar el tejido y
se homogeniza utilizando para ello PBS pH 7.2, obtenien-
do una suspensidn que se filtra a trav&s 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-



minar restos celulares. El1 sobrenadante gue contiene 1la

tiroglobulina continfia en el proceso, para su purifica -

cién (Fig. 2).

NOTA: Las tiroides utilizadas en la purificacidn de ti-
roglobulina, fueron obtenidas en el anfiteatro de
la Facultad de Medicina de la U.N.A.M. Estas -=-
gldndulas provenian de personas cuyos cad&veres -
no fueron reclamados, por lo que el Estado los o-
torga a la Universidad para ser utilizados en en-

sefianza e investigacidn.



II.- CRCHMATOGRAFIA POR EXCLUSION DE PESO MCOLECULAR
(1L6,18,19,20,21).

El uso de geles porosos (como dextrén, agarosa o -
mezclas de agarosa y acrilamida) permite la separacidn
de proteinas en base a su dimensidn molecular. Estos ge
les funcicnan como tamices moleculares de particulas es
ferocidales con diferente trama. Cuando una solucidn pro
teica acuosa atraviesa el gel filtrante, las wol&culas
de difmetro inferior al de la trama penetran las parti-
culas del gel mientras que las que se encuentran sobre
el limite de exclusién no lo hacen, por lo que &stas --
son‘las primeras gue se obtienen al eluir.

El sephadex es un polimero de dextran, que se prepa
ra por el entrecruzamiento de dextr&n alcalino con epi-
clorhidrina, hidratindose para su uso con PBS o agua. -
Es el material mis ampliamente empleado para filtracidn
en gel.

La sevharosa consiste en pequefias ecferas de agaro-
sa, un polisac@rido lineal de D-galactosa y 3, 6-anhidro
L—-galactosa. A d;ferencia del sephadex y debido al tama
fio de su poro, &sta puede usarse para separar molé&culas

muy grandes.



Material y reactivosg:

- Columnas de vidrio de 60 x 2 cm vy de 100 % 2 cm
- Colector de fracciones

~ Bomba de vacio

- Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia)
- Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chremicals, Suecia)
- PBS pH 7.2

- Espectrofotdmetro

Procedimiento:

Se pesan 3 g de Sephadex G-200 y se hidpatan con a-
gua destilada o PBS, incub&ndose toda la noche a 37°C. -
Luego se procede a desgasificar tanto el sephadex hidra-~
tado como el PBS, utilizando para ello una bomba de va -
cio. Se adiciona despugs el sephadex a la columna cuidan
do que no se formen burbujas, para lo cual se le deja --
caer cuidadosamente pcr las paredes. En seguida se egui-
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 proteinas leyendo a 280 nm y se traza una cur-

va de absorbancia contra nGmero de fraccidmn.



Las fracciones que contengan tiroglokulina se con -
centran por ultrafiltracidn (empleandc membranas de Ami
con XM50), hasta una cusrta parte de su volumen.

En un Gltimo paso, ©e prepara una columna de Sepha-
rosa 4B en 12 misma forma gue la aanterior y se recroma-
tografia el concentrado, eluyendo con PBS. Finalmente -
se concentra la fraccidn gue contenga la tiroglobulina

empleando una membrana de Amicon XM50 (pag- 16).



IIX.- ULTRAFILTRACION (22)

Para separar mezclas de proteinas existen varios mé
todos, gue se fundamentan en los tamafos de las particu
las. Entre &stos, podemos citar: la cromatografia de ex
clusidn de peso molecular (23,24), la electroforesis en
gel de poliacrilamida (25,26), la ultracentrifugacidn,
la ultrafiltracidn, etc.

La ultrafiltracidén emplea membranas de porc defini-
do, las que retienen mol&culas mayores al tamafic de po-
ro y dejan pasar solo moléculas m&s pequefias, para lo -

que- 'se aplica una presifn positiva utilizando nitrégeno

gaseoso.

Material y reactivos:

- Portamembranas (Amicn Corporation, Massachusetts USA)
- Membranas XM50 (Micon Corporation, Massachusetts USA)

- NitrSgeno gaseoso

Procedimiento:

Se ensambla el portamembranas de acuerdo a las espe
cificaciones del sistéma {(Amicon Corporation), colocan-
do la membrana previamente lavada con agua destilada. -

Sobre la membrana se coloca la muestra (fracciones elul



das de la columna, que contienen tiroglobulina) y se a-
plica una presifn de aproximadamente 3,7 atm., con ni ~
trbgeno gaseoso. La muestra se concentra hasta una cuax

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

trado y al concentrado se le realizan pruebas de carac~-

terizaci&n.para tiroglobulina.




LIV, = INMUROELECTROFORESISY (2732 8)
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B. PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI TIROGLOBULINA.

I.- INMUNIZACION (29,30)

Se conoce como Inmunizacidn al proceso que resulta -
cuando se induce una respuesta inmunoldgica en un indivi
duc mediante el coﬁtacto con un antigeno especifico, eg
forma natural o artificial. La respuesta obtenida puece
ser: celular, humoral, o ambzs, Zdependiendo de diversos
factores tales como: dosis, via dz administracidn, tipo
de antigeno, etc.

Para la obtencidn de anticuerpos especifjices concra
una proteine determinada., es importante conocer la natu-
raleza de dicha proteina;: lo cual permitiri escoger la -
especie animal que se habrid de utilizar (debido a gque ==
existen algunas especies en las que un antigeno puede ---
mostrar menor inmuncgenicidad que en otras), asi como la
via de inoculacidn que se empleari, ya que los antigenos
particulados son més innunogénicos por via intramuscular
o intraperitoneal que por via intravenosa, mientras que
con los antigenos solubles se obtienen mejores resulta -
dos por via intravenosa.

Los adyuvantes son sustancias gue inoculadas junto -
con el antigeno, permiten aumentar ¢l nivel de anticuer-

pos circulantes y nucden i1nducir respuesta celular. Su -



empleo es importante para obtener una respuesta experi-
mental adecuada.

Aunque existen algunos lineamientos generales, los
parametros anteriores nos conducirin a la elaboracién -
de un esquema de inmunizaci®&n particular y adecuado pa-
ra el antigeno a estudiar.

La tiroglobulira es un antigeno soluble, gque debido
a su alto peso molecular es unhbuen intundégeno; por es-—

1 LY

tas razones s2 disefid el siguignte esquema de inmuniza-

cidn:

Inoculacién Dia Dosis Adyuvante via
ia. 0 10m g FCA ™
2a. 7 iGmg Ty FIA ™
3a. 14  10mg Tg FIa ™

21 Pr imerxra sangria
28 Segunda sangria

FCA - Adyuvante completo de Freund
FIA = Adyuvante incompleto de Freund

IM - Via intramuscular

Especie utilizada: Conejos New Zealand; adultos

jévenes.



II.~ INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR (38)

La presencia de antigeno o anticuerpo en una mues -
tra puede manifestarse si se ponen en contacto ambos _—
componentes en fase ligquida, ya que se observari& una --—
reaccidn de precipitacidn al llevarse a cabo la unidn -

antigeno-antisuerpo.

Material y reactivos:
- Tubos capilares

- Tirogleobulina purificada

Procedimiento:

En un tubo capilar se coloca antigeno en soluciénr—
hasta un tercio de su volumen y los dos tercios restan-
tes se completan con el suero del conejo inmunizado. Se
mezclan por inversidén y se deja en reposo, a temperatu-—
ra gmbiente, en posicidn vertical; la lectura se reali-

Za al aparecer el precipitado.



ITI.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (31)

La cromatografia de afinidad es un procedimiento que
se utiliza para la purificacidn Ae anticuerpos. Consiste
en tenar inmovilizado al antigeno en una fase fija v a -
través de ésta hacer pasar el anticuerpc en solucidn (fa
se m&vil), permitiendo que se lleve a cabo una reaccidn
especifica antigeno-anticuerpo. Por lo anterior, la fase
fija es llamada inmunoadsorbente y puede estar conctitui
da por particulas de sepharosa a las cuales estd unido -
el antigeno, o por un gel formado por moléculas del anti

geno polimerizadas con glutaraldehido.

Material y reactivos:

- Tiroglobulina purificada

— Albfimina s&rica bovina (ASB)

— Solucidn amortiguadora de acetatos.o.z M pH 5.0
. = Glutaraldehido al 2.5%

- Solucidn émortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4
- Solucidn de glicina~HCl 0.2 M pH 2.8

- Fosfato de potasio dib&sico (K HPO,) 1.0 M

— Lisina 0.1 M pH 7.4

- PBS



Procedimiento:

Mezclar 100 mg de tiroglobulina con 400 mg de ASB, -
en 10 ml de acetatos 0.2 M pH 5.0. Anadir 2 ml de solu -
cibén de glutaraldehido al 2.5%, e incubar toda la noche
a temperatura ambiente. El gel formadeo se homogeniza pa-
s8ndolo a través de una aguja ndmero 18 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 seclucidn de fosfatos C.1 M, como en el paso
anterior, hasta que el sobrenadante tenga una absorban-
cia menor de 0.05 a una longitud de snda de 280 nin. Reho
mogenizar el gel y dispersarlo en 50 ml de glicina-HCl,
agitando a temperaturz ambiente durante 15 wmin. Centrifu
gar a 3000 rpm durante 10 min.; desechar el sobrenadante
y neutralizar el gel con 10 ml de K,HPO, 1.0M y 40 mi -
de agua destilada. Centrifugar 10 min. a 3000 rpm. y dis
persar el gel en 10 ml de lisina 0.1 ¥ pH 7.4 incubando
toda la noche a 4°C. Lavar con PBS y conservar a 3°C.

Preparar una columna con el gel anterior y agregar -
la proteina a purificar (suero de conejo contra tiroglo-
bulina) eluyendo con PBS, hasta que la absorbancia del -
eluido sea menor de 0.05, a 280 nm. -

Para remover los anticuerpos unidos al inmunoadsor -



bente, se eluye la columna con solucitn ée glicina-HCl -
0.2 M, colectando fracciones de 5 ml en tubos que con -
tienen 0.5 ml de K2HP04

Leer las fracciones a 280 nm y concentrar aquellas

1.0 M.

que contengan la mayor ¢antidad de proteina.
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iv.- PRECIPITACION EN GEL (21,29)

Una de las manifestaciones de la reaccidn antigeno-
anticuerpo es la precipitacién. La formacidn del inmuno
precipitado depende de la relacidn antigeno-anticueroo,
en el medio donde 1los reactantes ze combinan. Estos me

T
dios pueden ser liquidos o semis&lidos. El1 agente geli-
ficante usado mas frecuentemente es el agar.

En la doblie inmuno difusién, se permite al antigeno
Yy al anticuerpo migrar uno hacia el otro en un gel, don
de se formard una linea de precipitacidn cuando los - -
reactantes se encuentren en equivalencia; sus vosicién -
relativa estari determinada por la concentracién del an
tigeno y del anticuerpo en el agarxr. Aparecer&n varias -
lineas de precipitacidn si el antigeno y el anticuerpo
contienen varias especies moleculares.

Esta técnica tiene la ventaja de que pueden compa -
rarse varics antigenos o antisueros alrededor de un po-

zo de antigeno o de anticuerpo.

Material y reactivos:

- Agar noble (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA)
- Solucién salina fisiolbgica (SSF)

- Suero humano que contiene anticuerpos contra tirgo



globulina (C.H. 20 de Noviembre, ISSSTE)

Suero de conejo anti proteinas humanas totales

- Sus

aumano normal

Suero de conejo anti tiroglobulina

Procedimiento:

Preparar placas de 2 mm de espesor con agar al 2% -
en SSF. Perforar de acuerdc al siguiente esquema y depo-

sitar en cada pozo 50 pl de la muestra correspondiente.

) @

- Tg- Tiroglobulina

1 a 6 - Diluciones del antisuero

Colocar la placa en clmara himeda durante 24 horas,
para permitir la difusién de las muestras. La lectura de
la prueba se realiza observando las bandas de precipita-

cidn gque aparezcan.



C. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (32,33,34,35)

Existen diversos métodos en los gue se hace uso de la
reaccién antigeno-anticuerpo para poner de manifiesto a
unc u otro de estos componentes. En varios ensayos se u-—
tilizan anticuerpos o antigenos marcados: como en irmunc
fluorescencia, en donde el anticuerpo se conjuga con un
colorante fluorescente; en el radioinmunoensavo, en gue
se unen 1isStopos radiactivos a anticuerpos o antigenos.
LOosS ensayos inmunoeﬂz;méticos han sido disenadcs como al
ternativa del radioinmuncensayo; en &stos se emplean an-

ticuerpos o antigenos conjugados con enzimas, de tal ma-

|

nera que tanto la actividad inmunoldgica como la enzim
tica se conservan, a la vez que se observa que la sensi-
bilidad vy welocidad del ensayo son debidas a la amplifi-
cacidn de la reaccidn ocasionada por la enzima. El pro =~
ducto de reaccidn es un compuesto colorido que puede ser
reportado en forma numé&rica uwtilizando un espectrofotdme
tro.

En el ensayo inmunoenzimftico, el antigeno es immovi
lizado en una fase sBlida y se incuba con el suero pro -
blema. Posteriormente, se agrega una inmuncglobulina.aco
plada a una enzima. La cantidad de enzima que permanezca

unida después del lavado es directamente proporcional a



la concentracidn de anticuerpos especificos en
Este procedimiento tambi&n puede ser utilizado
detecciﬁn de antigenos. v

Para evaluar la prueba, es necesario tener

referencia positivos asi como sueros normales.

el suero.

para la -

sueros de



Acs. ant:l-tiroglobullna

Peroxidasa
Azs. a.nt1 ~-humaric

N

Glutaraldehido

i
!
v
Conjugado
Aanti tirogloluliinc~Perox
o
Anti Humanc-Perox

[ S

IEMNCENSIYO
(ELISR2)

FIGURA Tflo. 4 .
ESQUEMA DE CONJUGACION DE ANTICUERPOS A PEROXIDASA
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- I.~- CONJUGACION DE ANTICUERPOS A PEROXIDASA (36,37).

La detecciSn de antigenos puede llevarse a cabo en
forma especifica utilizando anticuerpos conjugados con
enzimas, para lo cual se emplea el glutaraldehido como
puente entre ambas moléculas. Las enzimas m&s utiliza -
das para este fin son la fosfatasa alcalina y la peroxi
dasa de rédbanco. En este procedimiento, se hace reaccio-
nar el grupo amino terminal de la enzima con uno de los

grupos carbonilo del glutaraldehido:

Ez-NHz + O=CH—(CH2)3-CH=O——->E2-N=CH-(CH2)3-CH=O

ENZIMA GLUTARALDEHIDO

En el segundo paso, el grupo carbonilo libre del --
compuesto formado en la reaccidn anterior reacciona con
el grupo amino terminal del anticuerpo, formando el con

jugado anticuerpo-—-enzima:

Ez-N=CH- (CH,) ;=CH=0 + H,N-Ac ——> Ez—~N=CH- (CH,) j~CH=N-Ac
ANTICUERPO CONJUGADO
ENZIMA-ANTICUERPO

Material y reactivos:
- Peroxidasa de r&bano fuerte RZ=3, Tipo VI (Sigma
Chemical Co. St. Louis Mo. USA)

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



=-Glicerol (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA)
-Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia)
-Solucidn de fosfatos 0.1 % pH 6.8

-Cloruro de sodio 0.15 M (NacCl)

-Lisina 0.1 M pH 9.5

-Solucidn amortiguadora de carbona:tos 1.0 M pH 9.3

-PBS -

Procedimiento: . : E o

Se disuelven 10 mg de peroxidasa de'rébéﬂolen 0.2 ml
de glutaraldehido al 1% en fosfatos 0.1 M pH 6.8, incu -
bdndose a temperatura ambiente durante 18 h;ras. Se pass
esta solucidn a través de una columna de sephadex G-25 -~

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

3a

ia fraccidn café gue contiene la peroxidasa, eliminando
la cabeza y cola del eluido. Si se requiere, el filtrado
se concentra a 1 nl y se le agregan 5 mg de anticuerpo,
contenidos en un volumen de 1 ml (el anticuerpo debe ser
de reciente preparacidn y estar dializado contra NaCl).
Se acregan 0.2 ml de solucidn amortiguadora de carbona -
tos 1.0 M pH 9.5 y se incuba durante 24 horas a 4°C. -Se
adicionan 0.2 ml de solucién de lisina 0.1 M pH 7.0,

incubindose a temperatura ambiente durante 2 horas. Se -



dializa contra PBS durante 24 horas a 4°C. A la muestra
dializada se le agrega un volumen igual de glicerol (co
me conservador) y se almacena a 4°C, en alicuotas peque
nas.

El titulo del conjugado se determina por el método

de ELISA.



II.- METODO DE ELISA (38).

La propiedad de los antigenos protéicos de adsorber-
se a una fase sdlida se emplea para la determinacidn de
la concentracidn de anticuerpos especificos contra estos
antigenos presentes en el suero analizado. ElI método re-
guiere de la participacidén de un segundo anticuerpo con-
jugado a una enzima. Este procedimiento también puede —-

ser utilizado para la deteccidn de antigenos.

Material y reactivos:

t

Placas de poliestireno de 96 pozos (Nunclon, Dina-

marcaj

-~ Lector &e placas de ELISA ({(Minireader. Dynatech, -
virginia, USA)

- Sclucidn amortiguadora salina de fosfatos (PBSS) -
pH 7.4

- Albdmina sérica bovina al 2% en PBSS ({BSA)

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

- Gelatina al 0.5% en PBSS-Tween (PBSS5~Tween-Gel)

- Orto fenilen diamina (Sigma Chemical Co. St. Louis
Mo. USA)

- Perdxido de hidrdgeno (H202) al 1.2%

- Acido sulfirico (H,50,) 4N

- Solucidn amortiguadora de citratos 0.32 M
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Procedimiento:

Forrar la placa con antigeno disuelto en PBSS a umna
concentracién de 50 pg/nl, colocando 50 pl por pozo e in
cubar toda la noche a 4°C.

Retirar el sobrenadante de los pozos vy adicionar 200
ul de BSA, incubando una hora a 37°C con el propdsito de
saturar la superficie libre de los pozos. Aspirar y la -
var 3 veces las placas con PBSS-Tween.

Agregar diferentes diluciones de suero humano normal
(control negativo), suero problema, PBSS (blanco de la -
reaccidn) y control positivo conocide: cada]ﬁé? én un vo
lumen de 50 pl por pozo (de acuerdo al diseﬁowéxperimen—
tal), incubando 2 horas a 37°C. Lavar 3 veces con PBSS-
Tween.

Agregar 50 pl de anticuerpc conjugado con peroxidasa
y diluido en PBSS~Tween-Gel. Incubar 2 horas a 37°C y la
var 3 veces con PBSS-Tween.

Adicionar 50 pl del sustrato preparado de la siguien
te manera:

2.50 mg de o~fenilendiamina

5.00 m1l de H,0 bidestilada

0.06 ml de citratos 0.32 M

0.05 ml de H202 al 1.2%



Incubar 10 minutos a 37°C en la obscuridad.
Detener la reaccidn, agregandeo 100 upl de sto4 4N -

en cada pozo.

- 38 -



RESULTADOS:

&A. PURIFICACION DE TIROGLOBULINA.

I.- PROCESAMIENTO DE TIROIDES.

Se disecd la glandula tiroides de 3 cadaveres fres-
cos, homogenizando con PBS y obteniendo aproximadamente

30 ml de sobrenadante, el gue contiene la tiroglobulina

cruda.

IT.- CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-2Z00.

El sobrenadante que contiene la tiroglobulina cruda
se agregd a una columna de sephadex G-200 de 2 x 90 cm
vy se colectaron fracciones de 4 ml, a3 las que se ies de
terminé proteinas leyehdo a 280 mm, obteniendc los re -
sultados que se presentan en la tabla 1. Estos datos --
fueron graficados (Figura 5 ) ¥ las fracciones 4 a 12
se reunieron y se concentraron por ultrafiltracién en -
membrana de Amicon XM50, hasta una cuarta parte de su -

volumen.

III.~- CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B.

. El concentrado de la cromatografia en sephadex G- 200

se recromatografi® en una columna de 2 x 50 cm de sepha-



rosa 4B, colectando fracciones de 4 ml gque se leyeron a
280 nm (Tabla 2} y cuyas lecturas fuercn graficadas - -
(Figura 6 ) -

Las fracciones 9 a la 18 se concentraron por ultra-
filtracifn, empleando una membrana de Amicon XM50 hasta

una cuarta parte de su volumen.

Iv.~- PRUEBAS DE PUREZA.

El concentrado de la cromatografia en sepharosa 4B
contiene la tiroglobulina pura; para comprobarlo se rea

lizaron las siguientes determinaciones:

i- INMUNOELECTROFORESIS.
Se colocaron las muestras de acuerdo al siguiente -

esquenas

SHNOQ
SxPT
— Jo
CTf] O Se&Tg

SHN- Suero humano normal

SxPT~ Suero de conesjo anti proteinas totales hu-

] manas.

SxTg- Suero humano, gue contiene anticuerpos con
tra tiroglobulina humana.

cTg—~ Concentrado de tiroglobulina humana.




Los resultados cobtenideos se observan en las figuras
7 v 8, v en ellos se pueds apreciar que el concentrado -
de tiroglobulina estd exento de protefinas séricas (Fig.
7} y que reacciona de manera especifica contra un suero

anti tiroglobulina (Fig. 8).



TABLA HNo. 1

CROMATOGRAFIA EH SEPHADEX G-200
DE Uft EXTRACTO DE TIROGLOBULIMNA CRUDA

No. Fraccibn Absorbancia
(280 nm)
1 G.070
z 0.215
3 0.610
4 1.110
5 1.900
6 2.700
7 3.650
8 3.780
9 3.800
10 3.650
11 2.990
12 : 1.490
13 0.720
14 0.450
15 5.310
16 0.250
17 ; 0.210
18 0.190
19 0.170
20 0.160
21 ) 0.160
22 0.150
23 0.160
24 0.170
25 0.180
26 0.210
27 . 0.230
28 0.270
29 0.310
30 0.330
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FIGURA No. 5

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200
DE UN EXTRACTO DE TIROGLOBULIMA CRUDA
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TABLA fo. 2

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B DEL CONCENTRADO
DE LAS FRACCIOHES 4 A 12 ELUIDAS DE SEPHADEX 6-200

. Absorbancia
Ne. Fraccion (280 nm)

1 4.200
2 3.250
3 2.170
4 1.500
5 1.235
[ 1.030
7 0.950
8 1.190
9 2.060
10 3.200
11 3.450
12 3.600
13 3.680
14 3.590
15 3.400
16 3.200
17 2.630
18 1.890
18 1.290
20 0.880"
21 0.8630
22 0.440
23 0.280
24 0.175
25 0.125
26 0.115
27 0.105
28 0.080
29 0.070
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FIGURA Mo. 6

CROMATOGRAFIA EM SEPHAROSA 4B DEL CONCENTRADO
DE LAS FRACCIONES 4 A 12 ELUIDAS DE SEPHADEX G-200
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FIGURA No. 7

INMUNOELECTROFORESIS CONTRA
SUERQ ANTI-PROTEINAS TOTALES

SHNO )
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clg o7

FIGURA Wo. 8

INMUNOELECTROFORESIS CONTRA
SUERO ANTI-TIROGLOBULINA

- 46 -




B. OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA TIROGLOBULINA.

Se obtuvo el suero hiperinmune de 3 conejos New Zea
“land, iamunizados con tiroglobulina de acuerdo al esgue
ma de la pagina 21.

Fue necesario verificar la especificidad del anti ~
suero obtenide, para lo cual se realizaror ensayos de -

inmunoprecipitacidn en capilar y precipitacidn en gel.

i- INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR.

Esta es una determinacidén inicial, para detectar la
presencia de anticuerpos especificos en el suero, en --—
donde se observd la aparicifn de precipitado abundante
en forma casi inmediata, al mezclar 15 pl de una solu
cifn de 6.6 mg/ml de tiroglobuliéa con 60 pl de suero -

del conejo inmunizado.

ii- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

El suero hiperinmune se cromatografib a través de -
un inmunoadsorbente con tiroglobulina. Se ceolectaron -~
fracciones de 5 ml y se leyeron a 280 nm {(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 polietilenglicol --

(PEG) 20000.



La especificidad de estos anticuerpos, asi como su
titulo, se determind mediante reaceiones de precipita -

cidn en gel (doble inmuno difusidn).

iii- PRECIPITACION EN GEL.

El suero obtenido, asi como los anticuerpos purifi-
cados, se pusieron en contacto con la tiroglobulina pa-
ra determinar su especificidad (Fig. 10C).

El titulo del antisuero obtenido se determiné tam -

bifn por este método y fue de 1:64 (Fig.11l).
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TABLA MNo. 3

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DEL SUERO
DE CONEJO COWMTRA TIROGLOBULINA

Absorbancia
No. Fraccién (280 nm)

1 0.018

2 0.299

3 1.520

4 1.375

5 0.690

6 6G.403

-7 0.265

8 0.188

9 0.140

10 0.108

11 0.085

12 0.070

/ 13 0.050
14 0.050

15 0.040
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FIGURA lio. 9

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
DEL SUERO DE CONEJO CONTRA TIROGLOBULIHNA

- 50 -



sneg | OS5t
SHAgO] O | OStagla
g

<
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FIGURA No. 10

PRECIPITACION EN CEL |

SCTg — Suero de conejo anti-tiroglobulina (inicial).
SCxTg la. = Filtrado una vez por irmmoadsorbente.
SCoTg 22. - Filltrade dos veces por immuncadsorbente.
Frac. 3 y 4 - Fracciones 3 y 4 elufdas con glicina-HCL.

SH«TGg — Suero humano que contiene anticuerpos contra ti-
roglolmlina humana {(control positivo).

&NC - Suero nomal de ccnejo (camtrol negativo) .
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F1GUPA No. 11
TTTULACION DEL ANTTSUERO DE
© - OONEJO OONTRA TIROGLOBULINA

*Diluciones del antisueroc de
cone’jo contra tiroglcbulina.

 Tg-Tiroglobulina purificada.
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C. ENSAYO INMUNOENZIMATICO.

Ta. TITULACION DEL CONJUGADO ANTI TIRDGLOBULINA-PEROXIDASA.

/i Tg-Perox

<> Tg (5 ng/mi)

1 Tg {50 pg/ml}

Se obtuvieron 2 ml del conjugadu, que fue titulado

Sistema:

por el m&todo de ELISA utilizando una concentracidn de
50 pg/ml de anticuerpos de conejo contra tiroglobulina
humana, para sensibkilizar la placa, ¥ una concentracién
constante de tiroglobulina de 5 ng/ml. Se emplearon -
las siguientes diluciones del conjugado: 1:50, 1:250, -
1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000 y1:8000.

El blanco de la reaccidn estd formado por el sustra
to de la enzima y &cido sulfirico; este Gltimo se utrili
za para detener la reaccidn.

El basal o negativo de la reaccidn es agquel en el -
que no se adiciona el primer anticuerpo, de tal manera
que la coloracién obtenida es debida a unifn inespecifi

ca.

- 53 -



Se consideré como dilucidn &ptima del conjugado a -
aduella dilucidn donde se obtiene la mayer diferencia —
entre positivos vy negativos; en este caso, la.dilucién
es de 1:2000 (Tabla 4).

Ib. TITULACION DEL OONJUGADO ANTI HUMMNO-PTROXIDASA.

Sistema:

o«Humano-Perox
IgG humana (25 pg/ml)

Para sensibilizar la placa, se utiliz®d IgG humana -
en ﬁna concentracidn de 25 pg/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 resulitados obteni -
dos la dilucibn Sptima del conjragado es 1:1000 (Tabla
5); &sta es la dilucidn que se utilizd en los ensayos -

siguientes.



TABLA lo., 4

TITULACION DEL COfIJUGADT
AT TTROGLOBUL1#A~PEROXIDASA
POR EL METODO DE ELISA

Dilucidn

rbsorbancia a 492 nm
del Muestra Maestra Diferencia
Conjugado Negativa Positiva (Pos - Ney)
1:250 1.576 2.000 0.424
1:500 1.063 1.491 0. 428
1:1000 G.525 0.971 0.446
1:2000 0.136 0.614 0.478
1:4000 0.000 0.273 0.27%8
1:8000 0.000 0.041 0.041
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TABLA Ho. 5

TITULACION DEL COMJUGADO ANTI ‘HUMAMNO-PEROXIDASA

Dilucidn
del
Conjugado

1:250
1:500
1:1000
1:2000
1:4000
1:6000

POR EL METODO DE ELISA

Absorbancia a 492 nm

Diferencia
Muestra Muestra {Pos - Neg)
Negativa Positiva
1.804 1.976 . 0.172
1.303 1.662 0.359
0.738 l1.621 ) 0.883
0.683 1.11l6 0.433
0.580 0.624 0.044
0.510 0.592 0.082
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ESQUEMA DEL ENSAYD DE

ELISA PARA LA JETERMIFACION

DE ANTICUERPOS COIiTRA TIRGGLGBUL A

- 57 -



ITa. ESTANDARRIZACICN IEL METOLO IE ELISA PARA DETERMINAR ANTICUER-

POS (CNTRA TIROCGLOBULINA HUMANA EN SUERD.

L.a placa se recubrid con S0 pnl de una solucidn de -~
50 pg/ml de tirmglobulina (Fig.l2). En esta determina -
cidn se erpled una dilucidn de 1:320 tanto para mues --
tras normales como para muestras problema. debido a que
en esta dilucidn es donde se aprecia mejor la diferen -
cia entre las‘lecturas de positives y negativos.

Se procesaron 15 sueros normales y 50 sueros proble
ma; para comparar estas poblaciones, se utilizé et Indi
ce de ETISA (18) que resulta de dividir la absorbancia
de la muestra problema entre la absorbancia del sueroc -
normal o de referencia; a cada uno de estos datos se le
resta la absorbancia basal, gue es la absorbancia 38zl -
poéo que contiene todos los reactivos, excepto el anti-

geno.

{Abs Problema) - (Abs basal)

[}

IE

(Abs referencia!'* - (&bs basal)

*Como muestra de referencia se utiliza una mezcla -

de por lo menes 10 sueros normales.

El usc de este indice nos permite la comparacidn de

Gatos entre ensayoc.



Para poder distinguir nuzstras positivas de negati-
vas, se establecid un limite consierzndée &l promodic -

més 2 desviaciones estiand

gt
2
=4
+
N
[42)
9
)
e
]
]
L
0}

las mues
tras normales procesadas {(Tabla 6}, por 1o gue todo sue

rc por arriba de este punto sara considerado peositive v

.

por debajoe de &1 negativo. El wvalor limite obtenido es
1.1.
Los resultados obtenidos para las muaestras problema

se muestran en la tabla 7.

n
-
|
'

Las muestras normales y las muestras prolblema
graficaron {(Figura 13) para permitirnos hiacer una compa
racifin entre ellas. Se obtuvieron 2% valores por arriba
del limite, por lo que estas muestras se consideran pe-
sitivas; el resto de las muestras se localizaron dentro
de los valor~c normales.

La mavoria de las mucstras gque por este método fue-
ron pesitivas habian resultado tambi&n positivas por in

munof luorescencia-



TABLA ilo, &

DETERMINIACION DE ANTICUERPOS CONTRA TiROGLOBULITA
Eil MUESTRAS [{ORMALES

Muestras Normales

No. I.E
1 0.7
2 0.7
3 0.9
4 0.7
5 0.8
[ 0.5
7 0.9
8 0.4
9 0.1
10 0.6
11 0.6
12 0.8
13 0.6
14 0.6
15 0.9

X = 0.653

S = 0.206

X + 25 = 1.100

1.E., - Indice de ELISA

X ~ Media aritmé&tica
S - Desviacidn est&ndar
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TABLA No. 7 (conT.)

Muestra No.

|l
.

MoNURN_RONWNHENAN RO HOVNONOOW o]

Resultado

26
27
28
29
30
31
32
33
31
35
36
37
38
3o
10
41
42
43
44
45
46
47 -
48
49
50

HERENOOMMHNMHHWOO OO WNMHMMHG

L AR R R E I S S |

I.E. —~ Indice de ELISA
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I.E. -Indice de ELISA
L.C. -Limite de confiabilidad

N —-Muestras normales
P ~Muestras problema

FIGURA Mo, 13

DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA TIROGLOBULIHA
POR EL METODO Dt ELISA
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ILd.  ESTANDARIZACICN DEL METODO DE ELISA PARA DETECCION DE TIRD-

GLOEULINA EN SUERD.

La placa se recubrif con 50 jul de una solucidn de -
anticuerpos contra tiroglobulina en una concentracidn -
de .50 ug/ml (Fig.14).

.

Se trazd una curva patrdn, utilizando concentracio-
nes conocidas de tiroglobulinz (Tabla 8, Figura 15).

Se procesaron 9 sueros de personas sin alteracidn -
tiroidea aparente {que se consideraron normales) y 33 -
sueros problema. Ambas poblaciones se trabajaron en Adi-
lucidn 1:4, para gue las lecturas obtenidas -pudieran --
ser interpoladas en la curva patrdn.

Las concentraciones de tircglobulina obtenidas, tan
to para muestras normales como para las muestras proble
ma se observan en las tablas 9 y 10. Como se menciond -
anteriormente, la concentracién de tiroglobulina en su-
jetos normales es hasta de 120 ng/ml; considerando este
valer como limite superior, las muestras fucron grafica
das observaadose gue 23 de las 32 muestras problema ex-—

ceden este limite Figura 16).
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TABLA HMo. 8

CURVA PATROM PARA LA DETECCIOM DE TIRGGLOBULIMA
POR EL METODO DE ELISA

Tiroglobulina Log (] Absorbancia
(ng/ml) (492 nm)
1.0 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 1.49 0.060
62.5 1.79 0.085
12570 2.09 0.105
250.0 2.39 0.138
500.0 2.69 0.185
1000.0 3.00 0.260
2000.0 3.30 0.380
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FIGURA llo. 15

CURVA PATROM PARA LA DETECCION DE TIROGLOBULINA
POR EL METODO DE ELISA
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TABLA {lo. 9

DETERMIHACION DE LA COMCEHTRACION DE TiROGLOBULIMA
i MUESTRAS NORMALES POR EL METUDO DE ELISA

No Absorbancia Tiroglobulina
: (492 nm) (ng/ml)
1 0.040 7.6
2 0.045 13.6
3 0.050 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
2 0.045 13.6
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TABLA iio, 10

ETERMINACION DE LA CONCEHTRACION DE TIROGLOBLLINL
Efl MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO DE ELISA

No Absorbancia Tiroglobulina
° (492 nm) {ng/ml}
1 ¢.05 . 25
2 0.08 231
3 0.06 100
4 0.06 i00
S g.08 231
6 Q.11 539
7 0.07 156
8 0,09 303
9 0.05 25
L0 0.07. i56
11 0.07 156
12 0.07 156
13 0.04 7
14 G.06 100
15 .05 25
16 Q.08 231
17 0.06 100
18 0.07 156
ie 0.07 156
20 0.06 100
21 Q.09 303
22 0.12 692
23 0.14 1076
24 0.09 302
25 0.20 2300
26 0.09 303
27 0.13 872
28 0.11 539
29 0.15 1236
30 6.12 692
31 0.08 231
32 0.07 156
33 0.06 100
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FIGURA Mo, 16

DETERMINACIOH DE TIROGLOBULI{IA
POR EL METODO DE ELISA

- 70 -



CONCLUSIOIES:

Siendo la patologia de la glindula tiroides una de
las maAs frecuentes en la endocrinologia (18), las prue-
bas de laboratorio para determinar T3, T4, tiroglobuli-
na, TSH y anticuerpos anti-tiroideos son de las mas so-
licitadas: lc que resulta en un gasto considcrarele, so-
bre todo por tratarse de equipos importados.

En este trabajo se proponen procedimientos para:

a) Obtencidbn de tiroglobulina

b} Preparacidn de anticuerpos anti-tiroglobulina

c) Preparacidén de un mé&todo inmunoenzimitico para -

determinar:
i.- Tiroglobulina sérica
ii.- Anticuerpos anti-tiroglobulina.

El procedimiento estandarizado en este trabajo para
la purificacién de tiroglobulina es un método sencillo,
ademis de prictico y reproducible, que se puede roali -
zar en cualquier laboratorio por ser econdmico y produ-—
cir excelentes resultados, ya que el rendimiento que se
obtiene es adecuado tanto para producir anticuerpos con
tra esta molécula como para ser utilizada en ensayos —-
postericres.

1Los métondcs o

i

rz cktener y purificar anticuerpes -—-
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contra tiroglobulina en conejo son muy eficientes, ya -
gque nos permitieron obtener anticuerpos de alta afini -
dad, pureza y buena especificidad.

La difusién de los m8todos inmunoenzim&ticos estf -
permitiendo la deteccidn de mAs moléculas de interés -~
clinico, ya que son comparables a métodos muy sensiblesg
(radioinmunoensayo e inmunofluorescencia) y son de mane
jo accesible a2 una gran cantidad de laboratorios de ==~
diagnéstico.

El ensayo de ELISA para detectar anticuerpos contra
tiroglobulina estandarizado en este trabajo, es un méto
do sensible que diferencia adecuadamente muestras nor-
males y muestras positivas, y tambifén es especifico ya
gue el reactivo utilizado (tiroglobulina) estd exento =
de contaminantes, lo cual fue comprobado por inmunoelec
troforesis e inmunodi fusién.

"El indice de ELISA es un parf&metro que nos permite
comparar los resultados obtenidos en ensayos diferen -~
tes, lo cual es importante para el seguimiento de pa =--
cientes en periodos prolongados.

En el ensayo de ELISA para la deteccifn de tiroglo-
bulina, es importante trazar una curva patrfn con con -
centraciones conocidas de tiroglobulina cada vez que se

realice una determinacién, lo cual nos permitiri obte =
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ner las concentraciones reales de cada muestra. Este en
sayo es especifico ya que el reactivo utilizado (anti -
cuerpes contra tiroglobulina) es especifico para su an-—

tigeno (tirogiobulina) lo cual se confirmé por inmunodi

fusifn e inmunoelectroforesis. Su sensibilidad es alta

yYa que nos detecta en forma adecuada hasta 7.5 ng/ml, -
lo cual es muy Gtil debido a gue la concentracifn nor -~

mal de tiroglobulina en sangre estd en el rango de 20 a
120 ng/ml.

Lz deteccifin de tiroglobulina y anticuerpos contra
tiroglobulina, por los métodos estandarizados en este =~
traﬁajo convertirfin estas determinaciones es pruebas me

nos restringidas; su utilizacibn por lo tanto, podrs --

ser una herramienta mis accesible para el diagndstico -

clinico de enfermedades tiroideas.
‘El. papel del Q.F.B. no debe circunscribirse a utili

Zar reactivos comerciales o eguipos automatizados para

realizar las determinaciones de laboratorio, sino ade -

mis debe incursionar tambi&n en otros campos, por el mo

mento poco explotados. En esta perspectiva, la labor --

del Q.F.B. ser& igualmente valiosa tanto al servicio de
la investigaci&n como persiguiendo la autosuficiencia -
tecnoldgica, sobre todo en estos momentos de crisis eco
nbmica en la que hay el peligro de carecer de presupues

to para seguir en la prdctica de una medicina modexna.
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APENDICE:

1.~

ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUND (FIA)
Arlacel 1 vol.

Drakeol 9 vol.

Agitar vigorosamente hasta homogenizar

ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND (FCA}
Micobacterium sp. desecado 2 mg
FIA 10 ml

Agitaxr vigorosamente para homogenizar

SOLUCION AMOTRIGUADORA DE ACETATOS G.2 M
Sol. A Acetato de sodio 8.2 g/1

Sol. B 2cido acético 6.0 g/l

Mezclar 1/3 de solucifn A con 2/3 de solucién B.

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

SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITURATOS pH 8.6

Ac. dietilbarbitlrico 2.76 g
Dietilbarbiturato de sodio 15.40 g

Ajustar el pH y aforar a 1 litro



5.~

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS 1.0 M pH 9.5
Sol. A Na.zCO3 1.05 g/10 ml V
Sol. B NaHCO, 4.20 g/50 ml

Mezclar 3 ml de la solucidn A con 7 ml de la solu-

cidn B.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CITRATOS 0.32 M
Ac. citrico 0.1 M 24.3 ml
Na,HPO, 0.2 M 25.7 ml

Afordar a 100 ml con agua bidestilada.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) pH 7.2

Nacl 7.650 g
Na,HPO, 1,268 g
NaH?_PO4 0.100 g
KH,PO, 0.211 g

Aforar a 1 litro.

SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE FOSFATOS (PBSS)
pH 7.2

Nacl 8.0 g

KH, PO, 0.2 g

Na,HPO,.12H,0 2.9 g

KCl 0.2 g

Aforar a 1 litro con agua bidestilada.
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9.~ SOLUCION SALINA FISIOLOGICA (SSF)
NaCl 9.0 g

forar a 1 litro.

10.- SOLUCION DE GLICINA-HCl 0.2 M pHE 2.8
licina 15.01 g
Disolver en 500 ml de agua destilada y ajustar el
PH con HC1 0.2 M.

Aforar a 1 litro.
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