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INTRODUCCION

Se puede decir, en forma general, que los

resultados de cualquier trabajo de investigaci6n, así

como de las técnicas rutinarias en Bioqúimica y las - 

Ciencias Biomédicas, dependen fundamentalmente de un

profundo conocimiento de las propiedades y pureza de

los reactivos químicos y biol6gicos que se utilizan. 

Generalmente, las casas comerciales ofrecen

para facilitar este tipo de trabajos, productos químicos

y biol6gicos, de características y pureza determinadas

y señaladas en dichos productos, que son respaldadas por

la firma comercial de tales empresas. Sin embargo, el

trabajo de investigaci6n y de las determinaciones el£- 

nicas en BioquImica y ciencias relacionadas, resultan en

nuestro país de un costo bastante elevado, puesto que los

reactivos y aparatos utilizados generalmente son objeto

de importaci6n. Es importante señalar , que en nuestro

país existe una gran cantidad de materias primas, tanto

para la manufacturaci6n de productos químicos como para

la obtenci6n de productos biol6gicos. También es impor- 

tante señalar que en muchos casos no contamos con la

tecnología necesaria para obtenerlos, y en otros, aunque

se posee la materia prima y la tecnología necesaria, estos

trabajos no se realizan por la falta de iniciativa, que

en algunos casos, caracteriza a nuestro medio. 

3
El ensayo radioinmune cae dentro del segun- 

do grupo, señalado previamete. Este método de medici6n de

substancias ha probado ser de gran utilidad en endocrino- 

logía clínica y básica, as£ como en BioqImica y otras

ciencias relacionadas, pues ofrece características excep- 

cionales de especificidad y sensibilidad, Sin embargo» 

la realizaci6n de esta técnica es generalmente de costo

elevado. 



En el Laboratorio de la Clínica de Tiroides del

Instituto Nacional de la Nutricidnp se ha realizado - 

desde 1972 la determinaci6n rutinaria por radioinmuno- 

análisis de las hormonas tiroideas T3 y T4 , por una

metodología desarrollada y estandarizada por el perso- 

nal del propio laboratorio, quien obtuvo el reactivo

principal de dicha técnica, el suero inmune contra es- 

tas hormonas, inoculando homogeneizados de tiroides hu- 

manas en conejos. De esta manera , se ha logrado durante

éste período , disminuir los costos grandemente, lo que

permite realizar el análisis en grandes poblaciones, sin

que signifique un costo excesivo al Instituto. 

Esta tésis forma parte de un proyecto de

producci6n de dichos anticuerpos, tratando de estudiar

los fen6menos bioldgicos, bioqulmicoso e inmunoldgicos

que intervienen en su obtenci6n. 

Como primer paso , y en base a las investiga- 

ciones recientes sobre este tema, se decidid obtener tiro - 

globulina humana pura, para utilizarla como soporte pana

haptenos, como reactivo en técnicas de hemaglutinaci6n

pasiva y para el desarrollo de otros métodos# principal- 

mente inmunol6gicos, de diagn&stico clínico en patolo~ 

gfa tiroidea de etiología autoinmune. 

Por lo tanto, este trabajo se encamind a la. 

obtenci6n de tiroglobulina humana que se pudier-a consi- 

derar inmunoldgicamente pura. La preparaci6n de los hapte- 

nos fué desarrollad! por mi compañero Albert Zlotnik, 

con excelentes resultados , que fueron el objeto de su

tesis profesional, y quien actualmente está encaminado

en la obtenci6n de los sueros inmunes a las hormonas

tiroideas. 
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1. TIROGLOBULINA

1. 1. Definici6n y Localizaci6n. 

La tiroglobulina ( Tgb), es una glucoproterna yodada caractorrs

tica de¡ tejido glandular tiroideo o de su equivalente, en prácticamente todas las es- 

pecies de vertebrados estudiados a la fecha. La glándula tiroides es, en los vertebra

dos superiores, uno de los 6rganos end6crinos más grandes con un peso aproximado de

20g. En su forma normal está constituida por dos 16bulos con dimensiones de: 2 a - 

2. 5 cm. de espesor y altura, y 4 cm. de longitud. Ambos 16bulos se encuentran co- 

nectados por una barda de tejido tiroideo llamada iismo. La 916niula esi6 luertemen

te unida a las porciones anterior y lateral de la tráquea por medio de tejido conectivo, 

quedando el itsmo situado exactamente por abajo del cartl l̀ago cricoides ( 41). 1

la ti- 

roídes está revestida por una cápsula o capa fibroso y delgada, que la penetra forman

do pseudol6bulos irregulares. Al observar cortes de tejido tiroideo en el microscopio

6ptico se aprecia que los pseudoi6bulos están compuestos de células cornpactamante

unidas formando acinis o folrculos. Estos foirculos tienen un diámetro promedio de

200 micras, y su interior está lleno con un coloide de naturaleza proternica, que nor

malmente es el mayor componente de la masa tiroidea total. 

Inicialmente se pens6 que el coloide tiroideo estaba constituido

por una proterna homogénea a la cual se denomin6 tiroglobulina. ( 6, 24) Posterior- 

mente, los estudios real izados por Derrien y cols, ( 6, 7), sobre las propiedades de
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solubilidad y contenido porcentual de yodo de tirogiobulinas de diferentes especies

de marrrferos ( buey, caballo, perro y cerdo), demostraron la existencia en el coloi- 

de tiroideo, de proternas con diferente solubilidad que la Tgb, siendo esta última la

de mayor proporci6n ( 809/G). Asr mismo, demostraron la variaci6n del contenido de

yodo en tiroglobulinos de animales de la misma especie y aún en tirogiobulinas M

mismo individuo. Posteriormente, el mismo grupo ( 7 ), determin6 el peso molecular

de 653 000 daltons para la Tgb, asr como un cocriciente de sedimentaci6n de 19 - 

Svedvergs ( 19 S). 

La constituci6n M coloide firoidec, fué estudiada por 'Jhul----iGi-, 

y Witebsky ( 30), ultracentrifugando extractos de tiroides de cerdo. Por este método

detectaron cinco componentes; uno, la Tgb de 19 S definida por Derrien, en propor- 

ci6n de 80%, otro de 27 S en proporci6n de 7%, que por sus propiedades parece co- 

rresponder a un drmero de la Tgb y ha recibido el nombre de yodoproterno tiroidea de

27 S ( 24, 30, 42), y finalmente, tres componentes m6s lentos de 11 . 3 5 (]%), 6. 5 S

2%), y 4. 2S ( 11 %) respectivamente. 

Estudios realizados in vivo e in vitro, de la incorporaci6n de

1311 a la tiroglobulina, utilizando cultivos histol6gicos de la gl6ndula ( 22, 24), - 

demostraron que odem6s de la Tgb, existen en el coloide tiroideo dos clases m6s de

yodoproternas. Una de ellas, insoluble en disolventes acuosos y asociado con partr- 

culas subcelulóres. La otra, m6s soluble en soluciones de soles neutras que la Tgb, se

denomin6 tiraib(nnina. ( 24, 42). 
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Sobre estas bases, el término tiroglobulina se aplica actualmen

te, a un grupo heterogéneo de glucoproternas yodadas, solubles en disolventes ácuo- 

sos, localizadas extracelulormente y en el coloide de los foIrculos tiroideos, de peso

molecular de 660 000 Daltores, coeficiente de sedimentación de 19 S y diferente gra

do de yodaci6n ( 6, 8, 24, 30, 42). 

1. 2. Caracterrstícas y Propiedades Fisicoqurmicas. 

La tiroglobulina, presenta en forma general las siguientes pro- 

piedades fisicoqurmicas: 

1 . Coeficiente de sedimentación de 19 Svedver9s. 

2. Peso molecular de aproximadamente 660 000 Daltons. 

3. Intervalo definido de insolubilidad tanto en soluciones de

sulfato de amonio al 38- 42% de saturación, como en mez- 

cla equimolecular de fosfatos mono y dipotásicos de¡ X 3

al 48% de saturación. 

4. Movilidad electroforética ( en amortiguador de veronal a

pH 8. 6) de - 5XIOr5 c, 2/ Volt/ seg. 

5. Punto isoeléctrico (pl) de 4. 58. 

Estas caracterrísticas son prácticamente independientes M grado

de yodaci6n del esqueleto polipeptrdico de la Tgb ( 6, 7, B). 

El coeficiente de sedimentación de la Tgb fué inicialmente deter
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minado por Derrien ( 7), y posteriormente por Edelhoch ( 8 ). La Tgb humano ( 37), - 

asír como las de diferentes especies de mamrferos presentan un valor promedio de 195, 

excepto la de oveja que tiene un valor de 20. 15, la de cerdo con un valor de 18. 6 5, 

y la de ballena que presenta un valor de 18. 25 S. ( 42). 

La determinaci6n M peso malecular fuá reportada por Derrien

y cols. en 1949, quienes por medio de estudios de ultracentrifugaci6n, y datos hidro- 

din6micos, obtuvieron por medio de la ecuaci6n de Svecíverg, un peso moleculor de

6,53 000 Doltons. ( 7). Posteriormente Edelhoch ( 8 ), obtuvo un valor de 660 000 D. 

La solubilidod de la Tgb en soluciones de sales neutrces como - 

sulfato de amonio y mezcla equimolecular de fosfatos rnono y dipot6sicos, fué estudia

da por Derrién en 1948 ( 6 ). Sin embargo, en los intervalos de saturaci6n senalodos, 

precipitan también la yodoproterna tiroidea de 275, y otra proterna relacionada con

la Tgb y de coeríciente de sedimentaci6n de 12 S ( 30 ). 

Es importante observar que por sus caracterrísticas fisicoquílmicas

e inmunol6gicas, la proterna tiroidea de 27 S parece corresponder a un drímero de lo

tiroglobulina ( 24, 30, 42), y que el componente de 12 S, como se demostr6 por irrves

tigaciones posteriores corresponde a una subunidod de la Tgb. ( 37, 38). 

Por lo anterior se puede considerar que esta propiedad de preci

pitaci6n en estos medios, es una caracterrstica distintiva de la Tgb de 19 5 o sea, de

la tiroglobulina nativa. 
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La movilidad electroforética y el punto isoeléctrico de la tiro - 

globulina, fueron medidas por Heidelberg y Pedersen ( 15 ), en las condiciones ante

riormente mencionadas, obteniendo por extrapolaci6n de los datos de movilidad elec~ 

troforética en varios pH, el punto isoeléctrico de la Tgb. 

1. 3 Composici6n Qurmica- 

La tiroglobulina es una glucoproterna, con la particularidad de

contener en su estructura amino6cidos yodados. la yodotirosina y la yodotironina cu

ya estructura se muestra en la Fig. ( 1): En la tabla 1 se muestra la composici6n de - 

amino6cidos de la Tgb humano, asír como de la Tgb de cerdo, oveja y ternera, segón

el on6lisis realizodo par Spiro. ( 42 ). 

La molécula de la proterna de un promedio de 6 200 aminoáci- 

dos, contiene aproximadamente 110 residuos de tirosina, de los cuales 25 6 menos se

encuentran normalmente yodados. De éstos, 1 Ose encuentran en la forma de monoyo

dotirosina ( MIT), 10 6 12 en la forma de diyodotirosina ( DIT), de 0 a 1 como triyodoti

ronina ( T3) y, finalmente de 4 a 5 en la forma de tiroxina ( T4), ( 24, 42). 

La proterna contiene también cerca de 200 medios residuos de

cisterna, la mayorra formando puentes disulfuro entre las cadenas polipeptrdicas, en- 

contr6ndose grupos - SH libres en moléculas de Tgb con bajo contenido de yodo. ( 12). 

Las investigaciones realizadas sobre la estructura primaria de la

Tgb se han visto obstaculizadas por el gran tamaPío de la molécula. Sin embargo, ~ 



HC— CH

OH - 1 C— CH2— CH— COOH Tirosina
I

HC— I& NH2

H---- T1

OH—% // C— CH2— --- COOH 3- Monoyodotirosina

C— gH C2 ( MIT) 

OH— — CH2— fH— COOH 3, 5- Diyodotirosina

I/ 

C— NH2 ( DIT) 

HC-. CH

OH— C\ C - 0— C CH2— E::
TCOOHC

CH 2

3.- 50- TriyodotirmAina

T3

INNC= V

I\

C CH

OH- c CH2— CH— COOHC— 
I
NH2

3P5, 3.9' 5-fTetrayodotiro 
nina

Tiroxina; T4) 

Fig. 1. Estructura de la tirosina y sus aminoácidos derivados

yodados presentes en la Tiroglobulina. 



Moles de aminoácidos por mol de tiroglobulina. 

Residuo Humana_ Porcina Ovina Bovina

Lisina 195 155 164 177

Histidina 80 77 66 76

Arginina 275 371 326 34-5

Acido aspártico 400 368 385 401

Treonina 283 289 270 266

Serina 484 482 494 502

Acido glutámico 697 673 66o 697

Prolina 347 412 365 392

Glicina 394 425 417 422

Alanina 383 498 456 474

Media- cisteina 244 233' 284 248

Valina 310 327 329 338

Metionina 62 54 72' 56

Isoleucína 155 131 136 155

Leucina 476 541 489 50.6

Tirosina 110 101 118 115

Penilalanina 259 251 257 269

Triptofano 117 101 112 109

Tabla 1.- Composici6n de aminoácidos de las tiroglobulinas de cuatro especies de

mamíferos. ( Datos originales de U¡ Nobuo, en Handbook of Physiology ref. 42) 
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estos estudios han dado como resultado la identificaci6n de una secuencia de arníncí

6cidos que parece ser necesaria para la formaci6n de la tiroxina. ( 42

Tal secuencia corresponde a la siguiente: 

Ala- Ser- T4- Glu ( o Gin)- Asp ( o Asn) - 

La Tgb humano contiene adem6s cinco clases de carbohidratos, 

24, 33, 42) galactosa, manosa, N- ocetilglucosarnina, & cido si6lico Y fucosa, en

proporciones de 50, 130, 127, 23 y 21 residuos respectivamente por molécula de Tgb, 

y que constituyen el 1 0'/'o de la molécula total. Estos residuos se encuer* ron agrupo - 

dos en dos tipos de polisacáridos. Uno de constituci6n simple, ( 9 residuos de emnosa y

2 de glucosamina), unido a la proterna en la forma de glucopéptido, y el otro, de - 

constituci6n mós complejo conteniendo los cinco carbohidratos, y que porece estar - 

unido por lo menos en dos sitios diferentes en ¡ c molécula de Tgb. Unicamente se ha

informado variabilidad en ic composici6n de la Tgb, en el contenido de 6cido si6lico, 

que est6 en proporci6n directa a la yoduci6n de la proterna ( 11, 33, 42). 

1. 4. Estabilidad Y Estructura. 

la heterogeneidad de la tiroglobulina fué propuesto inicialmente

con base a los hallazgos de variabilidad en el contenido de yodo de la proterno, el - 

cual oscila entre el 0. C7% y el 0. 8ffo (6, 8, 24, 42). 

Esta variabilidad en el contenido de yodo, m afecta las propie

dades electroforéticas, de sedímentaci6n y de solubilidad de la Tgb, ( 37 ). 
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La existencia de Tgb de diferente grado de yodaci6n en extrac

tos de una mismo gl6ndula se confirm6 utilizando la cromatograffa de intercambio i6

nico en DEAE- celulosa ( 25, 42). Este procedimiento, que ha sido empleado por va- 

rios investigadores, ha revelado diferentes n6meros de fracciones segón el método de

eluci6n utilizado. Sin embargo, existe el concepto general de que las fracciones - 

elufdas en fuerzas i6nicas más altas contienen mayor contenido de yodo por molécu

la, como también una mayor proporci6n de diyodotirosina, tiroxina y 6cido siálico

25 ). 

La tiroglobulina es estable en soluciones de sales que oscilen - 

dentro M intervalo de pH de 5 a 12. En medios de pH entre 4 y 5, la proterna sufre

desnaturalizaci6n irreversible, y a pH de 12 se disocio en dos subunidades cada uno

de peso molecular de 330 000 D y coeficiente de sedimentaci6n de 12 5 ( 8 ). A un

pH mayor de 12, se disocia en subunidades de coeficiente de sedimentaci6n de 3 y

8 S. Esta disociaci6n en las subunidades de 12 5 ocurre también en medios de baja

fuerza i6nica, ( 42) asr como también en medios conteniendo dodecilsulfatode sodio

a concentraci6n de 1 mM., y en urea 2 M. ( 9 ). Este desdoblamiento tiene lugar - 

también a temperaturas mayores de 409C. ( 42 ) 

Valeta, Roques y Torresadi realizaron en 1968 ( 37 ), un estu- 

dio sobre la dependencia de las propiedades fisicoqurmicas de la Tgb M grado de yo

claci6n de la misma. Estos aufores utilizaron tiroglobulinas con diferentes grados de - 

yodaci6n: tiroglobulina altamente yodado ( contenido porcentual de yodo mayor de - 
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0. 6), obtenida por cromatografra en DEAE- celulosa, tiroglobulina normalmente ya - 

dado, (% de 1 de 0. 2 a 0. 5), y tiroglobulina de bajo contenido de yodo, (% de 1

aproximado a 0. 006), las dos primeras procedentes de 916ndulas tiroides normales, y

la Oltima de carcinomas tiroideos y bocios. 

Estos mismos investigadores determinaron la dependencia de la diso- 

ciaci6n, es decir la estabilidad de la Tgb con respecto al grado de yodaci6n de la mis

ma, por reducci6n de la fuerza i6nica de soluciones de Tgb, alcalinizaci6n de estas - 

soluciones, y utilizando cíodecitsulfato de sodio ( SDS) como agente disociante. Adem6s

analizaron la composici6n de aminó6cidos, la antigenicidad y las propiedades de sed¡ 

mentaci6n de las profer.. Sus ¡resultados indicoroti que las tiroglobulincís altamer-de

yodadas son más resistentes a la acci6n de los agentes disociantes, que las tiroglobuli- 

nos con un contenido de yodo menor, y que la composici6n de amino6cidos, wr como

la antigenicidad y el coeficiente de sedimentaci6n de unas y de otras son independien

tes de¡ grado de yodaci6n. 

La dependencia de la estabilidad con respecto al grado de yodaci6n

de la Tgb, se ha explicado de la siguiente manera por Robbins y Edelhoch ( 10, 11, - 

25). Ambos proponen que la estabil ¡dad de la Tgb depende de la ionizaci6n del grupo

fen6lico de los residuos tirosilo de la molécula. la tirosina tiene un pl‹ de 10, la - 

monoyodotirosina de 8. 2, y la diyodotirosina de 6. 5; ésto ocasiona que en el interva—- 

lo de pH comprendido entre los Irmites de 6. 0 a 10- 5, las cantidades relativas de ti- 

rosina, monoyodotirosina y diyodotirosina, que como se vi6 dependen de¡ grado de
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yodaci6n de la molécula determinen la carga neta de la proterna, proporcionando

asr variaciones en la forma molecular y estabilidad de la misma. 

1. 5. Metabolismo. 

En el metabolismo de la tiroglobulina se han identificado cuatro fo- 

ses distintas, tres que integran la bi. rntesis de la proterno, y una fase degradativa - 

que conduce a la formación de la hormona fisiol6gicamente activa, ( tiroxinogénesis). 

Las fases biosintéticas son: 1) Srr.tesis y ensamble de las cadenas polipeptrdicas, 2) 

Glicosilaci6n, y 3) Yodaci6n y maduraci6n de la molécula ( 41, 42). 

Srntesis de las cadenas polipeptrdicas. 

la Tgb se sintetiza por medio de polipéptidos precursores, o subunida

des estructurales, existiendo controversia sobre el número y tama5o de estos precurso- 

res. ( 8, 19, 37, 38). 

Mediante estudios de '. ncorporaci6n de amino6cidos marcados rafflac

tivamente, se ha identificado la aparicí6n temprana de subunidades de coeficientes - 

de sedimentaci6n de 3 a 8 5 y de 12 S, inmunol6gicamente relacionados a la tiroglo- 

bulina. De estos estudios se propuso que la Tgb de 19 5 es el producto de la uni6n de

dos subunidades con coeficiente de sedimentaci6n de 12 5, las cuales a su vez est6n

integradas por un número desGonocido de prot6meros de coeficiente de sedimentaci6n

de 3 a 8 5, ( 8, 29, 42). 
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Por otra parte, los estudios hechos por Vassart y col. ( 38 ), sobre

la traducci6n de un ácido ribonucleico mensajero ( ARNm) de 335 aislado de la 916n

dula tiroides, y que contiene toda la informaci6n requerida para la srritesis de la - 

Tgb de 19 S, sugieren que la proterna está constituida por dos subunidades de 12 S

cada una, con un peso molecular de 330 000 daltons. También propone Vassart ( 38), 

que estas subunidodes se sintetizan individualmente y no por la uni6n de profiSmeros

más pequer-sos, y que además, su estructura primaria puede ser diferente. 

El producto de esta srntesisque se efecti5a en los polisomas unidos

a la membrana de las células foliculares; es una proterna no yodado, que viaja a tra- 

vés del retrculo endop! 6smíco y el aparato de Go! gy, en dor-_Je es glicosilada. En

esta forma pasa por las vesrculas apicales de las células foliculares, donde aparente- 

mente ocurre la yodaci6n, y finalmente, pasa a formar parte de¡ coloide tiroideo. - 

24, 42). 

Glicosilaci6n. 

La incorporaci6n de los carbohidratos ( glicosilaci6n) a la proferna

ocurre posterior e independientemente de i. , rntesis M esqueleto polipeptrdico, co- 

mo se ha demostrado inhibiendo la srritesis de proternas con puromicine ( 34 ), 

Este proceso se realiza por la incorporaci6n de los carbohidratos a - 

las unidades crecientes de los mismos en el esqueleto polipeptrdico. Se ha deinostrado

que la glicosilaci6n ocurre antes de la yodaci6n de la proterna, ya que este óltimo - 



proceso, al inhibirse con propiltiouracilo, no afecta lo incorporaci6n de los az6ca- 

res. ( 14). 

Como se mencion6 anteriormente, la glicosilaci6n de la molécula de

Tgb se inicia en el retrculo endopi6smico, continuando al migrar la proterno hacia el

aparato de Golgy en donde finaliza el proceso. Para ello, el esqueleto proterníco - 

de la Tgb, es el aceptar maeromolecular de los azúcares activados por sus nucle6tidos

derivotivos, en un proceso de tronferencia enzim6tica. 

Entre las enzimas que intervienen en este proceso, se han logrado - 

identificar una sial¡ ltransferasa, una gol actos¡ 1 tranFerasa y una N- acetilhexosaminil- 

trarisferasa. ( 33, 34, 35). 

Yodaci6n y moduraci6n. 

La yodaci6n de la Tgb, como se ha mencionado anteriormente, ocu- 

rre posteriormente a la srntesis protéica y a la glicosilaci6n de la Tgb. El producto de

la yodaci6n, es una variedad de moléculas de Tgb que difieren en el contenido de yo- 

do, y este proceso depende M estado Fisio% ico de la glándula, y M estado nutricio

no¡ M organismo. 

Como mecanismo bioqurmico para la yodaci6n de los residuos tirosilo

de la Tgb, se postula la oxidaci6n de yodo, ( en forma de i6n yoduro asimilado por la

glándula, a un i6n positivo ( I - t), capaz de yodar a la tirosina. ( 43). 

la reacci6n requiere de la participaci6n de un agente oxidante, el
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per6xido de hidr6geno formado metab6licamente en la gl6ndula, y como agente cata

Irtico la enzima peroxidasa. ( 24, 42, 43). 

El sitio de la yodaci6n parece ser la periferia de¡ lumen M foIrcu- 

lo, en donde por métodos autorradiográficos se han identificado microvellasidades - 

vesrcuias apicales) de la célula folicular. ( 42). 

El proceso de la yodaci6n continúa hasta un punto aún no determino - 

do en el que la proter. adquiere un grado de yodaci6n 6ptimo desde el punto de vis - 

tu físiol6gico, tal vez limitado por la estructura misma de la Tgb. Este proceso es co

nacido como moduraci6n de la tirogiobulina. 

Tiroxinog6nesis. 

La última fase del metabolismo de la tiroglobulina, es la formaci6n

de las hormonas fisiol6gicamente activos. El mecanismo por el cual estas hormonas - 

llegan a la circulaci6n sangurnea, en donde son transportadas a los 6rganos blanco, 

parece ser el siguiente. 1 . La tiroglobulina almacenada en el coloide, es recapturado

por las células tiroideas mediante un proceso de endocitosis. 

2. Posteriormente ocurre una migraci6n de lisosomas conteniendo en- 

zimas proteolrticas, del 6rea basa¡ de las células, hacia la Tgb recapturada. 

3. Después, los lisosomas se unen a las inclusiones de Tgb, conti- 

nuando la migraci6n hacia la membrana celular basal. 
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4. Durante esta migraci6n ocurre la degradaci6n de la Tgb, y el - 

producto(09yodoti ron¡ no, tiroxina, amino6cidos y péptidos), se libera en los vasos

linfáticos que rodean al foirculo. ( 41, 42, 43). 

Importancia fisiol6gica de la tiroglobulina. 

La tiroglobulina tiene una gran importancia fisiol6gica en el metabo

lismo de los mamrferos, ya que sirve de almacén de las hormonos tiroideas, y adem6s

es substrato en la srntesis de las mismas. La estructura de la tiroglobulina es necesario

para la formaci6n de las hormonas, ya que como se vi6 anteriormente, es necesaria - 

una estructura primario definida para que ocurra i. srntesis. 

En estudios realizadas sobre laxisceptIbilidacIde yodoci6n de los resi- 
5

duos tircr$ilo de la Tgb, compar6ndolos con lasusceptibilidadc1e yodaci6n de los amí- 
l 

no6cidos libres, se demostr6 que es m6s f6cil yodar los amino6cidos integrados a la es

tructura de la proterna, que en su forma libre. ( 24, 39, 43). 

1. 6 Propiedodes Inmunol6gicas. 

Inmunol6gicamente la tiroglobulina es un autoantrgeno 6rgarx:>»espe- 

crfico. Es decir, es una molécula antigénica localizada en un solo 6rgano, capaz de

inducir el desarrollo de una reacci6n inmune contra ella por el mismo organismo de¡ 

cual es constituyente. ( 32 ). 

Los estudios inmunol6gicos sobre la Tgb se inician en 1911, cuando



14. 

Papazol u( 20 ) informa del haH azgo de, a nti cuerpos fií adores M complem e nto, que

reaccionan con extractos de tiroides humanas, en el suero de algunos pacientes hiper

tiroideos. 

Hektoen y cols. informan en una serie de a rtrcu los de 1923 a 1927, 

de los estudios realizados por ellos sobre la producci6n de heteroanti cuerpos contra - 

las tirogiobulinas de varias especies de mamrferos ( humano, porcino, ovino y bovina) 

16). 

Los anticuerpos contra estas proternos fueron inducidos en conejo y, 

aunque demostraron ser 6rgano- especrficos, no poseran una especificidad de especie

absoluto, es decir, que los anticuerpas inducidos contra la Tqb de una de las especies

estudiadas, reaccionaba en forma cruzada con las tiroglobulinas de las otras especies. 

Posteriormente, Adant y Spehi ( 2 ), demostraron diferencias cuantitativas en la reac- 

tividod cruzada entre los anticuerpos de los conejos, y las tirogiobulinas de las cuatro

especies, confinmando asr, que las tiroglobulinos de estos marnrferos no son idénticas

inmunol6gicamente. 

Rose y Witebsky ( 27 ), demostraron la 6rgarx>-especificidod y la - 

autoantigenicidad de la tiroglobulina, al producir anticuerpos hom6logos y autoanti- 

cuerpos a esta proterna en conejos. Estos autores observaron, que al ínoc lar tiroglo- 

bulina heter6loga en conejos, utilizando el adyuvante de Freund completo, ocurrran

cambios histol6gicos en las tiroides de los animales inoculodos. SeNalaron odem6s, la

similitud de estos cambios histol6gicos ( infiltraci6n linfocitaria extema de la 916ndu- 
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la, atrofia y destrucci6n folicular), con las lesiones observadas en la tiroides de po- 

cientes con tiroiditis cr6nica ( Enfermedad de Hashimoto). 

En base a esta observaci6n, Witebsky examin6 el suero de pacientes

con tiroiditis cr6nica, demostrando la existencia de anticuerpos contra extractos tiro¡ 

deos humanos, por medio de una técnica de hemaglutinaci6n pasiva. 

A partir de la observaci6n anterior, se han realizado numerosos estu- 

dios sobre la autoinmunidad firoidea. La mayorra de estos estudios han sido efectuados

en relaci6n con los anticuerpos contra tiroides. Asr, se demostr6 que estos anticuer- 

pos pertenecen a las inmunoglobulinas 19G e IgM principalmente ( 42 ). Por otra par- 

te, aunque se ha observado una frecuencia alta de reacciones cutáneas de¡ tipo de hi

persensibilidad tardra en conejos y cuyos con tiroiditis autoinmune experimental, casi

no se han realizado estudios sobre este tipo de reacci6n inmune. 

Aparte de la tiroglobulína, encontramos en la glándula tiroides otros

tres antrgenos, estos son: un antrgeno coloidal diferente de la tiroglobulina, un antr- 

geno localizado en los microsomas de la glándula, y un antrgeno nuclear. 

Como resultado M estudio de las propiedades inmunol6gicas de la

tiroglobulina, r como de observaciones cirnicas, se ha postulado la intervenci6n de

procesos autoinmunes en varias condiciones patol6gicas de la glándula. 

Los fen6menos inmunol6gicos que participan en la autoinmunidad ti- 

roidea se han estudiado ampliamente. ( 24, 27, 28, 40). En algunas especies se ha
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detectado una mayor participaci6n de la inmunidad de tipo humoral, como en el co- 

nejo. En algunas otras especies, ( por ejemplo cuyos) la respuesta inmunol6gica es - 

principalmente de tipo celular, y en algunas especies, ambos tipos de respuesta parti

cipan. ( 40

Contrariamente a lo que se suponra, en la mayorra de las especies - 

estudiadas, se observ6 que la tiroglobulina no se encuentra totalmente aislada del sis

tema sangurneo ( 4, 21, 26), postul6ndose la existencia de un estado de tolerancia - 

inmunol6gico a esta proterna, a concentraciones séricas bajas. ( 40 ). 

Por métodos experimentales se ha demostrado que la tolerancia a la

tirogiobulina se encuentra principalmente a nivel de linfocitos tímodepend i entes (¡ in

focitos T), en conejos, ratones y cuyos, y que para que se produzca una respuesta in

mune de tipo humoral a tiroglobulinas horn6logas o heter6logas, se requiere de la co- 

laboraci6n entre los linfocitos T y los linfocitos B. Despu9s de tal colaboraci6n, los

linfocitos B se diferencran y producen los anticuerpos antitiroglobulina. ( 3, 40). 

En lo que respecta a las lesiones tisulares sufridas por la tiroicles en

el transcurso del proceso de autoinmunidad, no se ha encontrado una correlaci6n en- 

tre la intensidad de éstas, y el nivel de anticuerpos circulantes. ( 25), aunque se ha

informado de la participaci6n de un dep6sito de complejos antrgeno- anti cuerpo en el

daño a la 916ndula. ( 40 ). _ 

Adem6s de la enfermedad de Hashimoto ( tiroiditis cr6nica), se han - 
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encontrado anticuerpos antitirogiobulina circulantes en otras enfermedades tiroideas, 

asr corno también en sujetos normales. ( 26 ). 

La determinaci6n cirnica de los anticuerpos antitiroglobulina se ha

realizado por las técnicas de la precipitina, hemaglutinaci6n pasiva, fijaci6n de - 

complemento, y radio¡ nmunoan6l isis ( 1 , 21, 24, 26). Por estas técnicas se han demos

trado trtulos altos en el suero de enfermos de tiroiditis cr6nica o enfermedad de Hashi- 

mot,, asr como en bocio t6xico difuso o enfermedad de Graves. Se obtienen pruebas

positivos, aunque a trtulos menores, en sueros de pacientes hipotiroideos ( como en mi

xedema primario), y otras enfermedades tiroideas. ( 1, 21). 

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de pruebas positivas - 

obtenidas, al realizar las pruebas inmunol6gicas; en el suero de pacientes con enferme

dades tiroideas variadas. ( 21. 24, 26). 

Enfermedad Precipiti no H. P. F. C.** R 1 A" 

Tiroiditis 67% 9CP/0 95% 1000/0

cr6nica ( Hashimoto) 

Hipertiroidismo 1% 55% 38% 85% 

en enf. de Graves) 

Hipotiroidismo. 20% 65% 60% 94% 

en mixedemo primario) 

Carcinoma tiroideo 30% 9cX0

Bocio Adenomatoso 24% 190/0

con hipertiroidismo

Bocio Adenomatoso 35% 190/0

sin hipertiroidismo

H. P.* Hemaglutinaci6n pasiva, F. C.** Fijaci6n de complemento, RIA*** Radioinmuno

an6lisis. 
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Como se mencion6 anteriormente, los trtulos m6s altos se observan en

la enfermedad de Hashimoto, cuyo diagn6stico se ve apoyado por esta determinaci6n. 

Generalmente, es el examen de los s' íntorrías y los signos presentados por el paciente, 

asr como la observaci6n histol6gica de biopsias de la 916ndula tiroides del paciente

y los resultados de las pruebas de funci6n tiroidea, lo que conduce a un diagn6stico

m6s acertado. 

Sin embargo, la determinaci6n de anticuerpos antitiroglobulina es de

gran utilidad en ese diagn6stico, osr como en el transcurso del tratamiento del pacien- 

te ( 1, 21). 

1. 7. Procedimientos Generales de Aislamiento y Purificaci6n de la Tgb. 

la tiroglobulina ha sido purificada por varios métodos Físicoqurímicos, 

como son la precipitaci6n selectiva, las técnicas cromatogr6ficas, las electroforéticas

y las de ultracentrifugaci6n. 

La precipitaci6n selectiva de la tiroglobulina se ha realizado utilizan

do como agentes precipitantes la concentraci6n de íones hidr" nío del medio o pH, - 

6, 24) o precipitaci6n isoeléctrica. Sin embargo, este procedimiento desnaturaliza

a la tiroglobulina. También se utiliza como agente precipitante la concentraci6n de

sales neutras, ( precipi taci6n salina fraccionada), que proporciona tiroglobulina nati- 

va aunque de pureza mediana. ( 6, 30 ). 

Las técnicas cromatogr6ficas empleadas en la puriricaci6n de la Tgb, 
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han sido la de exclusi6n molecular en geles de dextrana y agarosa ( 21, 31), y la cro

matografra de intercambio i6nico, utilizando DEAE- celulosa ( 25 ). 

Asr mism., también se ha purificado la tirogiobulina por métodos - 

electroforéticos, ( 46 ) y por medio de ultracentrifugaci6n ( 30, 31 ). 

En esta tesis se emplearon los métodos de precipitaci6n salina frac- 

cionada, que aprovecha las propiedades de la tirogiobulina de precipitar en solucio- 

nes de sulfato de amonio al 38- 42% de saturaci6n. Debida al alto peso molecular de

la Tgb ( 660 000 D.), la cromatografra de exclusi6n molecular es bastante útil para la

purificaci6n de la Tgb, pues su forma y peso molecular difieren bastante de, las otras

moléculas presentes en la 916ndula tiroides, asr como en la sangre ( 24, 42). 

Estos métodos fueron escogidos por su f6cil acceso a la Cirnica de Ti

roides, y también porque se adaptaban a las necesidades de cantidad y pureza de la

tiroglobulina que por ellos es posible obtener. 

La tirogiobulina obtenida mediante estos métodos, se utilizar6 poste- 

riormente en otros trabajos, principalmente relacionados con Inmunologra, por ejemplo

como soporte para haptenos ( 44, 45) y como reactivo en técnicas de inmunoprecipita- 

ci6n y hemaglutinaci6n pasiva, para identificar anticuerpos antitiroglobulina en sueros

de pacientes con varias enfermedades tiroideas. 

Se estim6 que la cantidad de firoglobulina necesaria para el desarro- 

llo de estos métodos era aproximadamente 1 9. Esta proterna deberra mostrar reactivi- 
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dad inmunol6gica In vitro` con sueros antitiroglobulina, y no con sueros inmunes - 

contra proternos séricas, puesto que la mayorra de tales técnicas se aplicarran en

muestras de suero. Asr mismo, la proterna purificada en esta tesis, deberra mostrar

el patr6n electroforético de otras tírcoglobulinas est6ndares, obtenidas por medio de

fuentes comerciales. Se utilizaron corno est6ndares tirogiobulinas porcino y bovina, 

pues la semejanza de las propiedades fisicoqurmicas de estas proternas, con la tiro

globulina humana asr lo permite. ( 6, 8, 37). 

En el siguiente caprtulo se describen los métodos utilizados en esta

tésis, ya que en el apendice se desgloson con detalle los mismos. 



2. MATERIAL Y METODOS. 

2. 1. Material Biol6gico. 

Se procesaron 916ndulas tiroides humanas, normales, obtenidas por

autopsia y mantenidos en congelaci6n a - 40C. En cada caso, se registr6 el peso hó

medo y las caracterrsticas macrosc6picas de la 916ndula, para observar si habla co- 

rrelaci6n entre estas carocterrísticas y la cantidad y calidad de la Tgb obtenida en ca

da caso. Las 916ndulas fueron proporcionadas por el Depto. de Patologra de¡ Institu- 

to Nacional de la Nutrici6n. 

2. 2. Reactivos. 

Los reactivos qurmicos utilizados se obtuvieron de fuentes comercio - 

les. En su preparaci6n, . r como durante todos los procedimientos se uti 1 iz6 agua bi- 

destilada. En el Apéndice de esta tésis, se indica la preparací6n de los reactivos em- 

pleados en cada método, asr como la marca comercial de los mismos, y los aparatos - 

uti 1 izados. 

2. 3. Establecimiento de las Condiciones de Trabajo. 

los condiciones de trabajo, durante el desarrollo experimenta¡ de esta

tésis, se seleccionaron con el prop6sito de lograr la mayor cantidad y pureza de tiroglo

bulina, al realizar cada método. Inicialmente, el aislamiento de las proternas hidroso- 

lubles de la 916ndula se realiza a 40C, con el objeto de impedir la acci6n de las enzi- 
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mas proteoIrticas, y el crecimiento bacteriano. Posteriormente, ¡ c precipitación sa- 

lina fraccionada y la cromatografTa por exclusión molecular se realiza C 220C, debi

do a que se ha encontrado que a OC ocurre una considerable disociación de la tiro - 

globulina ( 46 ). Es importante seNalar, que durante estos pasos de purificación, la

proteolisis enzim6tica se ve disminuido por la alta concentración de sulfato de amonio

en el primero, y posteriormente al realizar la cromatografra, la concentración de es- 

tas enzimas es muy baja. ( 6, 24). 

El pl—i de las soluciones utilizadas en todos los procedimientos se man

tuvo cercono a 7. 2 puesto que como se vi6 anteriormente la Tgb es estable en el inter

volo de pH de í a 12. 

El tiempo utilizado en la realización de los métodos de aislamiento

y purificación fué de 6 drás aproximadamente, al cabo de los cuales el material obte

nido se liofiliz6. 

2. 4. Aislamiento

las 916ndulas congeladas se rebanaron con el bisturr, procurando que

las rebanadas fueran lo más delgadas posibles, se cortaron con tijeras en fragmentos - 

pequeños, y se colocaron en vasos de precipitados, a los que se adicionaron 3 mi de

la solución extractora ( NaCi 0. 15 M en amortiguador de fosfatos a pH 7. 2) por grarno

de tejido húmedo. 

La suspensión resultante se sometió a agitación vigorosa con agitador
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magnético, por 24 horas a 40C. Posteriormente, la suspensi6n se filtr6 a través de - 

fibra de vidrio, para eliminar los trozos de tejido, y el filtrado se centrifug6 a 7 000

rpm por 20 minutos. El sobrenadante ( extracto crudo de tiroides) de esta centrifugo- 

ci6n conteniendo las proternas hidrosolubles de la tiroides, se someti6 a determinaci6n

de proternas por el método de Lowry, ( 17 ) y posteriormente, a la purificaci6n de la

Tgb por precipitaci6n seji1no fraccionada. 

2. 5. Precipitaci6n Salina Fraccionada. 

En este método se utiliz6 sulfato de arnonio corno agente precipitante, 

aunque también son útiles otras sales neutras como el sulfato de sodio y los fosfatos - 

mono y dipotásicos- 

la técnica consiste en adicionar sulfato de amonio en cristales a una

soluci6n de la proterna ( 6, 24), variando la saturaci6n de la soluci6n ( en %). la ti- 

rog! obulina mantiene su solubilidad en soluci6n de sulfato de amonio de concentraci6n

menor al 38% de saturaci6n, precipitando en esta saturaci6n proternas de menor solu- 

bilidad. Las proteinas de mayor solubilidod que la Tgb se eliminan precipit¿ndola, 

ajustando la concentraci6n de la sal al 42% y eliminando el sobrenodante que contie

ne estas proternas. 

A continuaci6n se ilustra el diagrarna de flujo ( Fig. 2) seguido para

la purificaci6n de la tiroglobulina, que en términos generales, es el descrito por va- 

rios autores ( 6, 24). Todo el proceso se realiz6 a 220C, ajustando la concentraci6n



Extracto Crudo de Tiroides ( D

Saturar al 429/6 con ( NH4) 2SO4

Agitar 2 hs reposar 2 hs . 

Centrifugar a 8000 x 9

Sobrenadante
Precipitado u, 

0 0 al 45% de
Descartar Resuspenier en ( NH4)2S 4

saturaci6n. Agitar 1 H. y reposar 2 hs. 

Reducir - saturaci6n a 35% adicionando

agua bidestilada. Agitar 1 h. y reposar 2 hs. 

Centrifugar a 8000 x 9. 

Sobrendante Precipitaá. 

Descartar

4
Elevar la saturaci6n al 42% 
Agitar de 1 a 2 hs Reposar 2 hs

4
Centryugar a 8000 x 9

Sobrenindante( Z) Precipitado

Descartar

Resuspender en soluci6n salina isot6nica

4 a pH 7. 2 Saturar al 42%. Agitar 1 hr. 

Reposar 2 hs. 

1, 

Centrifugar a 8000 x 9. 

i pi todo
SobrenadantePrec: 

1 Descartar. 
Resuspender en Soluci6n

Salina isotéinica a pH 7. 2 __

1
Dializar contra soluci6n salina

isot6nica a plí 7. 2 hasta elimi- 

nar el sulfato. 

Liolilizar

Fig. 2. Diagrama de flujo para la purificaci6n de tiroglobulina por precipitaci6n salina con
sulfato de amonio. Los números aréibigos dentro M circulo indican toma de muestra
para determinaci6n de pureza y rendimiento del m& todo. 
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saturantede sulfato de amonio por adición de la sal en cristales para aumentarla y por

adición de agua bidestilada para disminuirla. la cantidad necesaria de agua o de sal

requerido, se determinó consultando el nornograma anexo en el apéndice. 

Para un mejor control del método, se realizaron inicialmente las si- 

quientes determinaciones. 

o) Concentración saturante de sulfato de amonio en solución acuosa

a la temperatura de trabajo ( 220C). 

b) Curva de solubilidad (" salting -out") de la tirogiobulina. 

la concentración saturante de sulfato de amonio resultó ser 4 M, lo

que est6 de acuerdo con lo previarnente informado. ( Ver apéndice A- 11). 

La soiubilidod de la Tgb en soluciones de diferentes concentraciones

de sulfato de amonio se determinó de la siguiente manera: 

A una serie de tubos conteniendo 1 mi de una solución de tirogiobuli- 

na bovina de concentración de 1 rng/ mi, se adicionaron cantidades variables de una

solución de sulfato de amonio 4 M, de manera tal que al aforar a un volumen final de

10 mi, la concentración de sulfato de amonio variase entre el 35 y 45 % de saturación

1. 4 a 2. 3 M).( Ver tabla 2). 

Después se agitaron los tubos y se dejaron en reposo por todo la noche. 

Posteriormente los tubos se centrifugaron, y los sobrenadante se dio¡¡- 



Concentraci6n Molar % de Saturaci6n mi ( N H4) 2504 4M mi H20 Tgb ( Bovina) 

100 ug/ mi.) 

0 0 0 9 1 mi

1. 3 30. 50 3. 25 5. 75

1. 5 37. 00 3. 75 5. 25

1. 7 41. 50 4. 25 4. 75

1. 9 43. 00 4. 75 4. 25

2. 1 45. 00 5. 25 3. 75

Tabla 2. Esquema utilizado para determinar la curva de solubilidad de la Tgb en soluciones de diferente concentraci6n

de ( NH4)2S 04* ( Calculado mediante el ~ grama mostrado en el apGrídice). 
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zaron contra soluci6n salina isot6nica a pH 7. 2 hasta eliminar el sulfato de amonio. 

Esto se observ6 por la ausencia de precipitado BaSO4, al adicionar BaC' 2 al agua

de di6lisis). 

En los sobrenadantes dializados se determin6 la concentraci6n de pro

ternas por el método de Lowry para determinar la solubilidad de la proterna en diferen

tes concentraciones de la sal. 

Una vez realizadas las anteriores determinaciones, el extracto crudo

de tiroides obtenido en el paso 2. 4, se someti6 al procedimiento descrito en la Figura

2, para la purificaci6n por precipitaci6n salina. 

Como se observa en este diagrama, a lo largo de los diferentes pasos

de¡ proceso se tomaron muestras para observar la purificaci6n y el rendimiento obten¡ 

do. 

El material obtenido finalmente, liofilizado, se someti6 a cromatogra

ffa por exclusi6n molecular. 

2. 6. Cromatografto par Exclusi6n Molecular. 

La tiroglobulina obtenida por precipitaci6n salina fraccionada de los

extractos crudos de tiroídes, se someti6 a cromatograffa por exclusi6n molecular en gel

de dextrana para una mayor p rificaci6n. 

Estos geles son poirmeros entrecruzados derivados de dextrana, insolu
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bles en agua y fuertemente hidrofrlicos. En la forma comercial se presenta como gr6

nulos pequerios y secos. Al hidratarse, forman el gel constituyendo un tamiz moletu- 

lar, en el que el tamaho M poro deperde de¡ grado de entrecruzamiento de las ca- 

denas M poIrmero. 

La cromatograffa por exclusi6n molecular pertenece a los métodos - 

cromatogr6ficos; de portici6n. En este caso, el coericiente de partici6n de un soluto

entre la fase m6vil y la fase estacionaria, est6 determinado únicamente por efectos

estéricos, entre los que se encuentran el tamarso de¡ poro de¡ tamrz, ( o Irímite de ex- 

clusi6n de¡ gel) y el tamaño de las moléculas del soluto. 

El sistema cromatogr6fico est6 integrado por el gel de dextrana hidra

todo con un Irquido de eluci6n, empacado en una columna generalmente de vidrio en

la que se establece un flujo unidireccional M eluente. ( Fig. 3 ). 

La fase estacionaria est6 constituida por el gel hidratado, y la fase - 

m6vil es el Irquido eluente. ( 13 ). 

El lecho cromatogr6fico est6 caracterizado por los siguientes par6me- 

tras: El volumen total ( Vt ) M lecho cromatogr6fico, el volumen M gel en el lecho

V
9 ), o fase estacionaria y el volumen vacro ( Va ), que es el volumen de eluente - 

en el espacio intersticio¡ entre los gr6nulos M lecho. La relaci6n entre estos paráme- 

tras es la siguiente: 

Vt = V0 t V9* 1***"* 1



Fig- 3. Diagrama de los dispositivos empleados en la

cromatograffa por exclusi6n molecular. 
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Para caracterizar el comportamiento de un soluto en este sistema, se

utiliza el volumen de eluci6n de este soluto, ( Ve )- Este es el volumen de eluente - 

que se requiere para transportar las moléculas del soluto a lo largo de¡ lecho del gel. 

la relaci6n entre el volumen de eluci6n de un soluto y su coeficier>- 

te de partici6n entre la fase estacionaria y la fase m6vil es: 

Ve = Va t K V9 ........ 2

En donde K es el coeficiente de participaci6n, determinado por la - 

siguiente relaci6n: 

Ve - Vo - 
K....... 3

V9

Como anteriormente se mencion6, este coeficiente de partici6n depen

de M Irmite de exclusi6n del gel, y del tamallo de las moléculas de¡ soluto. 

El Irmite de exclusi6n M gel, es determinado por los fabricantes de

este material, e indica el peso molecular m6ximo de los solutos que pueden penetrar - 

el poro de¡ tamrz de¡ gel. Este Irmite de exclusi6n se mantiene de manera uniforme en

el transcurso de la cromatografra. 

De lo anterior, y observando la ecuaci6n 3, se deduce que si el volu

men de eluci6n de un soluto es igual al volumen vacro de la columna; el coeficiente

de participaci6n de este soluto es cero: 

Ve :: Va K = 0
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Esto indica que las moléculas de soluto con este volumen de eluci6n

son tan grandes que no penetran los poros M gel. Debido a esto, no hay partici6n - 

del soluto entre las fases, y las moléculas de éste únicamente se mueven por el volu- 

men Va, eluyéndose de la columna en este volumen. 

Por otra parte, si el volumen de eluc16n es mayor al volumen vocro, 

es indicativo de que las moléculas de este soluto han penetrado en el tamiz M gel, 

distribuyéndose entre la fas; m6vil y la fase estacionaria. Esto retarda su eluci6n de

la columna, puesto que estas moléculas deben viajar por el volumen Va y un volumen

odicional Vi, que es el Irquido embebido en la matriz M gel. 

El volumen de eluci6n de los componentes de una mezcla de soiutos

depende, por lo tanto, M tamaño molecular de cada uno de ellos, eluyendo de la co

lumna en forma independiente. 

El sistema de crornatografra en gel, utilizado en esta tesis, consisti6

en una columna de vidrio de 2. 5 X 100 cm, empacada con Sephadex G- 200, grado su

perrino. ( Karmacia Fine Chem.). Este tipo de gel, es el de m6s alta porosidad de - 

esta casa comercial, y tiene un Irímite de exclusi6n de 200 000 daltorks, y un intervalo

de fraccionamiento de 10 000 a 200 000 daltons. Esto quiere decir que las moléculas

con peso molecular mayor al limite de exclusi6n se eluyen de la columna en el volumen

igual a Va, y que este gel es -útil para separar mezclas de solutos con peso molecular

entre 10 000 y 200 000 daltons. 



En este sistema, la tiroglobulina, cuyo peso molecular de 660 000 - 

daltons excede el limite de exclusi6n, se eluye en un volumen de eluci6n igual al

volumen vacro de la columna. 

Este tipo de gel, se utiliz6 para separar a la tiroglobulina de proternas

cuyo peso molecular fuera menor a 200 000 daltons, y que no se hubieran eliminado - 

en la precipitaci6n con sulfato de amonio. 

los procedimientos seguidos para e¡ manejo M Sephadex G- 200, asr

como para el empaque de la columna y la técnica de cromatografra empleada, fué el

descrito por los fabricantes, ( 47 ) y en otras referencias ( 13 ). 

En el apéndice se indican los reactivos, y los aparatos empleados. En

la figura 3 se muestra el diagrama de los dispositivos empleados en la cromatografra. 

El flujo se estableci6 de manera inversa, es decir ascendente, para evitar que el gel

se compactura en la parte inferior de la columna. 

El Irquido eluente fué una soluci6n de tris-( hidroximeti ¡)-ami nometano

0. 1 M, en NaCI 0. 15 M a pH 7. 2, a una velocidad de flujo de 0. 5 mi/ min, mante- 

nido mediante una bomba perist6ltica. 

La concentraci6n de proternas en el eluato de la columna, se registr6

mediante la absorci6n a 280 nm. en un espectrofot6metro y monitor gr6fico Uvicord

LKB- Prc>dukier A B ). El eluato se colect6 en fracciones de 5 m1 mediante un colec- 
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tor de fracciones automático. 

la muestra aplicada fué de 100 m9 del material liofilizado obtenido

al final de la precipitaci6n salina fraccionada, reconstituido en 1 mi de eluente. 

2. 7. Identificaci6n, Pureza y Rendimiento. 

Con el prop6sito de identificar a lo tiroglobulina, asr com. tener cri- 

terios de rendimiento y pureza obtenidos en los métodos descritas, se realizaron las - 

siguientes pruebas. ( Los recctivos empleados, y las técnicas se encuentran en el apén

dice.) 

2. 7. 1. Electroforesis discontinuo en gel de poliacrilamida. 

Este tipo de electroforesis se utiliz6 para caracterizar la proterno ob- 

tenido en los pasos de purificaci6n. El sistema electroforético empleado fué el de - 

Ornstein y Davis, ( 5 ) para proternos plasm6ticas, utilizando una soluci6n amortigua

dora de tris-( hidroximeti ¡)ami nometano- 9 1 i ci no a pH 8. 3 en las cámaras de los electro

dos. los geles de poliacrilamida utilizados fueron de concentraci6n total de acrila- 

mida de 5% ( T = 5%). La intensidad de corriente aplicada fué de 2 m a por tubo por

un tiempo de 2 hs. 

Las muestras problemas se dializaron, antes de someterlas a la electro- 

foresis, contra la soluci6n amortiguadora de las c6maras de los electrodos para evitar
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diferentes concentraciones i6nicas. la concentraci6n de proternas en las muestras se

ajust6 a 200 ug/ 100 u¡ . 

la identificaci6n de la tiroglobulina, Ir .... s. pureza en las mues- 

tras problemas, se realiz6 comparando los patrones electroforáticos obtenidos, con los

de tiroglobulina est6ndar, ( bovir>a) en la misma corrida. 

2. 7. 2. Inmunoelectroforesis. 

Esta prueba se realiz6 también como criterio de identiFicaci6n y pureza

de los productos obtenidos, y al mismo tiempo para comprobar sus propiedades inmuno- 

16gicas. 

Se utiliz6 un gel de agarosa al 2% y un amortiguador de Veronal -ace- 

tato a pH 8. 2 y fuerza i6nica de 0. 04. las muestras ( 2 u¡), se sometieron a electrof<>- 

resis por 2 hs a un potencia¡ de 90 V. Posteriormente se adicionaron en los canales del

gel suero inmune antitiroideos humana ( ovino), o suero inmune antisuero humano

polivalente, ( conejo) dei6ndose los ge¡ es en la c6mara de electroforesis desconectada

por 48 hrs. para que se efectuara la difusi6n de los reactantes. 

2. 7. 3. Rendimiento. 

El rendimiento de los métodos empleados para purificar la tiroglobulina, 

se determin6 analizando la concentraci6n de proternas totales por el método de Lowry

y cols. ( 17 ) 
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Esta determinaci6n se real iz6 en las muestras indicados con números

ar6bigos encerrados en un crrculo en la figura 2, y en varias fracciones elurdas de - 

la columna cromatográficci. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3. 1. Ai0cifflientó. 

En la tabla 3 se muestra el registro M aspecto macrosc6pico de cuatro

glándulas tiroides que se sometieron o los métodos experimentales de esta tésis. En - 

ella se señala además el peso húmedo de cada una, y el volumen de solucí6n extracto- 

ra que se utiliz6 en cada caso. 

Una vez realizado el aislamiento de las proternas hidrosolubles ( Secci6n

2. 4) se determin6 la concentraci6n de proternas totales por el método. de Lowry en cada

uno de los extractos. Estos resultados se muestran en la tabla 4. En esta tabla se obser

va que no existe relaci6n entre la cantidad de proternas extrardas y el peso de lo glán- 

dula ( tabla 3). Esto ha sido sePsalodo por varios autores, ( 42, 43) quienes explican que

este hecho se debe a que la concentraci6n de proternas en el coloide tiroideo, y prir>- 

cipalmente de tiroglobulina, depende M estado metab6lico y nutricional M organis- 

mo al cual pertenece la glándula, oún tratándose, como en este caso, de individuos

fallecidos por causas no relacionadas con patologra tiroidea. 

3. 2. Precipitaci6n Salina Fraccionada. 

En la figura 4 se rriuestra la curva de solubilidad de la tiroglobulina - 

en soluciones de sulfato de amonio de diferente concentraci6n. En esta figura se obser

va que la precipitaci6n máximo de la tiroglobulina ocurre a concentraciones de sulfato

de amonio de 1. 6 a 1. 7 M; ( 38 a 41% de saturaci6n), siendo máxima a la concentraci6n



Tiroides Peso Húmedo Aspecto mi. Sol. Extractora

13. 50 g normal
40. 5

17. 40 g normal
52. 0

111 9. 27 g normal
30. 0

v 22. 749 normal
70. 0 mi. 

Tabla 3. Caractorfaticas de las 916ndulas tiroides procesados. 



ug/ na d e T
en soluci

1

0. 5 1 1. 1 2 Conc. Molar 3- 0

de sul-fato de amonio. 

Fig. 4. Curva de solubilidad de la tiroglobulina

bovina en funci6n de la concentraci6n de

sulfato de amonio. Se observa que la máx- 

ima precipitaci6n ocurre entre 1. 6 y 1. 7 m

38 a 42% de saturaci6n aproximadamente). 
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de 1. 7 M ( 41 % sat). Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por Derrien

6 ) y por otros autores ( 24, 38). 

Una vez comprobadas las propiedades de solubilidad de la tiroglobulina, 

se sometieron los extractos crudos de tiroides a la precipitaci6n salina fraccionado, sí- 

quiendo el diagrama indicodo en la figura 2. 

Como se observa en el diagrama mencionado, el procedimiento consta

de cuatro precipitaciones sucesivas. Para calcular el rendimiento obtenido en cada - 

precipitaci6n, asr como después de todo el proceso, se realiz6 la determinaci6n de - 

proternas en las muestras indicodos en dicho diagrama. Estos resultados se encuentran

resumidos en la tabla 5. 

En la tabla mencionada se observa que utilizardo la técnica descrita, 

la cantidad de proternas precipitables al 42 % de saturaci6n de sulfato de amonio, re

presentan aproximadamente el 60 % de las proternas totales de los extractos crudos de

tiroides, excepto en la tiroides 111, en la que el rendimiento fué de 77%. Como ya se

ha mencionado, estas proporciones son altamente dependientes de¡ estado metab6lico

y nutricional del organismo a que pertenece la 916ndula, por lo que no se puede ho- 
cer una observaci6n con apoyo firme a esta diferencia. 

En la mismo tabla se muestran las cantidades de proternas obtenidas de

cada 916ndula, por gramo de tejíclo húmedo, mediante la precipitaci6n salina. Estas

cantidades pueden considerarse como indicativas de un buen rendimiento, ya que va- 



Tiroides Concentraci6n Inicial 1 a Pp 2OPp 3' Pp 4OPp mg/ g tejido Rend. Final

Extracto Crudo

1012 m9 870 m9 760 m9 670 m9 580 rng 42. 9 58 % 

1560 m9 1400 m9 1170 m9 1010 m9 920 rng 52. 8 60% 

1200 mg 1080 rng 1000 rng 950 mg 920 rng 99. 2 77% 

Iv 2600 mg 2250 m9 1900 m9 1720 rng 1579 m9 69. 0 60% 

Tabla 5. Rendimiento del procedimiento de precipitaci6n salina fraccionada. 
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rios autores informan que las proternas precipitables a la saturaci6n de sulfato de amo

nio mencionada, son cerca M 80% de las totales, o de 50 a 100 mg/ g de tejido hó- 

medo, siendo la tirogiobulina la que constituye la mayor parte de ellas ( 6, 30). 

3. 3. Identificaci6n y Pureza de la Tirogiobulina. 

Con el objeto de identificar la tiroglobulino y determinar el grado de

pureza en los extractos crudos de tiroides, cisr como en los productos obtenidos después

de la purificaci6n por precipitaci6n salina, se realiz6 la electroforesis discontinuo en

gel de poli acri larnida . 

En la figura 5 se observa el patri5n electroforético de tiroglobulina - 

bovina est6ndar, el cual muestra la banda de la firoglobulina ( 1 ), que es bastante

bien definida y homogéneo. También se observa una zona difusa de proternos hetero

géneas ( 11 ), de mayor movilidad electroforética que la Tgb, que como se ha suge- 

rido ( 46 ), pueden corresponder a fracciones de tiroglobulino disociada por deterio- 

ramiento al almacencirlo. los patrones electroforéticos de los extractos crudos de las

tiroides fueron idénticos en todos los casos, y mostraron 7 bandas visibles, ( Fig. 6) - 

una entre ellas la Tgb, identificada por su movilidad electroforética al compararla - 

con la Tgb est6ndar. 

Las proternas obtenidas por precipitaci6n salina, mostraron al someterse

a la electrofori6sis, estar compuestas principalmente por tiroglobulina, aunque todavra

se encuentran presentes otras dos proternas ( Fig. 7). Estas dos proternas ( IV y VH), pueden

corresponder a un drmero de la Tgb ( banda IV), y a una subunidad de la misma ( banda VI¡), 
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Fig._5. Patr6n electroforético de la tiroglo- 

bulina bovina estándar, en electrofore- 

sis discontinua en gel de poliacrilamida. 

I.- Tiroglobulina; II.- Probables productos

de deterioro. Fr. Frente m,6vil de azul de

bromofenol. 
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Fig. 6. Patr6n electroforético de los extractos crudos

de glándulas tiroides ( B). Se identific6 la

presencia de la Tgb en dichos extractos por

comparaci6n con el patr6n electroforético de

la Tgb bovina estándar,( A). En los extractos

crudos se observaron además otras proteInas. 
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Fig -7- Comparaci6n de los patrones electroforéticos de

Tgb bovina estándar, ( A), extracto crudo de ti- 

roides, ( B), y tiroglobulina humana purificada

por precipitaci6n salina con sulfato de amonio. 

La purificaci6n por este método, elimind cuatro

de las proteínas presentes en dichos extractos, 

quedando la Tgb contaminada adn por dos proteínas

U -V y VII) - 
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Fig. 8. Inmunoelectroforésis de los extractos crudos

de tiroides. Se observa la banda de precipitaci6n

de la Tgb. Se observa también otro antIgeno ti- 

roideo no identificado ( X) . ( S. At.- Suero inmune

antitiroides, humana) Dicho& extractos no reaccio- 

naron inmunoldgicamente con suero inmune antihumano

polivalente. 
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puesto que no mostraron propiedades antigénicas diferentes a las de la Tgb humana. 

Ver m6s adelante) . 

Como se deduce de estos resultados, el método de precipitaci6n sal¡ - 

no utilizado, elimina por lo menos 4 proternos de los extractos crudos de tiroides, dan

do como producto tiroglobulina humano de pureza mediana que contiene como impure

za dos proternas no identificados, que aparentemente se encuentran en proporci6n - 

mucho menor que la Tgb. Esto ocurri6 de manera idéntica en las cuatro gl6ndulas

tiroides procesadas. 

La identificaci6n y la pureza de la Tgb se determinaron también median

te inmunoelectrofc>resis( 1 EF) . En este caso se sometieron a dicha prueba los extractos

crudos de tiro¡ des, y las proternas obtenidas por precipitaci6n salina. Los sueros in- 

munes uti li zados fueron un suero i rimune antitiroides humano ( ovino) , y un suero - 

inmune anti suero humano ( conejo) (Hyland) . 

La figura 8 muestra el resultado de la 1 EF del extracto crudo de tiro¡ - 

des, ( en los cuatro casos idéntico) , el cual present6 la aparici6n de dos bandos de - 

precipitaci6n con el suero inmune antitiroides, lo que indica la presencia de dos an- 

trgenos tiroideos en los extractos crudos. La banda m6s gruesa y alargado, de migra- 

ci6n an6dica corresponde a la tiroglobulina. Esta banda de la Tgb habra sido carac- 

terizada en el sistema de 1 EF, en experimentos prealiminares util i zando Tgb humano

pura, pr opor cionado por la Divisi6n de Endocri nol ogio de¡ Hospi tal Vargas de

Caracas, Venezuela. La otra banda, menos ostensible no se identifi c6. Los extractos
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crudos de tiroides no mostraron bandas de precipitaci6n utilizando suero inmune anti

suero humano, lo que indica la ausencia de antrgenos séricos en dichos extractos. 

En la figura 9 se muestra la IEF de las proternas obtenidas por precipi

taci6n salina. Esta prueba mostr6 en este caso, una sola bando de precipitaci6n con

el suero inmune antitiroides, de movilidad electroforética semejante a la de la Tgb, 

aunque menos alargada. No hubo precipitaci6n con el suero inmune ontisuero humo - 

no. 

De la anterior prueba se concluy6 que desde el punto de vista inmuno

16gico, mediante la precipitaci6n salina fraccionoda se obtuvo una purificaci6n de la

tiroglobulina sin afectar sus propiedades inmunol6gicas, eliminando otro antrgeno - 

tiroideo, presente en los extractos crudos. 

3. 4. Cromatografra por Exclusi6n Nblecular. 

La columna cromatogr6fica, ( empacada con Sephodex G- 200), tenra

las siguientes caracterrsticas; 

Vt = 490. 87 mi . 

V,= 150 t 10ml. 

Vg= 340t IOml- 

Dadas las propiedades de¡ gel utilizado, y de acuerdo a la teorra pro- 

puesta en la sacci6n 2. 6, aquellas proternos con un volumen de eluci6n mayor al va- 

lumen vacro, ( 150 mi ) , tendrran un peso molecular menor de 200 000 D, y aquellos
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rig. 9. Comparaci6n de las inmunoeléctroforesis de

extracto crudo de tiroides ( EC) y de la Tgb

purificaca por precipitaci6n salina ( P. PP.). 

Este método elimind el otro antígeno tiroideo

no identificado( X). 



38. 

con un volumen de eluci6n igual al volumen vacro, seri àn proternas con un peso mo- 

lecular igual o mayor a 200 000 D. 

En la figura 10, se muestra el cromatograma obtenido mediante el - 

registro de la absorción a 280 nm de las fracciones elurdas de la columna cromatogr6

fica. Debido a que los patrones electroforéticos de los productos de la precipitación

salina de las cuatro glándulas resultaron ser idénticos, se propuso que dichos produc- 

tos estaban compuestos por las mismas proteinas, por lo que los estudios cromatogr6fi- 

cos se realizaron sólo con las proternas obtenidas de las glándulas 1 y H. 

los cromatogramas resultaron ser casi idénticos, mostrando tres bandos

de absorción. La primera muy pronunciada y simétrica, con un volumen de eluci6n

de 145 mi, ( Fracciones 25 a 35 ) corresponde a proternas con peso molecular igual o

superior a 200 000 D, puesto que su volumen de eluci6n está dentro de¡ volumen vacro

de la columna lo@f4címftde partici6n K = 0 ). Puesto que la Tgb tiene un peso mole

cular que excede el Irmite de exclusión ( 660 000 D ), se eluirra dentro del volumen

vacro. Esto se comprobó, como se menciona más adelante, mediante la electroforesis

discontrnua de las proternas que constituyen esta primera banda de absorción. 

Las otras dos bandas de absorción eran muy dispersas y bastante peque

ñas en comparación con la primera, y corresponden a proternos de peso molecular meT— 

nor de 200 000 D, ya que su volumen de eluci6n ( 185 a 205 mi, fracciones 37 a 41 - 

para la segundo, y 340 a 395 mi, fracciones 68 a 79 para la tercera), son mayores



Fig. 10- Cromatogramas de eluci6n de Tgb purificada
por precipitaci6n salina. 

Sephadex G- 200

Eluci6n con Tris- HC1 o. l M en NaCI 0- 15 M
a 280 Tm. a PH 7. 2 - 

01
Flujo inverso 5 1/ 10 min. 
Muestral 100 mg/ 10 ml* 

Tiroides I - 

Tiroides 11, 
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que el volumen vacro de la columna. 

También se puede observar en el cromatograma que las proternos con

peso molecular mayor a 200 000 D, constituyen M 85 al 90% M total de proternas

obtenidas por precipitación salina fraccionoda. De acuerdo con estos resultados y - 

los obtenidos mediante la electroforesis discontrnua de los productos de la precipito- 

ci6n salina, se consider6 que la tiroglobulina constituye la mayor fracción de las pro

ternos con peso molecular mayor al Irmite de exclusión de la columna, aisladas me- 

diante la cromatografra en gel. 

Sin embargo, existra la posibilidad de que alguna de las dos proternos

1 o las dos ), detectodas al finalizar la precipitación salina fraccionada, tuvieran pe

so molecular mayor de 200 000 D, y se eluyeran junto con la Tqb, en este sistema - 

cromatogr6fico. Para verificar o desechar la posibilidad anterior, las fracciones co- 

lectoclas que mostraron absorción a 280 rim, se concentraron por difflisis bajo presión, 

y se sometieron a electroforesis discontinuo e inmurioelectroforesís. 

la electroforesis de la fracción 1 , mostró dos bandas ( fig. 11) una de

ellas la Tgb, intensa y homogéneo. la otra corresponde a otra proterna de menor mo

vilidad electroforética, presente también en el producto de la precipitación salina - 

Bando M . En la figura 12 se muestra la inmunoelectroforesis de la primera frac- 

ci6n utilizando suero inmune antitiroides. En ella se observa únicamente la banda de

precipitación caracterrstica de la tiroglobulina. Las fracciones 2 y 3 no mostraron - 
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Fig. 11. Patrones electroforéticos de tiroglobulina

bovina estándar ( A), Tgb humana purificada

por precipitaci6n salina ( C), y Tgb humana

purificada por cromatografla en Sephadex

G- 200 ( D). La cromatografía por exclusi6n

molecular elimind la proteína contaminante

VII , quedadndo la otra proteína ( Banda IV) 

junto con la Tgb, por lo que dicha proteína

debe poseer un peso molecular mayor a 200 OOOD

probablemente mayor al de la Tgb. 
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Fig. 12. Irununoelectroforésis de la Tgb purificada

por cromatografla en Sephadex G- 20Q. Se

observa la banda de precipitaci6n de la Tgb. 
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resultados en ninguna de las dos técnicas, probablemente debido a que se perdieron

en los procedimientos de concentraci6n. 

De los resultados anteriores se concluye que ¡ a cromatografra en gel

utilizando Sephadex G- 200, elimina una proterna contaminante presente en la frac- 

ci6n purificada mediante precipitaci6n salina, de mayor movilidad electroforética y

menor peso molecular que la Tgb. Por otra parte, en la Tgb purificada se encuentra

aún una proteina no identificada, de peso molecular mayor de 200 000 D, y de menor

movilidad electroforética que la Tgb. De acuerdo con el sistema electroforético em- 

pleado, se puede suponer que la proterna contaminante tiene un peso molecular mo- 

yor que la Tgb. ( El sistema de electroforesis discontrnua en gel de poliacrilamida - 

separa a las moléculas de acuerdo a su movilidad electroforética y a su peso molecu- 

lar) ¿ Por otra parte, el hecho de que este contaminante proternico no muestre
1

reac

tividad inmunológica diferente que la de la Tgb hace suponer, que considerando lo

anterior esta proterna sea un drmero de la Tgb, que puede corresponder a la yodopro- 

terna tiroidea de 27 S descrita por Shulman y Witebsky. ( 30 ). 

3. 5. Almacenamiento y Conservaci6n de la ' J`iroglobulina. 

indudablemente que durante el aislamiento, y los diferentes pasos de

purificaci6n, la tirogiobulina se vió sujeta a variaciones de temperatura, de pH, y

de fuerza i6nica, a pesar de que se intent6 mantener estas variaciones dentro de un

rnimo. Son estas variaciones las que afectan, en algunos casos de manera irreversi
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ble, la conformaci6n y la estabilidad de las proternos, sobre todo si éstas tienen - 

una conformaci6n estérica globular, como es el caso de la tiroglobulincí- 

la tiroglobulina se someti6 a técnicas de conservaci6n que permitie- 

ran su uso a corto y largo plazo, tales corno la liofilizaci6n, el almacenamiento a - 

40C, y el congelamiento a - 20PC. Estas técnicas causan deteriorarniento de una

parte de las protern. que se van a almacenar. Para determinar que método de almacena- 

miento era el mejor para la conservac16n de la Tgb, se realiz6 una evaluaci6n M - 

deteríoramiento sufrido por la Tgb 01 almacenarlo en las condiciones anteriornente

mencionodos. 

Como se menciona en la descripci6n de¡ método de precipitaci6n so - 

lino, al finalizar el proceso la tiroglobulina obtenida se liofiliz6. Esto se realiz6

con el objeto de tomar fracciones pequeños de proternos y reconstituirlos en volúme- 

nes pequeños para facilitar el manejo de la técnica cromatográfica ( 13, 47 ). Se de

be señalar, que aunque se ha informado de un gran deterior6 de la tirogiobulina al- 

macenada ( 46 ), principalmente debida a disociaci6ni, esto6curre de manera detec

table s6lo cuando la Tgb se almaceno a la temperatura de 0 a 40C y en soluciones de

baja fuerza i6nica. 

En nuestro caso, la Tgb obtenido por precipitaci6n salina se liofiliz6, 

y la purificada por cromatogr9fra se congel6 a - 2& C en soluci6n de NaCI 0. 15 M - 
amortiguada con tris -HCL a pH 7. 2. 
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Fig -13- Patr6n electroforético de Tgb humana purifi- 

cada por los métodos descritos en esta tésis.* 

que se almacen6 por 15 días a 30 días a 40C. 

Se observa el deterioro sufrido pr la Tgb - 
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Para observar el deterioro sufrido por la Tgb por almacenamiento, se

tom6 una fracci6n de 10 mi de la Tgb purificada por cromatografra y se almacen6 a

temperatura de 40C, - 20RC, y transcurrido un tiempo ( 2 y 3 meses), se realiz6 la - 

electroforesis discontrnua de estas muestras y de la Tgb liofilizada obtenida por cro- 

matografra. los resultados indicaron que la Tgb no sufri6 un deterior6 detectable - 

mediante la electroforesis almacen6ndola liofilizada o a la temperatura de - 20OC, 

mientras que en el caso de la almacenada a 40C ocurri6 un considerable ciano a la

Tgb pues en su patr6n electroforético aparecieron zonas difusas a lo largo de¡ gel, y

adem6s la banda caracterrstica de la Tgb no era muy homogénea ( Fig. 13 ). 

De lo anterior se concluy6 que la manera 6ptima para almacenar la

Tgb es 1 iofilizándola, o manteniéndola congelada en soluci6n a pH 7. 2 a - 20PC. - 

Como un dato para el apoyo de este hecho, una muestra de la Tgb humana purificada

por los métodos descritos y almacenada a - 200C por un año, mostr6 un patr6n electro

forético idéntico al que tenra antes de almacenaria). 

3. 6. R e s u m e n . 

Para purificar la tiroglobulina humano, teniendo como materia prima

916ndulas tiroides humanas normales, se emplearon los métodos de precipitaci6n salina

fraccionada y de cromatografra por exclusi6n molecular. 

La tiroglobulina humana se identific6 comparando el patr6n electrofo

refico de los productos obtenidos, con el de tíroglobulina humana est6ndar, 
asr como



43. 

por su reactividad inmunol6gica en inmunoeléctroforesis utilizando un suero inmune

antitiroides humana. 

Los resultados indicaron que la purificaci6n por precipitaci6n salina

proporciona un buen rendimiento, ( 60 a 80'/o), aunque la tiroglobulino humana asír

obtenida no es totalmente pura, ya que aún está contaminada por dos proternas no - 

identificadas en esta tésis. Es probable que estas proterriqs correspondan a un círmero

de la tiroglobulina y a una subunidad de la misma, ya que no mostraron propiedades

inmunol6gicas diferentes que la Tgb, al realizar la inmunoelectroforesis utilizando - 

suero inmune antisuero humano, es ¡ 6gico concluir que estas proternas no son séricas. 

La posterior purificaci6n de¡ producto de la precipitaci6n salina, me- 

diante cromatografra en Sephaclex G- 200, elimina una proterna con peso molecular

menor de 200 000 D, que probablemente corresponda a la subunidad de la Tgb, pero

no elimina otra, como la muestra la electroforesis discontinua de la fracci6n elurda

de la columna que contiene la Tgb. Probablemente esta proterna correspondo a un

d rmero de la Tgb. 

En lo que respecta al rendimiento de los métodos, se obtuvieron 39 de

tiroglobulina humana, M procesamiento de cuatro glándulas tiroides. Las caracterrs

ticas de pureza e inmunol6gicas del material obtenido, cumplen de manera satisfac- 

toria los objetivos de esta tésis. la mejor comprobaci6n de la utilidad del material - 

obtenido en esta tésis ha sido el desarrollo de trabajos posteriores ( 44, 45), en que la

tiroglobulina obtenida ha sido utilizada como soporte para haptenos ( hormonas tiro¡- 

deas) con excelentes resultados. 
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Por otra parte, en esta tésis se obtuvo como resultado adicional, que

la manera 6ptima para almacenar la tirogiobulina sin que ésta sufra deterioro conti- 

deroble, es manteniéndola en congelaci6n a - 2& C, o liofiliz6ndola. 



4. CONCLUSIONES. 

Empleando metodologlas relativamente sim- 

ples, econ6micas, y sobre todo accesibles al lugar donde

se desarrolld esta tésiso fué posible obtener tiroglobuli- 

na humana en la cantidad 3 9 ) , y grado de pureza nece- 

sar, as para el desarrollo de estudios inmunol&gicos en la

obtenci6n de sueros inmunes contra hormonas tiroideas, que

constituy6 el tema de ~ tes̀is profesional posterior ( 44) 

y otro trabajo ( 45 ), 

En el desarrollo de este d1timo trabaj9 , 

la tiroglobulina purificada en la presente tésis mostr6

cualidades de solubilidad superiores a las de tiroglobuli- 

nas obtenidas mediante fuentes comerciales. 

Por lo tanto# se puede concluir que se

cumplieron satisfactoriamente los objetivos impuestos

al inicio de ente trabajo. 



En. 

5. APENDICE

A. 1 . Nomograma utilizado para el cálculo de la saturaci6n de las soluciones de sul- 

fato de amonio. ( original de: Dixon, M., Biochemical J. 54, 457 ( 1953). ). 
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El peso de sulfato de amonio s6lido requerido para obtener la saturaci6n

deseada, se obtiene de la siguiente manera:, se traza una linea recta que pase a traves

de la saturaci6n inicial y de la final que se desea, obteniéndose en el eje de la extre

ma derecha el peso requerido para 1 ¡ t. de soluci6n. Una linea que parte de este pun
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to, a traves de¡ volumen real proporciona, en su intersecci6n con el eje vertical de

la extrema izquierda, el peso requerido para tal volumen. La solubilidad de¡ sulfa- 

to de amonio, varra solamente cerca del 3% entre las temperaturas de 00 y 25' C. La

concentraci6n saturante al 100% de una soluci6n, es aproximadamente 4. 05 M, en - 

este intervalo de temperatura. 

A. 2. Determinaci6n cle proternas. Wtodo cle Lowry y cols. ( 17 ) 

Reactivos: 

Soluci6n A: NO2CO3 ( S' gma, USA) al 2% en NaOH 0. 1 N ( Merck) 

Soluci6n B: CuSO4 ( S' gma, USA) al 1% en soluci6n acuosa, mezcla- 

da inínecliatamente antes de usar volumen a volumen, con

soluci6n acuosa de Tartrato doble de sodio y potasio ( Sig

ma) al 2%. 

Soluci6n C: ( Reactivo de trabajo), se mezclan 50 mi de soluci6n A con

1 mi, de soluci6n B inmediatamente antes de usarse. 

Soluci6n D: Soluci6n al I . 0 N cle reactivo de Fol rn- Ciocalteau. ( Merck) 

Soluci6n est6ndar de albórnina sérica bovina al 22% en agua a pH 7. 2

Procedimiento. 

Junto con los problemas se proces6 una curva estándar utilizardo la - 

soluci6n de albómina sérica bovina, en concentraciones variables de 0 a 100 ug/ rni. 
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Se toman muestras de 0. 5 mi de los problemas y de los est6ndares, y - 

se les adicionan 4 mi. de la soluci6n C. Se dejan en reposo por 10 min, adicionando

después 0. 4 mi de la soluci6n D. Se agitan los tubos, y se dejan en reposo por 30 mi~ 

nutos, al cabo de los cuales se determina la absorci6n de cada uno, a 600 nm en un

fot6metro ( Coleman), ajustado a 1009/6 de transmisi6n con un blanco de reactivos. 

A. 3. Electroforesis discontrnuo en gel de poliacrilamida. Ornstein y Davis ( 5 ). 

Materiales: Tubos de vidrio de 70 X 5 mm - 

Reactivos: 

C6mara para electroforesis discontinuo

Fuente de poder de 0- 600 V. ( LKB. Produkter) 

Electrodos. 

Jeringa hipodérmico de 10 mi con aguja del 1 23. 

Tubo de polietileno de 8 cm de largo y 0. 6 mm. de di6

metro. 

Soluci6n de silic6n ( Agepon Agfa) al 1% en sol. acuosa. 

a) Soluciones de¡ gel separador. ( componente,/] 00 MI - 

de sol.) 

Soluci6n 1: HCL 1 . 0 N ..... . .......... 48. 0 mi. 

Tris. * ................. 36. 6 9. ( Sigma) 

TEMED.** ................ 0. 23 mi ( Eastman) 

Tris ( Hidroxilmetii) aminometano

N, N, N', N',- Tetrametilendiamina
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Solución 2: Cyanogum 41 *** .... 20 9. ( Fisher) 

Solución 3: Persulfato de amonio .. 0. 14g. ( Merck) 

Mezclar las soluciones anteriores inmediatamente antes

de polimerizar el gel, en las siguientes proporciones: 

1 parte Sol. 1

2 partes Sol. 2

1 porte de agua bidestilada

4 partes Sol. 3. 

b) Soluciones de¡ gel espaciador. ( Componentes/] 00 mi sol

ac.) 

Solución A: H3 PC) 4 1 M ..... .. 25. 6 mi. 

Tri s ............... 5. 7 9. 

Aforar y ajustar el pl—i a 6. 9

Solución B: Cyanogum 41 ....... 12. 5 g. 

Solución C: Riboflavina ........ 4. 0 mg. ( Eastman) 

Al momento de usarse, mezclar las soluciones anteriores

en las proporciones siguientes: 

1 porte solución A

2 partes de sol. B

1 par -te de solución C. 

Mezcla de 95% Acrilamida y 5% Bisacrilamida. 
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c) Soluci6n amortiguodora para la c6mara de electroforesis. 

Amortiguador de la corrida) - 

Tris ............... 6. 09 - 

Glicina ............ 28. 8 9. ( Merck) 

Aforar a 1 It-, y ajustar el pH a 8. 3 con HCL o NaOH. Para la electroforesis, esta
soluci6n amortiguadora se empleo al 1 0'/'o en soluci6n acuosa . 

d) Soluci6n acuosa al 0. 001 de azul de
bromofenol - ( S»Igma) 

e) Acido acético al 7 % en soluci6n acuosa. (
Baker) 

Colorante negro de amida ( Amido Block 1 OB), al 1 % 

en 6cido acético al 7%. ( Eastman). 

Procedimiento. 

Los tubos de vidrio, perfectamente limpios, desengresados y siliconiza

dos, se tapan por un extremo utilizando papel parafilm, y se colocan en el soporte cui

dando que se mantengan en posici6n vertical. 
En un vaso de precipitodo limpio, se - 

prepara la mezcla de¡ gel separador, utilizando las proporciones anteriormente men- 

cionodas. 

Una vez hecha la mezcla, se toma ésta con la jeringa, y por medio - 

de¡ tubo de polietileno acoplado a la aguja, se adiciona la mezcla a los tubos hasta
una altura de 5 cm. Para evi-tar la formaci6n de menisco en la parte superior M Ir- 

quido en gelaci6n, se coloc6 una capa de agua
bidestilado de aproximadamente 3 mm
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de grosor en la porte sup£ior de la mezcla de¡ gel separador. 
e

Los tubos se dejaron en reposo por 30 minutos, al cabo de los cuales la

polimerizaci6n de¡ gel se habla completado. Se elimina la capa de agua de la parte

superior de¡ gel, y se adiciona el gel espaciador recién preparado de acuerdo a las - 
proporciones mencionadas, hasta una altura de 5 mm. sobre el gel separador, y se adi

ciona otra capa de agua - 

Posteriormente, se colocan los tubos a la luz del sol por 30 minutos; 

efectuada la polimerizaci6n, se elimina la capa de agua y el espacio vacro de los tu

bos se lleno con la soluci6n amortiguadora de corrida, y se colocan en la c6mara de

electroforesis. 

Una vez preparados los geles, se aplicaran las muestras. Empleando co

mo patrones de referencia tiroglobulinas porcina y bovina, ( la semejanza entre las fi- 

roglobulinas de las tres especies permite utilizarlas como patr6n). 

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: aquellas que se en- 

contraban liofilizadas, se reconstituyeron en el amortiguador de trrs- cilicina pH 8- 3, 

y las que se encontraban en soluci6n, se dializaron contra este amortiguador por 24
horas y tres cambios de la soluci6n

amortiguadora. En todos los casos se ajust6 la con

centraci6n de proteinas entre 1- 2 mg/ ml. Para aplicar las muestras a los tubos, se

prepar6 una mezcla de 0. 9 ml. de muestra problema y 0. 1 mI. de soluci6n acuosa de

sacarosa al 50%, adicionando 100 microl ¡tras de estas muestras, una en cada tubo. 
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Para observar el frente m6vil durante la electroforesis, se adicionaron

0. 5 mi. de la soluci6n de azul de bromofenol al 0. 001 %, a la soluci6n amor tiguado- 

ra de la cámara superior. 

Se aplic6 la corriente eléctrica, colocando el polo negativo en la par

te superior de la c6mar, y el polo positivo en la porte inferior. La intesidod de la co

rriente se ajust6 a 2 mA. por tubo manteniéndola por 2 horas. 

Transcurrido el tiempo de la corrida, los geles se sacaron de los tubos, 

colocándolos por 20 minutos en tubos de ensayo conteniendo soluci6n de negro de ami

da en ácido acético al 7% para la tinci6n y fijaci6n de las proternas. 

Después, los geles se pasaron a tubos de plástico horadodos, y éstos

se colocaron en un vaso de precipitado de 3 Its. con agitaci6n mecánica por 24 hs., 

eliminándose el exceso de colorante con ácido acético al 7%. 

Ya eliminado el exceso de colorante, los geles se sacaron de los tubos

de plástico y se colocaron en tubos de ensaye con 6cido acético al 7% para su conser

vaci6n. 

A. 4. Inmunoelectroforesis. 

Material. 

Suero inmune anti -humano poUvalente, ( conejo). 

Suero inmune anti tiroides total humano, ( oveja). 



Procedimiento. 
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Amortiguador de Veronal- Acetat a pH 8. 2 y fuerza i6nica de 0. 04. 

Solución acuosa de azul de bromofenol al 0. 001 %. 

Solución colorante de negro de amida al 0. 1 %. 

Solución salina isot6nica. 

Solución al 10% de timerosal. ( ac.) 

Agarosa al 2% en amortiguador de dietil barbiturato- acetato. 

Papel filtro Matman # 1 . 

Portaobjetos. 

Soporte horizontal para los portaobjetos. ( Immunoframes) 

Micropipeta de 10 u¡. 

Cámara de electroforesis. 

Fuente de poder de 0 a 600 V. 

Electrodos. 

Vasos de precipitado de varios volómenes. 

Jeringas desechables

Horadador de 2. 5 mm. de diámetro. 

Hojas de bisturí. 

Los portaobjetos perfectamente lavados y desengrasados, se colocaron

en los soportes de pl6stico, y sobre ellos se virtió la solución de agarasa al 2% a 40' C, 

a esta solución se le habi àn adicionado 0. 1 m1 de solución de timerosal al 1 0'/o por ca



da 100 mi de solución. Se dejó solidificar el gel, y posteriormente se realizaron - 

cortes circulares de 2. 5 mm. de di6metro a aproximadamente 1. 5 cm. de distancia

de un extremo de los portaobjetos. Asr mismo, se practicaron dos cortes paralelos a

5

3 mm. de distancia uno de otro, . r cama a 3 mm de distancia M corte circular. E

tos cortes se hicieron de 3 cm de longitud aproximadamente. 

Posteriormente, se retiró el gel de agarosa. de los cortes circulares, y

los soportes con las portaobjetos se colocaron en la cámora de electroforesis previa- 

mente saturado con la solución arnortiguodora. 
Después de 15 minutos, se colocaron

10 u¡ de muestra problema, en los pozos de¡ gel, y se colocaron hoja de papel Waht- 
mon humedecidas con amortiguador, haciendo contacto con la solución de la c6mara

y con los extremos de los soportes conteniendo el gel. 

Se conect6 la corriente a la c6maro, colocando el catodo M lado de

los pozos y estableciendo un potencia¡ de 90 V., por dos horas se observó y el movi- 

miento de las muestir-, por el corrimiento de una pequeña fracción de azul de broma - 

fenol ligado a la albómina sérico humana - 

Posteriormente a la corrida electroforética, se retiró el agar conteni- 

do entre los cortes paralelos formando un canal. En este canal se adicionaron los sue

ros inmunes utilizados para observar las propiedades antigénicas de las muestras ano- 

lizodas. 

Adicionados los sueros inmunes, se colocaron las placas en un lugar

54. 
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fresco por 48 horas, se lavaron con solución salina isotónica, y se tifíeron con colo- 

rante negro de amida para observar mejor la precipitación de los complejos inmunes. 

A. 5. Cromatografro en Sephadex G- 200. 

El manejo M Sephadex, se realizó de acuerdo a 1 método descrito por

los fabricantes en el manual " Sephadex -Gel filtration in theory and practice", (
47) - 

de Narmacia Fine Chemicals, y en la referencia 13. 

Material. 

Sephadex G- 200, Superfine. ( Pharmacia Fine Chemicals) 

Cojumna cromatogr6fic--a de 2. 5 X 100 cm . ( Pharmacia Fine Chem.) 

Solución eluente de tris ( hidroxi) metilaminometano 0. 1 M en NoCL

0. 1 M ( Merck) - 

Espectrofotómetro de luz ultravioleta. ( LKB) 

Colector de fracciones aut- 6tico- ( LKB) 

Bomba perist6ítica. ( LKB). 
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