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1. -DfnoDVCCIOll 

1. 1 GllllEJIALIIWJSS 

La gl~ndula tiroides, secreta tiroxina, triyodotironi­

na, y cantidades mucho menores de otras hormonas yodadas; t~ 

das ellas tienen efecto muy intenso sobre el metabolismo ba­

sal, ya que funcionan como termostato metab6lico, y regulan­

el grado de actividad bioquimica en la mayor parte de teji -
dos. La funci6n defectuosa de la tiroides produce dos tipos 

de sintomas: los que guardan relaci6n con los efectos loca -

les de una masa en el cuello, y los efectos generalizados de 
exceso o deficiencia de la hormona. (3,4.) 

El año de 1956 fu~ particularmente importante en el e~ 
tudio de la enfermedad tiroidea autoinmune. En este año 

Roi tt et al detectaron al tos ti tu los de anticuerpo para la -
tiroglobulina en pacientes con tiroiditis de Hashimoto. Rose 

y Witebsky indujeron tiroiditis en conejos inmunizados con -

homogenado de gl§ndula tiroides y encontraron una sustancia­

que m~s tarde denominaron LATS (estimulador tiroideo de lar­
ga duraci6n). ( 2,J,4 ) 

El grupo de pruebas para la detecci6n de anticuerpo a~ 

titiroglobulina y antimicrosomas tienen inter~s para establ~ 

cer el diagn6stico de algunas tiroidopatias de reconocida p~ 

togenia autoinmune, como son la tiroiditis de Hashimoto el -

mixedema primario y la enfermedad de Graves-Basedow. 



Con relaci6n a la frecuencia con que se presentan las 

enfermedades tiroideas, la bibliografía nos dice solamente 

que sí son muy frecuentes, y que se presentan en un 5% de -

la poblaci6n abierta, ya que hasta ahora no se ha hecho nin 

gun estudio encaminado a dilucidar qué porcentaje de la po­
blaci6n padece cualesquiera de las enfermedades tiroideas. 

Solamente se podría hacer un estudio en cada una de las el! 
nicas u hospitales que concentran a sujetos con tales enfe~ 

medades. 

1.2 AllA'l'OllIA DB LA GLAND~ TlllOlDll 

La glándula tiroides es un 6rgano impar situado en la 

regi6n anterior del cuello. Consta de dos 16bulos simétri -

cos adosados a los lados de la tráquea y la laringe, están­

unidos entre sí por una parte de la estructura glandular si 

tuada sobre la tr~quea denominada istmo: tiene forma de ma­

riposa, es dura, lisa y de color rojo pardo. 2,3,4 ) 

Desde el punto de vista microsc6pico la glándula ti -

rooides esta constituida por ves1culas o folículos cerrados 

de tamaño muy variable 115 a 500 nm de diámetro) llenos de­
una sustancia secretoria llamada coloide, y revestidos de -

células epiteliales cuboides que secretan hacia el interior 

de los folículos. El constituyente principal del coloide es 

la tiroglobulina, forma prácticamente todo el coloide foli­

cular (80%) y es, por tanto, el componente fundamental de -
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la masa tiroidea normal. Es adem4s el dep6sito de reserva -

de casi todas las hormonas activas, T4 y T3 y de sus precur 

sores MIT y DIT. ( 2,3,4 ) 

1,3 BIOSINTESIS, S!CRBSION Y LldlACIOlf Da HORMONAS 

TIROIDEAS 

Para la elaboraci6n de las hormonas tiroideas es bá -

sica la captaci6n del yodo de la sangre, una vez elaboradas 

son almacenadas en el coloide en la mol~cula de tiroglobuli 

na y de ahí son vertidas a la sangre segGn sean las necesi­

dades del organismo. ( 2,3,4 

Las células tiroideas sintetizan y secretan al intc -

rior de los folículos una gran molécula de glucoproteína 

llamada TIROGLOBULINA, de peso molecular 660,000 daltons. -

Cada molécula de tiroglobulina contiene 25 aminoácidos de -

tirosina, y estos constituyen el substrato principal que se 

combina con el yodo para formar las hormonas tiroideas. Es­

tas hormonas se forman dentro de la mol~cula de tiroglobuli 

na durante todo el proceso de síntesis de las hormonas ti -

roideas. ( 2,3,4 ) 

El complejo mecanismo de la biosíntesis de las hormo­

nas tiroideas puede ser esquematizado del siguiente modo: 

1.- Captaci6n del yodo plasmático mediante la "bomba" de Y2 
duro de la célula tiroidea. 

2.- Oxidaci6n del yodo por medio de las peroxidasas. 

3.- Yodaci6n de los componentes tirosílicos de la tiroglob~ 
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lina, previamente formada por la c~lula tiroidea, para la -

elaboraci6n de las tirosinas monoyodotirosina (MIT) y diyo­
dotirosina (DIT). 

4.- acoplamiento de la yodotirosina para formar triyodotir2 

nina (T3J y tetrayodotironina o tiroxina (T4J • 
5.- Captaci6n de gotitas de coloide por parte de la célula­

tiroidea por un mecanismo denominado pinocitosis, y tras la 

rotura proteolítica de los enlaces tiroglobulina-horrnonas­
tiroideas liberaci6n de estas Ultimas a la sangre. (Fig.1) 

Diariamente se secretan aproximadamente 80 pg de tir2 
xina que circula en concentraciones de 5-11 pg/dL fuertemerr 
te unida a diversas proteínas. Dichas proteínas que vehicu­

lan la tiroxina, son principalmente 3: una globulina (TBG)­

globulina transportadora de tiroxina¡ una prealbGmina tran~ 

portadora de tiroxina (TBPA) y una albGmina. La T3 circula­
en concentraci6n aproximada a 70-180 ng/dL unida débilmente 

a la TBG. ( 2,3,4 ) 

La tiroglobulina no pasa corno tal a la sangre circularr 

te; primero libera tiroxina y triyodotironina, después estas 

hormonas libres son vertidas a la circulación. Este proceso 

tiene lugar así: la superficie apical de la célula tiroidea­
emite extensiones a modo de seud6podos, que encierran peque­

ñas porciones del coloide formando ves!culas que contienen -

las enzimas digestivas de los lisosomas mezcladas con el co­

loide. Las proteinasas que hay entre estas enzimas digieren 

las moléculas de tiroglobulina y liberan tiroxina y triyo,do-
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Fig. No. l. Esquema de la biosíntesis de las hormonas 
tiroideas. 
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tironina, después estas se difunden a través de la base de 

la célula tiroidea, atraviesan la membrana basal y, final -

mente pasan a los capilares que la rodean. En esta forma 

las hormonas tiroideas son liberadas hacia la sangre. 

aproximadamente las dos terceras o las tres cuartas -

partes de la tirosina yodada que hay en la tiroglobulina 

nunca se transforma en hormona tiroidea sino que persiste -

como monoyodotirosina o diyodotirosina. Durante la diges 

ti6n de la tiroglobulina para liberar tiroxina y triyodoti­

ronina, estas tirosinas yodadas también son liberadas por -

las células tiroideas. Sin embargo, no pasan a la sangre. -

Lo que ocurre es que se separa de ellas el yodo por acci6n 

de una enzima yodasa, que deja el yodo disponible para vol­
ver a penetrar en el ciclo de la formaci6n de tiroglobulina 
y de la hormona tiroidea. ( 2,3,4 J 

1,4 MICROSOHAS TIROIDB081 DESCRIPCION 

Los microsomas provienen de la fragmentaci6n del ret! 
culo endoplásmico rugoso obtenidos a grandes velocidades de 

centrifugaci6n de homogenizados tiroideos; se aislan del ll 
guido sobrenadante. Son vestculas redondas de aproximadamen 

te 0.3 a 1.5 )l de diámetro, limitados por una membrana so -

bre la que se encuentran adheridos gránulos de 150 Aº de 

diámetro. Algunas de las actividades de la fracción micros2 
mica son: 
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a.- Síntesis de proteínas 

b.- Oxidaci6n del yoduro en la glándula tiroides (tiene ac-

tividad de peroxidasa) 
c.- Síntesis de glicéridos 

d.- Síntesis de ácidos grasos y 

e.- Biosíntesis de esteroides, entre otras. ( 5,6.7,8) 

1.4.1. BIOQUIHICA DE HICROSOllAS TIROIDEOS 

Existen evidencias de que el autoant!geno microsomal 

tiroideo está expresado a la vez en el citoplasma y sobre la 

superficie de células folículares tiroideas. La caracteriz~ 

ci6n bioquímica preliminar de los microsomas sugiere que es 

una glicoproteína con un peso molecular de alrededor de 100 

a 110 kD. Estudios recientes empleando anticuerpos monoclo­
nales proporcionaron la evidencia de que la estructura rec2 

nacida como antígeno'microsomal está representada por la p~ 

roxidasa tiroidea (TPO). La identidad entre la TPO y los mi 

crosomas está más apoyada por la prueba de inmunofluoresce~ 

cia demostrando un completo traslape de los antígenos en la 
superficie y en el citoplasma de las células tiroideas y 

por la observaci6n de que la funci6n de los microsomas y la 
TPO está modulada similarmente por la TSH. (10,12,14) 

1.5 TIROIDOPATIAS ( 2,3,4 ) 

I.-BOCIO SIMPLE 

Concepto: Es toda tumoraci6n o hiperplasia de laglá:!!_ 

dula tiroidea que se traduce en una abultamiento de la regi,6n 
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anterior del cuello, producidos por un aumento de la secre­

si6n de TSH, por un defecto de secresi6n de hormonas. 

Factores etiol6gicos 

l.a Yodo 
-Déficit o exceso de aporte 

-Incremento de aclaramiento renal 

l.b.Boci6genos 
-Por alteraci6n de la captaci6n tiroidea del yodo 

-aniones monovalentes (tiocianato, perclorato, nitrato, li-

tio. 
-Tiogluc6sidos 

-Gluc6sidos cianogénicos 
l.c. Por producci6n de un déficit en la organificaci6n in -

tratiroidea del yodo 

-Tiouracilo 
l.d. Por interferencia en la liberaci6n de hormonas tiroi­

deas 
-vinplastina, colchicina 

1.e. Por aumento en la excresi6n fecal de tiroxina 

l.f. Defectos congénitos de la biosíntesis hormonal tiroi -

dea 

-Defecto en la captaci6n 

-Alteraciones en la oxidaci6n 

-Déficit de acoplamiento de las yodotirosinas 

-Defecto de las deshalogenasas 
-Déficit en la síntesis y secresi6n de la tiroglobulina. 
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II.-HIPOTIROIDISMO 

Concepto: Situación clínica caracterizada por un défl 

cit de secresión de hormonas tiroideas, ya sea por altera -

ción órganica o funcional o por déficit de estimulación de 

la TSH. 
Causas de hipotiroidismo 

l.- Hipotiroidismo primario(Déficit estructural y funcional 
del tiroides 

-Hipotiroidismo idiop§tico(tiroiditis autoinmune atrófica)° 

-Tiroidectomía 

-TerapeGtica con 131 1 

-Radiaciones externas en la región cervical 
_Defectos en el desarrollo de la gl§ndula tiroides 

-Diversas alteraciones en la biosíntesis de las hormonas tl 

roideas (defectos congénitos, déficit yódico, bociogénesis. 

2.-Hipotiroidismo secundario (Déficit de TSH) 

3.-Hipotiroidismo terciario (Déficit de TRH) 

4.-Resistencia periférica a las hormonas tiroideas 

III.- HIPERTIROIDISMO 

Concepto : Es un transtorno funcional del tiroides e~ 

racterizado por la secresi6n y consiguiente paso a la san -

gre de cantidades excesivas de hormonas tiroideas, en rela­

ción con las necesidades del organismo. 

Clasificación 

1.-Enfermedad de Graves-Basedow 

2.-Bocios Nodulares Tóxicos 
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l.- Excesiva secresi6n de TSH 
-con tumor hipofisiario 
-Sin tumor hipofisiario 
4.-Tirotoxicosis inducida por yodo (Jod-Basedow) 
5.-Carcinoma Folicular de tiroides 
6.-Tiroiditis 
-Subaguda de De Quervain 
-De Hashimoto 
7.-Displasia Fibrosa poliost6tica (Síndrome de McCune Al 
brigth) 
8.-Mola hidatiforme y coriocarcinoma 
9.-Estruma ovárico 
10.-Tirotoxicosis facticia 

tV.-TIROIDlTIS 
Concepto: Las tiroiditis constituyen un amplio grupo 

de procesos caracterizados por lesiones inflamatorias en el 
seno de la glándula tiroidea. Este grupo de enfermedades es 
sumamente heterogéneo en cuanto a su etiología y a sus ca -
racterísticas clínico evolutivas. 

Clasif icaci6n 
1.-Tiroiditis agudas o supuradas 
2.-Tiroiditis subaguda o de De Quervain 
3.-Tiroiditis Cr6nicas 
-Tiroiditis linfocitaria focal 
-Tiroiditis autoinmune atr6fica 
Enfermedad de Hashimoto o tiroiditis cr6nica autoinmune 
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-Tiroiditis de Riedel 

-Tiroiditis cr6nicas específicas 

V.-CANCER DE TIROIDES 

Clasificaci6n 
1.-Carcinoma papilar 

2.-Carcinoma folicular 

3.-Carcinoma anapl&sico 

4.-Carcinoma medular 

5.-Linfoma maligno 

1.6. PRINCIPALES PRUEBAS DIAGNOSTICAS ( 2,3,4 ) 

I.-Pruebas Funcionales 

A.-Determinaci6n de las concentraciones plasm&ticas de hor­

monas tiroideas, otros compuestos yodados y proteínas tran~ 

portadoras. 

-Métodos de determinaci6n de los niveles de hormonas tiroi­
deas a trav~s de la yodometr!a (yodo total, PBI, BEI, Yodo­

tirox!nico) 

-Determinaci6n de los niveles totales de tiroxina CT4) 

-Determinaci6n plasm!tica de triyodotironina (T3) 

-Pruebas de captaci6n in vitro de T4 y T3 
-Determinaci6n de la concentraci6n s~rica de TBG y TBPA 

-T4y T3 libres por m~todos de diálisis 

-Indices de T4y T3 
-Determinaci6n plsmática de reverse T3 (rT3) 

-Determinaci6n de niveles s~ricos de tiroglobulina 
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B.- Pruebas de metabolismo tiroideo in vivo utilizando is~ 
topos radiactivos 

-Captación tiroidea de radioyodo 

-Prueba de descarga de 1311 con perclorato o tiocianato 

C.- Medida de los efectos perif~ricos producidos por las -
hormonas tiroideas 

-Reflexograma aquileo 

-Medición de los intervalos OKs y QKd 

D.-Exploración de la regulación hipot§lamohipofisotiroidea 
-Determinación de TSH plasm§tica 

-Prueba de estimulación con TRH de la secresión hipof isaria 

de TSH 

-Prueba de estimulación tiroidea con TSH 

-Prueba de supresión tiroidea con triyodotironina 

II.-Pruebas de los transtornos inmunológicos 

A.-Anticuerpos antitiroideos 

B.-Inmunoglobulinas estimulantes del tiroides 

III.-Diagnóstico morfológico 

A.-Gammagrafía tiroidea 

B.-Radiología simple 

C.-Ecografía 

D.-Punción Biopsia y Punción Aspiración 



l,·7.-DU.GNOSTICO Dll LAS BllnllllBDADU TIROIDEAS 

Enfermedad Pruebas funcionales Pruebas inmunol6gicas 

Bocio 

Hipotiroi 
dismo 

Enfermedad 
Graves-tla 
sedow -

T4 ,¡ T3lf y TSH 1' 
Prueba de descarga 

del 1311 con percl~ 
rato, identifica un 

defecto en la oxid~ 

ci6n del yodo 

T 4 J. T y y TSH J. 
si la TSH es normal 

o baja entonces se -

hace una exploraci6n 

hipot~lamohipofisiaria 

Prueba de estimulaci6n 

de TSH con TRH 

o indice de tiroxina -

libre 
T 4 ,1'T1 , 'f' 
lñdic~ de tiroxina li­
bre 
Estimulaci6n de TRH de 

la secresi6n adenohip2 

fisiaria de TSH, si 

hay hipertiroidismo la 

curva es plana 

anticuerpos anti 
tiroideos 

anticuerpos anti 
tiroideos 

Morfologta 

Exploraciones radiol~ 

gicas,cervicales o -

cervicotor!cicas 

Gammagrafta 

ExploraciOn radiolO­

g ica de la silla tu~ 

ca 

Ultrasonografía y -

tomografta computa­

rizada 

1 ... 
"' 1 



Enfermedad Pruebas funcionales 

Adenoma T4 y T3 normales 

Tóxico Prueba de supresión 

(Estadio 1) con T3 , supresi6n 

del tejido tiroideo 
excepto el nódulo 

Estadio 2 T4 y T3 normales 

Estadio 3 

Estadio 4 

T4 y T3 normales 

Prueba de estim~ 
laci6n con TSH,­

recuperaci6n de 

la actividad fu~ 

cional de la zo­

na inhibida. 

T4 y T3 algo el~ 

vadas 

Prueba de estim~ 
lación con TSH,i­

gual a estadio 3. 

Pruebas inmunol6gicas Morfología 

gammagrafía nor -
mal, n6dulo isof_!. 

fijante 

gammagrafía Nód!,! 

lo caliente.Dis­

creta captación 

del resto del p~ 

parénquima 

gammagraf ía n6d!,! 
lo caliente.Anu­

lación funcional 

del resto del p~ 
rénquima 

gammagrafía igual 

que en el estadio 

3. 

1 .... .. 
1 



Enfermedad 

Bocio Multin2 
dular T6xico 

Enfermedad de 
Hashimoto 
Patogenia au-
toinmunel 
Variantes 
-oxtfilica 

-Fibrosa 

Pruebas funcionales 

T4y T3 elevadas 
Prueba de estimula -
ci6n con TRH 
Diagn6stico f!cil 
si la clínica de hi­
pertiroidismo es ev.!_ 
dente 

T 4 ,J, T 3 y~TSH es obl.!_ 
gada, si hay hipot.!. 
roidismo es dato 

fundamental para la 

terapeútica 

Pruebas inmunol6gicas 

Determinaci6n s~ri­
ca de anticuerpos -
anti tiroideos 
-antitiroglobulina 
-antimicrosoma 
anticuerpos antit.!. 
roglobulina bajos, 
6 negativos. anti­
microsomas positivos 
antitiroglobulina 
elevados,antimicro­
somas moderados o 
altos. 

Morfolog!a 

gammagraf!a, -
comprueba la -
existencia de -
heterogeneidad 
en la captaci6n 
del is6topo con 
presencia de n6 

dulos calientes 
Estudio histol~ 
gico mediante -
punci6n-biopsia 
6 puci6n-aspir.!!_ 
ci6n,para estu­
dio citoHSgico. 
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1.8. AUTOANTICUZRPOI TIROIDEOS ( 2,3,4,7,10,12,14) 

Recientes trabajos de investigación han demostrado 

por lo menos cuatro tipos diferentes de autoanticuerpos ci~ 

culantes en enfermos tiroideos, y son: 

!.-Anticuerpo Antitiroglobulina (Anticuerpo anti-Tg-h) 

Demostrable por los métodos de difusión-precipitación 

en gel de agar; aglutinaci6n con eritrocitos tratados con -

§cido t§nico y anticuerpos fluorescentes en cortes de teji­

do tiroideo 

2.-Anticuerpo antimi~rosómico (Anticuerpo anti-M) 

Demostrable por el método de fijación del complemento 

por el método de anticuerpo fluorescente en tejido no fija­

do o por su efecto citotóxico en las células tiroideas en -

cultivo histíco, por radioinmunoensayo (RIA), y últimamente 

por un inmunoensayo en fase sólida (ELISA) 

3.-un anticuerpo que esta dirigido contra un antígeno del -

coloide, distinto de la tiroglobulina y demostrable median­

te el método de anticuerpos fluorescentes en tejido fijado. 

4.-Un anticuerpo que reacciona con un componente nuclear de 

las células tiroideas demostrable por el método de anticue~ 

pos fluorescentes en cortes no fijados de tejidos tiroideos. 

Estos autoanticuerpos son globulinas gamma y, a ex 
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cepci6n del anticuerpo antinuclear, son 6rqano especificos. 

Pero s6lo los anticuerpos antitiroqlobulina y antimicros6mi 

coa han sido utilizados como medios de diaqn6stico, debido 

al hecho de que las pruebas para su comprobaci6n en el sue­

ro son m~s f4ciles. 

1. 9. TBCllICAS ImalmOLOGICAS PAJIA Alll'lcvsaPOS AllTITillOIDllOS 

(2,3,4,8,27,31) 

A.- Precipitaci6n en aqar 

Esta prueba es positiva en el 90% de los pacientes 

con la variante fibrosa de Enfermedad de Hashimoto, pero en 

únicamente el 4% de las variedades de tiroiditis bociosa. -

Las pruebas positivas de precipitaci6n también son obteni -
das en un 12% de casos de mixedema primario, en 1.5% de en­

fermedad de Graves. Los anticuerpos antitiroqlobulina son -

Producidos en tres formas de Iq, IqA, IgG e IqM y pueden d~ 

tectarse a ni9eles de alrededor de alrededor de 19 mq/rnL. 

B.-Hemaqlutinaci6n 

Esta prueba es 1000 veces m4s sensible que la precipi 

taci6n en gel, y que la prueba de aqlutinaci6n en 14tex; 

los pacientes con Enfermedad de Hashimoto con anticuerpos -

positivos dan titulos de 650 a varios millones. La prueba -

en combinaci6n con irununofluoresceQcia podria detectar pr4~ 

ticamente todos los bocios de Hashimoto, es decir un 100%,-

90% en el mixedema, 63% en tirotoxicosis, 33% en bocio no -

t6xico y 32% en c4ncer tiroideo . 



-18-

C.-Radioinmunoensayo 

Este es un radioensayo de uni6n competitiva en fase -
s6lida, que fué desarrollado por Mari y Kriss (1971), con -

este método se pueden detectar 100 ng de anticuerpo IgG: 1 

unidad. Por este método un 20\ de los pacientes con mixede­
ma presentaron m!s de 20 unidades de anticuerpo, y el 100\ 

de pacientes con tiroiditis presentaron resultados positi -

vos en niveles mayores de 10000 unidades. Este método es a! 

tamente sensible para la detecci6n de anticuerpos antitiro! 
deos, pero tiene la desventaja de emplear is6topos que por 

ser peligrosos requieren de cuidados, equipo,permiso y a 

diestramiento especiales, tienen vida media corta y un alto 

costo. 

o.- Ensayo inmunoenzim!tico en fase s6lida ELISA (Enzyrne­

Linked-Immunosorbent assay). Un método recientemente desa -

rrollado, que es altamente sensible comparable al método de 

RIA, es espec!fico pero resulta de alto costo porque los 
reactivos son de importaci6n. 

E.-Irununofloorescencia 

Es el procedim<tento general comunmente usado para la­

detecci6n de la mayorra de estos anticuerpos. Aunque es seil 

sitivo y espec!fico, proporciona únicamente datos semicuan­

titativos, implica estimaciones subjetivas de los resulta -
dos y requiere equipo especializado. 
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1.10. PUllDAMBllTO DJI LA 'OCllICA DB llBMAGLUTINACIOH PASIVA 
(l,2,J,4,26) 

Esta prueba se basa fundamentalmente en que cuando se 

añade un suero inmune a una suspensi6n de part1culas antig! 

nicas, estas filtimas forman acúmulos m!s o menos r!pidamen­

te, quedando asociados en ret1culos por los anticuerpos di­

valentes al combinarse cada extremidad de la mol~cula con -

un sitio antig~nico distinto portado por dos part1culas an­

tigénicas .distintas; en las reacciones fuertes no se encuei! 

tran pr~cticamente part1culas libres en la preparaci6n. La 

reacci6n de hemaglutinaci6n pasiva no es m~s que un caso e~ 
pecial de la reacci6n de precipitaci6n; difiere de ella por 

el hecho de que en la hemaglutinaci6n el ant1geno no es so­

luble sino que constituye una parte de la superficie de un 

elemento figurado, c~lula o part!cula inerte. 

La reacci6n de precipitaci6n, que exige cantidades -

importantes de ant1geno y de anticuerpo, puede ser conside­

rablemente sensibilizada fijando el ant1geno a la superfi­

cie de part1culas. Se transforma as1 la reacci6n de precip! 

taci6n en reacci6n de aglutinaci6n, lo que permite descu 

brir cantidades de anticuerpo mucho menores. La dificultad 

de esta reacci6n reside en la preparaci6n de una suspensi6n 

estable de part1culas susceptibles de fijar s6lidamente el 
ant1geno utilizado. Según la naturaleza del ant1geno se ut! 

lizan part!culas diferentes. 

En el caso de los ant1genos proteicos se utilizan he,-



-20-

matíes tratados previamente por un agente químico suscepti­

ble de asegurar una uni6n s6lida entre las proteínas globu­
lares y los ant!genos proteicos a fijar; tales agentes quí­

micos son ácido tánico, bencidina bis-diazotada, cloruro de 
cromo, glutaraldehído, etc. 

Uno de los primeros métodos propuestos para tratar a 
los eritrocitos fu~ con ~cido tánico, el cual hace que la -

membrana celular se modifique de tal modo que ahora sea ca­

paz de absorber proteínas. El m~todo ha ganado gran popula­
ridad y sus Gnicas limitaciones son la disponibilidad de 

buenos antígenos solubles y las circunstancias de que sólo 
puedan reportarse títulos y no cantidades exactas de anti -

cuerpos. 

Ya se trate de hematíes frescos o formolados, es con­

veniente para disponer de una suspensión globular que d~ 

reacciones específicas y sensibles, precisar para cada antf 

geno su concentración sensibilizante óptima. 

La mayor parte de las proteínas antigénicas pueden -

ser fijadas igualmente sobre partículas de látex o poliest! 

reno; la fijaci6n, en este caso, es espontSnea. 

Para poner en evidencia un anticuerpo, las reaccio -

nes de hemaglutinaci6n pasiva son de las reacciones inmuno­

lógicas más sensibles. Esta alta sensibilidad debe conducir 

a un control de especificidad muy riguroso, tanto más cuan-
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to es indispensable la adici6n de prote!nas (albGmina,le 
che) a la suspensi6n globular para conferirle estabilidad,­
lo cual prueba que esta reacci6n es muy influenciada por 
factores no específicos. Por ello es imperioso no utilizar 
m!s que suspensiones globulares perfectamente estables; por 
otra parte, es difícil extraer conclusiones válidas de la -
titulaci6n de sueros si se utilizan para cada suero lotes -
de preparaciones globulares diferentes. 

La reacci6n de hemaglutinaci6n ofrece una serie de 
ventajas sobre otros métodos para la determinaci6n de anti­
cuerpos: es muy sensible (hasta de 0.02 ~g de anticuerpo/rol) 
no requiere de gran habilidad técnica y es de realizaci6n -
rápida. Por tal motivo se ha buscado la forma de utilizar a 
los eritrocitos como soporte para antígenos solubles y as!­
convertir a la prueba· de hemaglutinaci6n como indicadora de 

la reacci6n antígeno-anticuerpo. 
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2.-FUNDAMENTACION D! LA ILICCION DEL TEMA 

Es de suma importancia que los laboratorios de análi­

sis clínicos produzcan resultados confiables, esto es preci 
sos, exactos, específicos y oportunos. El que un resultado 

analítico sea reproducible en cualquier laboratorio, es la 

meta que algunos países han alcanzado y que en México ha t~ 

nido resultados positivos, ya que en los laboratorios clíni 

ces se han visto obligados a revisar críticamente qu~ hacen 

cuanto hacen, qué pueden y qué deben suprimir¡ un segundo -

resultado positivo es que al ser difícil la situación y no 

permitir la compra de productos importados, se ha estimula­

do la elaboración de un nGmero cada vez mayor de reactivos, 

instrumentos y equipo de laboratorio. 

Por la cercanía con el mayor y más poderoso fabrican­

te nos fué siempre fácil, barato y rápido importarlo todo. 

Hoy en la austeridad, estamos tratando de substituir impor­

taciones. Falta decidir con juicio qué es lo que se puede -

y qué es lo que no se debe importar para no detenerse y me­

nos retroceder en la investigaci6n biomédica, en los servi­

cios de atención a la salud, y por supuesto en la bGsqueda 

de la autosuficiencia tecnológica. Es por lo anterior que -

se ha considerado la posibilidad de estandarizar una técni­

ca que sea específica, sensible y, reproducible para la de­

tección de anticuerpos antitiroglobulina humana y anticuer­

pos antímicrosomas de tiroides en suero, que sea capaz de -

poder sustituir a los kidts comerciales de importación. La 
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técnica de hemaglutinaci6n pasiva es un método barato, útil 

rápido y todos los reactivos podemos obtenerlos en el pats. 

Además de que esta técnica resulta bastante ventajosa con -

relaci6n a otras técnicas como son la técnica de Radioinmu­

noanálisis, que requiere de is6topos radiactivos diftciles 

de conseguir y de manejar o con relaci6n a la técnica de d2 

ble difusi6n; ya que en el suero de tiroid6patas autoinrnu -

nes, existe una concentración de autoanticuerpos bastante -

fácil de detectar por hernaglutinaci6n pasiva. 
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3.0 OllJBl'IVO 

Diseñar una técnica de hemaglutinaci6n pasiva, que 

sea espectfica, sensible y, reproducible para la detecci6n 

de anticuerpos antitiroglobulina humana y anticuerpos anti­
rnicrosomas de tiroides en suero humano. 
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3.1 OBJETIVOS BSPBCIFICOS 

1.- Estandarizar la t~cnica de hemaglutinación pasiva para 

detectar la presencia de anticuerpos antitiroglobulina 

(Anti-Tg-h) y anticuerpos antimicrosomas (Anti-M-h). 

2.- Determinar anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos 

antimicrosomas en sueros problema por m&todo estandar~­

zado. 

3.- Obtener a partir de tiroides fresca los antígenos tiro­

globulina ( Tg) y microsomas ( M ). 

4.- Purificar el antígeno tiroglobulina por cromatografía 

por exclusión de peso molecular en Sephadex G-200, y en 

Sepharosa 48. 

s.- Identificar o caracterizar los antígenos Tg y M ya ob­

tenidos. 
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4.0 B I P O T B S I S 

Si llevamos a cabo ensayos con la t~cnica de hemaglu­

tinaci6n pasiva ya estandarizada¡ probando sueros problema 

y sueros normales, entonces dicha t~cnica ser~ capaz de 

marcar la diferencia entre sueros positivos y negativos pa­

ra anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicroso­
mas de tiroides. 



11 A T • R I A L y 
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5.0 K A T B R l A L 

5. l KA'l'BRIAL llIOLOGICO 

-Tiroides humana fresca (Hospital Regional 20 de Nov.)ISSSTE 

-Eritrocitos de carnero en heparina (INER s.s.) 
-Suero de conejo anti-Tg-h y anti-M-h (INER S.S.) 

-Suero antiprote1nas totales (INER S.S.) 
-Ant1genos: Tiroglobulina y Microsomas tiroideos (obtenidos) 

-Suero control positivo conteniendo anticuerpos antitirogl2 

bulina y anticuerpvs antimicrosomas humanos (INER s.s.) 
-Sueros problema (mujeres con posible tiroiditis post-?arto 
(Hospital Regional 20 de Nov.) ISSSTE 

-Sueros Normales(Sueros de pacientes cuyas enfermedades no 

interfieren con la patología de la gl§ndula tiroides) 
(Hospital Regional 20 de Nov. ISSSTE 

5.2 REACTIVOI 

-Soluci6n amortiguadora de fosfatos (PBS); pH=7.2-7.3 

-Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals) 

-Sepharosa 48 (Pharmacia Fine Chemicals) 

-Agar noble 0.5% P/V (SIGMA) 

-Soluci6n salina f isiol6gica 

-Soluci6n de eritrocitos al 0.5% V/V 

-Soluci6n de PBS-Albúmina 1:1000 

-Cloruro de Cromo 0.1% P/V (J T Baker) 
-Acido TSnico 1:20 000 en PBS (Laboratorios LATS S.A.) 
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-Cloruro de sodio (MERCK) 

-Cloruro de potasio (MERCK) 

-Acrilamida (MERCK) 

-Bis-Acrilamida (MERCK) 
-Dodecil Sulfato de Sodio (MERCK) 

-Fosfato Dib!sico de Sodio (J T Baker) 

-TRIS (MERCK) 

-Glicina 
-2-Mercaptoetanol 

-Persulfato de amonio 

5,3 EQUIPO 

-Congelador a -70ªC (REVCO ULTRA LOW TEMPERATUR FREEZER) 

-Columnas de vidrio de 60 X 2 cm y de 100 X 2 cm 

-Colector de fracciones (7000 ULTRORAC FRACTION COLLECTOR) 

-Bomba de vacío (manufactura casera) 

-Espectrofot6metro(BECKMAN MODEL 25 Y SPECTRONIC 20) 

-Microscopio Electr6nico de Transmisi6n (JEOL 2000 E-X) 
-Centrífuga refrigerada {BECKMAN MODELO TJ-6RS) 

-Refrigerador (FRILATIC MOD.RF 400,SERIE 8607-530) 

-Congelador (AMERICAN MOD.RC 270) 

-V6rtex {TYPE 1000 STIRPLATE) 

-Balan?.a analítica (SARTORIUS) 

-Estufa (INCUBARIL) 

-Centrífuga (MOD. J21C HASTA 25 000 R.P.M.) 

-pH metro (41 pH METER BECKMAN) 

-Equipo para electroforesis 
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-Homogenizador ( Polytron BRINKMANN INSTRUMENTS ) 

-Equipo de Ultrafiltraci6n 

a.-Tanque de Nitr6geno l!quido (ALEAR AGA 85-1872) 
b.-Portamembranas y membranas XM50 (AMICON 8050) 

-Portaobjetos 

-Cámara hGmeda para Ouchterlouny 
-Placas en fondo en V para hemaglutinaci6n 

-Ultacentifuga refrigerada BECKMAN Modelo L8-55 R 

-Equipo para electroforesis 

a.- Cámara (Ephortec Mini Vertical Slab) 

b.- Fuente de poder (Hoffman-Pinther Bosworth S.A.) 
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&.O ME ~ O D OS 

OBTENCION DE TIROGLOBULINA Y MICROSOMAS 

TEJIDO TIROIDEO 

Homogeni~do en PBS ,pH=7.J 

Filtrado ín gasa 

iltrado 

Cromatogr fiado en Sephadex 

G-200 ,eluído 

Concentraci6n 

con PBS pH=7. 3 

del primer pi 

co por ultrafiltraci6n 

(Amicon XISO) 
encentrado 

'Recromato rafiado en Sepha­

rosa 48 eluyendo en PBS pH= 
7.3 

Concentrado del pico que 

contiene a la tiroglobulina 

por ultrariltraci6n,Amicon 
XMSO 

PRUEBAS Df PUREZA 

TIROGLOautINA PURA 

1 

Homogenizado en K~l 0.15 M 

. 1 
Centrifugado a 15

1
000 r.p.m. 

por 30' a 4ºC. 

El sobrenadante fuG centrif~ 

gado a 4ºC, 90' also ooo r.p. 
m. 
El botón fué resuspendido en 

PBS pH=7.3 y centrifugado a 

50 000 r.p.m. 90' !ª 4ºC des-

veces f. 
Suspendiendo el bot6n en sa­

carosa O. 25 M 

MICROSCOPIA 

MICROSOMAS 
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PROCESAMIENTO DE TIROIDES 

Para poder extraer la mol~cula de tiroglobulina y mi­
crosomas localizados en el interior del tejido tiroideo, es 

necesario homogenizar la glSndula par retirar los fragmen -

tos de tejido y centrifugar el sobrenadante, para separar -
los componentes solubles de los restos celulares. 

6.1 OaTSNClQI DI 'ZIOG%.OIULlllA 

Se cort6 el tejido tiroideo, eliminando toda la grasa 

y membranas que lo protegen; y se homogeniz6 usando para 
ello PBS pH=7.3, obteniendo una suspensi6n que se filtr6 a 

trav~s de una gasa para separar fragmentos de tejido; y el 

filtrado se centrifu96 a 7 500 r.p.m. con el objeto de eli­

minar restos celulares. El sobrenadante, que conten!a la t! 

roglobulina, continuo en el proceso, para su purificaci6n. 

El uso de geles porosos (como dextrSn, agarosa o mez­

clas de agarosa y acrilamida) permite la separaci6n de pro­

te!nas en base a su dimensi6n molecular. Estos geles funci~ 

nan como tamices moleculares de part!culas esferoidales con 

diferente trama. Cuando una soluci6n prote!ca acuosa atra -

viesa el gel filtrante, las mol~culas de diSmetro inferior 

al de la trama penetran las part!culas del gel mientras que 

las que se encuentran sobre el l!mite de exclusi6n no lo hj! 
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cen, por lo que ~stas son las primeras que se obtienen al -

eluir. 

El Sephadex es un pol!mero de dextr!n, que se prepara 

por el entrecruzamiento de dextrán alcalino con epiclorhi -

drina, hidratándose para su uso con PBS o agua. Es el mate­
rial m!s ampliamente empleado para filtraci6n en gel. 

La Sepharosa consiste en pequeñas esferas de agarosa, 

un polisac!rido lineal de O-galactosa y 3,6-anhidro-l-galas 

tosa. A diferencia del Sephadex y debido al tamaño de su PQ 

ro, ésta puede usarse para separar moléculas muy grandes. 

PROCEDIMIENTO 

Se pesaron 3 g de Sephadex 3-200 y se hidrataron con 

agua destilada o PBs·incubándose toda la noche a 37°C. Lue­
go se procedi6 a desgasif icar tanto el Sephadex hidratado -

como el PBS, adicionándose después el Sephadex a la columna 

cuidando que no se formaran burbGjas, para lo cual se le d~ 

j6 caer cuidadosamente por las paredes de la columna. En s~ 

guida se equilibr6 con PBS pH=7.3 desgasificado. 

En el siguiente paso, se colocaron aproximadamente 

ml del extracto de tiroides en la columna y se eluyeron con 

PBS, colectando fracciones de 4 ml. A estas fracciones se -

les determinaron prote!nas leyendo a 280 nm y se traz6 una 

curva de absorbancia contra número de fracci6n. 
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Las fracciones que contentan tiroglobulina se concen­

traron por ultrafiltraci6n (empleando membranas de Amicon -

XMSO), hasta una cuarta parte de su volumen. 

En el Gltimo paso, se preparó una columna de Sepharo­
sa 4B en la misma forma que la anterior y se recromatogra -

fi6 el concentrado, eluyendo con PBS pH=7.3. Finalmente se 
concentr6 la fracci6n que contenta la tiroglobulina emplea~ 

do una membrana de Amicon XM SO. 

6.3 ULTRAPILTRACIOR 

Para separar mezclas de prote!nas existen varios m~t2 

dos, que se fundamentan en los tamaños de las part!culas. -

Entre éstos, podemos citar: la cromatografía de exclusión -

de peso molecular, la electroforesis en gel de poliacrilaml 

da, la ultracentrifugación, la ultrafiltración, etc, 

La ultrafiltración emplea membranas de poro definido, 
las que retienen moléculas m!s pequeñas, para lo que se 

aplica una presión positiva utilizando nitrógeno gaseoso. 

PROCEDIMIENTO 

Se ensambla el portamembranas de acuerdo a las especl 

ficaciones del sistema ( Arnicon Corporation), colocando la 

membrana previamente lavada con agua destilada. Sobre la -

membrana se colocó la muestra (fracciones eluidas de la co­
lumna, que contienen tiroglobulina) y se aplicó una presión 

de aproximadamente 3.7 atm., con nitr6geno gaseoso. 
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l.• PllUDAS lllltUBOLOQ!CAI PARA DB'l'&lllUllAR PRllSllHCIA Da TI~ 

COLOBUL1MA 

6.4.l PRECIPITACION &11 QIL 

Una de las manifestaciones de la reacci6n ant!geno-an 

ticuerpo es la precipitaci6n. La formaci6n del inmunopreci­

pitado depende de la relaci6n antígeno-anticuerpo, ·en el m~ 
dio donde los reactantes se combinan. Estos medios pueden ~ 

ser l!quidos o semis6lidos. El agente gelificante usado más 
frecuentemente es el agar. 

En la doble inmunodifusi6n, se permite al antígeno y 

al anticuerpo migrar uno hacia el otro en un gel, donde se 

formará una l!nea de precipitaci6n cuando los reactantes se 

encuentren en equivalencia; su posici6n relativa estará de-· 

terminada por la conoentraci6n del ant!geno y del anticuer­

po en el agar. Aparecerán varias líneas de precipitaci6n si 

el antígeno y el anticuerpo contienen varias especies mole­
culares • 

Esta t~cnica tiene la ventaja de que pueden comparar­

se varios ant!genos o antisueros alrededor de un pozo de an 

t!geno o de anticuerpo. 

PROCEDIMIENTO 

Se prepararon placas de 2 mm de espesor con agar al -

2% en soluci6n salina fisiol6gica. Se perforaron de acuerdo 

al siguiente esquema y se depositaron en cada pozo SO µl d~ 
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la muestra correspondiente. 

G 
Tg.-Tiroglobulina 

1 a 6 .- Diluciones del antisuero 
Anti-Tg-h 

Se coloc6 la placa en cámara húmeda durante 24 horas­

para permitir la difusi6n de las muestras. La lectura de la 
prueba se realiz6 observando las bandas de precipitaci6n 
que aparecieron. 

6.4.2 I...ol'RBCIPITACIOll 11111 CAPILAR 

La presencia de ant!geno o anticuerpo en una muestra­

puede manifestarse si se ponen en contacto ambos componen -

tes en fase ltquida, ya que se observará una reacci6n de 

precipitaci6n al llevarse a cabo la uni6n anttgeno-anticueE 
po. 

PROCEDIMIENTO 

En un tubo capilar se coloc6 anttgeno en soluci6n ha~ 
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ta un tercio de su volumen, y loe dos tercios restantes se 

completaron con el suero del conejo inmunizado. Se mezcla -

ron por inversi6n y el capilar se dejo en reposo en posi 
ci6n vertical, a temperatura ambiente; la lectura se reali­

z6 al aparecer precipitado. 

6.5 nacnDIPOUSI• m GllL DS l'OLD.Cltll.AllID& a PllBSDCIA 1111 

DCm:IL 9llllHO m IGD10 • m lllllm D:liiCGWUUO .._ ........ , 
FUNDAMENTO 

La electroforesis en un método que implica el movi 

miento de partículas cargadas (iones) en un campo eléctrico 
es uno de los métodos electroforéticos mSs efectivos de se­

paraci6n y caracterizaci6n. Para su realizaci6n es necesa -

ria que los componentes de la mezcla tengan forma i6nica, o 

sean convertidos a ella; cada componente tiene que poseer -

una carga neta distinta. La electroforesis ha sido muy va -

liosa en el aislamiento y separaci6n de proteínas y en la -

determinaci6n directa de la mezcla de proteínas. hay dos r~ 

zones principales para ésto: los métodos electroforéticos -

se pueden realizar en condiciones muy suaves, protegiendo -

as1 a las proteinas muy inestables de cualquier modifica 

ci6n estructural severa; la electrofore~.is en gel de polia­
crilarnida tiene un alto poder de resoluci6n, que resulta en 

una clara separaci6n de moléculas proteicas similarmente 

cargadas. 
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El sistema discontinuo consiste de dos geles con dif~ 

rente concentraci6n de poliacrilamida. La muestra se canee~ 

tra despu~s de pasar por gel superior - gel concentrador-

y se separara en el gel inferior -separador- obteniéndose 

una mejor definición de bandas. 

METO DO 

En un matraz kitazato se.mezclaron con ~gitaci6n con~ 

tante y al vacío, las siguientes soluciones para preparar 

el gel separador: 

Gel separador: Acrilamida 5%, TRIS 0.375 M 

Soluci6n 

Sol.madre de acrilamida 

Sol.amortiguadora de TRIS-HCl 1.5 M 

pH=S.a 

SOS al 10% 

agua destilada 

Persulfato de amonio (0.1 g/ml) 

TEMED (N,N,N 1 ,N' ,-Tetrametilendiamina) 

volumen (ml) 

5.a5 

a.a 

0.35 

14.0 

0.3 

0.01 

Con una pipeta se vertieron 31.5 ml de esta mezcla -

entre las placas de vidrio de 16 X 20 cm ( con separadores) 

de 1.5 mm ) de una c~mara para electroforesis evitando la -

formaci6n de burbújas. Se permiti6 la polimerizaci6n del -
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qel por 30 min, se elimin6 el exceso de aqua de la superfi­

cie del qel, y se coloc6 un peine de tefl6n para diez carrl 
les l cm por arriba del qel separador. 

El qel concentrador (superior) se prepar6 mezclando -

con agitaci6n constante y al vacío en un matraz kitazato, -

las siguientes soluciones: 

Gel concentrador: Acrilamida 5%, TRIS 0.125 M 

Soluci6n 

Sol.madre de acrilamida 

Sol.amortiguadora de TRIS-HCl 0.5 M 

pH=6.8 

SOS AL 10% 

Aqua destilada 

Persulfato de amonio ( 0.1 q/ml ) 

TEMED 

volumen (ml) 

0.78 

1.5 

0.06 

3.6 

0.03 

0.003 

La mezcla se virti6 rápidamente sobre el qel separa -

dor, evitando la formación de burbGjas, y se dej6 polimeri­

zar por 30 min. al cabo de este tiempo se elimin6 el exceso 

de aqua, dejando secos los carriles formados y quedando li~ 

tos para la colocaci6n de muestras 

En los carriles se vertieron 25 fl de cada una de las 
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siquientes muestras: 

l.Tiroglobulina (+) en urea 8.0 M 

2.Tiroglobulina (+) en 2 mercaptoetanol 

Una vez que se mont6 el aparato, la electroforesis se 

llev6 a cabo aplicando una corriente constante de 30 mA/gel 

durante 4-5 horas y manteniendo la temperatura constante;la 
soluci6n amortiguadora utilizada en la electroforesis con -

tiene TRIS 0.025 M, glicina 0.192 M, SOS al 1% y el ~:8.3. 

TINCION CON AZUL DE COOMASIE 

Después de la electroforesis los geles fueron separ~ 

dos de las placas de vidrio y se colocaron en un recipiente 

con una soluci6n al 0.125 M de azul de Coomasie, metanol al 
50% y ácido acético al 10%, y se dejaron en esta soluci6n -

toda la noche. al d1a siguiente el exceso de colorante fue 

eliminado efectuando cambios sucesivos de una soluci6n dec~ 

loradora que contiene rnetanol al 50%, ácido acético al 10% 

y agua destilada al 40%, hasta que las bandas de protetnas 

fueron visibles. 

6.5.1. DSTERHINACIOll DI COJIC~ClOI Da TiaoGLOIULlNA POa 
IL llB'l'OOO DB AIUL llS COOll.Ull. 

De la soluci6n de tiroglobulina pura tomar 0.1 rnl 

(100 pl) y adicionar 5 rnl del reactivo anterior, mezclar -
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por inversi6n o por golpeo. Se midio a una absorbancia de -

595 nm de~pués de 2 minutos y antes de una hora. Se ley6 
contra un tubo que conten!a 100 pl de buffer de fosfatos, o 

en lo que se tengan disueltas las prote!nas y se adiciona -

ron 5 ml del reactivo de Coomasie. 

'·' OllTmCICJm DB 111~ 

FUNDAMENTO: El fraccionamiento de las células es una 

técnica importante llena de posibilidades para el estudio -

de la química celular. Las diferentes estructuras subcelul~ 
res se separan por centrifugaci6n de homogenizados. Estos -

se preparan rompiendo las células de los 6rganos, en medios 

que preservan los organelos. Generalmente se emplean solu -

ciones de sacarosa y otros azúcares, que pueden ajustarse -

fácilmente para conservar la integridad de los organelos y 

contrarrestar la tendencia de ~stos a volverse a agrupar 

después de sacarlos de la célula. 

El comportamiento de una partícula en un campo gravi­

tacional dependerá de su tamaño, densidad y forma. El méto­

do más empleado para separar los organelos celulares es la 

centrifugaci6n diferencial. No todos los organelos sedimen­
tan ( viajan hacia el fondo del tubo de centr!fuga ) con la 

misma velocidad. Para una cierta fuerza centrifuga, los or­

ganelos relativamente grandes, densos y pesados, sedimentan 

mSs pronto. Por lo tanto, con fuerzas comparativamente men~ 

res (velocidad baja de la centrífuga ), es posible obten~r 
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en forma de sedimento compacto, nGcleos, grandes fragmentos 

de membrana plasmStica y algunas mitocondrias, en tanto que 

el resto de los elementos de la c~lula permanece suspendida 

con fuerza centrifuga algo mayor, se obtiene una segunda -

fracción, que contiene casi todas las mitocondrias; la ma -

yor parte de lisosomas y peroxisomas sedimentan en la 
fracción siguiente1 los microsomas, formados principalmente 

de fragmentos de retículo endoplSsmico, pero también algu -

nos fragmentos pequeños de membrana plasmStica, requieren -
una fuerza todav1a mayor para sedimentar (n6tese que no 

existen microsomas como tales en la c6lula 1. En general no 

sedimentan los ribosomas libres ( los que no estSn unidos -

a membranas ) ni otras formaciones pequeñas, y mol~culas s2 

lubles. Generalmente para obtener esta fracci6n microsomal 

se utilizan de 25 000 a 100 000 X g durante 60 a 120 minu -

tos (Siekevit 19651 

PROCEDIMIENTO 

El tejido tiroideo fu6 cortado en pequeñas piezas (al 

rededor de 200 mgl, rápidamente congelado en hexano a -70°C. 

Cuando se requiri6, el tejido fu~ finamente cortado en pie­

zas con tijeras y homogenizado en aproximadamente 5 volGme­

nes de KCl 0.15 M en hielo usando un politron (homogenizan­

do 3 veces rSpidamet~ntel. Despu6s se centrifug6 a 15 000 

r.p.m. por 30 min a 4ºC, el sobrenadante fu6 centrifugado a 

4°C por 90 minutos a 78 000 X g. Después el bot6n fu6 resu~ 

pendido en buffer salina de fosfatos, pH= 7.3 (PBSI, usando 
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alrededor de 1 ml de PBS por cada gramo de tejido original. 

El botón se resuspendi6 en solución amortiguadora de fosfa­

tos, y centrifugado de nuevo dos veces m~s a 78 000 X g 90 

minutos a 4ºC. Finalmente fue suspendido en sacarosa 0.25 M 
( 2 ml por cada gramo de tejido original). 

6.6.J.MICllOSCOPIA BLECTRONICA DE MICROSOMAS 

PROCEDIMIENTO: Se hicieron diluciones de microsomas 1:10, ·-

1:100 y 1:500 en PBS. Se depositó una gota en rejillas para 

microscopio electrónico con formovar. Sobre una pelicula de 

pl~stico con rejilla de cobre, se dejó sedimentar durante -

20 minutos aproximadamente y el exceso se eliminó con papel 

filtro • 

En una caja petri se colocó acetato de uranilo al 5% y 

se dejó reposar cada rejilla con los microsomas durante 20 

minutos y todas se ven al microscopio electrónico. 
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6.7 "ESTAllDARIZACIO!I DEL METODO DB HBMAGLUTINACIO!I PASIVA 

PARA DETECTAR ANTICUERPOS AliTI-TIROGLOBULINA Y ANTICUE~ 

POS AllTI-MICROSOMAS. 

i.7.1 SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS DE CARNERO 

1.-Se dispusieron dos tubos de ensayo y se marcaron como I 

y II. 

2.-Al tubo marcado como I se le agregaron 200 ,ul del paque­

te de eritrocitos lavados 

3.-se adicionaron 40,ul de la soluci6n de tiroglobulina y/o 

microsomas, según el caso 

4.-se mezclaron bien con agitaci6n fuerte 

5.-se agregaron 40)11 de la soluci6n fresca de cloruro de -

cromo sin dejar de agitar el tubo ( con v6rtex ) • 

6.-se incubaron a temperatura ambiente durante 5 6 6 minu -

tos 

7.-se lavaron 4 veces con soluci6n salina o PBS pH=7.2 

8.- se suspendieron en 600f11 de la soluci6n de PBS-AlbGmi­

na y se llevaron a una concentraci6n final de 0.5%. 

Este tubo correspondi6 a eritrocitos sensibilizados -

que se usaron en la prueba. 

Al tubo marcado como II se le agreg6 todo menos tiro­

globulina ni microsomas, ya que este tubo correspondi6 a -

eritrocitos no sensibilizados. 
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A. En los pozos de la placa de hemaglutinaci6n se hicieron 

diluciones al doble de cada uno de los sueros problema con 

un volumen de 25 µl utilizando PBS pH=7.2 como diluyente. 

B. Una vez completadas las diluciones se añadi6 a cada pozo 

25 pl de la suspensi6n de eritrocitos sensibilizados (tubo 
I) con ayuda de una pipeta autom!tica. 

c. Para cada suero se incluyeron tres testigos que se prep.!!_ 

raron en la forma siguiente: 

a.-Testigo del suero: 25 µl del suero sin diluir y 25 pl de 

la suspensi6n de eritrocitos no sensibilizados (tubo Il) 

b.- Testigo de loa eritrocitos sensibilizados: 25 µl de PBS 

o PBS-Alblimina, y 25 pl de la suspensi6n de eritrocitos se!!. 
sibilizados (tubo 11· 

c.-Testigo positivo de la prueba: 25 pl de un suero conoci­

do que contenga anticuerpos espectficos y 25 µl de la sus -
pensi6n de eritrocitos sensibilizados (tubo I). 

d.- La placa ya lista, se agit6, se cubri6 con una hoja de 

pl!stico o de parafilm y se incub6 a temperatura ambiente -

durante dos horas o en refrigeraci6n hasta el dta siguiente. 

E. Se busc6 la presencia de hemaglutinaci6n en cada uno de 

los pozos. En los correspondientes al testigo del suero y 

al testigo de los eritrocitos sensibilizados no debe haber 

reacci6n. En el pozo del testigo positivo debe presentarse 
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una hemaglutinaci6n fuerte. En los pozos que corresponden 

a las diluciones del suero problema, el título de anticuer­
pos es igual a la diluci6n mayor en la que aún se presenta 

hemaglutinaci6n. 



R E s u L 'l' A D O s 
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TABLA No.l 

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200 
DE UN EXTRACTO DE TIROGLOBULINA CRUDA 

No. de Fracci6n 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

Absorbancia 
(280 nm) 

0.197 
3.47 
4.4 
4.82 
5.0 
4.9 
3.9 
3.45 
2.9 
l. 9 
l. 5 
1.2 
l. 1 
0.882 
0.818 
o. 754 
0.718 
0.469 
0.402 
0.210 
0.190 
0.170 
0.180 
0.270 
0.230 
0.120 
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:·:·;J. Jo. 2 ABSORBANCIA QUE PRESENTAN 

A 
B 
s 
o 
R 
B 
A 
N 
e 
1 
A 

DIFERENTES FRACCIONES DE 
UNA CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-

4.62 

4.12 

3.62 

3.12 

2.62 

2.12 

1.62 

1.1 2 

0.62 

0.12 
1 5 9 13 17 21 25 

NUMERO DE FRACCION 

~280 nm 

GONZALEZ 90 
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TABLA No.2 

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 48 
DEL CONCENTRADO DE TIROGLOBULINA 

No. de Fracci6n 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23. 
24 
25 
26 

Absorbancia 

(280 nml 

l.83 
2.14 
2.25 
1.83 
l.3 
o. 78 
0.25 
0.49 
0.44 
0.20 
0.15 
0.13 
0.07 
0.06 
o.os 
0.045 
0.040 
0.039 
0.038 
0,037 
0.036 
0.033 
0.033 
0.030 
0.029 
0.025 
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FIG.l'!o. 3 ABSORBANCIA QUE PRESENTAN 
DIFERENTES FRACCIONES DE 

UNA CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4e 

o 

2 

A 
B 1.5 
s 
o 
R 
B 
A 
N 
e 
l 
A 

0.5 

o 

o l~~~~~~·~-:tO-~~ 

- ~· 1 ... 5 9 13 17 21 25 

NUMERO DE FRACCION 

e~~-~ 
GONZALEZ 90 
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1. 1. 1 PllUBBAS IIOIUllOLOGICAS PARA DBTBCTAR PRBSBNCIA DE 

TIROGLOBULINA 

El concentrado de la cromatografía en Sepharosa 4B con -
tiene la tiroglobulina pura; para comprobarlo se realizaron 

las siguientes determinaciones: 

A.-PRECIPITACION EN GEL 

Se colocaron las muestras de acuerdo al siguiente es-

quema: 

FIGURA No. 4 
PRECIPITACION EN GEL DE TIROGLOBULINA HUMANA 

1.-Tiroglobulina humana purificada en sepharosa 4B 
2.-Suero anti tiroglobulina humana de conejo 

3.-suero humano antitiroglobulina 

4.-Suero anti-Proteínas Totales 

5.-Suero normal de conejo 
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Los resultados obtenidos se observan en la figura No, 

4, y en ellos se puede observar que el concentrado de tiro­

globulina esta excento de proteinas s~ricas contaminantes -
y que reacciona de manera espectfica contra un suero antiti 

roglobulina humana de conejo y con el suero humano antitir2 

globulina; pero no reaccionó con el suero antiproteinas to­

tales, ni con el suero normal de conejo. 

B.- INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR 

Al poner en contacto la tiroglobulina purificada con 

un antisuero humano anti-tiroglobulina, se observó una fue~ 

te precipitación al reaccionar los reactivos biológicos me~ 

cionados, lo cual comprueba la presencia de tiroglobulina. 
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?,¡,, BLl!CTROFORZSll EN GEL DZ POLIACRILAM%DA 

Obtenida la tiroglobulina concentrada, se separ6 por 

SDS-PAGE, resultando el patr6n electroforético de la figura 

No.5 

FIGURA No.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Gel de poliacrilamida al 5% en presencia de sos, de tiro 

globulina purificada en Sephadex G-200 y Sepharosa 4B. Tin­

ci6n con Azul de Coomasie. 

A.-Tratada con UREA a.o M 

B.-Tratada con 2-mercaptoetanol 
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7.1.I DBTBIUIINACION DE CONCENTRACION DE TIROGLOBULINA 
POR EL NETODO DE COOMASIE 

Cuando se comprob6 la pureza de la tiroglobulina obt~ 
nida, se procedi6 a determinar la concentraci6n de proteina 

(tiroglobulina),existente¡ para esto se traz6 una curva pa­
tr6n con alb<imina sérica bovina, por el método de azul de -

Coomasie, cuyo resultado se observa en la figura No.6 

CURVA PATRON DE PROTEINAS POR EL METODO DE COOMASIE 

Absorci6n 

0.045 
o.oso 
0.158 
0.260 
0.310 
0.400 
0.480 

Concentraci6n 

(µg/ml) 
50 

100 
200 
300 
400 
500 
600 

CONCENTRACION DE TIROGLOBULINA 

Se obtuv6 una concentraci6n total de 0.701 g de tiro­

globulina pura. La cual es una concentraci6n muy buena para 

prop6sitos del presente trabajo. 
Finalmente se procedi6 a diluir la prote1na tiroglob~ 

lina obtenida a una concentraci6n de 25 mg\, que fué la co~ 
centraci6n a la que se trabaj6 parala estandarizaci6n del -

método. 



-54-

FIG.l-h 6 CURVA ESTANDAR PARA PROTEINAS 
POR EL METODO DE CCOMASIE, 

a 595 nm 

0.4 

A 
B 
s 0.3 
o 
R o 
B 
A 
N 0.2 
e 
1 
A 

0.1 

o~-~---~-~----'---~--~ 

o ioo 200 300 400 

CONCENTRACION 

r· 0.99846; m· 7.915 E-04; b• 4.467 E-03 
GONZALEZ 90 

500 600 

'-------------------------- ---



-ss-

7.2 IUCJQICOPIA llLllC'l'llC*ICA DS MICllOSOMAS DB TlROIDBS 

Se observaron al microscopio electr6níco muestras de 

microsomas en diluciones de 1:10, 1:100, y 1;500 en PBS, OQ 
teniéndose fotografías de la soluci6n más limpia. Estas fo­

tografías muestran poca contaminaci6n por lo que se proce -

di6 a utilizar a la soluci6n de microsomas tal como se obt~ 

vo después de que se suspendi6 en sacarosa 0.25 M. 

FIGURA No.7. Micrografía de Microscopio Electr6nico de 

Transmisi6n mediante la técnica de tinci6n negativa con ac~ 
tato de uranilo, foto:aumentada 1:66 veces 
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7.l ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION PASIVA 

Se llev6 a cabo el ensayo de muestras problema y mue~ 

tras normales (mujeres después del parto con posible tiroi­
ditis post-parto),y muestras normales por la técnica de he­

maglutinaci6n pasiva, según el método ya descrito, obtenié~ 
dese los resultados presentados en la tabla No.3. Estas 

muestras fueron probadas anteriormente por el método de 

ELISA para determinar anticuerpos anti-tiroglobulina•y por 
el método de Inmunof luorescencia (IF) para determinar anti­

cuerpos anticuerpos antimicrosomas humanos** 

Se probaron así mismo 80 muestras de pacientes cuya -

enfermedad no cursaba ni interfería con la glándula tiroi -

des(s6lo se reportan 50 resultados), de esta manera se pudo 

observar la diferencia existente entre los títulos de anti­

cuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicrosomas, en­

tre pacientes sin afecci6n de la gl5ndula tiroides y pacie~ 

tes que fueron susceptibles de presentar tiroiditis post­

parto; estos resultados se muestran en la tabla No.4. 

En las figuras 8 y 9 se hace unacomparaci6n gr5f ica de am -

bes resultados por medio de histogramas. 

En la tabla No.5 se muestran los resultados de la determin~ 

ción de anticuerpos antitiroglobulina en muestras problema 

por el método de ELISA; y en la figura 10 se muestra la cu~ 

va de correlaci6n entre ambos m~todos (hemaglutinación pasi 

va y ELISA). 
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En la tabla No. 6 se muestran los resultados de la determi­

naci6n de anticuerpos antimicrosomas en las mismas muestras 

problema por el método de inmunofluorescencia¡ en la figura 
No. 11 se muestra la curva de correlaci6n entre ambos méto­

dos Hernaglutinaci6n Pasiva e Inmunofluorescencia) 

*Resultados proporcionados por Q.F.B.Isa!as Sanchez GonzAlez 
**Resultados proporcionados por (Hospital Regional 20 de 

Noviembre) 



No. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
IS 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
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TABLA No.3 

MUESTRAS PROBLEMA POR EL METODO 

DE HEMAGLUTlNACION PASIVA 

TITULO 

ANTICUERPOS 
Anti-Tg 

1 :4 
1:8 
1 :2 
1: 16 
1 :4 
1:1024 
1:32 
1 :64 
1 :128 
1: 128 
1:512 
1:32 
1:1024 
1: 1024 
1:512 
1:4 
1:8 
1 :512 
1:16 
1:8 
1:32 
1 :4 
1: 128 
1 :32 
1:4 
1:2 
1:2 

ANTICUERPOS 
Anti-M 

1 :32 
1:32 
1:64 
1: 128 
1:64 
1 :512 
1:32 
1 :64 
1 :512 
1:2 
1: 128 
1 :512 
!·: 128 
1:64 
1:64 
1: 128 
1 :512 
1: 512 
1:1024 
1:128 
1:512 
1: 128 
1:8 
1 :64 
1 :512 
1 :512 
1: 128 
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TABLA No.3 

MUESTRAS PROBLEMA POR EL HETODD 
DE Hl!MAGLUTINACION PASIVA 

TITULO 
No. ANTICUERPOS ANTICUERPOS 

Anti-Tg Anti-H 

28 NEGATIVO 1:32 
29 NJ::GATIVO NEGATIVO 
30 NEGATIVO NEGATIVO 
31 1:32 1 :32 
32 NEGATIVO NEGATIVO 
33 1:8 1:2 
34 1:8 1:16 
35 1: 16 l :64 
36 1: 128 1:256 
37 1:8 1:64 
38 1:8 1:8 
39 1: 32 1: 128 
40 1: 16 1 :64 
41 1 :4 1 :64 
42 1:4 1: 128 
43 1: 128 1 :512 
44 NEGATIVO l: 128 
45 NEGATIVO l: 128 
46 1:16 1 :64 
47 l: 16 1:256 
48 1:64 1: 128 
49 1:64 1:128 
50 NEGATIVO 1:2 
51 NEGATIVO 1:16 
52 1:16 l :64 
53 1:256 l: 1024 
54 1:2 1:32 
55 1: 1024 l: 1024 
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Z6 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

-60-

TABLA No.4 

MUESTRAS NORMALES POR EL HETODO 

DE HEHAGLUTINACION PASIVA 

ANTICUERPOS 
Aoti-!I 

NEGATIVO 
NEGATIVO 

1:16 
1:4 
l :2 
1:4 
1:128 
1:4 
1:16 
1:8 
1:4 
1: 16 
1:2 
1:8 
1:8 
1: 16 
1:8 
1:64 

NEGATIVO 
1:8 

NEGATIVO 
1:8 

NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 

TITULO 

ANTICUERPOS 
Aoti-Tg 

NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 

1:8 
NEGATIVO 

1:8 
1:8 
1:8 
1: 16 
1:8 
1:8 
l: 16 
1: 16 
1 :8 
1:32 
1:4 
1: 16 
1:4 
1 :64 

NEGATIVO 
NEGATIVO 
NEGATIVO 
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TABLA No.4 

MUESTRAS NORMALES POR EL llETODO 

DE HEMAGLUTINACION PASIVA 

TITULO 
No. ANTICUERPOS ANTICUERPOS 

Anti-M Anti-Tg 

l 1:4 l :4 
2 NEGATIVO NEGATIVO 
3 NEGATIVO NEGATIVO 
4 1:4 l :4 
5 1:4 NEGATIVO 
6 1:4 1:2 
7 l: 2 1 :2 
8 1: 2 1:2 
9 NEGATIVO NEGATIVO 

10 NEGATIVO NEGATIVO 
11 NEGATIVO NEGATIVO 
12 NEGATIVO l :4 
13 1 :4 1 :4 
14 1 :4 NEGATIVO 
15 NEGATIVO NEGATIVO 
16 1:8 1:16 
17 1:8 1: 16 
18 NEGATIVO NEGATIVO 
19 1:8 1:8 
20 NEGATIVO NEGATIVO 
21 NEGATIVO NEGATIVO 
22 NEGATIVO NEGATIVO 
23 NEGATIVO NEGATIVO 
24 NEGATIVO NEGATIVO 
25 NEGATIVO NEGATIVO 



FIG.No. 8 

24 

F 
~ 16 

~ 12 
N e 
Á 6 

MUESTRAS NORMALES PARA ANTICUERPOS 
ANTITIROGLOBULINA POR 

HEMAGLUTINACION PASIVA 

24 

o 
Q ,,-"-'-,---'<-....,_X~ . .,.-~ 

OOIUAttz 00 

1:1024 1:512 1:256 1:126 1:64 1:32 1:16 1:6 1:4 1:2 
TITULO DE ANTICUERPOS 

1 CJNORMA~ 

MUESTRAS PROBLEMA PARA ANTICUr.RPOS 
ANTITIROGLOBULINA POR 

HEMAGLUTINACION PASIVA 

24 ..----------·--------~ 

F 
~ 16 
e 
u 
E 12 
N e 
Á 6 

GOHZAll:t 00 

1:1024 1:512 1:256 1:126 1:64 1:32 1:16 1:6 1:4 1:2 

TITULO DE ANTICUERPOS 

§Píl~~~-1 



··----·- -·--------· __ _:!i_J~ .. ---- ---

¡ FIG.Mo. 9 

1 
1 

r 2~ 
íl 
r ¡¡ 16, 

r 
~ 12 

1 
A ~ 

o 

K :4 
E fi 1a 

E 
N 12 
e 
1 
A 

o 

MUES"l'Rt.S NOf;MA!.CS P!d"IA ANTtCUWf'CC 
AMTIMtCR<)21:•MM· P(•R 

HEMAGLIJTINA.CION PASIVA 

~B ------------¡: ... 

b 

..E--.-/]:~_$-d,--i"'-,_=n.,.....,:;··c_,. . ..V..J4--""-'~-""' 
l:102• l·!i\2 1:'2!.ó 1:128 l!(.4 1.32 l:lt. 1:6 1:2 

TITULO DE Ai-ITICUERPOS 

@~·~~-!-"~ r.; _] 

!A'.IE2T¡: ,:.,2. P!<>:of!LE!J.,l. ;·,·.i .. :.. ;.,¡ íTiCl.lERP•)S 
.:,1m1.11cRc-:i:>1,:.:..:: c•:>R 

HEt.1AGLUTlt:ACIC::·: !"f.SiW\ 

--·- -------· ------------~ 

I~ 

3
, •. !. FiL--~F°-1nRFTin _J_1'c,_,c-L,JK;m., _ J1...,Jll,..llJ.,_... 

wn.; 1.~12 1:2~ nza t,M. 1·3::! 1:10 l:B 1:4 12 

TITl.lLO DE /-.1 ITICllEflPOS 

@r-·R,;~~~-;:;;J 

'----------------------------



-64-

TABLA No.5 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-TIROGLOBULINA 
EN llUESTRAS PROBLEMA POR EL Mó'TODO 

DE ELISA 

No. I.E. Resultado 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
IB 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

1.0 
1.66 
1.0 
1.0 
1.0 
5.6 
2.0 
2.0 
2.3 
3.0 
6. 3 
2.0 
5.6 
2.66 
2. 3 
1.0 
1.0 
4.0 
0.33 
1.0 
1.3 
2.0 
1.66 
D.66 
2.0 

• 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
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TABLA No.5 

DETERMINACION De ANTICUeRPOS ANT!-TIROGLOBUL!NA 

EN MUESTRAS PROBLl::MA POR EL Mk:TODO 

DE ELlSA 

No. l.E. Resultado 

26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
3J 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 

I.f:.Indice de ELISA 

3.33 
3.33 
0.50 
o.o 
0.87 
o.o 
o.so 
0.66 
1.66 
l.O 
3. 33 
l.37 
l.O 
&.95 
l. 73 
1.5 
l.83 
3.04 
0.43 
0.5 
2.83 
2.66 
0.66 
0.66 
o. 33 
o. 5 
3.5 
3. 9l 
2.5 
2. 83 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
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TABLA No.6 

TABLA DE CORRt:LAClON Ut: LOS METODOS 
or; <:LISA Y Dt: HOHAGLUTINAC!ON PASIVA 

PARA MUt:STRAS PROHL<:MA 

No. H<:TODO Mt:TODO Nu. METODO Mt:TODO 
ELlSA HA EL!SA HA 

1 l 0.6 29 o.o o.o 
2 l.66 0.9 30 o. 87 o.o 
3 l.0 0.3 31 o.o l. s 
4 l.0 l. 2 32 o.s o.o 
s l.0 0.6 33 0.66 0.9 
6 S.6 3.0l 34 l. 66 0.9 
7 2.0 l. s 3S l.0 l. 2 
8 2.0 1.8 36 3.33 2. l 
9 2. 3 2.1 37 l.3 0.9 

LO 3.0 2.l 38 l.0 0.6 
ll 6. 3 2. 7 39 6.9S l. s 
12 2.0 l.S 40 l. 73 l. 2 
13 s. 6 3.01 41 l.S 0.6 
14 2.66 3.0l 42 l.83 0.6 
IS 2. 3 2. 7 43 3.04 2. l 
16 l. o 0.6 44 0.43 o.o 
l 7 L.0 O. l2S 4S o.s o.o 
18 4.0 2. 7 46 2.83 l.2 
19 o. 33 l. 2 47 2.66 l.2 
20 l.O 0.9 48 0.66 L.8 
21 l. 3 l. s 49 0.66 L.8 
22 2.0 0.6 50 o. 33 o.o 
23 l.66 2.1 Sl o. s o.o 
24 0.66 l.S S2 3. s l.2 

- 25 2.0 0.66 S3 3. 91 2.4 
26 3. 33 0.3 S4 2. s 0.6 
27 3. 33 0.3 SS 2. 83 3.0l 
28 o.s o.o 

n•SS n•SS 
X•l.9674SS X•l.213909 

DS•l. S6938S os-o. 920441 
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FIGURA No.10 
CURVA DE CORRELACION DE LOS HETODOS 

DE ELISA Y HEHAGLUTINACION PASIVA 
8. O D PARA MUESTRAS PROBLEMA 
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2.5 3.0 3.5ú 

PASIVA 

t:ste coeficiente de correlación es significativamente dif~rente a O 
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TABLA No, 7 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-MICROSOHAS 
EN MUESTRAS PROBLEMA POll EL METODO 

DE INMUNOFLUOllESCENCIA 

No, IF HP No. IF RP 

1 + + 29 
2 + + 30 
3 + 31 
4 + + 32 
5 + + 33 
6 + + 34 + + 
7 + + 35 + ·+ 
6 + + 36 + + 
9 + + 37 + + 

10 36 
11 + + 39 + + 
12 + + 40 + 
13 + + 41 + 
14 + + 42 + + 
15 43 + + 
16 + + 44 + + 
17 + + 45 + + 
16 + + 46 + + 
19 + + 47 + + 
20 + + 48 + + 
21 + + 49 + + 
22 + .;. 50 + + 
23 + 51 + + 
24 + 52 + 
25 + + 53 + + 
26 .¡. + 54 
27 + + 55 + + 
28 



H 

" 
o 

L 

o 
R 

E 

E + 
M 

e 

A 

FIGURA No. 11 
CORRELAClON DE LOS HETODOS DE llEHAGLUTlNAClON 

PASIVA E lNHUNOFLUORESCENClA PARA 
MUESTRAS PROBLEMA CON ANTICUERPOS ANTIHlCROSOHAS 

HEKAGLUTIHAClOH PASIVA 



A•AJ.181• D S •ISOlit'ADOI 



-69-

••• tpJTSJS-~ 

l.- Como se puede observar en los resultados obtenidos, en 

el procesamiento de la tiroides se obtuvo una buena concen­

tración de tiroglobulina cruda, la cual se purificó por crQ 
matografia en Sephadex G-200 y Sepharosa 4B. Observando las 

gráficas de dichas cromatografias se puede decir que la ti­
roglobulina fue obtenida fácilmente, ya que es la primera -

proteina que se obtuvó, puesto que es la más voluminosa y -

la que se encuentra en mayor proporción en la glándula ti -

roides. 

2.- Posteriormente, se llevaron a cabo las pruebas inmunolQ 

gicas para detectar la reacción antigeno-anticuerpo de la -

Tiroglobulina con un inmunosuero antitiroglobulina; con es­

to pudimos verificar la presencia de nuestra proteina obte­

nida, estas pruebas fueron precipitación en gel en donde se 

observaron bandas especificas entre la tiroglobulina obtenl 

da y un inmunosuero antitiroglobulina humana de conejo, y -

un suero humano antitiroglobulina, asI como una banda de 

reacción con un suei:o antiproteinas totales. En la prueba -

de precipitación en capilar tambi~n se observó una fuerte 

precipitac6n entre el irununosuero antitiroglobulina y la ti 

roglobulina¡ pero la t~cnica que di6 la pauta a concluir 

que realmente la proteina obtenida fue tiroglobulina y que­

resultó satisfactoriamente pura fu~ la electroforesis en 

gel de poliacrilamida en SOS, dado que no se contaba con 
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marcador de peso molecular para determinar el peso de nues­

tra proteína, no se determin6 este, pero sí se obtuvo bas -

tante pura ya que se observ6 una banda bastante .ancha en un 

gel al 5% después de tratamiento con urea B.O M.(Concuerda­

bastante con lo obtenido en la bibliografía). 

3.-Posteriorrnente se pudo determinar la cantidad de tirogl2_ 

bulina obtenida que fué de 0.701 g, con lo cual se puede d~ 
cir que se obtuvo una cantidad bastante aceptable para tra~ 

bajar puesto que para la estandarizaci6n del método y para 

el ensayo de las muestras normales y problema se us6 una 
concentraci6n de 25 mg%. 

4.- En cuanto a microsomas podernos decir que se obtuvieron 

puros para fines del presente ensayo, ya que se utilizaron 

tal como se obtuvieron después de centrifugar y suspender -

en sacarosa 0.25 M, siendo este procedimiento, suficiente -

para el ensayo de anticuerpos antimicrosomas humanos, estos 

microsomas se observaron por microscopía electr6nica y se -

muestran en la figura 7. 

5.-Al estandarizar la técnica de hemaglutinaci6n pasiva se 

empez6 por utilizar eritrocitos de carnero tratados con 

Scido t&nico, lo cual no result6 satisfactorio, ya que se­

obtenían falsos positivos y negativos, así pues se opt6 por 
probar simult&neamente otros compuestos para tratar a los­

eri trocitos; tales compuestos fueron bis diamino bencidina, 
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glutaraldehído y cloruro de cromo, siendo este último el 

que di6 un mejor resultado, ya que se distingui6 claramente 

los sueros positivos de los sueron negativos. 

6.-Finalmente al determinar anticuerpos anti-Tg-h y anti 
cuerpos antimicrosomas en sueros problema por el m~todo de 
hemaglutinaci6n pasiva ya estandarizado, se pudieron compa­

rar los resultados de tales muestras problema con las mues­

tras normales y se pudo observar una diferencia bastante n2 

table, ya que la mayoría de muestras normales no rebasan tf 
tules de 1:16 para anticuerpos antitiroglobulina y anticueK 

pos antimicrosornas; mientras que las muestras problema re -

sultaron con títulos bastante grandes hasta de 1:1024, y al 

comparar ambos resultados se puede decir que títulos desde 
1:32 ya serían positivos. 
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Las muestras problema fueron probadas anteriormente, por el méto­

do de ensayo inmunoenzimático (ELISA), para detectar anticuerpos antit! 

roglobulina en el Instituto Nacionalde Enfermedades Respiratorias (Te -

sis de Isa!as Sánchez Conzález), y se compararon los resultados obteni­

dos por los métodos de ELISA y hemaglutinación pasiva mediante una cu!. 

va de. correlación (Fig.10), en la que se observa que el coeficiente da 

correlación es de 0.6 ; es decir, que es significativamente diferente -

de O esto nos sugiere que ambos ensayos son bastante sensibles y repro­

ducibles en este caso para la detección de anticuerpos antitiroglobulina 

humana. 

Por otro lado, también se probaron las mismas muestras problema -

por el método de inmunofluorescencia para anticuerpos antimicrosomales 

(en el Hospital Regional 20 de Noviembre) y también pudimos comparar la 

relación de ambos métodos mediante una curva en la cual se observa cla­

ra•ente collO laa muestras que dieron positivas por inmunofluorescencia 

dieron positivas por Hemaglutinación Pasiva ,siendo la mayoría de las -

pruebas las que correlacionaron (40 muestras de 55 resultaron positivas) 

mientras que 10 de las que resultaron negativas por inmunofluorescencia 

resultaron también negativas por Hemaglutinación Pasiva. 

Finalmente de lo anterior se puede decir que el método de Hemagl.!!, 

tinación Pasiva resultó ser bastante sensible y reproducible para la d!, 
tección de anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antimicrosomales. 
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9.0 CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos podemos decir 

que los objetivos propuestos se cumplieron satisfactoriame~ 

te ya que: 

1.- Se logr6 estandarizar la técnica de hemaglutinación pa­

siva para detectar la presencia de anticuerpos antitir~ 
globulina (Anti-Tg-H) y anticuerpos antimicrosomales 

(anti-M-hl. 

2.- Se logró determinar la presencia de anticuerpos antiti­

roglobulina y anticuerpos antimicrosomales en sueros 

problema por el método estandarizado. 

3.- Se logr6 obtener a partir de tiroides los antYgenos ti­

roglobulina (Tg) y microsomas (M). 

4.- Se logr6 purificar el antrgeno tiroglobulina por cromato 

grafra por exclusi6n de peso molecular en Sephadex G-200 

y en Sepharosa 4B. 

5.- Se logr6 identificar a los antYgenos Tg y M. 
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6.- Finalmente con relaci6n al objetivo general, se puede -

concluir que se llev6 a cabo el diseño de la técnica de 

hemaglutinaci6n pasiva, está result6 ser reproducible -
rápida, y barata; puesto que se logr6 detectar anticue~ 

pos antitiroglobulina humana y anticuerpos antimicroso­

mas humanos en suero, siendo esta técnica capaz de sus­

tituir a los equipos comerciales de impo~tución. 
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11.0 A P B • D 1 C B 
Preparaci6n de las soluciones utilizadas en este tra-

bajo. 

l.- Soluci6n Salina Amortiguador de Fosfatos (PBS) 0.01 M 

pH~7.2 

Soluci6n A 
NaH 2Po4 0.2 M 

NaH 2Po4 • H20 •••.••••••••••••••••••.• 27. 2 g 
Aforar a l Lt con agua destilada 

Soluci6n B 

Na 2HP04 0.2 M 

Na 2HP04 anhtdro ••.•••••••••••.••••••• 28.4 g 

Aforar a 1 Lt con agua destilada 

Mezclar 140 ml de Soluci6n A+ 360 ml de Soluci6n.B + 74 g 

de NaCl. Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1 Lt con agua de~ 

tilada. 

Tomar 100 ml de la Soluci6n anterior y aforar a 1 Lt con 

agua destilada 

2.- Soluci6n PBS-Albúmina 1:1000 

Pesar 0.1 g de albtlmina o leche descremada en polvo y -

se disuelven en 100 ml de soluci6n de PBS pH=7.2; guar­

dar en refrigeraci6n, se prepara en el momento de utili 

zarse. 



3.-

4.-
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Agar Noble al 0.5% 

Pesar 0.5 g de agar noble y disolver en 100 ml de sol u-

ci15n salina fisiol15gica muy caliente. 

Soluci15n de Cloruro de Cromo 0.1% 

Pesar 0.5 g de Cloruro de Cromo y disolver en 5 ml de -
Soluci15n de PBS pH=7.2; preparar en el momento de utili 

zarse. 

5.- Mon6mero de Acrilamida. Soluci6n Madre: 30\ de acrilami 

da 0.8% Bis-Acrilamida 

Acrilamida .••••••..••••••••••••..••• 30 g 

Bis-Acrilamida •.••••.••••.•••••••••• O. 8 g 

Llevar hasta cerca de los 100 ml con agua destilada, a­

forar hasta que la soluci15n est~ a temperatura ambiente 

Filtrar usando membrana millipore de 0.45 um. Conservar 

a 4°C. 

6.- Oodecil Sulfato de Sodio (SOS) al 10\ 

sos •••••...••••••.•••••••••••.•.••• 10 g 

Llevar a 1000 ml con agua destilada, filtrar y guardar 

a temperatura ambiente. 

7.-Soluci6n de Tinci6n con Azul de Coomasie 

Azul de Coomasie 0.125%, Metanol 50%, Acido Ac~tico 10% 
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8.- Soluci6n Amortiguadora de TRIS-HCl 1.5 M pH=8.8 

TRIS •••.••••••••••••••• •••••••• ••.• 18.17 g 

Disolver el TRIS en agua destilada (menos de 80 ml) • 

aj~star el pH a 8. B con H'Cl concentrado. Aforar a 100 -
ml, filtrar con membrana millipore de 0.45 um y guardar 

a 4°C. 

9.- Soluci6n amortiguadora de TRIS-HCl 0.5 M pH=6.8 

TRIS •••. , •••••••• , •..••.•.••..••••• 6.07 g 

Disolver el TRIS en un volumen menor a 80 ml de agua 

destilada. ajustar el pH a 6.8 con HCl concentrado. Af2 

rar a 100 ml con agua destilada, filtrar por membrana -

Millipore de 0,45· um y guardar a 4°C. 

10.- Soluci6n Amortiguadora para Electroforesis TRIS0.025 

Glicina 0.19 M, SOS 0.1% 

TRIS .••••••••••••••••••.•••••••. :12g 

Glicina .•••••••••••••••••.••••••• 57.6 g 

sos .............................. 40.0 ml al 10% 

Disolver los reactivos en un volumen mayor de 3 litros 

de agua destilada. Ajustar el pH a 8.3, aforar a 4 li­

tros filtrar y conservar a 4°C. 
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11.- Mezcla Digestora para Electroforesis: TRIS 0.125 M, 

SDS 4%, Glicerol 20%, 2-Mercaptoetanol 1%, Azul de Br2 

mofenol O .1 % 

Glicerol •..•••••••.••••••••••••.••• 2ml 

TRIS ••....••.••••.••.•••.••••.••••• 2 ml (0.5 M, pH=6.8) 
sos ................................ 2 ml al 10% 

2-Mercaptoetanol •••••••.••••••••••• 100 ul 

Azul de Bromofenol •.••••••••.•••••• 1 ml al 1% 

Mezclar estos reactivos en una probeta y aforar a 10 ml 

con agua destilada. Hacer alícuotas de 1 rnl y conser -
var a -20ºC. Centrifugar antes de usar. 

12.- Tinci6n con Azul de Coomasie. 

Soluci6n I 

Azul de Coornasie R-250 •••.••••••••• 2 g 
Agua destilada ...••••••••••••••••.• 800 rnl 

Soluci6n II 

Azul de Coornasie ................... 62. 5 rnl de soluci6n 

Metano l. .........•..•.............. 250 rnl 

Acido Acético •.••••••••••• , •••••••• 50 rnl 

Aforar con agua destilada a 500 rnl. Guardar a tempera­

tura ambiente. 
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13.- Soluci6n Decoloradora para Geles: Metano! 50%, Acido -

Acético al 10% 

Metano l. .•..••.....•....•.••.. 500 ml 

Acido Acético •..••••••••••••. 100 ml 

Aforar a 1 litro con agua destilada. Guardar a temper~ 
tura ambiente. 

14.- Determinación de P.roteínas con Azul de Coomasie. 

Pesar 100 mg de azul de Coomasie y disolverlo en 50 ml 

de etanol al 50%. Adicionar a esta solución !cido fos­

fórico 100 ml añ 85% (P/V). Llevar esta solución a 100 

ml con agua destilada. Se recomienda filtrar en papel­
Watman No.l, las· concentraciones finales son 0.01% 

(P/V) de Coomasie; 4.7% (P/V) de etanol y 8.5%(P/V) de 

Acido Fosfórico. 

15.- Preparaci6n de la Muestra para Electroforesis 

Conocer la concentraci6n de proteína de la muestra, -

de tal manera que en cada carril se coloque el volu -
men necesario para adicionar (30-60 ug) de proteína -

que sea la cantidad ideal para la electroforesis. Se 

mezcla la muestra con solución de Cocktail. Puede ser 

a volumenes iguales o bien por cada 100 ul de muestra 

30 ul de Cocktail. Es importante tener en cuenta este 
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paso para el momento de colocar la muestra en el ca -

rril. 
Hervir la mezcla (Muestra + Cocktaill por S' en baño 
maría ( a temperatura de ebullici6nl 

Condiciones de corrida. 

Gel concentrador •.•••••••.••• 25 miliarnpers/ Gel 
Gel Separador ••••••••••••••••• 40 miliarnpers/Gel 

El arnperaje debe ser constante. 
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