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INTRODUCCION 

La tiroxina (T4J y la triiodotironina {T3) son hormonas , sinteti

zadas y secretadas por la 91.Sndula tiroides • La concentraci6n de 

estas en suero es de : TJ delS0-250 nq/dl y T4 de 4.5-12 Ug/dl • 

En el hombre la ql.Sndul.a tiroides pesa de 15-20 g est! constituda 

por dos 16bulos unidos por un istmo a la altura del segundo a cuarto 

anillos traqueales • 

Esta gl.!lndula esta compuesta de dos clases de cGlulas ; las cl!!lulas 

foliculares y las c4Sl.ulas para.foliculares o c~lulas C. 

El foltculo la unidad funcional del tiroides y por lo tanto 

tiene procesos tan importantes como : a) la stntesis de la glucopro

te!na tiroidea espectfica llamada tiroglobulina y su secreci6n en 

el. lumen folicular ; b) la yodaci6n de la tiroglobul.ina ; c) el al

macenamiento de la misma ; d) la degradci6n de la tiroglobulina y la 

liberaci6n de hormonas tiroideas ; e) la reabsorci6n de tiroglobulina 

La secreci6n de la tiroxina y triiodotironina es controlada por 

el. hipotS:lamo y por la hip6fisis • El hipot&lamo secr':'ta un tri~p

tido conocido como hormona liberadora de tirotropina (HRT) , .la 

cual estimula la aecreci6n de tirotropina u hormona estimuladora del 

tiroides (HST) por la porci6n anterior de la hip6fisis • La HS!l' prac

ticamente controla todas las etapas de la stntesis de hormonas tiroi-

deas , incl.uyendo la captaci6n de yodo , su uni6n org&nica , acopla

miento de las tiroainas y l.a liberaci6n de yodotironinas (TJ y T4J ... 

A su vez , la aecreci6n de BST esta regulada por la concentraci6n de 

TJ y T 4 circulantes • Por otra parte una hipófisis normal aumentara: 

la aecreci6n de HST en respuesta al descenso de las cifras de horma-
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-nas circulantes , en el caso contrario las cifras al.tas de hormonas 

en sangre suprimirá la secreci6n de HST , es decir se regula mediante 

un mecanismo de retroalimentaci6n negativa ( fig. 1} • 

H6 

' \ \ 
\ 

Corteza 
Cerebral. 

Fig.l • MECANISMO DE RETROALIMENTACION NEGATIVA 
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Las hormonas tiroideas contienen yodo , por lo tanto es necesario 

el suministro de .Sste a travez de l.a dieta , su absorci6n se l.leva 

a cabo en el intestino en forma de yoduro , con lo que se asegura la 

formaci6n de tiroxina y triiodotironina • 

En loa vertebrados es necesario l.a secreci6n de estas yodotironinas 

constantemnete para aegurar el desarrollo enci§falico , el crecimiento 

corporal y para mantener dentro de 1os limites normales el nivel del 

metabol.ismo intermedio y l.a actividad funcional de la mayor!a de los 

6rganos • 

La a!ntesis de hormonas tiroideas {T3 y T4) se cumple en tres pasos: 

Captaci6n de yodo 

S!nteeis de la prote!na 

Yodaci6n de esta prote!na principalmente en sus 

residuos tirosilo y oxidaci6n de yodotirosinas 

a yodotironinas hormonalmente activas (T3 y T4J 

Estos pasos se encuentran esquematizados en la figura 2 • 

HIT Monoyodotironilo 

DIT Diyodotironilo 

GBT ; Globulina enlazadora de T 4 

APBT : AlbWnina enlazadora y 

transportadora de T 4 
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Si alguno de los pasos del sistema anterior no funciona correc

tamente puede entonces existir una falta o un exceso de estas hor

monas , lo que conduce a hipotiroidi&Jno o hipertiroidiamo respec

tivamente • 

El hipertiroidismo se orig-ina por la producci6n no controlada de 

cantidades excesivas de T¡ 6 T3 6 de ambas • esto se puede deber 

a una enf"lrsnedad tiroidea intr!:naeca eomo el adenoma , o bien a la 

falta de re9ulaci6n de r la HRT 6 la 9odatrofina cori6nica , 'l'am 

bien puede ocurrir como resultado de anticuerpos contra el receptor 

a. HST 6 a la destruccilSn del tejido tiroideo con la liberaci6n 

excesiva de hormona , finalmente a la admietraci6n ex6qena de hor

mona ti.rolden. • 

Las ca.usas mas frecuentes de este estado anormal de tiroides son 

las siguientes : 

1 • Enfer11.\edad de Grzsves-Basedow(bocio difuso t6xico) 

2 • Tiroidítiq : 

a)subaguda 

b} no dolorosa 

e) por radiaci6n 

3 • Hipertiroidismo e:IClSgeno 

a) l.actoql!nico 

b)fieticio 

e) Inducido por yodo(Enfermedad de Jod-Sasedow) 

&ocio t6xic:o inultinodular 

Bocio t6xico uninodular {BTU) 

Hipertiroidiamo ect6pico (etrWM ovarii) 

Carcinoma tiroideo (Me:tastaaia carcinoma folicular) 

8 Exceso de HST : 
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Durante el hipotiroidismo el nivel de hormonas tiroideas en el 

tejido perifl!rico son defecientes y esta situaci6n raramente se 

debe a una disminuci6n en la producci6n de HST 

Las causas m.!ls frecuentes de este estado 

1 • Hipotiroidismo tiroideo 

a) Tejido funcional insuficiente 

1.-Atrofta primaria 

2. -Tiroiditis 

3.-coneecutivo a terapia con ¡131 o tiroidectomta 

4. -Dibgenesia tiroidea (Atiriosie) 

b) Biostntesis defectuosa 

1.-0eficiencia de Yodo 

2.- defectos congénitos 

3 .-Agentes anti tiroideos 

'·- Exceso de Yodo {a veces acompañado de bocio) 

11 • Hipotiroidismo Hipofisiario 

a) DcstrucciOn hipofisiaria 

b) TUmor hipofisiario 

e) Deficiencia aislada de HST 

111 Hipotiroidismo Hipotalamico 

• lV Sensibilidad perif8rica alterada 

Para poder establecer un diaqn6stico , sobre un estado patol6-

qico de la glllndula tiroide• es necesario conocer las pruebas de 

laboratorio da comunes que ayudan en el diagn6stico , entre estas 

encontramos : 

Determinaci6n de T3 y T4 e4ricas totales 

Deter111inaci6n de HST 

De'llrminaci6n de tiroglobulina 
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4. Determinaci6n de GBT (Globulina tranportadora de T 4 ) 

S. En algunos casos . Determinación tlc autoanticucr; ..... :; 

(antimicrosomales y antitiroglobulina) 

Como todos estos compuestos se encuentran en concentraciones 

muy pequeñas (microgramos y n.::i.nogramos) en la sangre , fi.'.S nE"cesario 

buscar un m~todo muy sensible para su dcterminaci6n y ~ste m~todo 

es conocido como radioinmunoan.i'.i.lisis , que aunque es altamente 

sensible tiene como desventaja el empleo de is6topos que por ser 

peligrosos requieren de cuidados , equipos , permiso y adiestra

miento especiales , tienen vida media corta y principalmente su 

alto costo . Por estas razones en los últimos años se han eva-

luado un gran nGmero de inmunoensayos no is6topicos con di feren-

tes marcadores • Entre estos destaca el ensayoinmunoenzim5tico 

que se propone como la alternativa . 

ENSAYOINMUNOENZIMATICO 

En los mátodos inmunoenzim.!i.ticos se conjuga el. antígeno o el 

anticuerpo a una enzima en vez de un is6topo y puede ser de dos 

tipos : ensayoinmunoenzim.!i.tico homogl?neo IEMIT "' enzyme-multiplied 

immunoassay tecknique) el ensayo inmunoenzimStico hcterogli~eo 

(ELISA = enzymc-linked imrntmosorbent assay) • En los primeros_ un~_ 

enzima es acoplada a un antígeno que al. reaccionar con el a~ti

cucrpo hace que se altere la acti.vidad enzimática ; l_a ventaja de' 

este tipo de ensayo es que no requiere de una fase s6l.ida para la 

separaci6n de reactivos que no reaccionar6n , pero la desventaja 

es que funciona G.nicamente para sustancias de bajo peso molecular 

como drogas y medicamentos • El ELISA en cambio se basa en la 

utilizaci6n ~e una fase s6lida con el fin de separar el antígeno 
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o el anticuerpo libre del complejo antígeno-anticuerpo (Ag-Ac) . En 

l?ste el material que se utiliza como fase s6lida para adherir el 

anticuerpo o el ant.tgeno pueden ser tubos , microplacas , esferas 

discos , los cu.:iles pueden ser de celulosa , nylon ,polivinilo , 

poliacrilamida , poliestireno y partículas de agarosa 

La calidad de un ensayoinmunocnzim.!itico depende de la pureza de 

el antígeno o haptcno utilizado para la inmunizaciGn por tanto de 

la especificidad del anticuerpo y tambien de la enzima elegida • 

Esta tll tima debe de tener uha alta actividad , bajo costo y fácil 

obtenerla pura ya que de esto depende la sensibilidad del ensayo . 

Adem.!is de peso molecular bajo y resistencia a cambios de pH y tem

peratura • 

Las enzimas m.!i.s utilizadas para el ensayoinmunoenzim.!i.tico son; 

la peroxidasa de rlibano picante (horseradish) , fosfatasa alcalina 

y la beta-0-galactosidasa ; la actividad enzim.rrtica se mide prin

~ipalmente por fotomctria • 

La enzima puede acoplarse a anticuerpos o ant!genos por varios 

procedimientos • La reacci6n deber.!i. ser altamente eficiente adcm:is 

de que el conjugado deberS ser estable , con un cambio m!nimo en 

la inmunoreactividad y en las propiedades catal!ticas de la enzima 

acoplada • 

El glutaraldehido es uno de los agentes 'mlis utilizados para la 

conjugaci6n y Gsta puede ser por el método de uno o dos pasos • El 

glutaraldehido reacciona con los grupos epsilon-amino de la protcr.

na , los conjugados hechos por la conjugaci6n de un paso , se poli

merizan en exceso y solo una pequeña porci6n de em::ima se conjugá 

al anticuerpo o nl antígeno y aunque la actividad del conjUgado se 

retiene la a!'inidad del antígeno disminuye . Para evitar ésta des-
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ventaja , se utiliza el método del glutaraldehido en dos pasos , úO el 

cual se deja reaccionar la enzima con el glutaraldehido y una vez 

activada la enzima , ésta reacciona con el grupo amino del antígeno o 

del anticuerpo • 

El m~todo del peryodato se basa en la oxidaci6n de, grupos OH , dado 

que enzimas como la peroxidasa contiene varios grupos oligosc'.'icaridos ~ 

La peroxidasa se trata primero con 1-fluoruro-2 ,4-dinitrobenceno para 

bloquear los grupos amino libres y así evitar la autoconjugaci6n • Los 

grupos OH de la peroxidasa activada se dejan reaccionar con los grupos 

amino libres (alfa y epsilon) del anticuerpo formando una base de 

Shiff , las cuales se reducen con borohidruro de sodio para dar enla

ces estables • 

Los derivados de maleimida{N;N,O-fenilenedimalcimida y 1a 

m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) que reaccionan con grupos 

sulfidrilo de la enzima , se utilizan principalmente para acoplar a 

beta-0-galactosidasa debido a que esta enzima posee un gran número 

de grupos sulfidrilo • 

PRICIPIO DEL METODO DE ELISA 

Zxisten diferentes m~todos para determinaci6n ya sea de anttgenos 

o de anticuerpos por el mlitodo de ELISA • 

Mlitodo Indirecto.-Este es un sistema utilizado para 1a determinaci6n 

y cuantificaci6n de anticuerpos , ya que el conjugado utilizado {anti

inmunog1obulina marcada t:on la enzima) puede reconocer un gran nGmero 

de anticuerpos , los cuales pueden ser o estar dirigidos contra una 

gran variedad de ant!genos {fig.J) . 
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Ml'itodo por Inhibici6n.- Este sistema se utiliza para la detecci6n 

de anttgenos ast como su cuantificaci6n y puede ser utilizado para 

sustancias de bajo peso molecular , en el cual la interaci6n Ag-Ac 

del ant!geno de la fase s6lida y el anticuerpo marcado con la enzi

ma es inhibida por el ant!.geno libre de la muestra • 

La actividad enzimlitica que se detecta en la fase sólida es inver

samente proporcional a la cantidad de ant!gcno en la muestra (Fig, 4) 

Mtitodo Competitivo .- Este sistema se utiliza para la deteccii!Sn y 

cuantificaci6n , tanto de ant!geno como de anticuerpos , los cuales 

son de tipo directo , ya que anttgeno/anticucrpo especifico se con

juga directamente a la enzima • En este caso el ant!geno/anticucrpo 

marcado con la enzima , se adiciona al mismo tiempo que el anttgeno 

o anticuerpo de la muestra desconocida , por lo tanto ex:,istir.!i com

petencia para unirse al anticuerpo o ant!.geno fijado a la fase s6-

lida • La diferencia de la degradaci6n entre Gnicamcnte el conju

gado y el conjugado más la muestra es directamente proporcional a 

la concentraci6n de ant!.geno o anticuerpo (Fig.5) • 

. Mtitodo del Sandwich o del doble anticuerpo .- Este es un sistema 

utilizado para la detecci6n y cuantificaci6n de ant!.genos , en el 

cual el anticuerpo inmovilizado en la fase s6lida se incuba con un 

ant!.geno estanda.r o ant!.geno de prueba • Despues de un lavado el 

complejo anttgeno-anticuerpo inmovilizado se incuba con un ex.ceso de 

anticuerpo marcado con la enzima ; alternativamente el segundo Ac 

puede no e¡:;tar marcado y se incuba con un tercer Ac de 1a especie 

animal de la cual se obtuvo el segundo Ac (anti-:IgG)marcdo con la 

enzima • En ambos casos la concentraci6n del producto de la reacci6n 

enzimS.tica eo; directamente proporcional a la concentraci6n del estan

dar o del ant!geno en prueba (Fig.6-7) • 
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1 - Unil5n de1 

lavado 

2.. ·- Adicil5n del auero: unil5n del Aes. 

eapecS:ficoa 

lavado 

3.- Adicil5n de 1a antiglobulina marcada 
con la enzima que se une al Ac • 

lavado 

4. - Adicil5n de1 substrato • 

LJ 
w 

Cantidad hidrolizada • Cantidad de anticuerpo presente 

Figura 3 • - METODO INDIRECTO 
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color • 

- 12 -

l. Placa cubierta de Ag 

lavado 

2. Adici6n de la muestra 

de ensayo conteniendo 
Ag mezclado previamente 

con el Ac estandar • 

lavado 

3. Adici6n del conjugado 

antiglobulina-enzima 

lavado 

4. Adici6n del substrato 

Figura 4 .- METODO POR IHHl.BlCION 

w 
El Ag de la mtra, 

reacciona con el 

Ac en soluci6n, 

w e 
"' " 

No producci6n de 
col.ar • 
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1. Placa cubierta de Ac • 

LJ 
2a. Adici6n del Aq-enzima 2b. Adici6n del Ag-enzima 

Adici6n del substrato 

Hidroliaia del •ubatrato - a la concentraci6n del. Ag-enz.i.mA 

La diferencia entre 3a y 3b - a la concentraci6n de Ag desconocido 

Figura 5 • - NZTODO COllPETIT:IVO 
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1. Placa cubierta con Anticuerpo 

lavado 

2. Adici6n de l.a aoluci6n conte
niendo el anttgeno 

lavado 

3. Adici6n del. Ac eapecS:fico 
marcado con la enzima 

l~vado 

4. Adici6n del. eubatrato 

LJ 
w 
w 

Cantidad hidrolizada • cantida4 de antlgeno presente 

Figura 6 • - METODO DEL SANWICH "o DOBLE ANTICUERPO 
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1. Placa cubierta con Ac especifico A(conejo) 

lavado 

a. Adici6n de la muestra en ensayo conte(liendo 
el antl9eno 

lavado 

J. Adici6n del Ac especifico B(cabra) 

lavado 

4o. Adici6n de antiglobulina B marcada con la 

enzima (anti-I9G cabra) 

lavado 

5. Adici6n del aubstratO 

cantidad de hidroliaia • a la concentraci6n de antlgeno en la muestra 

Fi.9ura 7 .- MODIFICACION DEL llBTODO DEL SARDMICB 
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OBJETIVO 

GENERAL 

Diseñar una tl!:cnica inmunoenzim.S.tica (ELISA) , eapectfica 

•ensible y reproducible para la cuantificaci6n de T3 y T4 ·total 

en suero , capaz de poder sustituir a los equipos á:lmilares de 

importaci6n • 
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OBJEUVOS ESPEC1F1COS 

1 .• Sintetizar loe conjugados de T3 -alb0.mina s6rica bovina y T4-

-albl1mina •4rica bovina • 

2 • Obtener anticuerpos anti T3 y T 4 a partir de la inmunizaci6n 

de conejos Nueva Zelanda • 

J • Purificar los anticuerpos anti-T3 /T4 al extremo de pureza 

mediante cromAtograf!a de afinidad • 

Formar loa conjugados de anti-T3/T4-Peroxidasa 

Diseñar el ensayo inmuncenzimAtico (ELISA} para cuantificar 

T3 y T4 totales en suero • 
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HIPO TESIS 

La cantidad de ant!geno CT3 y/o T 4 ) unido a una fase slSlida 

puede ser determinada a hacerla reaccionar con el anticuerpo 

espec!fico unido a una enzima • Si este se mezc.la poeviamente 

con una muestra que contenga al. ant!geno (T3 y/o T4 ) libre ,la 

reaccilSn anterior ser.1 .inhibida • Por lo tanto la actividad 

enzim4tica detectada en la fase slUida al agregar el substrato 

sera inversamente proporcional a la cantidad de anttgeno (T3 

y/o T 4 J presente en la muestra de suero . 
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PORMACXON DB CONJUGADOS 
T3-BSA / T 4-BSA 

El acoplamiento de triiodotironina/tetrayodotironina (T3/T4 ) 

a albttmina s8rica bovina (BSA) se l. leva a cabo por la condenaacil5n 

del grupo carboxilo. de T3 tT4 con los grupos amino libres de los 

residuos de liaina presentes en la m6lecula de BSA • La hormona no 

acoplada se separa por dUUisie 

' R-éH 

' ,)'ªº 

N~ ' /CH-(CH,J 4!IH2 

O•C 

"r 
R-<;.~ 

, 
R-éH 
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b 
o 
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i 
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Nll ~ 

>
H-fCH2lcNH/ -......,lH-Cff~~H 

0- NHz -- '--==-(" ~ '-==-"\ -
H 

R-
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MATERIAL Y EQUIPO : 

Tubos de ensayo 

Vasos de precipita.dos 

P.ipetas serol6gicas 

Tubo de dí4lisis 

Barra ma9n6tica 

Placa de aqita.ci6n 

Potenci6rttetro 

REACTIVOS : 

AlbWnina s~rica bovina 

carbodiimida 

Ac. clorh!drieo 

Hidr6>eido de eodio 

T3/T4 

Agua. desti.lada 

METODO 1 
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13 X 100 

50 y 100 ml 

5 y 10 ml 

Pyrex 

Pyrex 

Kimax 

Corniq 

aeckman 

Siqma 

Siglll.a. 

Secker 

Merck 

SKF 

- Disolver 50 :mq de T3 Na 6 T4 Na en 2. 5 ml de hidr6xido de •odio 

0.15 N • 

- ADicionar .la mezcla anterior a una soluci6n de 100 mg de albei

mina.. sfirica bovina di&uel.ta en s ml de agua destilada • 

- Añadir 300 1119' de carbpdiim.ida a la mezcla antex:-ior mediante 

agitacida continua. y constante 

- Ajustar el pH de l.a rea.ccUSn a 9. O mediante la adiciiSn de 

•cido clorhtdrico .. 

- Incubar la mezcla de reacc16n toda la noche a .c•c • 

- Dializar la mezcla de reaccien por cinco dta• cont:ra. agua de• .. 

ti lada (aprox. un litro) c.aabiando dia~i...,nte , aantener la 

.-zcla -de reacci~n a tªc • 
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~· 
Bxi•t.e una r•9U5n e•peelrtca &11 e•p1ctro d• abllorcl6n en 1a 

cual cade· .Slecula alcanaa au ..a.1- •b•orci6n • Todae laa p.rotef.nas 

ab•orben a un.a lon9i.tu4 de onda de 280 na , debido a loa reato• de 

tiroailo que cont.1.•nen , eat.a caract.triatica peralte identificarla 

aal ca.o deterainar el cont.enl.do de prot.elna en aoluci6n • 

MATERIAL Y EQUIPO a 

Tubo• dtl enaayo 13 x 100 

Pipeta• aeroloqicas l, 5 ylO ml 

Vaaoa de prec1.pitadoa 100 y so ml 

Pipeta• Paat.eur 

l!apectrofot.6-tro 

CUbe:taa de cu~rzo 6 plaatico 

REACTIVOS : 

Agua deatilada 

Pyrex 

Pyrex 

Pyrex 

~cklnan 

Beckaan 

T3Ha I T4•• al 0.0071 •n hidr6xido de aod.io 0.1 N 

BSA al o. 007 1 en hiclr6xido 4e sodio 0.1 11 

TJ88A I T4a&A al o. 007• en hidrilxido de aodio O.l • 

-· - •reparar una 90LUCJ.dn .. '1'3 ... T .... •'l'3AA 1 '1'49.SA V NA •l 

0.00" ea hldrlbUlo .. -i.o lp/wl • 

. - Correr el eapeauo .. abeorc:i&I ele cacla WUI .. la• 901..ci.o

•• .__ - l_U .... o- .. ZOO - .... u JIO - • 
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XMMUllIZACION 

Se conoce co.o inaunizacU5n al proceao en el cual se induce una 

s:e•pue•ta inmunol69ica en un organbmo • dicha reapu••ta puede ser 

bu.:>ral , celular o &Jlbaa cuando ae ponen en contacto o •• introduce 

en f'o~ natural o artificial auatanciaa llamadas imaunl5genoa o 

antlgeno• • La eficacia de la in.aunizacil5n depende de laa condiciones 

e•peri-ntalea • Bataa incluyen el tipo de antlgeno , el 90do de 

1-unizaci6n (ACJs son d• i.JU1Unl59enoa por vla intramuscular , intra

peritoneal o intradaraica , mientras que los antlgenoa aolublea se 

obtienenmejorea reauñtadoa por vla intravenosa) , el. organismo que 

eata siendo inmunizado y l.A aenaibi.lidad de loa mAtodoa usados 

para deterainar la reapuesta • Loa .in111un69enoa da potentes s6n las 

protelnaa macro.alecularea , sin embargo laa auatanciaa de peso 

molecul.ar pequeño no s6n inmunogenos pero pueden reaccionar con 

anticuerpoa de eapeclficidad apropiada • Estas auatancias denomina

de• haptenoa puec!en provocar una reapueata inmunolCSqica ai se aco

plan a una protelna portadora de volUllen adecuado(P.M.mayor de 

10,000 ) • 

llATBIUAL Y EQUlPO 1 

'fu.boa de en••Y• 

Jer1n9as cleaechab1•• 

Vorwx 

Conejoe llva. lei..ada 

,50 •l 

3 al 

aeca.n 
e1aatipaclr. 

COrn1ftCJ 
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REACTIVOS s, 

Conjugados. BSA-T3 15 BSA-T4 

!!• tuberculosis 

.!• pertussis 

Adyuvante completo de Freud 

PROGRAMA DE INMUNIZACION 

- Rasurar todo el lomo de1 conejo (fig.8) 

INER 

l:NER 

Microlab 

- La obcenci6n de anticuerpos contra T 3 y T 4 se llev6 a cabo 

mediante la irununizaci6n de ocho conejos Nueva Zelanda con 

e1 conjugado T 3-esA / T 4 -BSA utilizando los siguientes dos 

esquemaa de il!lnunizaci6n 1 

ESQUEMA t 1 

DOSIS 

lOOmg de con

jugado + O.Sml 

de sol.. fisio-

llSgica + 200mg 

de !!•tuberculosis 

+ O.Sml de .!·----

eertueai• 

Refuerzo 

Refuerzo 

DXA 

SS 

6S 

as 
100 

110 

12• 

VIA DE ADMON SANGRIA 

intradlSrmica 

intradErmica primera 

segunda 

tercera 

intraddrmica cuarta 

quinta 

(U.tima 
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ESQUEMA I 2 

DOSIS DIA Vl:A DE ADMON SANGRJ:A 

lOOag de con-

jugado ; O.Sml 
f;. 

de •olucian intraddmica 

fisioU5gica + 

1111.l de adyu-

vante comp.leto 

Refuerzo 15 intrad~rmica. 

Refuerzo 30 intrad~rmica 

45 pi:-imera 

60 segunda 

75 Qltima 



Figura 8 
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l.omo del. conejo 'Y .- Rasurado del 

sitios de J.nqcaAot6n 
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TITULACION DE ANTISUEROS 

FUNDAMENTO 1 

La detecci6n y cuantificacHin de anti-T3 y anti-T4 ee realizó 

por el m~todo de ELISA indirecto • 

MATERIAL Y EQUIPO 1 

Placas de ELISA 

Incubadora (37°) 

Pipetas autom&ticas 

Lector de ELISA 

REACTIVOS 1 

Gelatina O.OS'i 

Acido SulfOrico 4N 

o-Fenilendiamina 

50 y 100 Ul 

Conjugado anti-gamas de conejo-peroxidasa 

Amortuguador de fosfatos-aal.ino (PBS pH=7 .2) 

Amortuguador de citratos-fosfatos pH•S 

'l'wee-20 

METODO ·' 

NUNC 

SCOREX 

DYNATECH II 

Merck 

Merck 

Sigma 

Sigma 

- Sensibilizar l.a placa de ELISA con SO Ul/pozo de una aolu

ci6n de T3 Na / T4 Na (10 Ug/ml)en PBS pH:sll • 

- Incubar la placa toda la noche a 4 ºe . 
- Lavar con PBS Pll""7. 2 tres veces por tres minutos cada una 

- Bloquear con PBS-gelatina O.OS'i pH=7.2 {100 Ul/pozo) • 

-·Incubar la placa a 37°C por una hora 1 
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- Lavar con PBS-TWeen 20 al O. 05\ tres veces por tres minutos 

cada uno • 

- Agregar 50 Ul/pozo del suero problema , a diferentes dilu

ciones (diluciones de 1:2 a 1:512) e incubc:tr a 37°C duran

te dos horas • 

- Lavar con PBS-'I'Ween 20 al O. 05\tres veces por tres minutos 

cada uno • 

- Agregar el conjugado anti-gamaglobulinas de conejo-peroxidasa 

(50 Ul/pozo) diluido 1:1000 , incubar una hora la placa a 

J7ºc • 

- Lavar con PBS-TWeen 20 al O. 05\ tres veces por tres minutos 

- Agregar la soluci6n de del substrato e incubar en la obscu-

ridad de 15-30 minutos (50 Ul/pozo) • 

- Parar la reacci6n con ácido sulfarico 4 N ( 50 Ul/pozo) • 

- Leer la pl.aca a 492 nm • 



FUNDAMENTO ; 
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PURIFICACION DE ANTICUERPOS 

ANTI-T3 Y ANTI-T4 

La cromatograf!a de afinidad es uno de los mAtodos de separaci6n 

que facilita la purificaci6n de cualquier biomoll!cula , basandose en 

su funci6n biol.6qica o en su estructura qu!mica individual. • En este 

tipo de cromatografía se inmoviliza una sustancia (ant!geno o anti

cuerpo) a un soporte insoluble y la. molGcula a separar ae absorbe de 

manera espec!fica y reversible J uno de l.os soportes m&s empleado 

l.a Sepharosa 48 (O-galactosa, 4-3, 6-anhidro 1 galactosa) que al ser 

tratada con bromuro de cia.n6geno sus grupos hidroxilo son activados 

para formar grupos imidocarbona.to 9ue reaccionan con sustancias con 

grupos amino primarios que dan como resultado enlacees isourea 

Otro de los soportes empl.eados es el gel formado por molEculas de ant!

geno polimerizadas con glutaraldehido • 

MATERIAL Y EQUIPO : 

Vasos de precipitados 

Matraz Erlenmeyer 

Papel indicador 

50 y 100 ml 

500 ml 

escala 0-11 

Col.wana de vidrio para cromatograf!a 

Placa de agitaci6n 

Espectrofot6metro 

Pyrex 

Pyrex 

Ximax 

Cornin9 

Beckman 



REACTIVOS : 

Sepharosa 48 

Bromuro de cianC:Sgeno 

HidrC:Sxido de sodio 

Bicarbonato de sodio 

Acido ac~tico 

PBS 

TJNa / T4Na 

Antisueros 

Agua destilada 

HETODO : 
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2N 

O. lH 

O.SM 

pff=7.4 

A)Activaci6n de Sepharosa 48 

Sigma 

Sigma 

Herck 

Beker 

Merck 

SKF 

- Lavar con agua destilada la sepharosa 4B 5 veces con 200 ml 

y despues suspenderla. en SO ml de agua destilada(lOg aprox.) 

- Adicionar un gramo de bromuro de , cian6geno a la suapenci6n 

de sepharosa 4B agitando constantell}ente ,manteniendo un pH=ll 

mediante la adicic5n de hidr6xido de sodio 2M durante ocho 

minuto• • 

- Lavar la aepharosa activada con agua destilada. fr!a aproxi

madamente 1 lt • 

- Lavar por 01.timo la aepha.roaa activada con bic~rbonato de 

sodio o. 1 H • 
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B)Acoplamiento de T1 Na. I T1 Na a Sepharoaa 48 activada 

- Disolver 150 mg de T3Na I T4Na en 10 ml de bicarbonato de 

sodio 0.1 M pffmlO • 

- Mezclar la suspencil5n de sepharosa 49 activada con la solu

ci6n de hormona anteriormente preparada . 

- Agitar la suspencit5n resultante suavemente durante 18 hr a 

4°c • 

- Montar la columna y lavarla con PBS O. 01 M pH=7. 4 hasta no 

detectar prote!'.na a 280 nm • 

- Lavar con .!cido acl!tico O .5 M 

- Lavar nuevamente con PBS pH.,.7. 4 .. De esta manera la columna 

queda. lista para eluir los antisueros • 

C) ElucH5n de anti sueros 

- Pasar el suero por la columna respectiva 

- Lavar la columna con PBS pH-7. 4 hasta no detectar prote!na a 

280 nM • 

- Eluir los anticuerpos con :Ecldo acético O. 5 M hasta que 

obtenga una absorbancia menor a O .. 02 a 280 nm • 

- Lavar la columna del inmunoadsorbente con PBS pffa7. 4 una 

vez que se han colectados los anti.cuerpos • 

- Determinar la densidad optica a 280 run de cada una de las 

fraccione• obtenidas • 

- D1¡alizar contra PBS pff•7. 4 las fracciones con mayor densidad 

optica , cambiando diariamente durante cuatro d!as • 

- Concentrar la aolucil5n de anticuerpos con polietilenqlicol 

- Cuantificar prote!'.nas por el mltodo de Coomasie , 
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TITULACION DE ANTI-T3 Y ANTI-T4 

(RIA) 

FUNDAMENTO ' 

Tl!:cnica de competencia muy sensi.ble que se basa en la reacción 

a.nttqeno-anticuerpo ; se emplea un a.nt!:qeno marcado con 1 1 2 5 • 

Cuando se aqreqa un antígeno sin marcar , este compite con el ant!

qeno marcado con 11 2 5 , por una concentraci6n limitada de anticuerpo 

con el cual se forma un complejo ant!qeno-anticuerpo no radiactivo 

de acuerdo a .la ley de acci6n de masas • 

Ac 

MATERIAL : 

Tubos de ensayo 

Pipetas automaticas 

Contador de centelleo 

Centrifuga 

12 X 75 

50 100-1000 Ul 

Pyrex 

Scorex 

Beckman 

BeÓkman 
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REACTIVOS : 

T3112s / T
4
i:l2S Dupont 

Anti-T3 y Anti-T4 

Sol.uci6n amortiguadora de Barbital pH•S.6 Herck 

Sol.uci6n amortiguadora de fosfatos O' 01 M pH=7. 4 

Anilina 

Antigamaglobulinas de conojo--PEG 

METODO : 

DPC 

_Preparar disoluciones de anti-T3 y anti-T4 de 1:10000 a 

1: 120000 en amortuguador de barbital. para anti-T4 y amor

tiguador de fosfatos para anti-T3 • 

- Preparar una soluci6n de TJ y T4 radiactivas mas anilina 

a mabera de tener 20000 cuentas en SO Ul • 

- Medir SO Ul de cada una de las disoluciones del anticuerpo 

m.ls SO Ul de T3 y T4 radiactivas , hacer esto por triplicado 

- Mezclar muy bien cada uno de los tubos e incubarlos a tem-

peratura ambiente aproximadamente 20 hr • 

- Determinar el nllmero de cuentas iniciales de cada uno de los 

tubos • 

- Agregar SO Ul de antigamas de conejo-PEG • Incubar 15 minutos 

a. temperatura ambiente y centrifugar lS minutos a 3000 rpm • 

- Decantar loa t~s y determinar las cuentas finales del pre

cipitado • 
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ACOPLAMIENTO DE ANTI-TJ / ANTI-T4 A PEROXIOASA 

FUNDAMENTO 1 

La. peroxida&a ae polimeriza con el qlutaraldehido , donde se 

hace reccionar primero e.l grupo amino terminal. de la enzima con 

uno de loa qrupoa aldehido del qlutaraldehido , el exceso de este 

elimina e Laperoxidasa activ.ida queda disponible para reaccionar 

en un eequndo paso con el grupo amino terminal libre del anti

cuerpo , formando al conjugado anticuerpo-enzima 

Peroxidaaa-NH2 + CHO-CH2-CH2-CH2-CHO ----~ Peroxidaea-NaCff 

(CH2l 3 

Peroxidaaa-N•CH- (CH2J 3-CH•N-Anticuerpo 

MATERIAL i 

Columna de vidrio para cromatoqra.f!'.a 
(altura 20 cm x di~mctro 1 cm J 

Pipeta.a Sllrologica.a 

Vasos de precipita.dos 

1 y 5 ml 

10 y 500 ml 

CHO 

+ 

Anticuerpo-NH2 

Kimax 

Pyrex 

Pyrex 



REACTIVOS : 

Peroxidaaa Rz0 3 

Glutarldehido al 1 ~ 

Sephadex G-25 

PBS pH•6 .8 

cloruro de sodio 

Anti.-T3 y Anti.-T4 
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o.is M 

Soluci.lSn amorti9uadora de carbonatos pHa.9 .. S lM 

METODO s 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Herck 

- Di.solver 10 mg de peroxidasa en O. 2 ml de 9lutaraldehido 

al 1 \ v/v en PBS 0.01 M pH=6.B e incubar durante dieci-

ocho horas a temperatura ambiente • 

- Fi1trar a travéz de una columna de sephadex G-25 equili

brada con cloruro· de sodio O .15 H y colectar las fraccio

ne& de color cafd que contienen la peroxidasa activada 

ai ea necesario concentrar a un militro • 

- A la ao1uci.6n de peroxidasa agregar 5 mg de ant:i.-T3 y 

anti-T4 en un volumen de un mi.litro , previamente dializado 

contra cloruro de •odio 0.15 M • 

- Agreg-ar o. 2 inl de aol.uci6n amortuguadora de carbonatos e 

incubar toda la noche a 4 ° e • 

- Age9ar O. 2 ml de lisi.na O. l M pH•7. O e incubar d.os horas 

a temperatura ambiente • 

- Dializar toda la noche contra sao ml de PBS pR=7 .4 • 

- Agregar un volumen igual de glicerol y conservar el conjugado 

anticuerpo-peroxidasa a 4 ºe • 
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ELISA POR J:NHIBICION PARA CUANTIFICAR T4 EN SUERO 

FUNDAMENTO : 

En este ensayo la interaccil5n ant.tgeno-anticuerpo , entre el 

ant!geno acoplado a la fase a~lida .,. un ant.f:geno libre y un anti

cuerpo marcado con· una enzima. , es inhibida por el anUgeno libre 

de la muestra • La actividad enzim.1tica que se detecta en la fase 

a6lida ea inversamente proporcional a la cantidad de antígeno 

presente en la muestra • 

MATERIAL : 

Placas de ELISA Micro ti ter Cokee 

Pipetas autom.S:ticas 50 , 100 y 200 Ul. Scorex 

Incubadora 

T'Ubos de enaaye 

Lector de ELISA 

REACTIVOS : 

12 X 75 

Conjugado anti-T4-peroxidaaa ... 
o-Fen.ilendiamina 

Peroxido de hidr6geno 

PBS-'l'ween 20 

PBS-gela.tina. 

301 v/v 

0.05% v/v pff..-7.2 

2" 1 p/v 

solu.ci6n amortiguadora de citratos pH'=S, O 

PBS pH=7 .2 

Pyrex 

Dynatech 

SKF 

SigtnA 

Bac.ker 
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METODO : 

A) curva Estandar 

- sensibilizar la placa con 50 Ul/pozo de T 4Na (10 Ug/ml) en 

PBS e incubar toda la noche a 4°C • 

- Lavar con PBS pH=7. 2 tres veces por trea minutos cada uno 

- Bloquear con 200 Ul./pozo de PBS-ge latina al 2' e incubar 

dos horas a 37°C • 

- Lavar con 200 Ul de PBS-'l"lieen 20 al O.OS\ pH-7.2 tres veces 

por tres minutos cada uno 

- Preparar soluciones de T 4 en las siguientes concentraciones i 

l • 4 , 10 , 16 , 24 y 32 Ug/dl • 

- Mezclar cada una de las soluciones ant~riores con el conjuga-

do anti-T4-peroxidasa en relaci6n l;l ".! incubar 15 minutos 

a temperatura ambiente • 

- Adicionar 100 Ul./pozo de la mezcla anterior e incubar dos ho

ras a 37"c • 

- Lavar con 200 Ul de PBS-Tween 20 al O. OS\ t:s:es veces por tres 

minutos cada uno • 

- Adicionar SO Ul/pozo de la soluci6n de o-fenilendiamina en 

amortiguador de citratos (5 mg/10 ml) pH=-5.0 e incubar de 

15-30 minutos en la obscuridad • 

- Adicionar 50 Ul/pozo de 4.cido aulftlrico 4N • 

- Leer a 492 nm la placa • 

B) Sueros Problema 

Seguir el. mismo procedimiento hasta el paso 4 : 
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- Mezclar cada uno de los •Ueros problema con el conjugado 

anti-T4-peroxida.aa 1: 1 e incubar 15 minutos lÍ temperatura 

ambiente • 

·- Continuar de igual manera que en el procedimiento anterior. 

CONTROLES 

Se utilizar6n l.os siguientes controles : 

1. - Control negativo : dos pozos con PBS durante todo el 

ensayo • 

2 .- Control del. conjugado i dos pozos en los que se agrega 

substrato m4s conjugado al mismo tiempo • 

3.- Control de uni6n ineapec1fica i dos pozos a los que se 

le• agrega conjugado m5s T4 • 

Loa aueroa utiizadoa durante este ensayo fuerl5n propor

cionados por el depertamento de Medicina Nuclear del INNSZ • 



R E S U L T A D O S 

y 

ANALISIS 
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1. - CONJUGACION DE HORMONAS (T3 / T4 ') A ALBUMINA SERICA BOVINA 

Para verificar la unic5n de las hormonas a la albGmina sArica bo

vina se rea1izar6n loa espectros de absorci6n de cada uno de loe 

conjugados , ast como tambi~n de las hormonas y de la albtlmina 

(fig.9-10) • Obteniendoae como resultado , la unic5n de 12 molAculaa 

de T 3 por cada molEcula de BSA y 11 mol@:culas de T 4 por cada mo

lEcula de" BSA • 
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2. - OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA T 3 Y T 4 

A.- INMUNIZACION 1 

Los reaulatados se observan en las figuras 11-14 para anti-T3 , 

figuras 15-18 para anti-T4 . De las cuales se puede decir que las 

conejos 6 y 11 fuer6n 1011 mejor respondier6n a la inmunizaci6n contra 

T3 1 en tanto que para la inmunizaci6n contra T4el conejo que mejor 

respondi6! €uA el 39 y en menor grado l.os ndmeros 31 y 32 • 

Cabe mencionar que estos conejos con mejor respuesta eran hembras • 
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B. - CROMATOGRAPIA DE AFINIDAD 

El suero hiperinmune se purific6 por medio de una cromatoqra

fi:a de afinidad utilizando un inmunoadsorbente compuesto de TJ/T4 

unida a sepharosa 4B • Se colectar6n fracciones de 5 ml , y se 

leyer6n a. 280 nm • Los resultados se observan en las figuras 19-20 

Las fracciones con mayor densidad y por lo tanto con una mayor 

concentraci6n de anticuerpos fuer6n r para anti-T3 las .fracciones 

2-8 y para anti-T4 2;7 , estas fuer6n concentradas con polietilen

glicol .20000 (PEG) • 



- 51--

o.o. 

'·º 
o.e 

o.• 

º·' 
o.• 

o.a 

O.• 

o.s 

o.a 

l'teUllA .- 19 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DEI. SUERO Ot; CONEJO 
CONTRA T3 



o.o. 

o .• 

,,.,,, •• - 20 

CFIOllATOGRAFIA 0E AFINIDAD DEL SI.ERO DE 
CONEJO CONTRA T 4 

"' "' 



- 53 -

C. - ESPECIFICIDAD Y TITULO DE ANTICUERPOS 

La especificidad y titulo de estos anticuerpos (anti-T3 /T4 } 

se determin6 por el m6todo de radioinmunoan.S:lisis (RIAJ . Res

pecto a la especificidad se observ6 que existe reacci6n cruza-

da en un 6.9 1 para anti-T3 con T 4 y un 11.4 1 para anti-T4 

con T3 • 

El t!tulo de anticuerpos se determinl5 mediante el porciento 

de enlace entre la hormona marcada con I 125 y los anticuerpos 

purificados • Los resultados se observan en las figuras 21-22 y 

en las tablas 1-2 de las cuales se dedujo que el t!t!llo 6ptimo 

para anti-T3 ful:!§ de 1:60000 y para anti-T4 ful! de 1:50000 • 
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TITULACION DE ANTI-T3 POR EL EL METODO DE 

RAOIOINMUNOANALISIS 

TABLA 1 

DILUCION • DE ENLACE 

l ilO ººº 13.45 

1 :20 ººº 27 .19 

1 :30 ººº 32. 00 

1: 40 ººº 38.59 

1 :SO ººº 49. es 
1:60 ººº 57. 03 

1: 70 ººº 52 .so 
1 :80 ººº 42.09 

1: 100000 29.08 

1: 120000 11. 72 
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TITULACION DE ANTI-T4 POR EL METODO 

DE RADIOINMUNOANALISIS 

TABLA 2 

OILUCION \ DE ENLACE 

i: 10 ººº 13.45 

1: 20 000 27 .19 

1: 30 000 32.00 

1:40 ººº 38. 59 

1:50 ººº so. 75 

1: 60 000 46 .es 

1: 70 000 38.04 

1:80 000 24.91 

l: 100000 10.23 

l: 120000 6.48 
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3.- TITULACION DE CON.JUGADOS ANTI-T3 / ANT:I-T4 -PEROXIDASA 

La titulaci6n de los conjugados antihormona-peroxidasa se deter-

DU:n6 por el m6todo de ELISA haciendo diluciones del conjugado 

antihormona-peroxidaea , para determinar l.a diluci6n a la cual se 

obtiene una densidad 6ptica mayor de 0.S estos resultados se ob

servan en las figuras 23-24 de donde se determin6 que la diluci6n 

6ptima para ambos conjugados fu6 de 1:1600 • 
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4.- METODO DE ELISA PARA CUANTIFICAR T4 EN SUERO 

A.-CURVA ESTANCAR PARA CUANTIFICAR T4 EN SUERO 

Para realizar esta curva se determi!16 primero la cantidad 6pti

ma de hormona para pegar a la placa , obteniendose una concentra

ci6n de 10 Ug/ml 1 obtenida esta concentraci6n se procedi6 a 

trazar la curva estandar por el m~todo de ELISA POR INHIBICION , 

tomando como referencia los valores normales en suero , adem6s de 

los valores a los cuales se presentan pat6logias Estos resulta

dos se representan en la figura 25 y en la tabla 3 • 
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CURVA ESTANCAR PARA LA CUANTIFICACION DE 

T 4 EN SUERO 

CONCENTRACION 

( Ug/dl 

10 

16 

24 

32 

TABLA 3 

DENSIDAD OPTICA 

o. 40 

o. 20 

0.09 

o. 045 

o. 03 

o. 03 



o.o . 

. . 
FIGURA - 25 
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B.- CUANTIFICACION DE T4 EN SUEROS PROBLEMA 

Una vez establecida .la curva estandar para T4 se procedi6 a 

determinar la concentraci6n de f!sta en 60 muestras problema cuyos 

resultados se pueden observar en la tabla 4 • 

C. - COMPARACION DEL METODO DE EL:ISA CON EL METODO DE RIA 

Las muestras trabajadas hab!an sido ya clasificadas • como mues-

tras hipo hiper y normales por el mEtodo de RIA , lo que di6 como 

consecuencia que se pudiera establecer una comparaci6n entre ambos 

m'todos • Obteniendose resultados satisfactorios los cuales se 

observan en la figura 26 , y tabla 5 • 
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DETERMINACION DE T 4 EN .SUEROS PROBLEMA 

TABLA 4 

MUESTRAS MUESTRAS MUESTRAS 
HIPO NORMALES HIPER 

4.19 9.19 15.60 

4. 79 9. 59 15. 90 

4.12 9.59 15. 60 

4. 03 9. 69 15. 60 

s. 71 9. 72 15. 99 

s.11 9.90 15. 90 

5.02 e. 90 16. 04 

5.71 8. 59 15.10 

4. 60 8.93 15.09 

4. 78 9. 75 15.29 

4.92 9. 75 15. 60 

4.60 9.48 15.60 

5.11 9.63 16 .10 

5.10 9.68 15.40 

s. 09 9.59 15. 30 

S.29 9. 72 15. 20 

5.02 9.'7 15.25 

5.02 10.0S 15.40 

4.90 10.30 . 15.95 

4.80 10.15 15.90 



- 66 -

COMPARACJ:ON DEL METODO DE ELISA CON EL METODO DE RIA 

MUESTRAS 

HIPO 

NORMALES 

HIPER 

TABLA 5 

ELISA 
X 

4.09 

9.60 

15. 60 

RIA 
J¡ 

10 

15 



RIA 
.J. 

HIPER 
:¡. 

NORMAL 'º 

HIPO 

.¡ 

ELISA 
lflPO NORMAL HIPER 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

LA conjuqaci6n de hormonas (T3 /T4 ) a la albCim.ina s~rica bovina 

ful! satisfactoria ya que los resultados obtenidos son semejantes a 

los reportados en la literatura • 

La purificaci6n de anti-T3 /anti-T4 se realizo por cromatoqraf!a 

de afinidad uniendo las hormonas (T3tT4 ) a sepharosa 48 para deppul!s 

pasar los antisueros a travez de este inmunoadsorbcnte , uniendose 

Gnicamente los anticuerpos espec!ficos (anti-T3 /anti-T4 ) que poste

riormente se separan por un cambio de pH {!cido ac~tico O. OSH) , 

colectando fracciones de 5 ml de esta eluci6n y leyendo cada una de 

estas a 280 nm , observandose una mayor densidad optica en las 

fracciones 2-8 para anti-T3 y 2-7 para anti-T4 , donde se puede 

apreciar que se encuentra la m!xima concentraci6n de anticuerpos 

Para asegurar la calidad de estos anticuerpos se efectuo una 

evaluaci6n de los mismos por el m§todo de radioinmuno.li.nalisis obte

niendose_ como resultado un t!tulo de 1:60000 para anti-T3 y 1::50000 

para anti-T4 lo que se considera como un titulo bastante aceptable 

por otro lado se evaluo la especificidad de los miemos teniendo como 

resultado una reacci6n cruzada de 6.9 \ de anti-T3 con T4 y 11. 4. \ 

para anti-T4 con T3 , 

El. siguiente paso ful! el acoplamiento de los an~icuerpos a pero

xidasa una vez lograda esta conjugaci6n se titul6 cada uno de 1o• 

conjugados (anti-T3-peroxidasa y anti-T4-peroxidasa) obteniendose 
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para ambos casos un titulo de 1: 1600 • Hasta este punto se logro 

la obtenci6n y preparaci6n de .los reactivos necesarios para la 

estandarizaci6n del mf;todo de ELISA para la cuantificaci6n de 

hormonas tiroideas en suero . Finalmente para lograr el objetivo 

principal de este trabajo se procedi6 a la estandarizaci6n del 

del método el cual se efectuo utilizando el método de ELISA por 

INHIBICION que es considerado el método recomendable para 

lliculas de bajo peso molecular como lo son T 3 y T 4 • 

Primeramente se busco la concentraci6n 6ptima de hormona (T4 J 

para acoplar a la fase s6lida , encontrandose que esta fué de 

10 Ug/ml , una vez encontrada esta concentraci6n fué necesario 

trazar la curva estandar , establecida 6sts se procedio a trabajar 

c~n muestras problema interpolando los resultados en la curva 

obteniendo de esta manera las concentraciones de T 4 en cada uno de · 

los sueros , la cual babia sido determinada anteriormente por 

radioiruriuno.Snalisis y clasificados como hipo , normales , e hiper 

encontrada f!sta por el. método de ELISA fuf; posible evaluar el mé

todo al comparar ambas resultados (ELISA vs RIA) • 

ESTA TESIS 
SAUR DE iA NO IJEBE 

J!BU9TECA 



e o N e L u s 1 'o N E s 
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CONCLUSIONES 

l.- Se lograr6n obtener los conjugados de TJ-ASB I T 4-ASB unien

dose 12 moll!'culas de T 3 por cada molécula de ASB y 11 moléculas de 

T 4 por cada molll'cula de ASB , resultados satisfactorios y comparables 

a los reportados en la literatura (7) . 

2.- De acuerdo a los resultados obtenidos en los conejos inmuni-

zados , el per!odo 6ptimo para la ·obtenci6n de m:'iximo titulo de 

anticuerpos est4 entre los d!as 65-85 para ambos esquemas • Por lo 

tanto los esquemas utilizados. son buenos pero para fiñes prlicticos 

el m4s recomendable es el eáquema. nfimero 2 

3.- La purificaci6n de anti-T 3 I anti-T 4 por Cromatografía de 

afinidad , resulto satisfactoria ya que los anticuerpos obtenidos 

presentar6n una afinidad y especificidad comparables a los empleados 

los reactivos comerciales • 

4.- La conjugaci6n de anti-T3 y anti-T4 -Per~xidasa fué buena ya 

que para ambos casos se obtuvo un titulo de 1: 1600 comparable éste 

al reportado en la literatura (2 , 13 , 25) • 

5.- Observando las figuras 24 y 25 se decidi6 que el método de 

ELISA por inhibici6n estandarizado en este trabajo , puede ser uti

lizado como un mGtodo alterno al radioinmunoánalisis como una prue-

ba de rutina en el laboratorio de l!inalisis clínicos • 

Cabe mencionar que dados los resultados obtenidos en cada uno de 

los_ pasos de este trabajo se pueden preparar en nuestro pa!s los 

reactivos necesarios para este método con la seguridad de tener re-

activos de buena calid~d y comparables a los utilizados en los 
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reactivos comerciales , Con lo anerior queda demostrado que es fac

tible la preparaci6n de los reactivos necesarios para otras tácnicas 

utilizadas en el laboratorio de anS:lisis bioquímico cl!nicos , tra

tando de evitar en lo posible el gran desembolso para nuestro pa!s 

que significa la importaci6n de reactivos . 

De igual manera se trabajo para obtener la curva estandar de T 3 

sin embargo no se obtuvier6n los resultados deseados , ya que durante 

todos los ensayos realizados no se pudo obtener una curva representa

tiva con la cual se pudieran trabar las muestras problema . Por 

consiguiente se procedio nuevamente a realizar varios ensayos para 

poder definir una nueva concentración para acoplar a la placa , obte

niendose que en cada nuevo ensayo este no era reproducible aún cuan

do se trabajara en condiciones semejantes , existen adcmlis de esta 

variable otras que pudieron afectar el ensayo tales como : substrato 

conjugado anti-T3-Peroxidasa , tiempos de incubaci6n ,temperatura de 

incubaci6n • Debido al tiempo empleado en el estudio de cada una de 

estas variables se opto por reportar únicamente loa resultados para 
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