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INTRODUCCTION i

La tiroxina (T4) y la triiodotironina (T3) son hormonas , sinteti-
zadas y secretadas por la gl&ndula tiroides . La concentraci&n de
eptas en suero es de : T3 del50-250 ng/dl y T4 de 4.5-12 ug/dl .

En el hombre la glindula tiroides pesa de 15-20 g est& constituda
por dos 18bulos unidos por un jistmo a la altura del segundo a cuarto
anillos traqueales .

Esta glindula esta compuesta de dos clases de c&lulas ; las células
foliculares y las célulasg parafoliculares o células C.

El folfculo es la unidad funcional del tiroides y por lo tanto
tiene procescs tan importantes como : a)la sfintesis de la glucopro-
tefna tiroidea especiIfica llamada tiroglobulina y su secrecibn en
el lumen folicular ; b)la yodacifin de la tiroglobulina ; c) el al-
macenamiento de la misma ; d}la degradcién de la tiroglobulina y la
liberacisn de hormonas tiroldeas ; e)la reabsorcifn de tiroglobulina .

La secrecidn de la tiroxina y triiodotironina 'es controlada por
el hipotflamo y por la hipSfisis . El hipotilamo secrgté un tripép-
tido conocido como hormona liberadora de tirotropina (HRT) , 1la
cual estimula la secrecifn de tirotropina u hormona estimuladora del
tiroides (HST) por la porcién anterior de la hip&fisis . La HST prac-—
ticamente controla todas las etapas de la sintesis de hormonas tiroi-
deas , incluyendo la captaci&nh de yodo , su unifn org&nica , acopla=-
miento de las tirosinas y la liberacidn de yodotironinas (T3 y T4q) -
A 8u vez , la secrecifin de HST esta regulada por la concenu—aq.wn de
T3 Yy T4 circulantea . Por otra parte una hip8fisis normal aumentarf
ta al 4 de las cifraa de hormo-

la secreci8Sn de HST en reap



~-nas circulantes , en el caseo contrario las cifras altas de hormonas
en sangre suprimiri la secrecibn de HST , es decir se regula mediante

un mecanismo de retroalimentaci®n negativa (fig. 1) .
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Fig.1l . MECANISMO DE RETROALIMENTACION NEGATIVA



Las hormonas tiroideas contienen yodo , por lo tanto es necesario
el suministro de &ste a travez de la dieta , su absorcifn se lleva
a cabo en el intestino en forma de yoduro , con lo que se asegura la
formacifn de tiroxina y triiodotironina .

En los vertebrados es necesario la secrecifn de estas yodotironinas
constantemnete para aedgurar el desarrollo encéfalico , el crecimiento
corporal y para mantener dentro de los limites normales el nivel del
metabolismo intermedio y la actividad funcional de la mayoria de los
8rganos .

La sintesis de hormonas tiroideas (T3 y T4) se cumple en tres pasos:

1 . Captacibn de yodo

2 . Sintesis de la protefna

3 . Yodacisn de esta proteina principalmente en sus
residuos tirosilo y oxidacidn de yodotirosinas
a yodotironinas hormonalmente activas (T3 y Tg) .

Estos pasos Be encuentran esguematizados en la figura 2 .

MIT : Monoycdotironilo GBT ; Globulina enlazadora de Tg
DIT : biyodotironilo APBT : Albfimina enlazadora y

transportadora de Ty
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Si alguno de los pasos del sistema anterioy no funciona correc-

tamente puede entonces existir una falta o un exceso de egtas hor=

monas , lo que conduce a hipotircidismo o hipertiroidismo respec—~

tivamente .
El hipertiroidismo se origina por la produccién no controlada de

cantidades excesivas de T4 & T3 & de ambas , esto se puede deber

a una enformedad tiroidea intrfnseca como el adenoma , o bien a 1la

falta de regulacibn de ; la HRT & la godatrofina coridnica , Tam

bien puede ocurrir como resultadeo de anticuerpos contra el receptox
4 HST & a la destruccibn del tejido tircideo con la liberacifin
excesiva de hormona , finalmente a la admistracifn exfgena de hor—
mona tiroidea .

Las causas mds frecuentes de este estado anormal de tiroides son
las siguientes 3

1 . Enfermedad de Graves-Basedow{boclo difusc t6xico)
2 . Tiroiditis s

a) subaguda

bino dolorosa

c)}por radiacién
3 . Hipertiroidismo exSgenc

a)lactogtnico

b} ficticio

c}Inducido por ycedo{Enfermedad de Jod~Basedow)

Bocie téxico multinodular

Bocio téxico uninodulax (BTU)

Hipertiroidiamo ectépice {struma ovarii)

Carcinoma tiroideo (Metastasia carcinoma folicular)
Exceso de HST

@ N oo oA



Durante el hipotiroidismo el nivel de hormonas tiroideas en el
tejido periffrico son defecienteg y esta sjituacifn raramente se
debe a una disminucién en la producciSn de HST .

Lag causas mis frecuentes de este estado @

1 . Hipotiroidismo tiroideo
a)Tejido funcional insuficiente
1.~Atroffa primaria
2.-Tiroiditis
3.-Consecutivo a terapia con 1131 o tiroidectomfa
4.~Dibgenesia tiroidea (Atiriosis)
b)Biosintesis defectuosa
1.-pDeficiencia de Yodo
2.~ defectos congénitos
3.=Agentes antitiroideos
4.- Exceso de Yodo (a veces acompafiado de bocio)
11 . Hipotiroidiasmo Hipofisiario
a)DestrucciSn hipofigiaria
b) Tumor hipofisiario
c)Deficiencia aislada de HST

111 . Hipotiroidismo Hipot&lamico

« 1v . Sensibilidad periférica alterada

Para poder establecer un diagnSstico , sobre un egtado patolé-
gico de la glfndula tiroides es necesario conocer las pruebas de
laboratorio mla comunes que ayudan en el diagnSstico , entre estas
encontramos : ’

1 . Determinacifn de T3 y T4 s€ricas totales
2 .. Determinacién de HST

3 . Detxminacisn de tiroglobulina



4. Determinacidén de GBT (Globulina tranportadora de Tyl
S. En algunos cascs . Determinacién de autoanticuer;vs
{antimicrosomales y antitiroglobulina)

Como todos estos compuestos sa encuentran en concentraciones
muy pequeftas(microgramos y nanogramaes) en la sangre , es necesario
buscar un mStodo muy sensible para su determinacién y &ste método
es conocido como radicinmuncanfilisis , que aunque es altamente
sensible tiene como desventaja el empleoc de isftopos gue 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 filtimos afios se han eva-
luado un gran nGmero de inmuncensayos no is&topicos con diferen-—
tes marcadores . Entre estos destaca el ensayoinmunocenzimitico

que se propone como la alternativa .

ENSAYOINMUNOENZIMATICO

En los m8todos inmunoenzimiticos se conjuga el antfigeno o el
anticuerpo a una enzima en vez de un isftopo y puede ser de dos
tipos : ensayoinmunoenzimitico homogéneo(EMIT = enzyme-multiplied
immunoassay tecknique) el ensayo inmunoenzimitico heterog&neo
{ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay) . En los pxl-imeros_ ﬁnq_
enzima es acoplada a un antigeno gue al reaccionar con el Aam:i-—
cuerpo hace que se altere la actividad enzimdtica : la ventaja dev
este tipo de ensayo es qQue no requlere de una fase s8lida para la
separacifn de reactivos gque no reaccionarfn , pero la dasventaja
es que funciona (nicamente para sustancias de bajo peso moleculaxr
como drogas y medicamentos . E1l ELISA en cambio se basa en la

utilizacién de una fase s8lida con el fin de separar el antigeno



© el antjcuerpo libre del compleje antigeno-anticuerpo({Ag~Ac) . En
&ste el material que se utiliza como fase s8lida para adherir el
anticuerpo o el antigeno pueden ser tubos , microplacas , esferas ,
discos , los cuales pueden ser de celulosa , nylen ,polivinileo ,
poliacrilamida , poliestireno y particulas dc agarosa .

La calidad de up ensayoinmuncenzimitico depende de la pureza de
el antfgeno o hapteno utilizado para la inmunizaciln por tanto de
la especificidad del anticuerpo y tambien de la enzima elegida .
Esta filtima debe de tener una alta actividad , bajo costo y ficil ae
obtenerla pura ya que de esto depende la sensibilidad del ensayo .
Ademis de peso molecular bajo y resistencia a cambios de pH y tem-
pexratura .

Las enzimas mis utilizadas para al ensayoinmunoenzimStico son;
la peroxidasa de r&banou picante {horseradish) , fosfatasa alcalina
¥y 1a beta-D-galactosidasa ; la actividad enzimdtica se mide prin-
cipalmente por feotometria .

La enzima puede acoplarse a anticuerpos o antigenos por varios
procedimientas . La reaccifn deberi ser altamente eficiente ademis
de gue el conjugado deberi ser estable , con un cambio minimo en
la inmunoreactividad y en las propiedades cataliticas de la enzima
acoplada .

El glutaraldehido es uno de los agentes m&s utilizados para la
conjugacibn y &Gsta puede ser por el mStodo de uno o dos pasos . EL
glutaraldehido reacciona con los grupos epsilon-aminos de la protefi-
na , los conjugados hechos por la conjugacién de un paso , se poli~
merizan en exceso y solo una pequeiia porcifn de enzima se conjuga
al anticuerpo o al antigeno y aunque la actividad del conjugado se

retiene la afinidad del antigeno disminuye . Para evitar &sta des—



ventaja , se utiliza el mé&todo del glutaraldehido en dos pasos , en el
cual se deja reaccionar la enzima con el glutaraldehide y una vez
activada la enzima , &sta reacciona con el grupo amino del antfgeno o
del anticuerpo .

El m&todo del peryodato se basa en la oxidacidn de_gtupos OH , dade
que enzimas como la peroxidasa contiene varios grupos oligos&caridos.
La peroxidasa se trata primero con l=~flucrurc~2,4-dinitrobenceno para
bloquear los grupos amino libres y asf evitar la autoconjugacién . 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{dN;N,0-fenilenedimaleimida y la
m-maleimidobenzoil-N~hidroxisuccinimida) que reaccionan con grupos
sulfidrilo de la enzima , se utilizan principalmente para acoplar a
beta~D-galactosidasa , debido a gue esta enzima posee un gran nlimero

de grupos sulfidrilo .

_PRICIPIO DEL METODO DE ELISA

Existen diferentes métodos para determinacifn ya sea de antfgenos
0 de anticuerpos por el m&todo de ELISA .

Mé&tode Indirecto.-Este es un sistema utilizado para 1la determinaci6n
y cuaptificacifn de anticuerpos , ya que el conjugado utilizado (anti~
inmunoglobulina marcada ton la enzima) puede reconocer un gran nfimero
de anticuerpes , los cuales pueden ser o estar dirigidos contra una

gran variedad de antfgenos (fig.3) .



MEtodo por Inhibicién,- Este sistema se utiliza para la deteccisn
de antigenos asi como su cuantificacifn y puede ser utilizade para
sustancias de bajo peso molecular , -en el cual la interaci8n Ag-Ac
del antfgeno de la fase s8lida y el anticuerpo marcado con la enzi-
ma es inhibida por el antigenoc libre de la muestra .

La actividad enzimAtica que se detecta en la fase sGlida es inver~-
samente proporcional a la cantidad de antigenc en la muestra({Fig.,4) .
MEtodo Competitivo .- Este sistema se utiliza para la deteccifn y
cuantificacibn , tanto de antfgenoc como de anticuerpos , los cuales
son de tipo directo , ya que antfgeno/anticuerpc especifico se con~-
juga directamente a la enzima . En este caso el antigeno/anticuerpo
marcado con la enzima , se adiciona al misme tiempo que el antigeno

o anticuerpo de la muestra desconocida , por lo tante existirf com-
petencia para unirse al anticuerpo o antigeno fijado a la fase sé-
lida . La diferencia de la degradacifn entre Gnicamente el conju-
gado y el conjugado mds la muestra es directamente proporcional a

la concentracifn de antfgeno © anticuerpo (Fig.5) .

M&todo del Sandwich o del doble anticuerpo .- Este es un sistema
utilizado para la deteccibn y cuantificacién de antigenos , en el
cual el anticuerpe inmovilizado en la fase sblida se incuba con un
antigeno estandar o antfgeno de prueba . Despues de un lavado el
complejo antfgeno-anticuerpo inmovilizado se incuba con un exceso de
anticuerpe marcade con la enzima ; alternativamente el segqundo Ac
puede no estar marcade y:.se incuba con un tercer Ac de la especie
animal gde la cual ge obtuve el segundo Ac (aqti—IgG)mafcdo con la
enzima . En ambos casos la concentracifn del producto de la reaccisn
enzimitica es directamente proporcional a la concentracién del estan=-

dar o. del antigeno en prueba (Fig.6-7) .
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1. - Unifn del antigeno a la fase s8lida . a
lavado
—
Z.'- Adicifn del suero:unifin del Acs. N

aspecfficos .

lavado

3,~- Adicifn de la antiglobulina marcada
con la enzima que se une al Ac .

lavado -
0% 2%
- e g
ve \d

& o
- ..
4.- Adicidn del substrato . E

Captidad hidrolizada = Cantidad de anticuerpo presente

Figura 3 .- METODO INDIRECTO




- 12 =

% 1. Placa cubierta de Ag

lavado

A 2. Adicisn de la muestra
% de ensayo conteniendo
Ag mezclado previamente
con el Ac estandar ,
Ag no presente El Ag de la mtra.

en la muestra reacciona con el
Ac en solucibn,

IS

lavado
3., Adici6n del conjugado ;
antiglobulina-enzima
El conjugado se
fija al Ac inmo lavado
.vilizado
] a
4. Adicifn del substrate 8 g °
°
a
Rroduccifn de No produccifn de
color . - color .

Pigura 4 .- METODO POR INHIBICION

i



1. Placa cubierta de Ac .

2a. Adicién del Ag=-enzima
-y @l Ag desgconocido

g8 | gee

2b. Adicién del Ag-enzima

AdiciSn del subatrato

o v oo
°

St qu
[ PRt pk

BEE

Hidrolisis del subatrato = a la concantracién del Ag-enzima

La diferencia entre 3a ¥ 3b = a la i8n -de Ag 4 ido

Figura 5 .- NETODO COMPETITIVO
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1. Placa cubierta con Anticuerpo

lavado

2. Adicibn de la solucifn conte-
niendo el antfgeno

lavado

3. Adicifn del Ac especffico
marcado con la enzima

lkﬁldo

4. Adicifn del substrato

Cantidad hidrolizada = cantidad de antigeno presente

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

= o

lavado

3, Adicifn de la muestra en ensays conteniendo
el antfgeno .

lavadoe

3. Adicifn del Ac especifico B{cabra)

lavado

4. Adicifn de antiglobulina B marcada con la
enzima (anti-I1g9G cabra)

lavado

.
*

5. Adicién del substrato

cantidad de hidrolieis = a la concentracifn de antigeno en la muestra

Figura 7 .~ MODIFICACION DEL METODO DEL SANIDWICR
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OBJETIVO
GENERAL

Disefiar una técnica inmunoenzimStica (ELISA) , especifica
sensible y raproducible para la cuantificacisn de Ty ¥ T4 total
en suero , capaz de poder luaticuif a los equipos dimilares de

importacifn .



.
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OBJETIVOS ESPECIFI1ICOS

Sintatizar los conjugados de Ti-alblmina sérica bovina y T4--
~albGnina sérica bovina .

Obtener anticuerpos anti T3 ¥ Ty a partir de la inmunizacibn
de conejos Nueva Zelanda .

Purificar los anticuerpos anti-Ty/T; al extremo de pureza
mediante cromatograffa de afinidaa .

Formar los conjugados de anti-T,;/T4—Peroxidasa .

' Disefiar el ensayo inmunoenzimftico (ELISA} para cuantificar

T3 ¥ T4 totales en suero .
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HIPOTESTIS

La cantidad de antIgeno (T3 y/o T4} unido a una fase s&Slida
puede ser determinada a hacerla reaccionar con el anticuerpo
especifico unido a una enzima . Si este se mezcla previamente
con una muestra que contenga al antfgeno (T3 y/o T4)libre ,la
reaccisn anterior gser& inhibida . Por lo tanto la actividad
enzimitica detectada en la fase s8lida al agregar el substrato
ser§ inversamente proporcional a la cantidad de antIgeno{Tj

y/o Tg) presente en la muestra de suero .
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PORMACION DE CONJUGADOS
Ta-BSA / T‘-BSA .

'FUNDAMENTO :

El acoplamiento de triiodotironina/tetrayodotironina t‘1‘3/'l‘“)
a albGmina sérica bovina(BSA) se lleva a cabo por la condensaci&n
del grupo carboxilo de T3/T,; con los grupos amino libres de los
residucs de lisina ézesentes en la mblecula de BSA . La hormona no

acoplada se separa por diflisis .
o ’

‘
R~CH

5
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N
CH-(CH2) gNH2 H-CH "
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MATERIAL ¥ EQUIPO : .
13 x 100 Pyrex

Tubos de ensayo
Vasos de precipitados 50 ¥y 100 ml Pyrex
Pipetas seroldgicas Sy 10 ml Kimax
Tubo de Aiflisis

Barra magnética

Placa de agitacifn Cornig
PotenciSmetro Beckman

REACTIVOS :
Albfimina sérica bovina Sigma
Carbodiimida Sigma
Ac. clorhfdrice Becker
Hidr8xido de modio Merck
SKF

T3/Ty
Agua destilada

METODO 1
- Disolver 50 mg de TyNa & T N3 en 2.5 ml de hidréxido de modio

0.15 N .,
Abicionar la mezcla anterior a una sclucifn de 100 wg de albl-
mina s&rica dovina disuelta en 5 ml de agua destilada .

Afiadixr 300 mg de carbpdiimida a ls mezcla anterior mediante

agitacidéan continua y constante .
Ajustar el pH de la reaccibn a 9.0 mediante la adicifn de

&cido c¢lorhfdrico .
Incubar 1a mezcla de reacciSn toda la noche a 4°C .

Dizlizar la mezcla de reaccidn por cinco dfas contra agua des-
tilada (aprox. un litrc)cambisndo diariamente , mantener la

mezcla de reaccifn a 4°C .
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ESPECTROS DE ABSORCION DE TyMa 6 T Ma 3 BSA 1 TRHSA O TBSA

FPUNDAMENTO

Existe una regifn especffica dsl sspectro de absorcién en la
cual cads mSlecula alcanza su mExima absorcifn . Todas las protefnas
absorben a una longitud de onda de 280 nm , debido a los restos de
tirosilo que contienen , esta caractéristica paxpxtn identificarla

ast como detezrminar el contenido de proteins en solucibn .

MATERIAL Y EQUIPO 3
. Tubos de ensayo 13 x 100 Pyrex
: . Pipetas

erologicas 1,5 yi0 ml Pyrex
Vasos de pracipitados 100 y SO ml Pyrex

Pipetas Pasteur
' EspectrofotSmetro Beckman
Cubetas de cuarzo & plastico Beckman

REACTIVOS ¢
Agua dastilada

] TyNa / TyMa al 0.007% en hidréxido de s0dio 0.1 N

: BSA al 0. 007 % on nidréxido de sodio 0.1 N

- ' T4BEA / TBSA AL 0. 007% en hidr8xido 4e modioc 0.1 ¥

m 3

_ = Preparar una soluciSa de THMa;T Na JT;BEA : T(BSA y BSA al
; 0.007% en hisxSxido de sodio (p/¥v)
. " de absorciSn de cada una 88 1as wolucio-
mes desde une longitud de onda de 200 nm hasta 180 am .

X Y
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INMUNIZACION

Se¢ conoce como inmunizacifn al proceso en el cual se induce una
respuesta Ln-unolbqic'n en un organismo , dicha respuesta pusde ser
humoral , celular o ambas cuando se ponen en contacto o ss introduce

en forma natural o artificial ias 11 L i 6 o

antigencs .La eficacia de la inmunizacifn depende de las condiciones
experimentales . Estas incluyen el tipo de antigeno , el modo de
inmunizacién (l(qs son mis inmunSgenos po-r via intramuscular ,intra-
peritoneal o intradérmica , mientras que los antigenos solubles se
obtienenmejores resuiitados por via intravenosa) , el organismo que
esta siendo inmunizado y la pensibilidad de los métodos usados

para determinar la

P ta . Los i 8g mfs potentes sbn las
proteinas macromoleculares , sin embargo las sustancias de peso

molecular pequefic no sbn i o8 pero p reaccionar con

anticuerpos de especificidad apropiada . Estas sustancias denomina-

das haptenos pued pr GAr una resp inmunol8gica si se aco-
plan a una protefna portadora de volumen adecuado (P.M.mayor de
10,000 ) .

MATERIAL Y EQUIPO 3

Tubos de sneaye 150 ml - peckman
Jeringas desechables 3ml Plastipack
Vortex Corning

Conajos Nva.Selanda
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REACTIVOS :

Conjugados BSA=T3 68 BSA-T,4

M. tuberculosis INER

B. pertussis ENER

Adyuvante completo de Freud Microlab
PROGRAMA DE INMUNIZACION

- Rasurar todo el lomo del conejo (£ig.B) .

~ La ob ién de anti pos contra T3 ¥ T4 se llevé a cabo

mediante la inmunizacifn de ocho conejos Nueva Zelanda con

el conjugado T3~BSA / T4-BSA utilizande los sigulentes dos

esquemaa de inmunizacién ;

ESQUEMA ¢ 1

. DOSIS DIA VIA DE ADMON SANGRIA
100mg de con- o intradérmica . -
jugado + 0.5ml
de sol. fisio-
16gica + 200mg
de M.tuberculosis
+ 0.5ml de B,-=---

Ertu’llil ’
Rafuerzo 55 intradéxrmica primera
65 segunda
85 tercera
Refuerzo 100 intradérmica cuarta
110 quinta
124 fGltima
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ESQUEMA § 2
DOSIS DIA VIA DE ADMON SANGRIA
100mg de con-~ 0
jugado + 0.Sml
de solucifn intradérmica
fisiolSgica +
1ml de adyu- .
vante completo
Refuerzo is intradérmica
Refuerzo 30 intrad&rmica
45 primera
60 segunda

75 dltima
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Figura 8 .~ Rasurado del lomo del conejo y

- 8itios de ingearbiorsn .
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TITULACION DE ANTISUEROS

FUNDAMENTO 2
La deteccifn y cuantificacidn de anti-'ra Yy anti-T‘ se realizé

por el m&todo de ELISA indirecto .

MATERIAL ¥ BEQUIPO :

Placas de ELISA NUNC
Incubadora (37°)
Pipetas autom&ticas 50 y 100 Ul SCOREX

Lector de ELISA DYNATECH II

REACTIVOS

Gelatina 0.05% Merck
Acido Sulffirico 4N Merck
o-Fenilendiamina Sigma
Conjugado anti-~gamas de conejo-peroxidasa Sigma

Amortuguador de fogfatos-salino (PBS pH=7.2)
Amortuguador de citratos-fosfatos pH=5

Twea-20

METODO :
« Sensibllizar la placa de BLISA con 50 Ul/pozo de una solu~

cisn de T3yNa / TyNa (10 Ug/ml)en PBS pH=11 .
- Incubar la placa toda la noche a 3°c . .
~ Lavar con PBS pi=7.2 tree veces por tres minutgs cada una .
- Bloquear con PBS-gelatina 0.05% pH=7.2 (100 Ul/pozo) .

~. Incubar la placa a 37°C por una hora !
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Lavar con PBS-Tween 20 al 0.05% tres veces por tres minutos
cada uno .

Agregar 50 Ul/pozo del susro problema , a diferentes dilu-
ciones (diluciones de 1:2 a 1:512) e incubar a 37°C duran-
te dos horas .

Lavar con PBS-Tween 20 al 0.05%tres veces por tres minutos
cada uno .

Agregar el conjugado anti-gamaglobulinas de conejo-peroxidasa
{S0 Ul/pozo) diluido 1:1000 , incubar una hora la placa a
37°c .

Lavar con PBS-Tween 20 al 0.05% tres veces por tres mlﬁutos .
Agregar la solucifn de del substrato e incubar en la obscu-
ridad de 15-30 minutos (50 Ul/pozo) .

Parar la reaccifn con Scido sulfGrico 4 N (50 Ul/pozo) .

Leer la placa a 492 nm .
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PURIFICACION DE ANTICUERPOS
ANTI-T3 ¥ ANTI-T,

FUNDAMENTO 3
La cromatograffa de afinidad es uno de los mStodos de separacién
que facilita la purificacifn de cualquier biomol&e¢ula , basandose en
au funcisn bioclégica o en su estructura quimica individual . En este
A tipo de cromatografia se inmoviliza una sustancia (antIgeno o anti-
cuerpe) a un soporte insoluble y la mol&cula a separar se absorbe de
manera especifica y reversible ; uno de los soportes m¥s empleado es
la Sepharosa 4B(D-galactosa,4-3,6~anhidrc 1 galactosa) gue al ser
tratada con bromuro de cianSgeno sus grupos hidroxilo son activados

para formar grupos imidocarbonato que reaccionan con sustancias con

grupos amino primaries que dan como resultade enlacees isourea .

Otro de los soportes empleados e€s el gel formado por mol&culas de antf-

geno polimerizadas con glutaraldehido .

MATERIAL Y EQUIPO :

. vasos de precipitados 50 y 100 ml Pyrex
Matraz Erlenmeyer . 500 ml Pyrex
Papel indicador escala 0-11
Columna de vidrio para cromatograffa Kimax
Placa de agitacisn . . Corning

Espectrofotdmetro Beckman



REACTIVOS :
Sephﬂrosa 4B
Bromuro de ciandgeno
Hidr8xido de sodio
Bicarbohato de sodio
Acido acético
PBS
T3Na / T4Na
Antisueros
Agua destilada

METODO :
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2N
0.1M
0.54

pH=7.4

A)Activacitn de Sepharosa 4B

y despues suspenderla en 50 ml de agua destilada{l0g aprox.)
= Adicionar un gramo de bromuro de cianSgeno a la éuspenciﬁn

de sepharosa 4B agitando constantemente ,manteniendo un pH=11

Sigma
Sigma
Merck
Beker

Merck

SKF

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

mediante la adicién de hidrdSxido de sodic 2M durante ocho

minutos .

- Lavar la sepharosa activada con agua destilada frfa aproxi-

madamente 1 1t .

- Lavar por filtimo la sepharosa activada con bicarbonato de

sodio 0. 1 M .
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B) Acoplamiento de TgNa / T,Na a_Sepharosa 4B activada

- Disclver 150 mg de T3zNa / TyNa en 10 ml de bicarbonato de
sodio 0.1 M pH=10 .

~ Mezclar la suspencifn de sepharosa 4B activada con la solu-
cifn de hormona anteriormente preparada .

- Agitar la suspencifin resultante suavemente durante 18 hr a
4°c .

~ Montar la columna y lavarla con PBS 0.01 M pH=7.4 hasta no
detectar protefna a 280 nm .

- Lavar con &cido acético 0.5 M .

- Lavar nuevamente con PBS pH=7.4 . De esta manera la columna

queda lista para eluir los antisueros .

C)Elucign de antisueros

0
~ Pasar el suero por la columna respectiva

Lavar la columna con PBS pH=7.4 hasta no detectar protefna a

280 nm .
Eluir los anticuerpos con dcido acético 0.5 M hasta que se

obtenga una absorbancia menor a 0.02 a 280 nm .

~ Lavar la columna del inmuncadsorbente con PBS pH=7.4 una
vez que se han colectados los anticuerpos .

« Determinar la densidad optica a 280 nm de cada una de las
fracciones obtenidas .

- D%nliznr contra PBS pH=7.4 las fracciones con mayor densidad
optica , cambiando diarjamente durante cuatro dfas .

- Concentrar la soluci8n de anticuerpos con polietilenglicol .

=~ Cuantificar protefnas por el método de Coomasie .,
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TITULACION DE ANTI-T3 Y ANTI—T‘

(RIA)

FUNDAMENTO :

Técnica de competéncia muy sensible que se basa en la reaccién
antf{geno-anticuerpo : se emplea un antfgeno marcado con gl2s
Cuando se agrega un antfgenc sin marcar , este compite con el anti-
geno marcado con 125 s, Por una concentracifn 1ipitada de anticuerpo
con el cual se forma uh complejo antigeno-anticuerpo no radiactivo

de acuerdo a la ley de accisn de masas .

A §12s
+  Ac AgIlgé--Ac + Ag-Ac
A
MATERIAL
Tubos de ensayo 12 x 75 Pyrex

Pipetas automaticas 50 , 100~1000 Ul Scorex
Contador de centelleo Beckman
Beckman

Centrifuga
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REACTIVOS :

125
2,712 T

/Ty Pupont
Anti-T; .y Anti-T,

Solucifn amortiguadora de Barbital pH=8.6 ‘Herck
Solucisn amortiguadora de fosfatos O0°'01 M pH=7.4
Anilina

Antigamaglobulinas de conejo--PEG ppc

METODO =
—. Preparar disolucionea 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 soluci&n de T3 Y T4 radiactivas mas anilina
a mabera de tener 20000 cuentas en 50 Ul .

Medir 50 Ul de cada una de las disoluciones del anticuerpo

mis 50 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 nimero de cuentas iniciales de cada uno de los

tubos .

Agregar 50 Ul de antigamas de conejo-PEG . Incubar 15 minutos

a temperatura ambiente y centrifugar 15 minutos a 3000 rpm .

Decantar los tubos y determinar las cuentas finales del pre-

cipitado .
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ACOPLAMIENTO DE ANTI-T, / ANTI-T, A PEROXIDASA

FUNDAMENTO :

La peroxiduia Be polimeriza con el glutaraldehido , donde se
"hace reccionar primero el grupo amino terminal de la enzima con
uno de los grupos aldehido del glutaraldehido , el exceso de este
se elimina . Laperoxidasa activada quada disponible para reaccionar
en un acgun&o paso con el grupo amino terminal libre del anti=-

cuerpo , formando el conjugado anticuerpo-enzima .

Paroxidasa~NH; + CHO-CHp—CHy-CH,;~CHO . 3 Peroxidasa-N=CH

(CHp) 3
CHO
Peroxidasa~NwCH~ (CHz) 3-CH=N-Anticuerpo &— +
Anticuerpo-NHp
MATERIAL 3
Columna de vidrio para cromatogratfa Kimax
(altura 20 cm x difmetro 1 cm )
Pipetas S€rologicas ly 5ml : Pyzexr

Vasos de precipitados 10 y 500 ml Pyrex .



- - 34 -

REACTIVOS :

Peroxidasa Rz=3 Sigma
Glutarldehido al 1 % . Sigma
Sephadex G-25 Sigma
PBS pH=6.8

cloruro de sodio 0.15 M ’ Merck

Anti-T, y Anti-Tg

Solucifn amortiguadora de carbonatos PH=9.5 1M

METODO

Disolver 10 mg de peroxidasa en 0.2 ml de glutaraldehido

al 1 % v/v en PBS 0.01 M pH=6.8 e incubar durante dieci~
ocho horas a temperatura ambiente .

Filtrar a travéz de una columna de sephadex G-25 equili-
brada con cloruro de sodio 0.15 M y colectar las fraccio—
nes de color caff que contienen la peroxidasa activada ,

si es necesario concentrar a un militro .

A la solucifin de peroxidasa agregar 5 mg de anti-T; y
anti-T, en un volumen de un militro , previamente dializado
contra cloruro de sodio 0.15 M .

Agraegar 0.2 ml de solucifn amortuguadora de carbonatos e
incubar toda la noche a 4°C .

ﬁgagar 0.2 ml de lisina 0.1 M pH=7.0 e incubar dos horas

a temperatura ambiente .

Pializar toda la noche contra 500 ml de PBS PR=7.4 .
Agregar un volumen igual de glicerol y conservar el conjugado

anticuerpo-peroxidasa a 4°C .
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ELISA POR INKIBICION PARA CUANTIFICAR T, EN SUEROC

FUNDAMENTO :

En este ensayo la interaceifin antfgenc-anticuerpo , entre el
antfgeno acoplado a la fase sSlida ; un antfgeno libre y un anti-
cuerpo marcado con una enzima , es inhibida por el antigeno libre
de la muestra . La actividad enzimdtica que se detecta en la fase
s8lida es inversamente proporcional a la cantidad de antfgeno

presente en la muestra .

MATERIAL :
Placas de ELISA Microtiter Cokee

Pipetas automiticas 50 , 100 y 200 U1 Scorex

Incubadora

Tubos de ensaye 12 x 75 Pyrex

Lector de ELISA Dynatech
REACTIVOS : ’

Conjugado anti-Tg-peroxidasa

Ty SKF

o-Fenilendiamina Sigma

Peroxido de hidr8geno 308 v/v Backer

PBS-Tween 20 0.05% v/v pH=7.2

PBS-gelatina 2.8 p/v

Soluci6n: amortiguadora de citratos pH=5,0

PBS pH=7.2



METODO

A)Curva Estandar

Sensibilizar la placa con 50 Ul/pozo de T4Na (10 Ug/ml) en
PBS e incubar toda la noche a 4°C .

Lavar con PBS pi{=7.2 tres veces por tres minutos cada uno .
Blogquear con 200 Ul/pozo de PBS-gelatina al 2% e incubar

dos horas a 37°C .

Lavar con 200 Ul de PBS—-Tween 20 al 0.05% pH=7.2 tres veces
par tres minutos cada uno .

Preparar soluciones de T4 ¢©n las siguientes concentraciones:
1,4, 10, 16 , 24 y 32 ug/al .

Mezclar cada una de las soluciones anteriores con el conjuga-
do anti-T4-peroxidasa en relaciSn 1:1 e incubar 15 minutos

a temperatura ambiente .

Adicionﬁr 160 Ul/pozo de la mezcla anterior e incubar dos ho-
ras a 37°C .

Lavar con 200 Ul de PBS~Tween 20 al 0.05% tres veces por tres
minutos cada uno .

Adicionar S0 Ul/poze de la solucién de o-fenilendiamina en
amortiguador de citratos (5 mg/10 ml) pH=5.0 e incubar de
15-30 miﬁutos en la obscuridad .

Adicionar 50 Ul/pozo de &cido sulflrico AlN .

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 sueros problema con el conjugado
' anti-Ti-peroxidasa 1:1 e incubar 15 minutos a temperatura

ambiente .

continuar de igual manera que en el procedimiento anterjor.

CONTROLES

Se utilizarén los sigulentes controles :

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

2.- Control del ccnjugado : dos pozos en los que se agrega
substratoc m&s conjugado al mismo tiempo .

3.= Control de unién inespecifica : dos pozoa a los que se

les agrega conjugado m8s T4 .

Los sueros utjiizados durante este ensayo fuerfn propor-

cionados por el depertamenta de Medicina Nuclear del INNS2Z

‘.



RESULTADOS

ANALT1 S TS



- 38 -

1.~ CONJUGACION DE HORMONAS (T3 / T4 '} A ALBUMINA SERICA BOVINA

Para verificar la unifn de las hormonas a la alb8mina s&rica bo-
vina se realizarfn los espectros de nbsozcidn‘de cada uno de los
conjugados , asf como tambi&n de las hormonas y de la albfmina
(fig.Q-lOi . Obteniendose como reﬁulcado + la uniSn de 12 molé&culas

de T3 por cada molécula de BSA y 11 mol&culas de T4 por cada mo-
1€cula de’BSA .
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2.- OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA T3 Y T4

A.- INMUNIZACION 3

Los resulatados se observan en las figuras 11-14 para anti-Ty R
figuras 15-18 para anti-T, . De las cuales se puede decir que las
conejos 6 y 11 fuer6n los mejor respondierSn a la inmunizacién contra
T3 1 en tanto que para la inmunizacifén contra T4el conejo que mejor
respondi8! fu& el 39 y en menor grado los ntimeros 31 y 32 .

Cabe mencionar que estos conejos con mejor respuesta eran hembras .
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B. ~ CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

El suero hipe:inmﬁne se purificS por medio de una cromatogra-

£1a de afinidad utilizando un i dsorbente puesto de T3/T4

" unida a sepharosa 4B . Se colectarfn 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
concentracifn de anticuerpos fuerdn : para anti-T3 las fracciones
2-8 y para anti-'“ 2r7 , estas fuer8n concentradas con polietilen=

glicol 20000 (PEG) .
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C.— ESPECIFICIDAD Y TITULO DE ANTICUERPOS

La especificidad y titulo de eetos anticuerpos (anti-T3/T4)}
se determiné por el mEtodo de radioinmuncanslisis (RIA) . Res-
pecto a la especificidad se observ8 que existe reaccifn cruza-
da en un 6.9 % para anti-T3 con Ty y un 11.4 ¥ para anti-Ty
con Ty .

El t‘l‘.tulo de anticuerpos se determind mediante el porciento
de enlace entre la hormona marcada con Il23 ¥ los anticuerpos
purificados . Los resultados se ¢bservan en las figuras 21-22 y
en las tablas 1-2 de las cuales se dedujo que el tftulc &ptimo

para anti-T; fu€ de 1:60000 y para anti-T4 fu& de 1:50000 .
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TITULACION DE ANTI-T3 POR EL EL METODO DE

RADIOINMUNOANALISIS
TABLA 1

DILUCION * DE_ENLACE
1:10 co0 13.45
1:20 000 27.19
1:30 000 32.00
1:40 000 38.59
1:50 000 49.85
1:60 co0Q 57.03
1:70 000 52.50
1:80 000 42.09
1:100000 29.08
1:120000 11.72
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TITULACION DE ANTI-T, POR EL METODO

DE RADIOINMUNOANALISIS

TABLA 2
DILUCION 3_DE ENLACE
1:10 000 13.45
1:20 000 27.19
1:30 000 32.00
1:40 000 ’ 38.59
1:50 000 50.75
1:60 000 46.85
1:70 000 38.04
1:80 000 24.91
1:100000 . 10.23

1:120000 6.48
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3.~ TITULACION DE CONJUGADOS ANTI-T3 / ANTI~T4 -PEROXIDASA

La titulacitSn de los conjugados antihormona-peroxidasa se deter-
miné por el m&todo de ELISA haciendo diluciones del conjugado
antihormona-peroxidasa , para determinar la dilucisn a la cual se
obtiene una densidad Sptica mayor de 0.5 estos resultados se ob-
servan en las figuras 23~24 de donde se determind qhe la di;uciﬁn

Sptima para ambos conjugados fuS§ de 1:1600 .
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4.- METODO DE ELISA PARA CUANTIFICAR T, EN SUERO

A.~CORVA ESTANDAR PARA CUANTIFICAR T4 EN SUERO

Para realizar esta curva se determind primero la cantidad Spti-

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

cifn de 10 Ug/ml , obtenida esta concentracifn se pfocedié a
trazar la curva estandar por el m&todo de ELISA POR INHIBICION ,

tomando como referencia los valores normales en suero , ademSs de

los valores a los cuales se presentan patSlogias . Estos resulta-

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

N T, EN SUERO

TABLA 3
CONCENTRACION DENSIDAD CPTICA
{ ug/dl ) .
1 0.40
4 0.20
10 0.09
16 0.045
24 - 0,03

32 .03
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B.— CUANTIFICACION DE T4 EN SUEROS PROBLEMA
Una vez establecida la curva estandar para T4 se procedis a
determinar la concentracifn de &€sta en £0 muestras problema cuyos

resultados se pueden observar en la tabla 4 .

C.- COMPARACION DEL METODO DE ELISA CON EL MBTbDO DE RIA

Las muestras trabajadas habfan sido ya clasificadas , como mues-
tras hipo hiper y normales por el mé&todo de RIA , lo que di5 como
consecuencia que se pudiera establecer una comparacidn entre ambos
métodos . Obteniendose resultados satisfactorios los cuales se

obgervan en la figura 26 , y tabla § .
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DETERMINACION DE T, 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
5.71 ‘ 9.72 15,99
5.11 9.90 15,90
5.02 8.90 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
‘s.11 5.63 16.10
5.10 9.68 15.40
5.09 5.59 15.30
5.29 9.72 . 15,20
5.02 9.47 15.25
5.02 10.05 15.40
4.90 . 10.30 © 15,95

4.80 ) 10.15 15.90
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COMPARACION DEL METODO DE ELISA CON EL METODO DE RIA

TABLA 5

MUESTRAS ELISA RIA
b4 b4

HIPO 4,09 5
NORMALES 9.60 10
15.60 1s

HIPER
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ANALISIS DE RESULTADOS

L& conjugaci6én de hormonas (T3/Tg4) a la albfmina s&rica bovina
fué satisfactoria ya que los resultados obtenidos son semejantes a
los repartados.enbla literatura .

La purificacién de anti-T3/anti-T4 se realizo por cromatografia
de afinidad uniendo las hormonas {(T3/T4) a sepharosa 4B para después
pasar los antisueros a travez de este inmunoadsorbente , uniendose
Gnicamente los anticuerpos especificos (anti-Ty/anti-T,)} que poste-
riormente se separan por un cambio de pH ({icido ac&tico 0.05M} ,
colectando fracciones de 5 ml de esta elucién y leyendo cada una de
estas a 280 nm , observandose una mayor densidad optica en las
fracciones 2-8 #a:a anti-T3 y 2-7 para anti-T4 , donde se puede
apreciar que se encuentra la mf&xima concentraciSn de anticuerpos

Para asegurar la calidad de estos anticuerpos se efectuo una
evaluacién de los mismos por el m&todo de radieinmuncdnalisis obte-
niendose como resultado un titulo de 1:60000 para anti-T3 y 1:50000
para ant}-T‘ lo que se considera como un tftulo bastante aceptable
po} otro lado se evaluo la especificidad de los mismos teniendo como
resultado una reaccidn cruzada de 6.9 % de anti-T3 con Tq4 y 11.4 %
para anti-T4 con T3y .

El siguiente paso fu€ el acoplamiento de los anticuerpos a pero-
xidasa una vez lograda esta conjugacifn se titul8 cada unoc de los

conjugados (anti-Tj-peroxidasa y anti-T;-petcxidasa) obteniendose



para ambos casos un titulo de 1:1600 . Hasta este punto se logro
la obtencidn y preparacifn de los reactivos necesarios para la
estandarizacién del m€todo de ELISA para la cuantificacién de
hormonas tiroideas en suero . Finalmente para lograr el chjetivo
principal de este trabajo se procedi6 a la estandarizacién del
del método , el cual se efectuo utilizando ei método de ELISA por
INHIBICION , que es considerado el m&todo recomendable para mo-
léculas de bajo peso molecular como lo son T3 ¥ Ty -

Primeramente se busco la concentraci6n Sptima de hormona (T4}
para acoplar a la fase s6lida , encontrandose que esta fu€ de
10 Ug/ml , una vez encontrada esta concentracidn fué necesario
trazar la curva estandar , establccida &sta se¢ procedio a trabajar
c9n muestras problema interpolando los resultados en la curva
obteniendo de esta manera las concentraciones de T, en cada uno de ’
los sueros , la cual habia sido determinada anteriormente por
radioinmunoSnalisis y clasificados come hipo , normales , e hiper
encontrada €sta por el m&todo de ELISA fuf posible evaluar el mé-

todo al comparar ambos resultados (ELISA vs RIA) .

£5T) TESIS gy
2 peme
SALR b p EEBU%ET%A
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CONCLUSTIONTES

1.- Se lograr&n obtener los conjugados de T3—ASB / T,~ASB unien-
dose 12 moléculas de T; por cada mol&cula de ASB y 11 moléculas de
T4 por cada mol&cula de ASB , resultados satisfactorios y comparables
a log reportades en la literatura (7)l-

2.- De acuerdo a los resultados obtenidos en los conejos inmuni-
zados , el perfodo Sptimo para la obtencisn de mdAximo titulo de
anticuerpos estd entre log dfas 65~85 para ambhos esquemas . Por lo
tanto los esguemas utilizadoq son buenos , pero para fines practicos
el mis recomendable es el eiquema.ntmero 2 .

3.- La purificaci®n de anti-T3 / anti-T, por cromatografia de
afinidad , rxesulto satisfactoria ya que los anticuerpos obtenides
presentardn una afinidad y especificidad comparables a los empleados
en los reactivos comerciales . :

4.« La conjugacifn de antL—T3 Y anci—Tq—Perﬁxidasa fué buena ya
que para ambos casos se obtuvo un titulo de 1:1600 comparable Este
al reportado en la litcratura (2 , 13 ,25) .

5.- Observando las figuras 24 y 25 se decidif que el m&todo de
ELISA por inhibicifn estandarizado en este trabajo , puede ser uti=-
lizado come un método alterno al radioinmunofnalisis como una prue-
ba de rutina en el laboratorio de &nalisisz clfnicos .

Cabe mencionax gque dados los resultados obtenidos en cada uno de
los . pasos de este trabaje se pueden preparar en nuestro pafs los
reactivos necesarios para este método con la seguridad de tenexr re-

activos de buena calidad y comparables a les utilizados en los
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reactivos comerciales ', Con lo anerior queda demostrado que e¢s fac—
tible la preparacién de los reactivos necesarios para otras técnicas
utilizadas en el laboratorio de anilisis bioguimico clfnicos , tra-
tando de evitar en lo posible el gran desembolso para nuestro pais
que significa la importacifn de reactivos .

De igual manera se trabajo para obtener la curva estandar de T3
sin embargo no se obtuvierSn los resultados deseados , ya gque 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 concentracifn para acoplar a la placa , cbte-
niendoée gue en cada nuevo ensays este no era reproducible afin cuan-—
do se trabajara en condiclones semejantes , existen ademfis de esta
variable otras que pudieron afectar el ensayo tales come : substrato
conjugado anti-Tj-Peroxidasa , tiempos de incubaciSn ,temperatura de
incubacidén . Debido al tiempo empleado en el estudic de cada una de
estas variables se opto por reportar Gnicamente los resultados para

Ty .
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