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RESUMEN

Este trabajd de investigacibn se verific6 con el obje-
to de evaluar la incidencia de anticuerpos antitiroideos mi-
crosomales (HAMC) y tiroglobulinicos (HATG) en diferentes

grupos de poblacibn, por medio del método de Hemaglutinacibn

Indirecta Sera-Tek.

Se procesaron 100 muestras de sangre, cincuenta de
ellas provenientes de personas del Centro para Ciegos "Euge
nia de Duenas"; 25 con ceguera congénita y 25 con ceguera
adquirida; 25 muestras provenientes de pacientes asegurados
que adolecian desbrdenes tiroideos,y 25 muestras de perso-

nas aseguradas supuestamente sanas.

iPara la poblacibn con ceguera congénita y adquirida se
obtuvo una positividad de 4% con el método HAMC y 0% con el
método HATG; en los pacientes asegurados gue adolecian de
la Tirocides, el 24% con el método HAMC y el 8% con HATG; y
en la poblacibfn de asegurados supuestamente sanos, el 8% -

con HAMC y 0% con HATG.

Los resultados obtenidos en la poblacibn ciega demues-
tran que la presencia de anticuerpos antitiroideos microso-
males y tiroglobulinicos no son causa de ceguera; estos an-
ticuerpos son originados por una respuesta inmunol6gica de-

sencadenada por una tiroiditis viral.



La incidencia de positividad obtenida de los anticuer-
pos antitiroideos en los diferentes casos estudiados con En
fermedad de Graves y Tiroiditis de Hashimoto, comprueba la
especificidad de dichos anticuerpos en las patologias de la

Tiroides.

En la poblacitn de asegurados supuestamente sanos la -
incidencia de anticuerpos antitiroideos obtenida concuerda
con lo dicho por otros autoreé, gulienes aseguran gue en una
poblacibn normal pueden encontrarse titulos bajos de estos

anticuerpos en un 5 a 10%.

Las pruebas utilizadas en la determinacibn de anticuer
pos antitiroideos son especificas, por lo que se recomien—
da que se utilicen tanto como métodos de rutina en la con-
firmécién de un diagnéstico, como asimismo en el seguimien

to de personas que presentan desbrdenes tiroideos.

ii



INTRODUCCTION

La gldndula tiroides es una invaginacién tubular que
procede de un diverticulo medio de la pared anterior ée la
faringe y avarece hacia la cuarta semana del desarrollo in-
trauterino. Se compone de dos 1l&6bulos voluminosos: derecho
e izquierdo, unidos en su parte inferior y en la linea me-
dia por el istmo. Un tercer 1l6bulo llamado piramidal que
se origina frecuentemente del istmo o en la porcibn adyacen

te de cada 1l6bulo. En el adulto la gl&ndula pesa normalmen

te entre 20 y 30 gramos.

Desde el punto de vista histol6gico, la tiroides tiene
una estructura folicular; estos acinos o foliculos son de
forma y tamano variable, normalmente est&n llenos de una
sustancia secretoria llamada coloide. El constituyente -
principal del coloide es la TIROGLOBULINA, una gluco-protei

na. Cada molécula de Tiroglobulina contiene TIROSINA, el
sustrato principal gue se combina con el Iodo para formar
las hormonas tiroideas. Estas hormonas se forman dentro de

la molécula de Tiroglobulina.

El funcionamiento propiamente dicho de la gl&ndula ti-
roides y su estructura histol6gica normal dependen del Iodo,
el cual normalmente es proporcionado por la dieta en canti-
dades adecuadas. Aproximadamente a la décima semana de vi-

da intrauterina, la gl&ndula es capaz de organificar el --



Iodo y casi inmediatamente se puede encontrar hormona tiroi

dea formada.

La actividad y regulacibébn de la tiroides depende de 1la
Hormona Estimulante de la Tiroides o Tirotr6pica (TSH), se-
cretada por la adenohip6fisis y que incrementa la secrecibn
de T3 \Y T4 al aumentar todas las actividades conocidas de
las cé&lulas glandulares tiroideas. A su vez, el control de
la secrecibn de TSH lo ejerce una hormona hipotal&mica: Hor-
mona Reguladora de Tirotropina (TRH). En resumen, la pro-
duccibébn de hormona tiroidea tiene un efecto inverso sobre
la secrecibn de TSH; es decir, que existe una regulacibn -
por retroalimentacibn de la secrecibdn tiroidea, por lo tan-
to, un aumento en la produccién de T3 Yy T4 lleva a una dis-
minucibn en la produccibn de TSH y viceversa.

La m&s abundante de las hormonas gue produce la Tiroi-

des es la Tiroxina (T También se producen cantidades

4) -
apreciables de Triyodotironina (T3). Adem&s secreta calci-

tonina, una hormona importante en el metabolismo del -calcio.

A partir de la captaci6n del yoduro plasmé&tico por la
glédndula, éste sufre una serie de reacciones sucesivas en
las que intervienen la tiroglobulina, enzimas y otras sus-
tancias necesarias, culminando en la sintesis de las hormo-
nas tiroideas (T3 \Y T4). Estas, después de formadas se al-

macenan en los foliculos en forma de Tiroglobulina.



El paso de las hormonas tiroideas a la sangre circulan
te se verifica despué&s de un proceso de liberacién de T3 vy
T4 por la Tiroglobulina. Cuando estas hormonas libres pene
tran en la sangre, casi todas se combinan inmediatameﬁte

con varias proteinas plasmdticas y una proporci6én infima

existe normalmente en el plasma en forma libre.

Entre las funciones de la hormona tiroidea en los teji
dos se pueden mencionar: el aumento general del metabolismo,
asi como también sus efectos sobre el metabolismo de sustan
cias especificas de la dieta (proteinas, lipidos, carbohi-
dratos, calcio, vitaminas). Todo esto implica una serie de
efectos fisiol6gicos sobre distintos mecanismos del organis

mo.

Las alteraciones de la funcién tiroidea nos da una va-
rieddd de cuadros clinico-patol6gicos: Hiper o Hipotiroidis
mo, firoiditis, neoplasias. Estas anomalias en la funcibn
de la gl&ndula esté&n determinadas por alteraciones en tres
niveles diferentes, los cuales al estar afectados provocan
una condicién de hiper o hipofuncién. A nivel de glé&ndula
tiroides: disfuncibn primaria; a nivel de hip6fisis: disfun
cibn secundaria; a nivel de hipot&lamo: disfuncibn tercia-

ria.

El hipertiroidismo denota un complejo de alteraciones
fisiolbgicas y bioguimicas gque ocurren cuando los tejidos

estdn expuestos a cantidades excesivas de hormona tiroidea.
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El cldsico ejemplo de esta anomalia es la enfermedad de Gra

ves—-Basedow.

El hipotiroidismo se caracteriza por una disminucidn
progresiva de todas las actividades corporales por deficien

cia de la hormona tiroidea.

La Tiroiditis aguda se refiere a una reacci6n inflama-
toria pasajera de la tiroides provocada por invasibn bacte-
riana. La Tiroiditis Sub-Aguda (T. de Quervain o Granuloma
tosa) es un proceso inflamatorio que dura semanas O meses,
con gran tendencia a las recafdas. Suele presentarse 2 6 3
semanas después de una infeccibn viral aguda respiratoria
alta. Esta asociacifn sugiere gque la tiroiditis representa
una respuesta inmunolbgica a la infeccibn viral. La Tiroi-
ditis Cr6nica no es una infeccibn ni una inflamacibn y se
han definido dos variedades: T. de Hashimoto y T. de Riedel.
La Tiroiditis Linfocitica o de Hashimoto se considera una
enfermedad autoinmune y su frecuencia es éproximadamente la
misma que la de la enfermedad de Graves. En esta enferme-
dad se han descrito 3 sistemas Ac-Ag: anticuerpos que reac-
cionan con la Tiroglobulina; anticuerpos que reaccionan con
un componente del citoplasma tiroideo; anticuerpos gue reac
cionan con un antigeno coloidal diferente de la Tiroglobuli

na.

La Tiroiditis de Riedel consiste en una fibrosis lenta



y progresiva de la gl&ndula y .algunos sugieren gque es una

variante de la anterior.

Las Neoplasias tiroideas pueden ser adenomas O tumores
malignos. El mé&s frecuente de estos Gltimos es el Carcino-
ma Tiroideo y, dentro de este grupo, el Carcinoma Foliculo

Papilar.

Actualmente el diagn6stico de las enfermedades de 1la
Tiroides se hace en base a los hallazgos clinicos en conjun
to con funcibén tiroidea, pruebas inmunol&gicas y estudios

familiares (biopsias, etc.).

Se han descrito muchas pruebas funcionales tiroideas
con el fin de determinar el nivel de actividad metabblica y
la indole de la anormalidad tiroidea. Todas ellas tienen
sus propias aplicaciones, ventajas y desventajas, siendo im
port;nte la seleccibn de aquellas m&s apropiadas para dilu-
cidar un problema clinico. Entre estas pruebas se mencio-
nan: las pruebas que miden las hormonas tiroideas circulan-
tes (T3 Y T4), la TSH y la TRH. Las pruebas que evalGan la
accibn periférica de la hormona tiroidea, por ejemplo el in
dice del metabolismo basal, que ya cayb en desuso. Las
pruebas que determinan la presencia de anticuerpos antiti-
roideos, ya sea anticuerpos dirigidos contra la Tiroglobuli

na, o bien, anticuerpos que reaccionan con un componente

del citoplasma tiroideo (microsomas).



A partir de la demostracién de anticuerpos tiroideos
en el suero de pacientes con Tiroiditis de Hashimoto, hecha
por Roitt y Asociados en 1956, se sugirié considerar la in-
vestigacibn de dichos anticuerpos como un procedimiento de
diagn6stico diferencial. Para demostrar la presencia de an
ticuerpos Tiroideos se han utilizado diferentes métodoé; la
sensibilidad, reproducibilidad y confiabilidad de los tests
son muy amplios y algunos son apropiados solo para investi-

gaciones.

En la deteccibn de anticuerpos Tiroglobulinicos y Mi-
crosomales se han usado diversos métodos; entre ellos se
pueden mencionar: Fijaéién de Complemento, Fijaci6n de L&-
tex, Prueba de Precipitacibén de Anticuerpos, Prueba de Anti
cuerpos Inmunofluorescentes. El método utilizado Gltimamen
te es el de Hemaglutinaci6n Indirecta, basada en la agluti-
nacién de células rojas de carnero tanificadas y sensibili-
zadas con Tiroglobulina humana para la prueba de anticuer-
pos tiroglobuliﬁicos y antigeno microsomal de tiroides hu-
mana para la prueba de anticuerpos microsomales. Existe
hasta el momento una extensa literatura (1, 3, 4, 8, 9, 13,
16, 18, 19, 20, 21, 31) sobre la evaluacién de la funcidbn
tiroidea por este método, demostr&ndose que es mds sensi-
ble y especifico gue la Fijacién de Complemento u otros,

adem&s de ser una prueba r&pida, exacta y reproducible.



En nuestro medio se realizan algunas de estas pruebas,
pero hasta el momento alGn no se han incorporado agué&llas -
gue determinan la presencia de inmunidad contra antigenos
tiroideos (anticuerpos Tiroglobulfnicos y Microsomales). Es
to nos ha motivado a evaluar el mé&todo de Hemaglutinaci6n
Indirecta en la detecci6n de anticuerpos anti-tiroideos en
pacientes con diferentes patologias de 1la gléndula tiréides;
y al mismo tiempo, obtener parémetros normales en personas
aparentemente sanas. Asi como también, pretendemos estable
cer paréametros de comprobacibén de la positividad del mé&todo
en estudio en personas ciegas, ya que seglin datos recopila
dos en entrevista con el Dr. Roberto W. Cerritos H. (endo-
crintlogo), se ha demostrado la presencia de estos anticuer
POs en personas con ceguera congénita, especialmente en hi
jos de madres que han padecido alguna enfermedad viral du-
rante su embarazo, lo gue supuestamente sensibiliza inmuno
l6gicamente a la madre a desarrollar anticuerpos en el pe-
riodo de gestaci6n. La formacién de tales anticuerpos es
desencadenada por un mecanismo inmunol&gico similar al gue
interviene en otros desbrdenes autoinmunes tales como 1las
colagenopatias, anemia hemolitica autoinmune y en otras ma
nifestaciones autoinmunes 6rgano-especificos con desbrdenes
de la Tiroides, incluyendo Mixedema, Tiroiditis Granuloma-
tosa, Bocio Nodular no T6xico, Carcinoma de Tiroides las

cuales ocasionalmente producen autoanticuerpos de la Tiroi



des. La presencia de estos anticuerpos tiroideos puede --

ser indicativo de un desorden autoinmune previo o senal tem

prana de una enfermedad autoinmune.



1)

2)

OBJETIVOS DEL TRABAJO

Evaluar la positividad del titulo de Anticuerpos Tiro-
globulinicos y Microsomales en pacientes referidos con
patologias comprobadas de la Tiroides, tanto en perso-
nas con ceguera congénita y adaguirida, como también en

personas aseguradas aparantemente sanas.

Incorporar métodos de Diagnéstico Inmunol&gico para el
control de Auto-anticuerpos Tiroideos en el Laborato-

rio Clinico del Hospital General del Instituto Salvado
reno del Seguro Social (I.S.S.S.), que funciona como -

Centro de referencia.



MATERIALES Y METODOS

POBLACION ESTUDIADA -

Se estudiaron un total de 100 muestras de suero obteni
das de cuatro grupos diferentes de poblacibni 25 ciegos con
génitos, 25 ciegos adquiridos, 25 pacientes asegurados gue
adolecen de la Tiroides y 25 personas aseguradas supuesta-
mente sanos; cada una de las diferentes poblaciones fueron
interrogados anotando en una hoja de entrevista los siguien
tes aspectos generales: nombre, edad, sexo, domicilio y as-
pectos propios de la enfermedad (se adjunta modelo en p&agi-

na No. 40).

COLECCION DE LA MUESTRA

;Las personas incluidas en este estudio deberfan estar
en ayunas, obteniéndose la muestra por venopuncibn, recolec
t&ndose aproximadamente 5 mililftros de sangre en tubos al
vacio de 10 mililfitros sin anticoagulante. Se tuvo sumo -
cuidado de hacer en el sitio de venopuncibén una buena asep-
sia, recolectidndose la muestra con el menor estasis sangul

neo para evitar hem6lisis, con . el objeto de disminuir al maxi-

mo la.posibilidad de datos falsos por una muestra mal tomada -

Las 50 personas ciegas, fueron sangradas en el Insti-

tuto para Ciegos "Eugenia de Duenas", y el resto de la po-
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blacién en estudio, en el Laboratorio Clinico del Hospital

General del Instituto Salvadoreno del Seguro Social.

Los sueros a utilizarse eran separados lo mis pronto
posible de los elementos celulares, almacendndolos a - 20°C,
y antes de ser utilizados, eran descongelados a temperatura
ambiente e inactivados a 56°C por 30 minutos antes de ser
verificadas las pruebas. Una vez descongelados los sueros

podian ser utilizados tan s&8lo una vez.

Cada semana se procesaron las muestras por el método
de Hemaglutinacidén Indirecta, utilizando dos diferentes --
Tests: el Sera-Tek de Anticuerpos Tiroglobulinicos vy el Se-

ra-Tek de Anticuerpos Microsomales.

MATERIALES

i
A.- 'Suero
B.- Materiales para extraccibn de sangre (agujas descarta-

bles para recolectar sangre al vacio 21 x 1.1/2, sos-
tenedor de tubo al vacio, tubos al vacio de 10 ml. sin

anticoagulante, algodén, alcohol, etc.)

C.- Gradillas

D.- Pipetas calibradas de 25 microlitros.
E.- Pipetas Oxford de 10 y 25 microlitros.
F.- Pipetas serol6gicas de G1 ml. en 0.001.

G.- Pipetas serol6gicas de 1 ml. en 0.01.
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H.- Puntas plésticas de 0.1 ml. para usar con pipeta tipo
Oxford.

I.- Banho de Maria. -

J.- Bandejas de dilucibn seriadas con base redonda.

K.- Visualizador de bandeja.

L.- Centrifuga.

M.- Perillas.

N.- Tubos de ensayo de 5 ml.

N.- Reactivos utilizados en el Sera-Tek Thyroglobulin Anti-

body Test (Thyroid Test).
0.~ Reactivos utilizados en el Sera-Tek Microsomal Antibo-

dy Test (Microsome Test).

METODO UTILIZADO EN EL TEST SERA-TEK DE ANTICUERPOS TIRO-

GLOBULINICOS.

PRINCIPIO DEL METODO.

El método estd basado en la aglutinacibn de eritroci-
tos de carnero sensibilizados; con sueros que contienen auto
anticuerpos a la Tiroglobulina. Antes de verificar la --
prueba el suero debe ser inactivado, posteriormente se mez-
cla con un diluyente absorbente para remover los anticuer-
pos no especificos. El suero cue contiene anticuerpos es-
pecificos reaccionard con las células sensibilizadas de car

nero con Tiroglobulina para formar una estera o petate ho-
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reacciones negativas son caracterizadas por un botbébn compac
to de células formadas al asentarse las células no aglutina
das. -

REACTIVOS

A) Diluyente Absorbente: Solucidn salina, buffer fosfato

(ph 7.2) que contiene componentes solubles de cé&lulas
de membrana de eritrocitos de carnero (0.50%), compo-
nentes solubles de la membrana celular de eritrocitos
bovinos (0.25%), suero normal de conejo (1.0%) y esta-

bilizadores.

B) ‘Células Sensibilizadas: Eritrocitos de carnero tanifi-

‘cados, formalinizados, liofilizados, sensibilizados
‘con Tiroglobulinas. E1l reactivo rehidratado es una

)
suspensién al 2.5% de estas cé&lulas.

C) Células No Sensibilizadas: Eritrocitos de carnero tani

ficados, formalinizados, liofilizados. E1l reactivo re

hidratado es una suspensif6n al 2.5% de estas células.

D) Control Positivo: Es un preparado de suero de conejo

liofilizado que contiene auto-anticuerpos a la Tiro-

globulina. . - : ) o

E) Agua Rehidratante: Debe ser agua destilada estéril.
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DILUCIONES DE TRABAJO:

Una vez reconstituidos, todos los reactivos se dejaban
en reposo durante una hora antes de su uso. De las células
sensibilizadas y no sensibilizadas se preparaban diluciones
de trabajo; agregando una parte de la suspensibén de cé&lulas
rehidratadas a dos partes de diluyente absorbente. Prepa-
rédndose Gnicamente el reactivo suficiente para las pruebas
que se procesaban en el dia. Para el cdlculo de la canti-
dad de la suspensibn de cé&lulas rehidratadas gue se utiliza

ban, se us6 la siguiente f&rmula:

.De donde:

‘A = NGmero total de pruebas que van a ser corridas.

B = Volimen de la diluci6n de trabajo para cada prueba.

C = VoltGmen de la suspensidbn de cé&lulas rehidratadas.
Ejemplo: Si van a correrse 10 pruebas.

_ 10 pruebas x 0.20ml. de la dilucibn de trabajo de cé&lulas
3

c = 10 x 0.20 _ 0.67 ml. de suspensi6n de cé&lulas rehi-

dratadas.

Las diluciones de trabajo no utilizadas se descartaban al
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final del dia.

PROCEDIMIENTO

Antes de ser procesado el suero, debia ser incubado a
56°C por 30 minutos; con el objeto de inactivar el comple-

mento.

Cada prueba requeria el uso de un tubo de 12 x 75 mm.
y de diez pozos de la bandeja de microtitulacibén. El1 con-
trol positivo debia ser procesado al mismo tiempo gue la

muestra.

Una vez rotulada la bandeja de microtitulacifén para
identificar cada una de las muestras y el control positivo,
se preparaba una dilucibn 1 : 25 Gnicamente de las muestras

y no del control.

Los sueros dilufdos pueden ser almacenados de 2-8°C y
ser reutilizados tan s&8lo una vez; tanto los reactivos co-
mo las muestras deberdn estar a temperatura ambiente antes

de iniciar la prueba.

A) Se destinaban diez pozos para cada especimen depositan
do 0.050 ml. de diluyente absorbente en los pozos 1, 2
v 3, vy 0.075 ml, en los pozos del 4 al 10 de cada 1li-
nea.

B) Se agregaba 0.025 ml. de la muestra diluida 1 : 25 a -

cada uno de los pozos 1, 2 y 3, mezcldndose bien; del
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control positivo Ginicamente se agregaba 0.025 ml. a los

pozos 1 y 4.

Del pozo una de la muestra se transferia 0.025 ml. al

pozo

4 mezclando su contenido; para el control positivo

se transferia 0.025 del pozo a al 5.

Se continuaba transfiriendo sucesivamente 0.025 ml. de

cada pozo desde el pozo 4 para la muestra y del pozo 5

para

el control positivo, hasta el pozo 10 inclusive,

descartédndose 0.025 ml. del pozo 10; tanto de la mues-

tra como del control positivo, de manera gque al final

se obtuviesen las siguientes diluciones:

Pozo

.Pozo

" Pozo

Pozo

Pozo

Pozo

Pozo

Pozo

Pozo

Pozo

1 -1 : 100 (suero diluido)

2 -1 : 100 (para control de cé&lulas no-sensibi-
lizadas) .

3 -1 : 100 (para control de cé&lulas sensibiliza
das)

4 - 1 : 400

5 -1 : 1,600
6 - 1 : 6,400
7 -~ 1 :25,600
8 - 1:102,400
9 - 1:409,600

10- 1:1.638,400

Después de completar la dilucibén se incubaba cada ban-
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G)

H)
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deja a temperatura ambiente por 30 minutos.

Se agitaban suavemente las diluciones de trabajo de cé
lulas sensibilizadas y no-sensibilizadas, hasta_due -
las células estuviesen completamente suspendidas y no

hubiese sedimento visible en el fondo de los tubos. Se
adicionaba 0.025 ml. de 1la diluciéﬁ de trabajo de célu
las sensibilizadas a los pozos del 3 al 10 de cada una
de las muestras; 'y del pozo 4 al 10 del control -positi

VO.

De las diluciones de trabajo de las células no-sensibi
lizadas, se adicionaba 0.025 ml. a los pozos nfimero 2
de cada una de las muestras fGnicamente. Las células

no-sensibilizadas sirven de control negativo.

Se mezclaba el contenido de los pozos de las muestras

'y de los controles; golpeando suavemente con la palma

de la mano uno de los lados de la bandeja de microtitu
laci6ébn, cubriéndose posteriormente las badejas para

evitar la evaporacibén y contaminacién. Las bandejas -
se incubaban a temperatura ambiente (25°C ha 5°C) duran
te toda la noche, procurando no mover las bandejas du-

rante el periodo de incubacibn; al final de este perio

do los resultados eran leidos.

Los resultados fueron obtenidos leyendo los patrones -

de asentamiento de los eritrocitos mediante el uso de
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un espejo. El criterio para la observacibn y evalua
cién de las reacciones son definidas en comparacibn -
con los patrones de la reaccibn de células no-sensibi-

lizadas y el suero control positivo.

METODO UTILIZADO EN EL TEST SERA-TEK DE ANTICUERPOS MICRO-

SOMALES .

PRINCIPIO DEL METODO.

Este se basa en la/aglutinacién de eritrocitos de car-
nero sensibilizados; con suero gue contiene auto-anticuerpos
microsomales tiroideos. Antes de verificar la prueba, el -
suero se inactiva y se mezcla posteriormente con el diluyen
te absorbente para remover los anticuerpos no especificos.
El suero que contiene anticuerpos especificos reaccionaré
éon las c&lulas de carnero sensibilizadas con antigeno ti-
roideo microsomal para formar una estera o petate homogéneo
de células en la bandeja de microtitulacidén. Las reaccio-
nes negativas son caracterizadas por un botén compacto de

células formadas al asentarse las cé&lulas no aglutinadas.

REACTIVOS.

A) Diluyente absorbente: Solucidén salina, buffer fosfato

(ph 7.2) que contiene componentes solubles de células
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de membranas de eritrocitos de carnero (0.50%), compo-

nentes solubles de la membrana celular de eritrocitos

bovinos (0.25%), suero normal de conejo (1.0%) y-esta-
bilizadores.
B) C&lulas Sensibilizadas: Eritrocitos de carnero tanifi-

cados, formalinizados, liofilizados, sensibilizados con
antigeno tiroideo microsomal (es un extrafido de tejido
tiroideo -de pacientes gque adolecen de enfermedad de -
Graves) preparado de células acinares de la gl&ndula -
tiroide tirotbxica por centrifugacibébn a gran velocidad.
El reactivo rehidratante es una suspensibén al 2.5% de
estas células.

C) C€lulas No-Sensibilizadas: Eritrocitos de carnero tani

‘ficados, formalinizados, liofilizados. E1l reactivo re
ghidratado es una suspensibn al 2.5% de estas cé&lulas.

D) Control Positivo: Es un preparado de suero de conejo

liofilizado gue contiene auto-anticuerpos del microso-

ma tiroideo. ‘ : o -

E) Agua Rehidratante: Debe ser agua destilada estéril.

DILUCIONES DE TRABAJO:

Una vez reconstituidos, todos los reactivos se dejaban

reposar durante una hora antes de su uso. De las cé&lulas



20.

sensibilizadas y no-sensibilizadas se preparaban diluciones
de trabajo; agregando una parte de la suspensitén de células
rehidratadas a dos partes de diluyente absorbente. Prepa-
rédndose finicamente el reactivo suficiente para las pruebas
que se procesaban en el dia. Para el cdlculo de la canti-
dad de la suspensibn de células rehidratadas que se utiliza

ron, se us6 la siguiente férmula:

A X B )
C =
3
De donde:
A = NGmero total de pruebas que van a ser coxrridas.
B = VolGmen de la dilucibn de trabajo para cada prueba.
C = Voltmen de la suspensifén de células rehidratadas.
Ejemplo: Si van a correrse 10 pruebas.

c = 10 pruebas x 0.20ml. de la dilucibn de trabajo de células

3

Cc = 10 x 0.20 _ 0.67 ml. de suspensibn de células rehidrata

3 das.

Las diluciones de trabajo no utilizadas se descartaban

al final del dia.

PROCEDIMIENTO

Antes de ser procesado el suero, debia ser incubado a
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56°C por 30 minutos, con el objeto de inactivar el comple-

mento.

Una vez rotulada la bandeja de microtitulacibn para i-

dentificar cada una de las muestras y el control positivo,

se preparaba una dilucibén 1:25 de las muestras Gnicamente y

no del control.

Los sueros diluidos pueden ser almacenados de 2-8°C y

ser reutilizados tan sS&lo una vez; tanto los reactivos como

las muestras deberd&n estar a temperatura ambiente antes de

iniciar la prueba.

A)

C)

D)

Se destinaban diez pozos para cada espé&cimen depositan
do 0.050 ml. de diluyente abosrbente en los pozos 1, 2

vy 3y 0.075 m. en los pozos del 4 al 10 de cada linea.

"Se agregaba 0.025 ml. de la muestra diluida 1:25 a ca-

da uno de los pozos 1, 2 vy 3, mezcldndose bien; del --
control positivo inicamente se agregaba 0.025 ml. a
los pozos 1 y 4.

Del pozo uno de la muestra se transferfa 0.025 ml. al
pozo 4 mezclando su contenido; para el control positi-
vo se transferia 0.025 ml. del pozo 1 al 5.

Se continuaba transfiriendo sucesivamente 0.025 ml. de
cada pozo desde el pozo 4 para la muestra y del pozo 5
para el control positivo, hasta el pozo 10 inclusive,

descarténdose 0.025 ml. del pozo 10; tanto de la mues

eimiinTreA CFNTRAL L
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tra como del control positivo, de manera que al final

se obtuviesen las siguientes diluciones:

Pozo 1 - 1: 100 (suero dilufido) -

Pozo 2 - 1: 100 (para control de células no-sensibi
lizadas)

Pozo 3 - 1: 100 (para control de células sensibili-
zadas)

Pozo 4 - 1: 400

Pozo 5 - 1: 1,600
Pozo 6 - 1l: 6,400
Pozo 7 - 1: 25,600
Pozo 8 - 1:102,400
Pozo 9 - 1:409,600

Pozo 10

1:1.638,400

EDespués de completar la dilucibébn se incubaba cada ban-

deja a temperatura ambiente por 30 minutos.

Se agitaban suavemente las diluciones de trabajo de'cg
lulas sensibilizadas y no-sensibilizadas, hasta que -
las cé&lulas estuviesen completamente suspendidas y no
hubiese sedimento visible en el fondo de los tubos, se
adicionaba 0.025 ml. de la dilucibn de trabajo de célu
las sensibilizadas a los pozos del 3 al 10 de cada una
de las muestras; y del pozo 4 al 10 del control positi

VO.
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De las diluciones de trabajo de las cé&lulas no-sensibi
lizadas se adicionaba 0.025 ml. a los pozos nfmero 2 de
cada una de las muestras Gnicamente. Las cé&lulas no-
sensibilizadas sirven de control negativo.

Se mezclaba el contenido de los pozos de las muestras

y de los controles; golpeando ligeramente con la palma
de la mano uno de los lados de la bandeja de microtitu
laci6bn, cubriéndose-posteriormente_las_bandejas para —.
evitar la evaporaci®én y contaminacibén. Las bandejas se
incubaban a temperatura ambiente (25°C ha 5°C) durante
toda la noche, procurando no mover las bandejas duran-

te el periodo de incubacifn; al final de este periodo

los resultados eran leidos.

Los resultados fueron obtenidos leyendo los patrones de

asentamiento de los eritrocitos usando un espejo. El crite

rio para la observacibn y evaluacibdn de las reacciones son

definidas en comparacibn con los patrones de la reaccibn de

células no-sensibilizadas y el suero control positivo.



RESULTADOS

Para la realizacidn del presente estudio se selecciona
ron cuatro diferentes grupos de poblacibn: 25 personas con
ceguera congénita, 25 con ceguera adguirida, 25 pacientes
asegurados que adolecian de la tiroides y 25 personas asegu
radas supuestamente sanas. Se obtuvieron 100 muestras en
total y cada una de ellas fue procesada por los métodos cuan
titativos de Hemaglutinacibn Indirecta: el Sera-Tek de anti
cuerpos antitiroglobulinicos y el Sera-Tek de anticuerpos -

antimicrosomales.

Para determinar la incidencia de estos anticuerpos en
las muestras de las diferentes poblaciones estudiadas, se
calculé en primer lugar el porcentaje de casos positivos y
negativos con respecto al n@imero total de muestras por cada
poblacién. Los casos positivos obtenidos al realizar cada

prueba se distribuyeron por titulo.
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DISCUSTION

Los métodos de hemaglutinacibén indirecta para detectar
anticuerpos antitiroideos Microsomales (HAMC) y Tiroglobuli
nicos (HATG) usando cé&lulas rojas de carnero sensibilizadas
son pruebas de diagnbstico de gran valor en la comprobacién

de pacientes referidos con des6rdenes tiroideos (3, 20).

La utilizacibn conjunta de ambos métodos es especifica
para la deteccib6bn de anticuerpos autoinmunes de la tiroides
y han demostrado ser mds sensitivos que la prueba de fija-
cibén de complemento para los anticuerpos microsomales, o la
prueba de latex y prueba de precipitina para los anticuerpos
tiroglobulinicos (1, 3, 4). Las pruebas son exactas y repro
ducibles; sin embargo, la prueba de anticuerpos microsomales
es pésitiva m&s frecuentemente gque la prueba de anticuerpos

tiroglobulinicos.

Los resultados de positividad obtenidos por estos méto
dos en el presente trabajo de investigaci6én en las cuatro -
poblaciones estudiadas fueron: para los ciegos congénitos y
con ceguera adquirida, 4% para HAMC y 0% para HATG; en los
pacientes asegurados que adolecian de la tiroides se obtuvo
el 24% con la prueba HAMC y el 8% para HATG; y en la pobla-
cibn de asegurados supuestamente sanos el 8% para HAMC y 0%

con HATG. Estos resultados ratifican lo expuesto en el pa-

rrafo anterior.
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Se investigd la presencia de anticuerpos microsomales
y tiroglobulinicos en personas con ceguera congénita y ad-
guirida para demostrar si habia alguna relacibn entre- la
formacién de anticuerpos autoinmunes tiroideos y la ceguera.
Los resultados de positividad que se obtuvieron en ambas po
blaciones descarta toda posibilidad de cue la causa de la
ceguera sea debida a la presencia de anticuerpos antitiroi-
deos 0 a la aparicibn de éstos en las madres de las perso-
nas con ceguera congénita que hubieran padecido de rubeola

durante su embarazo (10, 13, 14).

Al investigar la historia familiar del fnico caso posi
tivo en el grupo de personas con ceguera congénita, no se.
descubrieron antecedentes de enfermedades virales ni tras-
tornos relacionados con la tiroides en la madre. Considera
mos gque la ceguera de esta persona es debida a malformacibn
del feto durante su desarrollo y que la etiologia de estos
anticuerpos no tiene relacidn con su ceguera. En la hoja
de entrevista correspondiente se encontr6 una reciente in-
feccibn de vias respiratorias superiores, gue explica el ti
tulo obtenido (1:6,400) como una respuesta inmune producida

por una tiroiditis subaguda que suele presentarse 2 6 3 se-

manas después de este tipo de infecciones.

Con respecto a la persona con ceguera adguirida, el ti
tulo de anticuerpos tiroideos microsomales obtenido (1:400)

no tiene ninguna relacién con su ceguera, pero si, con una



3b.

respuesta inmunolbégica provocada por una infeccibn viral --
que desencadene una tiroiditis. Al entrevistar a la perso-
na confirmé el haber padecido de rubeola en su infancia. -
Se sabe gue algunas enfermedades virales pueden desencade-
nar una tiroiditis y por lo tanto un aumento de los anticuer

pos antitiroideos (26, 29).

Al investigar la presencia de anticuerpos microsomales
y tiroglobulinicos en pacientes asegurados gue adolecian de
la Tiroides (con Bocio difuso, Bocio nodular, Cédncer tiroi-
deo, Hipertiroidismo y Tiroiditis) observamos ague los resul
tados positivos fueron obtenidos en pacientes con diagn6sti
co de Bocio difuso y en un paciente con diagn6stico de Ti-
roiditis. En el resto, a pesar de haber sido referidos con
padecimientos de la Tiroides, los resultados en la determina
cibn de anticuerpos antitiroideos fueron negativos para am-
bas pruebas, ya gue dichos anticuerpos no es usual encontrar
los en otras enfermedades que no sean Enfermedad de Graves

vy Enfermedad de Hashimoto (5, 12).

De 6 pacientes gue presentaron positividad a la prue
ba microsomal * ., cuatro de ellos presentaron titulos ele-
vados para anticuerpos microsomales, pero la prueba para an
ticuerpos tiroglobulinicos fue negativa en 3 de estos casos.
La misma negatividad para anticuerpos tiroglobulinicos se
obtuvo en un caso que presentd titulos moderados para anti-

cuerpos microsomales. Al investigar el cuadro clinico de
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estos pacientes se descubri6 gue presentaban valores de T3
vy T4 en niveles normales, TSH elevada y centellograma anor-
mal. En la misma poblacibn estudiada, Gnicamente dos- casos
resultaron con positividad para ambas pruebas; uno de ellos
con diagn6stico de Bocio difuso, present6 un titulo modera-
do (1:1,600) para la prueba HAMC y un titulo elevado (1:
25,600) para la prueba HATG. El1 otro paciente, con diagnbs
tico de Tiroiditis, present®d positividad para la prueba mi-
crosomal con un titulo elevado (1:25,600) y un titulo bajo

(1:100) para la prueba HATG.

Como podemos observar, los titulos de positividad obte
nidos en estos pacientes concuerdan con la patologia presen
tada, lo cual confirma el diagn6stico clinico. Relacionan-
do los resultados obtenidos con otros trabajos realizados
(1, 5, 12), se determina que a los pacientes con Bocio difg
so (Enfermedad de Graves) frecuentemente se les encuentran
anticuerpos antitiroideos en su suero, al igual que aguellos
con una enfermedad autoinmune de la Tiroides (Tiroiditis de

Hashimoto) .

Al revisar los resultados en la poblacibn investigada
de personas consideradas sanas se detectaron dos casos posi
tivos a anticuerpos microsomales (8%) con titulo bajo ( 1:
400) y moderado (1:1,600), respectivamente. Ning@n caso

fue positivo con anticuerpos tiroglobulinicos.



38 .

Se sabe que los anticuerpos antitiroideos son raramen-
te encontrados en sueros de personas normales; sin embargo,
de un 5 a 10% de la poblacién normal puede presentar titu-
los bajos de anticuerpos antitiroideos. Esta incidencia es
mucho mé&s elevada en la mujer, aumenta con la edad y esté
relacionada con factores fisiol6gicos de la funcidn repro-
ductora. Cabe mencionar gque las 2 personas eran -del sexo -
femenino; al interrogarlas manifestaron adolecer de trastor
nos relacionados con el aparato genitourinario (4, 6, 8, 10,

11, 26).

Los resultados obtenidos en este estudio comprueban la
sensibilidad, reproducibilidad y especificidad de los méto-
dos HAMC y HATG en la deteccibn de anticuerpos antitiroide-
0s. A la vez se demuestra aque la prueba de anticuerpos mi-
crosomales suele ser mas frecuentemente positiva gue la --
prueba de anticuerpos tiroglobulinicos, debido a la natura-
leza del antigeno gque es una proteina microsomal extraida
de una glé&dndula tirot6xica de pacientes con enfermedad de

Graves, lo gque le da mayor sensibilidad.

La incidencia de positividad obtenida de los anticuer
pos antitiroideos en los diferentes casos estudiados con
Enfermedad de Graves y Tiroiditis, comprueba la especifici-
dad de dichos anticuerpos con las patologias de la Tiroides,
va que estos anticuerpos no es usual encontrarlos en otras

enfermedades.
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Basdndonos en los resultados obtenidos en la poklacidn
ciega, concluimos gue la presencia de anticuerpos antitiroi
deos Microsomales y Tiroglobulinicos no son causa de ceguerg,
ya que éstos son originados por una respuesta inmunoldgica

desencadenada por una tiroiditis viral.

Recomendamos gue estas pruebas sean utilizadas para —-
confirmar un diagnéstico en el seguimiento de personas que
presentan desOrdenes tiroideos, las cuales deben ser exami-
nadas peribdicamente, puesto que la presencia de estos anti
cuerpos pueden ser senal temprana de una enfermedad autoin-

mune .

Las pruebas son fa&ciles de verificar, reproducibles y
altamente especificas. Una ventaja es que ambas pueden co-
rrerse simult&neamente logrando un ahorro de tiempo en la -
obtencib6n de los resultados, lo gue redunda en beneficio
del paciente y del médico; sin embargo, como toda prueba
tiene sus limitaciones y desventajas siendo su mayor desven

taja la dificultad de obtener estos reactivos en plaza.

Esperamos que en base a nuestra recomendacifn, se con
sidere la incorporacidén de estas pruebas inmunolégicas en-
tre las pruebas de rutina del Laboratorio Clinico del Hospi
tal General del Instituto Salvadoreno del Seguro Social, co
mo también en agquellos laboratorios gue funcionan como Cen-

tro de Referencia.
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HOJA DE ENTREVISTA

No. Correlativo

Nombre del paciente:

Asegurado No Asegurado

No. de Afiliacién:

Edad: Sexo:

Fecha:

Direccidén A. Familiar:

Direccién B. Trabajo :

DATOS CLINICOS

Antecedentes familiares ( ), y de la madre duran

te el embarazo.

Enfermedades Virales:

Gripes:

Bocio:

Diabetes:

Ceguera:

Padecimientos del Entrevistado:

Enfermedades Virales:

Gripes:
Bocio:
Diabetes:
Ceguera:
Otros:
Embarazo: Anterior Actual Abortos

Toma anticonceptivos?: SI NO
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