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Resumen 
Objetivo: determinar la presencia de anticuerpos contra antígenos de membrana coclear y 

proteína de choque térmico de 70kDa (HSP70) en enfermedad de Ménière. 
Diseño: estudio observacional descriptivo y analítico. 
Lugar: Instituto de Genética Humana de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad 

Javeriana y servicios de otorrinolaringología de los Hospitales San José, Militar Central, San 
Ignacio y de la Fundación Santa Fe de Bogotá. 

Población: muestra de once pacientes con diagnóstico de enfermedad de Ménière y once 
controles sanos. 

Intervenciones: se determinaron las concentraciones de anticuerpos específicos de la proteína 
de choque térmico (HSP70) en el suero de los pacientes antes de iniciado el tratamiento. 

Mediciones principales: la concentración y especificidad de los anticuerpos anti-HSP70 fue 
determinada a través de las técnicas ELISA y Western Blot. 

Resultados: en la prueba ELISA no se encontraron diferencias significativas entre las absorbancias 
de casos y controles (p>0. 05), en la prueba del Western Blot se encontró un índice de positividad del 
90. 9% (N= 11) en los pacientes frente a un 9.1% (N=10) en los controles (p<0. 001). 

Conclusión: las determinaciones de anticuerpos anti-HSP70 por medio de la técnica del 
Western Blot pueden utilizarse como apoyo diagnóstico en la enfermedad de Ménière, así como 
indicador para elegir una terapia inmunosupresora en los pacientes positivos para estos 
autoanticuerpos. (Acta Med Colomb 2003; 28: 101-107) 
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Abstract 
Aim: to determine the presence of antibodies specific of cochlear membrane antigens and of 70 

kDa heat shock protein (HSP70) in Ménière disease. 
Design: analytic and descriptive observational study. 
Location: Institute of Human Genetics in the School of Medicine of the Javeriana Universidad and 

ENT units in the San José, Military and San Ignacio hospitals and Foundation Santa Fe in Bogotá. 
Patients: 11 patients with diagnosis of Ménière disease and 11 controls. 
Interventions: concentrations of antibodies specific of 70 kDa heat shock protein (HSP70) were 

determined in the serum of each patient before any treatment. For this purpose ELISA and western 
blot techniques were standardized. 
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Results: we found a positivity index in the western blot analysis of patients of 90. 9% (N=l 1) and 
of 9. 1% (N=10) in controls (p<0.001). ELISA tests were found to be non specific as the results of 
cases and controls were non statistically significant (p>0. 05). 

Conclusion: determinations of anti-HSP70 antibodies by western blot can be used as a comple-
mentary diagnostic test as well as an indicator for elective immunosuppressive therapy in positive 
patients. (Acta Med Colomb 2003; 28: 101-107) 

Keywords: autoimmunity, Ménière disease, HSP70. 

Introducción 
La pérdida neurosensorial de la audición es el resultado 

de la disfunción o daño del oído interno (hipoacusia 
neurosensorial coclear) o el daño a nivel del octavo par o 
vía auditiva (hipoacusia neurosensorial retrococlear). Esta 
lesión puede ser causada por un gran número de condicio-
nes: factores adquiridos, factores genéticos, infecciones y/ 
o factores inmunológicos se encuentran entre los más im-
portantes (1). La presbiacusia (pérdida de audición por 
envejecimiento) es la causa más común de la pérdida auditiva 
neurosensorial bilateral. A pesar de que se ha dilucidado en 
gran parte la fisiopatología de la mayoría de estos procesos 
hay varias formas de pérdida auditiva neurosensorial coclear 
cuya causa y patogénesis aún no son claras y en las cuales 
se sospecha una etiología autoinmune (2). 

En este tipo de patologías otológicas, hay una alteración 
en el reconocimiento de lo propio, llevando a la producción 
de autoanticuerpos con la consecuente destrucción de teji-
dos, como es el caso de la enfermedad de Ménière y la 
pérdida progresiva idiopática neurosensorial (PNSHL) (3, 
4). Enfermedades autoinmunes como la granulomatosis de 
Wegener, el lupus eritematoso sistémico y el síndrome de 
Cogan se asocian a síntomas cocleovestibulares y alteran la 
función inmunológica del saco endolinfático. De la misma 
manera los modelos animales de autoinmunidad sugieren 
una asociación con hidrops endolinfático (5, 6). Estudios 
inmunohistoquímicos han mostrado la presencia de células 
inmunocompetentes y una interacción entre linfocitos y 
macrófagos en el saco endolinfático (7). Se ha observado 
que en los casos de Ménière y PNSHL el inicio temprano 
de tratamiento con esteroides puede llevar a la recupera-
ción de la capacidad auditiva, o al menos, a detener la 
progresión del cuadro, lo que pone de manifiesto la impor-
tancia de un diagnóstico específico, rápido y eficaz (8). 

La enfermedad de Ménière se caracteriza por una tríada 
de síntomas que incluyen: tinnitus, pérdida neurosensorial 
de la audición fluctuante, y ataques episódicos de vértigo, 
con o sin sensación de plenitud auditiva (oído tapado). Esta 
enfermedad se presenta más frecuentemente entre la terce-
ra y la quinta década de la vida, aunque los adultos jóvenes 
y mayores no están exentos de padecerla (9). Su etiología 
es desconocida y puede ser bilateral en el 30% de los casos 
(10). El vértigo suele aparecer en episodios bien definidos, 
el cuadro a menudo es postrante, con frecuencia acompaña-
do de náuseas y vómitos que persisten por un lapso prolon-
gado; durante el ataque, siempre existe nistagmus vestibular 

espontáneo (movimientos involuntarios del ojo). Entre los 
episodios se observa intolerancia al movimiento, vértigo 
relacionado con la posición, caídas y ataxia momentánea. 

Hasta el momento no existe una prueba estandarizada 
y específica que determine la existencia de autoinmunidad 
en el oído, ni se poseen evidencias sólidas acerca de 
cuáles de estos pacientes se benefician de los tratamientos 
con esteroides. Así mismo, no hay un concepto claro de 
los mecanismos fisiopatológicos involucrados que permi-
tan generar nuevos enfoques terapéuticos. En general el 
diagnóstico de autoinmunidad se ha basado en la sospe-
cha del médico tratante y en el uso de pruebas inespecíficas 
de laboratorio para la detección de autoinmunidad, tales 
como proteína C reactiva, velocidad de sedimentación 
globular (VSG), factor reumatoide, anticuerpos antinu-
cleares (ANAS), inmunoglobulinas séricas o crioglobulinas 
y pruebas de proliferación linfocitaria (11). De esta mane-
ra, se hace necesario buscar un complemento diagnóstico 
en la detección de autoinmunidad en oído interno, que 
contribuya a dilucidar la eficacia del tratamiento con 
corticosteroides y el posible desarrollo de nuevas terapias 
inmunomoduladoras. 

El objetivo de este estudio fue evaluar si las pruebas de 
ELISA y Western blot determinan de manera específica la 
presencia de anticuerpos contra antígenos de membrana 
coclear y proteína de choque térmico HSP70 en 11 pacien-
tes con enfermedad de Ménière. 

Material y métodos 
Diseño de estudio 

Estudio observacional que incluye componentes tanto 
descriptivos (serie de casos) como analíticos (casos y con-
troles), enfocados en estandarizar una prueba diagnóstica 
de laboratorio para determinar la frecuencia de anticuerpos 
contra antígenos de oído interno en pacientes con enferme-
dad de Ménière. 

Población de estudio 
La población blanco fue la totalidad de pacientes con 

enfermedad de Ménière. La población de estudio fue una 
muestra por conveniencia de 11 pacientes con diagnóstico 
clínico de enfermedad de Ménière, siguiendo los criterios 
de la Academia Americana de Otorrinolaringología (12). 
Los pacientes consultaron el servicio de otorrinolaringolo-
gía en las diferentes instituciones, y fueron sometidos a los 
siguientes criterios de exclusión: mayor de 65 años, pérdi-
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da auditiva menor a 24 horas, barotrauma, trauma 
craneoencefálico, trauma acústico y lesión penetrante en el 
oído. La información relevante de cada paciente fue con-
signada en un formato de recolección de muestras, previa 
firma del consentimiento informado. 

Los controles negativos se tomaron de personas sin 
antecedentes de hipoacusia confirmados con audiometrías 
recientes. Así mismo, se excluyeron individuos con enfer-
medades que se asocian a niveles elevados de HSP70 como 
son quemaduras térmicas, diabetes mellitus, enfermedad 
de Alzheimer, cáncer, colitis ulcerativa y cuadro febril 
(13). 

Análisis estadístico 
En el componente descriptivo del estudio se reportaron 

las características clínicas y demográficas de casos y con-
troles en forma de media con desviación estándar o como 
proporciones según la naturaleza de la variable. Para com-
parar la proporción de individuos con reactividad entre el 
grupo de estudio y el grupo control se empleó la prueba de 
Chi cuadrado con corrección de Yates. 

Técnica experimental 
La respuesta autoinmune contra antígeno de oído inter-

no, se valoró a través de las técnicas de ELISA y Western 
blot en pacientes con diagnóstico clínico de enfermedad de 
Ménière y un grupo control. El suero de dichos pacientes se 
colocó frente a una proteína de choque térmico de extracto 
de tejido de riñon bovino con un peso molecular de 70kDa. 

Obtención del extracto antigénico 
La proteína alrededor de los 70kDa fue aislada de ex-

tracto renal bovino, previamente demostrado que contenía 
una proteína altamente análoga, desde el punto de vista 
inmunológico, a la proteína de 68kDa de membrana coclear 
humana y extracto de oído interno bovino (14, 15). La 
literatura demuestra que la proteína blanco fue separada 
por peso y carga realizando electroforesis preparativa en 
gel de poliacrilamida, y transferida a un papel de nitrocelu-
losa. La membrana con la proteína fue digerida con tripsina 
y los péptidos resultantes fueron separados por cromatografía 
líquida de alta resolución. La secuencia de la cadena de 22 
aminoácidos de este péptido fue idéntica a la secuencia 
parcial de aminoácidos 213 a 234 de HSP70 bovina 
(Genbank accession N° U02891, National Center for 
Biotechnology Information): 

Basados en estos estudios se decidió utilizar riñon bovi-
no como antígeno, teniendo en cuenta la facilidad de ex-
tracción y la cantidad de proteína expresada. 

Obtención de extracto de riñon bovino 
El riñon bovino fue obtenido a partir de un novillo de 

dos años de edad, del frigorífico local, en condiciones de 
asepsia y empacado en hielo para ser transportado al labo-
ratorio. Se retiró totalmente la grasa y el tejido conectivo 
del riñon, se realizaron dos lavados con PBS pH 7. 4, se 
cortó en pequeñas piezas y se alicuotó en tubos que conte-
nían 40 ml de PBS con PMSF y azida de sodio. El riñon fue 
homogenizado aproximadamente tres minutos y filtrado 
por gasa estéril. Se alicuotó en tubos nuevos de polipropileno 
de 50 ml y se realizó sonicación por 60 minutos, se centrifugó 
a 1550 g por 30 minutos a 4°C de temperatura (IEC Centra 
MP4R, International Equipment Company) y se filtró nue-
vamente por membranas de 2. 5 um, 0. 45 um y de 0. 22 um 
respectivamente en condiciones de esterilidad. 

Cuantificación de proteínas 
La cuantificación proteica del extracto se efectuó por el 

método de Bradford, para conocer la concentración proteica 
total y determinar una concentración conocida para ser 
usada en el ELISA y el Western blot. 

Elisa 
Se sensibilizó la placa con 100 μl del extracto de riñon 

bovino en una concentración de 1. 0 μg/ml de la proteína, 
diluido en buffer carbonato pH 9. 2. Se incubó una hora a 
37°C y toda la noche a 4°C. Se lavó dos veces con PBS IX 
pH 7. 2 0. 05% Tween. Se bloqueó con PBS IX pH 7. 2, 5% 
leche descremada dos horas a temperatura ambiente en 
oscuridad. Se adicionaron los sueros dilución 1/100 con 
PBS IX pH 7. 2, 2. 5% leche descremada. Se incubó una 
hora a temperatura ambiente en oscuridad y se realizaron 
seis lavados; se adicionó el conjugado (Anti IgG humana 
marcada con peroxidasa -*PO-) en dilución 1/10000. Se 
incubó una hora a temperatura ambiente en la oscuridad y 
se realizaron nuevamente los lavados, finalmente se incubó 
30 minutos a temperatura ambiente el sustrato OPD 
(ortofenilendiamina) en oscuridad y se frenó la reacción 
con ácido sulfúrico 2. 5 N, para leerla en el lector de ELISA 
(Multiskan MCC/340P versión 2. 33), a 492 nm contra 
blanco de sustrato. 

Electroforesis SDS - PAGE 
La electroforesis fue realizada de acuerdo con el método 

descrito por Laemmli (16). Gel de corrido al 10% (pH 8. 8) y 
un gel de concentración al 4% (pH 6. 8). Teniendo en cuenta 
la cuantificación de proteína se sembraron 30 ug/20 uL del 
extracto de riñon bovino suspendido en buffer de muestra; 
la solución resultante se calentó durante cinco minutos en 
ebullición para denaturar las proteínas. En algunos casos se 
añadieron estándares precoloreados de peso molecular CO-
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La secuencia también fue idéntica a la correspondiente a 
los aminoácidos 424 a 445 de la cadena larga de HSP70 
humana (Genbank accession N° MI 1717, National Center 
for Biotechnology Information). 
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nocido, se le aplicaron 60 mA y 120 voltios de corriente por 
gel hasta que hubiera un corrido que se detenga 1. 5 cm 
sobre la base de las placas (aproximadamente tres horas). 
Las proteínas separadas se colorearon con azul brillante de 
Coomassie (R-250) y se decoloró con metanol (cuatro 
partes), ácido acético (una parte) y agua destilada (cinco 
partes) y se transfirió inmediatamente a la membrana de 
nitrocelulosa. 

Transferencia de las proteínas a la membrana de 
nitrocelulosa 

Después de la electroforesis las proteínas fueron trans-
feridas a la membrana de nitrocelulosa en buffer de transfe-
rencia pH 8. 3. Se le aplicó una corriente de 350 mA y 100 
voltios por una hora y cinco minutos, durante el cual se 
realizó enfriamiento activo del buffer. Después de la trans-
ferencia, las membranas se colorearon con rojo de Ponceau 
por 15 minutos. 

Western blot 
Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas du-

rante 30 minutos, con TBS 0. 2% Tween y 5% leche 
descremada. El papel se incubó con el primer anticuerpo 
(suero dilución 1/5) una hora a temperatura ambiente en 
agitación constante, se lavó cinco veces por cinco minutos 
cada una, con buffer TBS 0. 2% Tween 20. El papel se hizo 
reaccionar con una inmunoglobulina polivalente antihumana 
de cabra conjugada con peroxidasa (Sigma Chemical Co., 
St. Louis, USA) a una dilución 1: 3000 por 50 minutos a 
temperatura ambiente, en agitación constante y en oscuri-
dad. Se realizaron lavados. Las tiras se impregnaron con 
una solución reveladora para la peroxidasa (Luminol) du-
rante un minuto y se realizó una impresión sobre una placa 
fotográfica especial para quimioluminiscencia. Se reveló 
con las técnicas convencionales de fotografía. 

Resultados 
En la Tabla 1 se presentan las características clínicas de 

los 11 pacientes con enfermedad de Ménière. Los controles 
fueron constituidos por seis mujeres y cinco hombres con 
edad promedio de 23 años. La concentración proteica del 
extracto de riñon osciló entre 7. 200 μg/ml y 7825 μg/ml. 
En la electroforesis de este extracto se identificaron dife-
rentes bandas de peso molecular, observándose la presen-

Tabla 2. Comparación de promedios de absorbancia del ELISA entre casos y 
controles con el extracto de riñon bovino y PBS. 

Tabla 1. Características clínicas de los 11 pacientes con enfermedad de Ménière. 
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Tabla 3. Comparación de promedios de absorbancia entre casos y controles 
con control de ruido de fondo. 

Tabla 4. Comparación del promedio de los cuatro ELISA con control de ruido 
de fondo. 

Figura 1. Electroforesis sds page. En las líneas 1 y 6 el extracto se encuentra 
en una dilución de 1/ 2, en las líneas 2 y 7 en dilución 1/ 4, en las 3 y 8 en 
dilución 1 / 8 y en la línea 4 en dilución 1/10. En la línea 5 se encuentra el 
marcador de peso molecular que contiene las proteínas de 220kDa, 130kDa, 
90kDa, 70kDa, 60kDa, 40kDa, 30kDa, 20kDa, 19kDa, y 10kDa. 

cia de la banda de 70 kDa, proteína de interés para el 
presente estudio. Las bandas más comunes en el extracto 
fueron las de 70 kDa, 60 kDa, 40 kDa y 30 kDa. (Figura 1). 

Los promedios de absorbancia del ELISA con extracto 
de riñon bovino de casos y controles se presentan en la 
Tabla 2. El control de ruido de fondo no modificó de 
manera importante los promedios de absorbancia entre ca-
sos y controles (Tabla 3). Así mismo los promedios de las 
cuatro pruebas ELISA con control de ruido de fondo no 
mostraron variaciones. (Tabla 4). 

Figura 2. Western blot de grupo control. La línea 1 corresponde al anticuerpo 
policlonal HSC70. Las líneas 2 a la 12 corresponden a los sueros del grupo 
control. En la línea 9 se observa una banda a la misma altura del control de 
HSC70 y dos más de bajo peso molecular. 

Figura 3. La línea 1 corresponde al anticuerpo policlonal HSC70. Las líneas 
2 a la 12 corresponden a la reacción de los sueros de los pacientes 
diagnosticados con enfermedad de Ménière. La línea 5 se observa negativa 
para la proteína HSC70, en las líneas 6 y 7, aunque tienen mucho ruido de 
fondo, se pueden observar las bandas a la altura de la HSC70, y en la línea 10 
se ve la presencia de la banda de 70kDa muy leve y una marcada banda de un 
peso molecular más bajo. 

No se encontraron diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre las mediciones de absorbancia de casos y 
controles en las pruebas ELISA (p>0. 05). 

Western blot 
Múltiples ensayos de esta técnica fueron realizados a los 

pacientes positivos y los controles mostrando siempre resul-
tados consistentes. El control positivo se observó claramen-
te, indicando ausencia de errores en la técnica o reactivos 
defectuosos. El índice de positividad en la población enfer-
ma fue de 90. 9% frente a un 9. 1% en los controles (p<0. 001). 
La razón de riesgo fue de 100, con un intervalo de confianza 
del 95% de 5. 5 a 1830. 5. Este Western blot demuestra la alta 
fidelidad de la prueba entre los pacientes con la enfermedad 
y la existencia de una fuerte banda en la región alrededor de 
peso molecular de 70kDa. (Figuras 2 y 3). 

Discusión 
Este estudio buscó evaluar una herramienta de diagnós-

tico, basada en las pruebas de ELISA y Western blot, para 
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el estudio de hipoacusias neurosensoriales, concretamente 
en la enfermedad de Ménière. La determinación específica 
de la presencia de anticuerpos contra antígenos de membra-
na coclear y proteína de choque térmico HSP70 permiten 
ofrecer un complemento diagnóstico en la detección de 
autoinmunidad en oído interno, además de contribuir a 
dilucidar la eficacia del tratamiento con corticosteroides y 
el posible desarrollo de nuevas terapias inmunomoduladoras. 
Las pruebas de ELISA no mostraron diferencias significa-
tivas entre casos y controles, en contraste con la prueba de 
Western blot que mostró una alta especificidad en los casos 
con enfermedad de Ménière. 

En 1990, estudios realizados por Harris y Sharp (17) 
demostraron la presencia de anticuerpos en el suero de 
pacientes con enfermedad de Ménière, los cuales reaccio-
naron contra la proteína de 68kDa expresada en la membra-
na coclear, la cual es homóloga en un 99% a la expresada 
en riñon como lo demostraron Bloch y colaboradores en 
1995 (18, 19). Esta homología permitió que este trabajo se 
llevara a cabo con extracto de riñon bovino, debido a su 
fácil manipulación y consecución. 

Desde la perspectiva inmunológica hay que considerar 
también que el extracto crudo de riñon expresa otras proteí-
nas (como se observa en la electroforesis), y éstas podrían 
generar una reacción cruzada en los sueros de los pacientes, 
así como en los del grupo control, impidiendo visualizar de 
manera específica la reacción frente a la proteína en estu-
dio. De esta manera, la presencia de una alta reactividad de 
los sueros control puede ser explicada si se toma en cuenta 
que en un extracto crudo de riñon se encuentran diferentes 
proteínas expresadas en gran cantidad. Otra posible causa 
del aumento del ruido de fondo, es el consumo de produc-
tos lácteos y carnes por parte de los sujetos de estudio, lo 
cual puede llevar a la producción de anticuerpos contra 
algunas proteínas expresadas en el riñon bovino. Esto po-
dría explicar los resultados negativos en las pruebas ELISA; 
sin embargo, también hay que considerar que dado el bajo 
tamaño de muestra, no se puede descartar la posibilidad de 
estar cometiendo un error tipo II o b, es decir, de no tener 
un instrumento con suficiente poder para encontrar diferen-
cias significativas. Por lo tanto, no hay evidencia suficiente 
para emplear el ELISA como prueba diagnóstica de rutina 
y se debe evaluar en un estudio con mayor tamaño de 
muestra la precisión, sensibilidad y especificidad de esta 
prueba. 

Las pruebas de Western blot fueron practicadas con el 
fin de demostrar el reconocimiento específico de los 
anticuerpos presentes en el suero contra la proteína HSP70. 
La reacción positiva de la proteína HSP70 en el 90. 9% de 
los casos en el Western blot es indicio claro de un compro-
miso autoinmune en la enfermedad de Ménière. Sin embar-
go, es necesario ampliar el tamaño de muestra para obtener 
y definir mejor las características operativas de sensibili-
dad y especificidad del Western blot como prueba 
diagnóstica de la enfermedad de Ménière. De la misma 

manera, es importante determinar como prueba diagnóstica 
complementaria en pacientes con otras entidades para de-
terminar la presencia de autoinmunidad del oído interno. 

Desde la perspectiva fisiopatológica, no es claro el me-
canismo por el cual se inicia el daño en el oído interno, y 
los hallazgos serológicos positivos se deben considerar 
como indicadores del estado degenerativo de este órgano y 
no como indicadores de los mecanismos que inician el 
proceso (20). Los anticuerpos elevados pueden ser un 
epifenómeno como sucede, por ejemplo, con la eritrosedi-
mentación elevada y no ser la causa de un daño órgano-
específico, lo cual explicaría el bajo porcentaje de positividad 
en el análisis de la respuesta autoinmune obtenido en otros 
estudios (21). Hasta el momento, cuatro teorías se han 
propuesto para explicar el origen del daño coclear: 

1) Liberación de citoquinas inmunoestimulantes por daño 
contiguo al oído interno, 2) reacciones cruzadas de antí-
genos cocleares con antígenos microbianos, 3) intolerancia 
inmunológica en zonas de este órgano que pueden, como 
en la cámara ocular, tener privilegio inmunológico y 4) 
factores genéticos, pues la autoinmunidad se ha asociado, 
en algunas poblaciones, a la presencia de algunos genes 
HLA en los individuos afectados (21). 

Desde el punto de vista clínico, el contar con una prueba 
diagnóstica para el estudio de pacientes con hipoacusia 
neurosensorial coclear asociada a autoinmunidad, permiti-
rá confirmar la actividad de la enfermedad y seleccionar los 
mejores pacientes para terapia inmunosupresora, pues está 
demostrado que la presencia de los anticuerpos contra la 
HSP 70 se correlaciona con la actividad del proceso 
autoinmune, con una incidencia de positividad que es ma-
yor en los casos de pacientes con enfermedad de Ménière 
bilateral (22). 

Conclusiones 
La técnica ELISA fue exitosamente estandarizada; sin 

embargo, no puede ser empleada para la determinación de 
anticuerpos específicos contra la proteína HSP70 en los 
pacientes con enfermedad de Ménière, debido a una poten-
cial reacción cruzada encontrada en el grupo control. El 
Western blot puso en evidencia la unión específica a la 
proteína HSP70 en contacto con el suero de los pacientes, 
confirmando la presencia de los anticuerpos correspon-
dientes, demostrando así un compromiso autoinmune en la 
enfermedad de Ménière. Restan por establecer las caracte-
rísticas operativas (sensibilidad, especificidad y valores 
predictivos) del ensayo Western blot como prueba diag-
nóstica de la enfermedad de Ménière y otras entidades que 
cursan con autoinmunidad en el oído interno. 
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