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RESUMEN

En la actualidad la técnica de radioinmunoensayo, también conocida co-
mo radioinmunoandlisis (RIA}, se ha convertido en un apero tanto ¢lini
co como de investigacidn, que ha contribuido al desarrollo del andli-

sis cuantitativo de hormonas, drogas, protefnas y otras substancias de
importancia en diversas dreas como son la farmacologia, microbiologia,

medicina, biologfa, etc.

Las ventajas de la técnica radican en la especificidad de la reaccidn
inmunoidgica que se logra con el anticuerpo, 13 alta sensibilidad me-
diante el uso de material radiactivo y en 1a posibilidad de hacer nume

rosas determinaciones en forma simultdnea.

EV RIA se utiliza ampliamente en andlisis clinicos para determinar la
concentracién de una gran variedad de substancias de interés médico en
muestras de pacientes. Un ejemplo muy representativo son las hormonas
tirotropina ("TSH") y tiroxina {"T."), que es motivc del presente esty
dio, con relacion al procesamiento de los datos experimentales que se
obtienen en RIA. Los métodos para procesar los datos que se estudiaron
son tres: a) los sugeridos por los proveedores de los juegos de reac-
tivos (“kits"), b) el recomendado por el Organismo Internacional de

Energia Atgmica, ¢) el propuesto por el Dr. Grafton Chase. De los mé-



todos indicados y de acuerdo a los resultados hallados, el que ofrecié

mayores ventajas y mejor exactitud fue este Gltimo.



I. INTRODUCCION

El rdpido progreso que se ha obtenido en las ciencias bioldgicas duran
te las Gltimas tres décadas, estd vinculado principalmente al desarro-
1o de nuevas técnicas experimentales y de instrumentos cientificos.

De modo importante destaca el uso de substancias radiactivas como tra-

zadoras de fendmenos bioldgicos.

Una de estas nuevas técnicas, que se ha difundido mucho, es el radioin
munoensayo o radioinmunoandlisis (RIA), que ha permitido obtener avan-
ces significativos acerca de la naturaleza quimica y los mecanismos fi

sioldgicos de substancias contenidas en fluidos bioldgicos.

£l RIA fue introducido a 1a medicina por los investigadores Rosalyn
S. Yalow y Solomon A. Berson, cuyo primer reporte se publicd en 1959
(29), el cual tuvo aplicaciones inmediatas en la medicidn de insulina
humana en 1960. En previos trabajos, los autores examinaron la degra-
dacion de insulina radiactiva en enfermos diabéticos dependientes de
insulina y la conclusidn alcanzada fue que los pacientes sintetizan an
ticuerpos especificos a la insulina exfgena, y que 12 unidn del anti-
cuerpo especifico {o anticuerpos) a Ta insulina marcada radiactivamen-
te (trazador), estd en funcidn cuantitativa de la insulina no marcada

(analito). Originalmente, un trabajo previo de estos investigadores



L2,

no fue aceptado para su publicacidn, pero Yalow obtuvo el Premic Nobel
de Medicina en 1977, ya que, para entonces, su compafiero de trabajo ha
bfa fallecido.

En las G1timas dos décadas el uso del RIA se ha expandido rdpidamente
y ha contribuido al progreso de 13 medicina, especialmente de Ja endo-
crinologia, pues ha permitido estudiar detalladamente los diferentes

mecanismos de regulacidn hormonal, asi como también las diversas endo-

crinopatias asociadas con hiper o hiposecresidn de 1as hormonas.

El radioinmunoandlisis es un procedimiento de andlisis por saturacidn
o de andlisis por unidn, que permite la determinacidn cuantitativa del
orden de nanogramos y picogramos de unas 200 substancias de estructu-
ras complejas en fluidos biolGgicos, muchas de las cuales no son cuan-
tificables mediante métodos comunes. En la mayoria de los casos el a-
nalito es un medicamento, una horwona, una vitamina u otra substancia
de estructura y peso molecular conocidos. Su utilidad proviene princi
palmente de su caracteristica de alta especificidad para una substan-

cia dada asi como, también, de su sensibilidad extremadamente alta.

Por las caracteristicas de este tipo de téenica, es necesario efectuar
un procesamiento de los datos experimentales para relacionarlos a una

concentracin de la substancia a determinar.
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Se parte inicialmente de una serie de patrones con diferentes concen-
traciones de 1a substancia pura, para obtener una grifica, 1lamada
"curve estdndar" o “"curva patrdn", que relaciona la concentracidn de
cada patrdn con la radizctividad y, posteriormente, hallar en esa cur-
va el valor de las muestras desconocidas. Para ello existen varios
métodos y es recomendable seleccionar el mis adecuado para el manejo
de los datos experimentales. Por lo tanto, el propdsito del presente
estudio es el de comparar y evaluar las ventajas y desventajas de tres
de los métodos mis conocidos, para el mejor aprovechamiento de los da-

tos y 1a mayor confiabilidad en Vos resultados,

Con este motivp se estudiaron resultados de andlisis de muestras de
las hormonas T, y TSH, que corresponden, quizd, a los ensayos mis soli

citados,



11. PRINCIPIOS DEL RIA

A. Componentes bdsicos del RIA

Los andlisis cuantitativos como el RIA, son procedimientos que requie-
ren de un compuesto quimico unidor, con capacidad de ligarse a una

substancia {analito) en forma selectiva.

£l RIA es un procedimiento en el cual el unidor es un anticuerpo y el
analito es su antigeno correspondiente, gue debe encontrarse en exceso
con respecto al anticuerpo. Al término de 1a reaccidn inmunoldgica se
obtiene una fraccin del antigeno unida al anticuerpo.. en tanto que la
otra fraccion permanece libre, La forma de conocer la proporcidn de
Vas fracciones libres y unidas resultantes, es utilizar una marca en
e} antigeno, que consiste en la incorporacidn de un radiondclido (tra-
zador radiactivo, cap. IV), que permita la cuantificacién. Por consi-
guiente, para que una substancia pueda ser determinada mediante la téc
nica de radioinmunoandlisis, se tiene que contar con tres componentes
bdsicos: anticuerpo (Ab), antigeno (Ag) y antigeno marcado (Ag*). E1

principio general del RIA se muestra a continuacidn en la figura 1:
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2/g Ab - Ag Ag
+ 2Ab T +
2Ag* Ab - Ag* Ag*
antigeno anticuerpo fraccion unida fraccion libre

Figura 1. Principio general del RIA

A medida que aumenta la concentracidn de Ag, disminuye la fraccién

Ab - Ag* y aumenta la fraccin Ab - Ag. Para una concentracion fija
de Ab, Ag y Ag*, cuando la relacidn de 1a rapidez de ascciacidn y de
disociacion se vuelve una constante, se obtiene el equilibrio quimico
de Tos reactivos. Este equilibrio se ajusta a lo que establece la Jey
de accidn de masas: “La velocidad de una reaccidn quimica es propor-

cional 2l producto de las concentraciones de los reactivos" (3).

Después de dejar reaccionar durante cierto tiempo, se procede a separar
las fracciones Tibres (Ag y Ag*), de las fracciones unidas y, asi ini-
ciar la cuantificacifn de la fraccidn unida marcada con material radiac

tivo {Ab - Ag*}), mediante un instrumento sensible a la radiacidn.

A continuacidn se describen las caracteristicas principales de los com

ponentes del RIA.
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1. Anticuerpo

Las molécuias de anticuerpos, o inmunoglobulinas, aparecen en
el suero sanguineo y en ciertas células de vertebrados, en res
puesta a la introduccidn de una proteina u otra macromoiécula

extrana denominada antigeno o inmundgeno.

La formacidn de anticuerpos en los vertebrados es un reflajo
de un tipo especia)izado de diferenciacion celular, en el cual
cada tipo de céluta }infdtica es capaz de producir un tipo uni
co de anticuerpo. Estas células poseen, ademds, centros de
unién que son especificos para las caracteristicas estructura-
les del antigeno que indujo su formacidn. La alta especifici~
dad en vadioinmunoandlisis se logra con un anticuerpo produci-

do especificamente para 1a substancia que se va a analizar.

Para obtener e} anticuerpa, se tiene que inmunizar a un animal
con el antigeno que interesa valorar. Los animales que mis se
utilizan para estos casos son: conejos, borregos, chivos, mo-
nos, ratas, ratones, etc. Un anticuerpo especifico que se for
mé como respuesta al antigeno extrafo, puede persistir en la

sangre durante mucho tiempo. Si el antigeno tuviera acceso a

ta Yinfa en cualquier ocasifn futura, los anticuerpos formados

pueden neutralizar el antigeno al combinarse con éJ.
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Entre 1as principales propiedades de los anticverpos destacan
que son proteinas frdgiles, se desnaturalizan al calor y su es
pecificidad debe ser dnica y casi absoluta parz reconocer el
antigeno, adn cuando éste se encuentre mezclado con otras subg
tancias similares. Si sucede todo lo contrario, o sea, gque se
yna a otros compuestos semejantes, se dice gue reacciona en
forma cruzada, fendmeno mejor conocido como "reactividad cruza
da” (23). Los anticuerpos con alta reactividad cruzada no son
convenientes para radioinmunoandlisis, como se explicard mds

adelante.,

Antigeno

E1 antigeno es una substancia que, introducida en un organismo
vivo, tiene 1a capacidad de estimular 1a formacidn de anticuer
pos y, subsecuentemente, 1a de reaccionar especificamente con

€1,

La habilidad del antigeno para provocar una respuesta inmune
se conoce como “antigenicidad" y depende del peso molecular
del antigeno y del grade de diferenciacidn que existe entre la
substancia natural correspondiente al animal inmunizado. Geng
ralmente, las moléculas con un peso molecular de 10,000 o mds,

san buehos antigenos y se considera que las moléculas de un pe
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so molecular menor son antigenos pobres (2). Los haptenos son
moléculas de pequefio tamafio (PM < 1000), que generalmente no
poseen propiedades inmunolégicas, a menos que se emcuentren uni
das en forma covalente a proteinas portadoras o acarreadoras,
considerdndolas, asf, inmunogénicas; por lo tanto, el anticuer
po es especifico para la pareja (hapteno - protefna). Las pro
teinas unidas a grupos hapténicos también se denominan “protei
nas conjugadas” y la conjugacidn de haptenos es viable in vivo
o in vitro {1). Entre las substancias que se consideran como

haptenos estdn los esteroides, pequedos péptidos, T., etc.

En RIA se establece una curva estdndar, en base a diferentes
concentraciones conocidas de antigenos o haptenos, que son uti
1izados como patrones, controles o estindares y que rednan co-
mo requisito bdsico que la substancia a cuantificar (muestra
desconocida), sea idéntica a la substancia con 1a cual se com-
para (estindar}. E1 estindar y la muestra desconocida deben
tener idéntica "inmunorreactividad”, o sea, igual capacidad pa
ra desplazar al trazador en su unidn con el anticuerpo, la mis

ma estructura quimica y comportamiento fisioldgico.

Los estindares son substancias diluidas a concentraciones esta

blecidas dentro de 1imites convenientes, y deben de poseer un
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alto grado de pureza. Para la preparacifn de los estdndares
se requiers de un diluyente, que en el case ideal seris el mis
mo suero del paciente pera, generalmente, se wtiliza una mez-
cla de sueros humanos, o bien, albimina bovina, albdmina huma~
na, suerg de caballo, gammaglobulina bovina, algin buffer u o-

tras substancias,

Los estdndares deben ser homogéneos, es decir, que las series
de patrones deben tenar las mismas concentraciones en diferen-
tes lotes o juegos de reactives; para ello suele usarse prepa-
rados distribuidos por la 0.M.5, (Organizacidn Mundial de la
Salud), el N.I.H. (liational Institute of Health, Bethesda), N.
[.M.R. (tiational Institute for Medical! Research, Londres), etc.

y algunas substancias puras disponibles comercialmente.

L3 muestra del paciente se obtiene, principalmente, de plasma,
suero, orina o de otros 1iquidos bioldgicos. La muestra no sd
1o contiene el analito sino tambidn, und mezcla de diferentes
substancias, tales como proteinas, aminodcidos, grasas, etc.

£ contenido o matriz de las muestras de cada paciente y de

los estdndares es diferonte, por lo tanto,

Las muestras para RIA de hormonas tircideas se obtienen por
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puncion de via venosa, pero segin el procedimiento puede utili
zarse sangre, plasma 0 suero, aunque se prefiere este Gltimo
porque evita el uso de anticoagulante y estd libre de ciertas
substancias que pueden hacer dificil el uso de micropipetas o

que pueden interferir en el andlisis.

Antigeno marcado radiactive

El antigeno marcado radiactivo, es ademis conocido como traza-
dor, antigeno radiomarcado, material caliente, etc.; en RIA se

designa con el simbolo Ag*,

El antfgeno marcado ideal se debe comportar como el misme anti
geno aislado y purificado que se utilizé en el proceso de inmy
nizacidn para producir anticuerpos especificos e idéntico al
antfgeno de los pacientes; por lo tanto, debe tener 1a misma a
finidad o tendencia a unirse al anticuerpo especifico, que el

antigeno sin marcar.

El trazador es necesario para permitir la identificacidn y dis

tribucidn del analito en 1as fracciones libre y unida,

La marcacidn de las moléculas se realiza introduciends en las

mismas dtomos radiactivos, obteniéndose moléculas marcadas o
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trazadoras de 1a substancia a determinar, Entre los radioni-
¢lidos que son cominmente usados se encuentran el yodo-131, yo
do-125, hidrégeno-3 (tritio) y carbono-14, aunque el yodo-125
es el que se utiliza con mayor frecuencia (20), Para las hor-
monas relacionadas con este trabajo se utilizé como trazador

yodo-125 y se designan TSHh(1-125} y T.(1-125).

B. Union inespeci{fica

Se define 1a unién inespecifica (NSB), como el antigeno que se encuen-
tra en la fraccidn unida, el cual no se debe a la reaccifn anticuerpo~
antigeno que es 1a que produce la unién especifica, sino a la unién

del antigeno con otros agentes ligantes presentes en la matriz.

Una equivocacidn que se comete frecuentemente se debe a la creencia
de que puede realizarse una correccidn de 1a NSB en una serie de tubos
de ensaye, mediante 1a resta de un valor constante, al que se le 1lama

el “blance", sin tomar en cuenta que la NSB varia de un tubo a otra.

Para los procedimientos de RIA que se basan en la separacidn de una fa
se sdlida (la fraccidn unida) y una fase Viquida (la fraccidn libre),

puede clasificarse la HSB como sigue:
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Unidn mecdnica inespecifica

Es el resultado de un compromiso entre una buena técnica anali
tica y el empleo eficiente del tiempo. Este tipo de NSB depen
de de:

a) Trazador radiactivo que se adhiere al tubo.

b) Trazador radiactivo del sobrenadante que queda mezclado con

el precipitado,

Unidn quimica inespecifica

Depende de substancias unidoras diferentes al anticuerpo, que
se encuentren presentes en la reaccidn. Este tipo de HSB se

debe a:
a) Trazador radiactivo unido quimicamente a las proteinas séri
cas.

b) Trazador radiactivo adsarbido en el precipitado o en el tu-
bo.



III. LAS HORMONAS T« Y TSH

La técnica de radioinmunoandlisis es de gran utilidad en el estudio

del eje hipotilamo - hinéfisis - tiroides, ya que la cuantificacién de
las hormonas TSH, T. y Ty, es indispensable para el estudio de funcio-
nes y disfunciones del eje mencionado. En el presente estudio se tra-

taran en particular las hormonas TSH y T..

La funcién de 1a gldndula tiroides es la sintesis de hormonas tiroide-
as y la secrecidn de éstas al torrente sanguineo. Entre las hormonas
principales tenemos la Ty y Ty, que desempefian actividades importantes
en el organismo. En el feto su funcidn principal es el crecimiento,

la maduracidn del sistema nervioso y 1a diferenciacidn, mientras en el

individuo maduro las hormonas regulan el balance energético.

Las pequeiias cantidades que secreta la gldndula tiroides, se regulan

por un mecanismo que se inicia (figura 2) en el sistema nervioso cen-
tral (SNC) el cual, a su vez, requla al hipotdlamo, cuye estimylo se

amplia ain mds por 1a hormona liberadora de tirotropina (TRH), que es-
timula Ya gldndula hipéfisis para la produccidn y liberacidn de la hor
mona e;timulante tiroidea (TSH). Esta actua sobre la glandula tirei-
des para iniciar 1a sintesis y liberacion de 1a tiroxina (T.) y triyo-

dotironina (T} y a su vez, la T, y Ty regulan 1a secrecién de TSH por
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un proceso de reflexidn o “retroalimentacién” represiva en la hipéfisis

¥, posiblemente, en el hipotdlamo (19).

SKC
? hipotdlamo
s TRH
[%]
<
o hipéfisis
b
[=3
2
9 TSH
-
g
= tiroides
3
5
d To + Ty
hormonas tiroideas

1ibres en sangre

Figura 2. Eje hipotdlamo - hipbfisis - tiroides

La L-tiroxina (3,5,3',5'-L-tetrayodotironina, T.), es un aminoicido con
formula CyeHy1leNOG y peso molecular 776.93 (28) que, al ser secretada
al torrente sanguineo, es transportada por protefnas, que ordenadas de

modo decreciente por su afinidad a 1a t{roxina, son:
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globulina unidora de 1a hormona tiroidea (7BG), prealbumina unidora de
1a hormona tiroidea (TBPA} y aiblmina, las cuales dvidamente enlazan

la T,, de manera que sglo una pequefia fraccidgn menor del 0.05% (12) de
la cantidad de 7, total circulando, estd libre y fisiolGgicamente acti
va, ya que la hormona ejerce su accidn en todo el organismo, especifi-
camente en los procesos metabdlicos de 1ipides, carbohidratos, protei-
nas y vitaminas, asi como, también el crecimiento y desarrollo del in-
dividuo, logrando as{ el estado dptimo del funcionamiento del organis-
mo humano (eutiroidismo). La cuantificacién de T. total en suero humg
ne se emplea para corroborar, Junto con el diagndstico clinico, los di
ferentes estados tiroideos: el estado hipotiroideo {abajo de 1a con-

centracidn normal) es una enfermedad que en menores de edad se conoce

como cretinismo o mixedema si ocurre en el adulto.

La hiperfuncidn tiroidea (excesiva sintesis de hormonas tiroideas} se
presenta en enfermedades tales como: Graves - Basedow y de Plummer,

entre otras {26).

La hormona estimulante tiroidea (tirotropina humana TSKh) es una glico
proteina secretada por el 16bulo anterior de 12 glandula hipéfisis,
con un peso molecular aproximado de 28,000 (14), que estd formada de
dos subunidades diferentes, alfa y beta. La subunidad alfa tiene una

secuencia similar 2 la subunided de otras hormonas giicoproteicas.
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Por mencionar algunas de éstas, tenemos Ta hormona Yuteinizante (LH},
hormona foliculo estimulante (FSH) y otras (26). La subunidad beta,
confiere 1a propiedad especifica, biolégica e inmunolégica, de la hor-
mona. Por consiguiente, 1a determinacidn de tirotropina es muy dtil
para el diagndstico diferencial del hipotiroidismo primario de uno se-
cundario. El hipotiroidismo primario se caracteriza por niveles altos
de TSH y se presenta en pacientes con disfuncion de la glindula tiroi-
dea. Al hipotiroidismo secundario se le conoce como disfuncidn de la
glandula hip6fisis, con niveles bajos de TSH, Por lo tanto, la medi-
cidn de tirotropina representa una ayuda considerable en la investiga-
cifn de desGrdenes que se presentan en el eje hipotélamo - hip6fisis -

tiroides.
La tabla 1, contiene de modo condensado los diferentes estados tiroide
os en relacién con la concentracidn de tiroxina y tirotropina en el

suere sangufneo humano (12,13, y 14},

TABLA 1. CONCENTRACION DE LAS HORMONAS To Y TSH EN SUERO HUMANO

HORMONAS EUTIROIDEDS HIPOTIROIDISMO ¢ HIPERTIROIDISIO

Tiroxina (1.} 4.5 - 11.5 ug/dl < 4.5 ug/dl > 11.5 ug/dl

Tirotropina (TSH)| ¢ 6.5 uiu/ml > 6.5 plu/ml




V. GENERALIDADES SOBRE LAS RADIACIONES NUCLEARES

Es importante tomar en cuenta que el pilar de apoyo del radicinmunoand
1isis se logra con 13 utilizacidn de un trazador radiactivo, el cual
es el elemento esencial que da a la técnica la propiedad de gran sensi
bilidad. Por lo tanto, es necesario explicar el fendmeno de la radiac
tividad y describir los instrumentos utilizados para medir la radia-
cidn, asi como 1as normas que se deben seguir para el manejo sequro

del material radiactivo.

A. Caracteristicas y propiedades de 1a radiacién

La radiacidn es encrgia que viaja a través del espacio, ya sea en for-
ma de ondas electromagnéticas o de particulas veloces. Un ejemplo cla
ro de esto es la radiacidn que siempre nos ha 1legado del Sol y del es

pacio exterior en forma de luz, calor y de radiacidn nuclear.

Se requiere tener presente 1a estructura de la materia para explicar
el origen de las radiaciones nucleares. La materia estd formada por
Yos elementos quimicos que existen en la naturaleza. La cantidad mini
ma en que se puede presentar un elemento Se 1lama dtomo. Los tomos
de diferentes especies se combinan para formar otras substancias, lla-
madas compuestos. La cantidad minima en que se puede presentar un com

puesto se 1lama molécyla. Aunque la palabra dtomo significa sin corte
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o sin division, se ha establecido que los dtomos estdn constituides

por electrones y un nidcleo.

Los electrones son particulas con masa muy pequeda (9.1 x 10'”9) ¥

con una carga eléctrica negativa. E1 nlcleo tiene carga eléctrica po-
sitiva, la cual neutraliza la carga de los electrones y, por lo tanto,
los dtomos son eléctricamente neutros en condiciones normales. La ma-
sa del nicleo es relativamente grande, comparada con ta del electrén,

y es muy proxima a 1a masa del dtomo.

Se ha determinado que el nicleo atémico estd compueste por protones y
neutrones. También se ha establecido que el protdn es el componente
unico del nicleo del hidrégeno ordinario y que su masa es mucho mayor
que a masa del electrdn (1840 veces). La masa del protén {1.007276
uma) es aproximadamente igual a una unidad de masa atémica (1 uma =

1.6605 x 10'“9) y tiene una carga eldctrica positiva. E1 neutrdn es

una particula eléctricamente neutra, con una masa ligeramente mayor

que la del protdn (1.008665 uma).

Los dtomos de cada elemento se representan con el nimero de protones o
carga nuclear {Z) y con el nimero de masa (A}, que es la suma de los
protones y los neutrones, ambos como subindices a la izquierda del ele

A
mento quimico E. Ejemplos: IH, 'IC.
Z
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E1 nimero de neutrones (), en muchos casos se omite porque es facil
obtenerlo con la férmula N = A - Z. Por ejemplo, el yodo se represen-

ta: ‘3115,

Los elementos han sido ordenados en forma creciente de st nimero atdmi
co 2, en la clasificacién periddica. En ella se hace evidente el au-

mento progresivo de 1a masa atdmica A.

La forma de presentar las propiedades de los ndcleos es mediante la
“tabla nuclear o tabla de los niclidos". Se entiende por “niclido",
cada especie nuciear caracterizada por sus valores de Z y N, La tabla
nuclear consiste en un arreglo de coordenadas cartesianas, en cuyo eje
de las abscisas se anota el nimero de neutrones N, y el nimero de pro-

tones Z, en el eje de las ordenadas.

En la tabla nuclear se pueden ohservar familias de niclidos 1lamades
"jsétopos”, que son nicleos que tienen Z constante, para N diferente.
Por consiguiente, son nicleos de un mismo elemento quimico, pero con
masas diferentes. Esto implica que tienen las mismas propiedades qui-
micas pero diferentes propiedades fisicas, o sea, unos pueden ser ener
géticamente estables y otros inestables (radiactivos). La mayoria de
Yos niiclidos conocides son inestables {1lamados también “radionicli-

dos), en tanto que s6lo alqunas combinsciones de I y N corresponden a
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niclidos estables, (figura 3, detalle de la tabla nuclear, cen ejemplos
del yodo) (27).

1125 1126 1127 I 128

59.7d 13.0d estable 25.0n

v 0,035 ] v 0.389,... v 0.4429,..,
7 0.85, ... 8" 2.125,...
8t 1.1,

Figura 3, Isétopos del yodo

Los radioniclidos disipan su energfa emitiendo radiaciones. A este
proceso se le conoce como "radiactividad o decaimiento radiactivo” (17)
y es un proceso mediante el cual los dtomos inestables tienden a alcan
zar la estabilidad. En algunos casos, el radiondclido se convierte di
rectamente en un dtomo estable, en tanto que, en otros, se transforma
en un itomo inestable diferente, el cual, a su vez, tenderd a buscar

la estabilidad.

Las radiaciones mis cominmente emitidas por los radionlclidos se deno-

minan alfa, beta y gamma:



V.5,
- Radiacidn alfa (a)

Estd constituida por partieulas idénticas a los nicleos de helio (com
puestos por 2 protenes y 2 protones), con carga positiva +2 y masa 4.
No es de importancia para el presente trabajo y, por lo tanto, no se-

ra discutida,

Radiacidn beta (g)

Son electrones (8”) o positrones (8%) de alta energfa. Llas particulas
beta tienen masas despreciables y una unidad de carga positiva o nega-

tiva, La radiacidn beta no es de interds para el presente estudio.

Ragiacion gamma (v)

Es radiacidn electromagnética de muy corta longitud de onda, como los
rayos X, y es semejante a otros tipos de radiacidn electromagnética
de longitud de onda mds largs y, por lo tanto, menor energfa, como la
luz ultravioleta, la luz visible, los rayos infrarrojos y 1as ondas
de radio y televisidn. Los rayos garma, de interés en este trabajo,
carecen de carga y de wasa en reposo. Se hablard mds ampliamente de

los rayos garma en el transcurso de este capitulo.

Se conoce como "actividad" de una muestra radiactiva a la rapidez con

la cual se desintegra por unidad de tiempo. La unidad mis cominmente
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usada para medir la actividad es el "curie® (Ci), el cual se define co
mo la actividad de una muestra, en 1a que ocurren 3.7 x 10'° desinte-
graciones por segundo. En el Sistema Intarnacional, la unidad funda-
mental es el becquerel (Bg), que equivale a una desintegracidn por se-

gundo, También son muy usados alqunos submiltiplos:

1 €i=1 curie = 3.7 x 10'%des/seq = 3.7 x 10'°Bq
L mCi = 1 milicurie = 3.7 x 107 des/seg = 3.7 x 107 Bg

1 uCi = 1 microcurie = 3.7 x 10" des/seq = 3.7 x 10* Bg

En radioinmunoandlisis, generalmente se utilizan actividades muy peque
#as y 1as unidades estdn expresadas, con frecuencia, por unidad de vo-
lumen; por ejemplo, se utilizan fracciones de uCi, por mililitro de so

lucidn,

L2 actividad (A) de la muestra es proporcional al nimero de itomos ra-

diactivos {N} contenidos en la misma:

A= 3N ()

La constante de proporcionalidad (A}, se 1lama constante de decaimien-
to y corrasponde a la fraccidn de dtomos que se desintegran por unidad

de tiempo.
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La desintegracidn radiactiva es un proceso aleatorio es decir, que si
tenemos un ndmero de dtomos radiactives, a través del tiempo la ra-
diactividad va desapareciendo, sin que le afecte el medio ambiente pa-
ra acelerar o disminuir el decaimiento. La "ley del decaimiento ra-
diactivo", establece que no se puede predecir qué atomo de ellos se
desintegrard a un tiempo especifico, pero si se podrd establecer cudn-
tos dtomos en promedio se desintegrardn durante cierto periodo de tiem

po, mediante la ecuacidn 2:

N o= Ho et (2
En esta ecuacidn (N) representa el nimero de dtomos radiactives restan
tes al cabo del tiempo (t), (No) es el nimero inicial de los dtomos y

e = 2,718281...... es la base de los logaritmos naturales.

Al substituir el valor de {N) de 1a ecuacién 2, en la ecuacién 1 se ob

tiene:

A= Mo et a(3)

¥, por lo tanto,

Ao = Ao ...(4)
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representa 12 actividad inicial {Ao) de 1a muestra en el tiempo cero.
Al substituir ANo en 1a ecuacién 3 se transforma ésta en:
A= Ao et ...(5)

Con esta formula se puede calcular la actividad restante al cabo de

cualquier tiempo.

Otra forma de calcular la actividad de un radioniciido en un tiempo de
terminado, es haciendo uso de la tabla de Tos niclidos, que aporta el
dato de “vida media o periodo de semidesintegracidn® (T'/,) para cada
radiondclido, que se define como el tiempo necesario para que 1a mitad
de los dtomos radiactivos decaigan. Con el conocimiento de la activi-
dad infcial, se puede trazar una grifica en papel semilogaritmico (fi-

gura 4), con respecto al tiempo transcurrido.

Se considera como "actividad especifica" de una muestra radiactiva, a
1a actividad de) radioniclido por unidad de masa del elemento quimico
o de 1a substancia de la cual forma parte. Las unidades correspondien

tes son:

des/seg * ¢ © Ci/g



Hdlas}

Figura 4. Periodo de semidesintegracién del 1-125
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B, Deteccion y medida de la radiacidn

La base para 1a deteccidn de la radiacidn electromagnética son los
efectos que provocan los rayos gamma al interaccionar con la materia.
La energia de la radiacidn y el tipo del material sobre el que incide

determinan que se produzcin los siguientes efectos:

1. Efecto fotoeléctrico

Es el resultado de Ja incidencia de un rayo gamma en un elec-
trén que estd fuertemente ligado en las capas internas del ito
mo. E1 rayo transfiere toda su energfa al electrdn, provocan-

do la expulsidn del mismo (figura 5).

=

.
-

°
FOTOELECTRON

ATOMO NEUTRO ATOMO IONIZADO

Figura 5, Efecto fotceléctrico
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2. Efecto Compton

Resulta de 1a interaccidn de un rayo gamma con un electrdn que
se encuentra en las capas externas del dtomo, pricticamente pp
co ligado, £l electrdn no absorbe toda la energia del rayo in
cidente, $ino $dlo una parte y provoca una desviacion del rayo

gamma, el cual se 1leva una parte de su energia original {figu-

ra 6).
ELECTRON @ ELECTRON COMPTON
’\f\[\-— @ e ==
FOTON DISPERSADO
ANTES

0ESPUES

Figura 6. Efecto Compton

3. Creaciones de pares

Para que este fendmeno se realice, es necesario que la energia
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del rayo gamma sea mayor de 1.022 Mev*. Al incidir el fotdn

en un nicleo atémico, se transformd en un electrdn y un posi-

tron. Es un caso de transformacidn de energia en materia (fi-

gura 7).

¢ ELECTRON (=)

NUCLEO
ATOMICO N -

IV aVa Vs P S — o.j:

ANTES

®POSITRON {¢)
DESPUES

Figura 7. Creacidn de pares

Para la energfa de 1a radiacidn del yodo-125, la cuval es de 0.035 MeV,

s6lo los dos primeros efectos son importantes,

Los tres tipos de efectos producen iones {también los producen las ra-

diaciones a y 8), por lo cual a las radiaciones nucleares se les deno-

* Un electrén volt (1 eV) es 12 energia que corresponde al ¢ambio de
ener"gia cindtica de un electrfn, al ser acelerada de un punto a otro,

entre 105 que existe una diferencia potencial de un volt. Los milti-

plos utilizados con frecuencia son: keV por mil o kiloelectrén volts

y MeV por milldn o megaelectrdn volts.
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mina "radiaciones ionizantes",

La deteccién y la medicidn de 1a radiacidn garma in vitro, se basa en
Tos destellos luminosos que son provocados por la interaccidn de la ra
diacidn con un material centellador. La interaccidn produce inicial-
mente excitacidn y fonizacidn dentro del material. EI detector de cris
tal de yoduro de sodio activado con talio (Nal(T¢)) es el mds utilizado
en RIA para la deteccidn de 1-125. Este cristal es mis eficiente si
tiene una cavidad cilindrica, para permitir que Va muestra radiactiva
sed colocada muy cerca del detector y 2] centro del mismo; por esta ca
vidad se le conoce como detector de pozo. El detector es tan sensible,
que se encuentra protegido por un blindaje de plomo, para evitar inter
ferencias por fuentes radiactivas presentes en el laboratorio, o de

as radiaciones nucleares provenientes del medio ambiente (rayos cosmi

cos y materiales radiactivos naturales).

Los destellos luminosos son captados por un tubo fotomultiplicador y
transformados en pulsos eléctricos. Estos pulsos son enviados a un am
plificador para incrementar su tamafio y formar el pulsot después pasan
a un analizador que discrimina pulsos de emergia que no Son de interés
en la medicidn y, posteriprmente, son recibidas por un “escalador”,
que los cuenta, y proporciona el numero de pulsos recibides, en un pe-

riodo de tiempo,
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En forma breve, el equipo necesario para la deteccidn y medicidn de la

radiacion gamma in vitro, se flustra en la figura 8.

sar {71 MIPSTIN

v

AL APLIFICASE s
;i

)\:

\‘OTO.‘:L'L’IH'L 1TADOR

RS r’n C8ZaL2l)R

Figura 8. Esquema del sistema de deteccidn y medicidn

Para verificar el buen funcionamiento del sistema de medicidn es nece-
sario que cada laboraterio elabore un programa de control de calidad,

y asi, evaluar la estabilidad y reproducibilidad de los equipos (25).
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C. Sequridad radioldgica en laboratorios de RIA

Cualquier actividad humana, ya sea laboral, hogarefia, deportiva, etc.,
Tleva consigo relativos riesgos; asi mismo, el trabajar en el laborato
ric con gérmenes patdgenos, substancias tdxicas o material radiactivo,
presenta, iqualmente, cierta peligrosidad. Sin embargo, todas las ace
tividades mencionadas pyeden llevarse a cabo con gran seguridad si se

toman lag precauciones adecuadas.

En Méxica, como en otros paises, existe una reglementacidn para utili-
zar material radiactivo, mediante la que se dicta una serie de normas,
con el objetive de reducir al minimo posible las riesgos que pueda co-
rrer el personal que lo maneje. E1 organismo oficial encargado de ex-
pedir, madificar, suspender y revocar los permisos y licencias que se

requieren en el pais para 1a posesién, el transporte, el uso y 1a eli-
minacién de material radiactivo, es 1a Comisidn Nacional de Seguridad

Nuclear y Salvaguardias {CNSHS).

En laboratorios de radicinmunoandlisis se labora con cantidades muy pe
quedas de trazadores radiactives en solucidn, del orden de microcuries,
Esto disminuye al minimo las precauciones que se deben tomar para su

manejo (16). Asi, por ejemple, el laboratorio no requiere instalacio-

nes especiales, no es necesario utilizar dosimetros personales y sdlo
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se yss ropa comin de proteccidn, tal como batas normales de laborato-
rio {22}, Por lo tanto, Yos requisitos para obtener la licencia no
son tan estrictos como en los casos de aplicaciones de fuentes radiac-

tivas de mayor intensidad,

Sélo se recomienda tomar las siguientes precauciones para evitar una

posible contaminacidn externa o interna {}0 y 18}.

Para prevenir contaminacibn externa se deben utilizar charolas envuel-
tas con bolsas de poiietilenc y cubrir con papel absorbente las super-
ficies de éstas, donde se trabajard. De este modo, se evita la disper
sin del material radiactivo. Todos los utensilios de laboratoris de-
ben marcarse adetuadamente para sefialar que estdn contaminades. para

tomar 138 debidas precauciones, a fin de volver a utilizarlos, con log

cuidados necesarios, o desacharios.

La contaminacidn interna se produce cuando se introduce material ra-
diactive al interior del cuerpo humano por ingestidn, a travis de la
piel, o por alguna herida en ésta. Por lo tante, no se deben wtilizar
pipetas ni otros instrurentos que se accionen con la boca. Estd prohi
bide introducir al laboratorio alimentos, bebidas, utensilios para co-
mer y beber, articulos para fumar, cosmétices y articulos de uso persg

nal que no sean indispensables para el trabajo. Deben utilizarse guan
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tes de pldstico o de hule en todas las ccasiones en que se requiera.
E1 acceso al laboratorio debe estar permitido sélo al personal necesa-
rio y cualquier otro individuo que necesite entrar deberd estar acompa

flado por alguien autorizado para hacerlo,

E1 trazador radiactivo utilizado y los tubos de ensaye, 13s puntas de-
sechables de pipetas, etc., que participaron en la realizacién del ra-
dioinmunoandlisis, se consideran desechos radiactivos liquidos o s61i-
dos, respectivarente. En el caso del yodo-125 (11}, se permite elimi-
nar los desechos liguidos por dilucidn en el drenaje comdn del edifi-
cio, de modo que se obtenga como miximo una concentracidn promedio men
sual de 2 x 107° uCi/ml. €} cdlculo puede ser efectuado con la activi
dad total de los desechos 17gquidos y el consumo mensual de agua del
edificio. La cantidad mdxima de yodo-125 que se permite eliminar al
afio es de 1 curie. Esta actividad equivale & unos 20 millones de prue

bas de RIA.

Los desechos radiactivos sélidos, en la mayoria de los casos y con au-
torizacidn previa de la CHSHS, pueden ser eliminados directamente, sin
ningtin tratamiento, con la basura comdn, ya que su radiactividad es

despreciable.






V. MANEJO DE DATOS DE RADIOINMUNOANALISIS

Desde los inicios del radioinmunoandlisis, ha existido gran diversidad
de opiniones sobre“el procesamiento de los datos recolectados en el
andlisis; por tanto, no habiendo una unificacién de ideas y acuerdos
por las diferentes corrientes interesadas en la materia, ha sido nece-

sario escoger y 1levar a cabo el método que mejor se crea conveniente,

Conocer las caracteristicas de cada método de manejo de datos permite
criticar libremente, pero con bases, cud) de ellos ofrece mayor preci-
sidn y disminucidn del sesgo, para lograr la exactitud y cumplir ¢on
el objetivo de) RIA, que es medir la concentracidn de una substancia

en especial.

En este capitulo se analizan tres métodos que se encuentran entre los
mds utilizados en nuestros dias y, por consiguiente, se enumeran las
caracteristicas de cada uno de ellos como, tambiZn, sus ventajas y des
ventajas. El fin es que el analista reconozca qué método le conviene,
por la facilidad del procesamiento y para que aprecie a tiempo los po-
sibles errores involucrados, asi como las equivocaciones, cuando éstas

se presenten,

Primero se definirdn algunos tecnicismos que se utilizan y que estdn
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de acuerdo con los propuestos por Horwitz (2).

Entre los términos mds utilizados en esta técnica y que han ocasionado
.
mayores confusiones, estin los de "error" y "exactitud”; por tanto, se

debe tener presente que:

Exactitud, se obtiene sélo evitando los errores. pero no hay gue

confundir errores con "equivocaciones”.

Equivocacidn, se comete al realizar mal una accidn, un cdlculo,

un juicio, una percepcidn, una estimacidn o al registrar los da-
tos; por ende, al actuar descuidadamente. Ademds de los errores
experimentales normales, estas equivocaciones introducen errores

adicionales.

Error, sdlo se debe a la imprecisién y al sesgo que estd presente
al realizar el andlisis. Por ejemplo, hay errores propios de la
técnica de medicidn, debidos a "imprecision" {fluctuaciones) y
sesgo, o una combinacidn de ambos. La imprecisidn es el resulta-
do del error al azar, por ejemplo el decaimiento radiactivo o en
operaciones de laboratorio, tales como pipeteo. El “sesgo” acon-
tece cuando se comete, durante el desarrollo del andlisis, un e-

rror sistemitico; por ejemplo, mediante el uso de pipetas mal ca-
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1ibradas, o cambios en 13 integridad de los reactivos, que pueden
provocar resultados altos o bajos. Entre los problemas mds gran-
des del radioinmuncandlisis estd el reducir el sesgo producido por

1a unidn inespecifica.

En el radioinmunoanilisis se parte de que la concentracidn estd en fun

cidn de 1a radiactividad. 0 sea,

p=f(A) ... (6)

donde, p es la concentracidn de la substancia que se desea medir (ana-
1ito), pero sin marcar, que es utilizada como “patrén” o “estindar® a
diversas concentraciones conocidas y A es la radiactividad o una rela-
cion de ésta, tal como % B/Bo, cuentas por minuto {cpm), B/F, T/B, etc.
donde, B = fraccion unida radiactiva, Bo = fraccidn unida radiactiva a
concentracion cero del ligando no radiactivo, F = fraccidn libre radiac
tiva, T = cuentas totales del trazador. Los valores de p y A se repre
sentan graficamente para trazar con ellos una curva patrdn 0 curva es-

tdndar.

La sensibilidad del andlisis representa 12 cantidad de respuesta {en
este case, p, la concentracidn del analito) medida por unidad del esti

mulo (A, la radiactividad o una relacidn de ella). La sensibilidad se
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suele medir por 1a pendiente de la curva. £s obvia la ventaja de dis-
poner de una sensibilidad constante en todo el intervalo de concentra-
ciones, pero esto s6lo se logra con grificas de curvas patrén que son

1ineas rectas. La sensibilidad del RIA no sélo depende de la pendien-
te de la curva patrdn sino, también, de otro factor tal como la activi

dad especifica del ligando radiactivo.

Se conocen tres relaciones bdsicas mediante cada una de las cuales se
trata de representar grdficamente la funcidn de la ecuacidn 6 y, asfi,
establecer 1a relacidn de la concentracidn contra la radiactividad,

(2):

A, Relacidn matemdtica desconocida.
B. Relacion empirica.

C. Relacién tedrica.

A continuacidn se discute cada una de ellas.

A. Relacion matemitica desconocida

No se conece 1a relacidn matemitica de la f(A) y sélo se manejan los
datos arbitrariamente, utilizando las coordenadas para graficar 1a con

centracidn contra la radiactividad mediante una curva suave que una to
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puntos, Como no se conoce 1a funcidn p = £ {A), la relacitn

entre 12 concentracidn y 13 actividad sélo se establece grificamente.

Entonces, las desventajas son:

1.

~

[}

o

No puede relacionarse matemdticamente la concentracidn del an-

tigeno con ta radiactividad.

No es posible obtener el mejor ajuste de los datos mediante

andlisis de regresidn.

Ya que no puede aplicarse un andlisis de regresidn, no es pasi
ble determinar si hay error en algdn punto de la grifica y pue
de trazerse una curva suave tanto por los puntos buenos como
por los malas., Mo es suficiente 1a inspeccidn visual de la

curva para revelar el error,

La grafica proporciona poca informacidn, o ninguna, acerca de
ta integridad o e) deterioro de los reactivos, ni la presencia

de unidores inespecificos,

La sensibilidad no es constante, va que la curva patrdn gene-
ralmente no es lineal y la grifica no sefala la concentracidn
del analito, por encima de la cual la unidn quimica inespecifi

ca es excesiva.
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Quizds la mayor desventaja de usar coordenadas arbitrarias para grafi-

car datos de RIA sea la falta de exactitud. La exactitud de una regidn
particular de Ya curva depende a su vez de cada punto individual y, ha

bitualmente, cuando se conectan los puntos mediante una curva suave,

no se fdentifican Jos errores correspondientes a cada punto individual.

Para ilustrar este tipo de relacidn, en los siguientes pirrafos se dig
cuten las grificas de interés para el presente estudio, basadas en una

funcidn matemdtica desconocida.

a, Grafica de cuentas por minuto contra el logaritmo de 13 concen

tracidn,

EY origen de este tipo de grdfica quizds estd relacionado con
el hecho de que una respuesta biolégica frecuentemente se
aproxims @ una funcidn del logaritme de 1a dosis, Es un inten
to para Vinealizar la curva; sin embargo, el resultads también
es una curva, con un punto de inflexidn cerca de la parte me-
dia (figura 9). Se suele suponer que 1a porcifn central de la
curva es lineal y esta suposicidn intraduce error, el cual, en

realidad, es una equivocacidn.
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Las desventajas que tiene son:

- E1 decaimiento radiactivo varia constantemente en funcidn

de{ tiempo.

- La sensibilidad no es constante a lo largo de 1a curva pa-

trdn, porque 13 pendiente es variable.

- Se pierde informacidn al no poderse graficar el punto cero,
ya que el logaritmo de cero es menoslinfinito. Por Yo tan-
to, no pueden interpolarse en la curva datos que correspon-
dan a concentraciones comprendidas entre cero y el patrén

del valor inmediato superior,

b. Grdfica de % B/Bo contra el logaritmo de la concentracidn,

fste tipo de grafica representa un gran esfuerzo para compen-
zar 1a falta de linealidad de 1a curva y los canbios del siste
ma, mediante 1a utilizacidn de una combinacidn de normalizacidn

y de funcidn logaritmica (figura 10).
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LOGARITMO O p

Figura 10.

% B/Bo contra log de p
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Las desventajas son:

- La sensibilidad no es constante,

~ Se pierde informacidn al ser imposible graficar el punto de

concentracidn cero de! ligando radiactivo.

- La normalizacidn, basada en 1a relacidn de la radiactividad
unida (B) con respecto a la unidn correspondiente al patrén
de concentracion cero {Bo), independiza la curva de la vida
media del radioniclido, pero hace dificil detectar el deterio

ro de los reactives.

B. Relacion empirica

Se establece una relacién empirica cuando se busca una funcidn matemd-
tica sin apoyo tedrico por lo que es dificil confirmar su validez. S§
lo se trata de obtener el mejor ajuste de los datos experimentales,

De manera que los errores experimentales deben ser al azar, ya que los
errores sistemiticos pueden orientar hacia la conclusidn de que los da

tos no siguan 1a relacién empirica propuesta.

Existen programas de cimputo que ayudan a buscar una relacidn empirica.
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Se calcula el mejor ajuste lineal de cuadrados minimos, con un grupo
de funciones establecidas arbitrariamente {por ejemplo, funciones expo
nenciales, de potencia, hiperbdlicas, etc.). En ciertos casos, una de
estas funciones permite ajustar algunas curvas, pero ninguna de las ex
presiones matemiticas puede ser utilizada sistemdticamente en todos
los casos. Se ha comprobado que no puede aplicarse la migma funcién

para todos los sistemas de RIA (4, 15 y 21).

Otro procedimiento empleado para ¢l manejo de los datos de RIA es e!
denominado "logit - log", que se basa en una funcidn estadistica, la

cual, adaptada para radioinmunoandlisis, se expresa como:

Togit B/8o = tn 230 )

En el eje de las ordenadas se representa la ecuacidn 7 y en el de las
abscisas el logaritmo de 1a concentracién del analito. La relacidn lo
git - log se utiliza para linealizar datos de RIA, aunque la grdfica

resultante presenta yna curvatura cuando se aplica al radioinmunoandli
sis, como ilustra ta figura 11. Las grificas logit- Tog se usan en es
tadistica para linealizar distribuciones simétricas; por ejemplo, co-

mo es el caso de una distribucién gaussiana. Por ende, si la distribu

cién no es simétrica, 1a grafica logit - log no serd lineal.
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Cuando se usa papel logit - log para graficar curvas patrdn de RIA, ge
neralmente se traza la mejor recta que pueda pasar por los puntos supg
niendo, falsamente, que la grdfica es lineal. Este procedimiento in-

troduce error, el cual se agrega al error experimental,

Al reconocerse que 12 grdfica logit - 1og no es lineal, se elabord el

sistema “logistico de cuatro pardmetros” (24), que es uno de los siste
mas empleados en el presente estudio, Representa un ajuste de cuadra-
dos minimos para una expresicn matemitica arbitraria que contiene cua-

tro pardmetros, los cuales supuestamente son:

a. B {o)
b. La pendiente de ta grdfica logit - log
c. La concentracidn del ligande correspondiente al 50% de unién

d. La union inespecifica (NSB}
Para que los cuatro pardmetros fueran constantes también NSB tendria
que ser constante y la curva deberia ser lineal, requisitos que no se

cumplen.

Entre las principales desventajas de este sistema se pueden sefalar que:
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1. Se pierde informacidn al no ser posible graficar B (o).

~

Se considera que NSB es constante, 1o cual es falso.

3

Se supone que la curva es una Vinea recta pero, en realidad,

e$ una Cyrva,

FS

Carece de sensibilidad para sefalar cambios en la calidad de

los reactivos.

C. Relacidn tedrica

EY manejo de datos basado en una relacion tedrica se caracteriza, en
particular, porque utiliza una fu.ncién matemdtica, que se deriva de

una relacidn tedrica de todos los elementos del sistema. Asi mismo,
1a validez de esta relacion puede ser comprobada si los datos experi-

mentales se ajustan a la ecuacidn propuesta.

Uno de los mecanismos tedricos que mds se acercan al comportamiento
del radioinmunoandlisis, es el que propone el Dr, Grafton Chase {5),
en el que se definen hipotéticamente 105 siguientes pardmetros para un

radioinmunoandlisis “ideal™:

1. E1 antigeno radiactivo y el no radiactivo, Ag* y Ag, son quimi

camente e inmunoldgicamente indistinguibles.
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2. £1 anticuerpo reacciona totalmente con el antigeno.

Ab + Ag -~ HAbAg
Ab + Ag* ~  Ab Ag*
3. EV anticuerpo es especifico sélo para el antigeno y no ocurren
otros tipos de reacsiones.
4. Hay un exceso de Ag + Ag*, con respecto al anticuerpo.
5. E1 ligando y los sitios de unidn del anticuerpo reaccionan en

una relacidn de uno a uno.

El1 objetivo del RIA es relacionar 1a concentracidn, "y", en funcidn a

1a radiactividad, “x". Matemdticamente se expresa como:

y=f(x) ... (8)

Para la construccion de la curva estdndar ideal, se trata de relacionar
1a ecuacidn anteriormente mencionada 8, con datos obtenidos de un radio
inmuncensayo ideal; por ejemplo en la figura 12, tenemos tres tubos que
corresponderdn a tres puntos de la curva. En la figura se ilustran los

reactivos que se afiaden a cada tubo, respectivamente: seis unidades
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de antigeno radiactivo (»); cero, tres y doce unidades de antigens no
radiactivo {e}, y tres unidades de anticuerpo {&). Se mezcla bien el
cantenido de los tubos y se incuban para que se complete la reaccidn.
Al concluir ésta, se procede a separar la fraccion libre de )a unida,
por medio de centrifugacidn y decantacién. Finalmente, se efectia la

medicidn de la fraccidn unida, en cada tubo.

Con los datos obtenidos de Jos tubos a, b y ¢, se procede a calcular

la relacidn T/B y los resultados se resumen en 13 tabia 2, en 1a cual:

concentracign del ligando total _ Agq + Ag* | T (9)
concentracion del 1igando unido [4) B o

donde:

Cb = concentracion del analito radiactivo unido o concentracién

de los sitios de unidn.
T = es el antigeno marcade total,
B = es el antigeno marcade unido.

Ag + Ag* = la concentracidn de antigeno no radiactive y antigenp ra-

diactivo, respectivamente.
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TABLA 2. DATOS PARA CONSTRUIR UNA CURVA ESTANDAR IDEAL

Tbo | Agt | Ag | Agr e g [ o | Unidades | gy
a 6 0 6 3 3 2
b 6 |3 9 3 6 3
C 6 12 i8 3 15 [

Al graficar 1a concentracidn de Ag no marcado en funcidn de la radiac-
tividad (T/8), se obtiene 1a grifica siguiente (figura 13), en la que
se aprecia que 1a curva patrdn es una linea recta, construida con datos

ideales.
Despejando Ag, de 1a ecuacion 9, se obtiene:

Ag = - Ag* + b (T/8) (1)

Al relacionar esta ecuacidn con una funcidn matemdtica Vineal, se hace

evidente su analogia con 1a expresidn:
y=b + m (1)

Al substituir Yos valores obtenides en la figura 13, en la ecuacidn i1,

tenemos que: y=-6 + 3(1/B)
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En esta ecuacion 1a pendiente corresponde a la concentracidn de los si
tios de unidn que estdn presentes en la reaccidn y 1a ordenada en el o

rigen ("intercepto"}, a 1a concentracidn de Ag*.

Las ventajas de una relacidn tedrica como ésta son:

1. Las constantes de la ecuacidn matemdtica definen propiedades

especificas del sistema; por ejemplo:

a. La ordenada en el origen, que informa sobre la estabilidad

del antigeno marcado.

b. La pendiente, que sefala los cambios de concentracidn del

anticuerpo (por ejemple: deterioro).

2. Esta ecuacidn es vdlida para interpolar con exactitud los re-

sultados de los tubps problema y extrapolar de manera adecuada,

3, Una relacién tedrica, como en este caso, nos mantiene al tanto
del sistema ante datos sospechosos por posibles errores experi
mentales, como son los sistemiticos, al azar y 1as equivocacio

nes.

-

Tawbién informa sobre uniones inespecificas que se presenten

en el andlisis.

w

Ho se omite 1a informacidn B (o).
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6. Es posible obtener un ajuste Tineal de minimos cuadrados.

7. Si no se dispone de una calculadora para efectuar el ajuste A1
neal de minimos cuadrados, se realiza el método grafico, con

5610 una hoja de papel milimétrico y un2 regla.

Al utitizar esta expresion matemdtica con datos experimentales reales
¥, probar la validez de la relacién matemdtica propuesta, se observa,
en algunos casos, que el sistema ideal se ajusts al real con gran exac
titud, como se ilustra en la figura 14, correspondiente 2 un RIA de di

goxina {6).
L

nusmt

. l L] 1] L] L) 1 ’
T/
Figura 14. Grifica de un RIA ideal de digoxina
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Ho todos los sistemas de RIA se ajustan en su totalidad a la ecuacidn
11, debide a una serie de factores que intervienen en mayor o menor

grado en cada andlisis. Estos factores dependen de las reacciones que
se 1lavan a cabo en el RIA, las cuales son mucho mds complejas que las

consideradas en el RIA ideal, ya gue por ejemplo:

—

Pueden efectuarse reacciones cruzadas del anticuerpo con varios

antigenas que se encuentren presentes en la misma muestra.

~n

E1 antisuero estd compuesto por muchas pablaciones de anticuer
pos y cada una de las cuales muestra diferente afinidad hacia

el analito.

w

Se sabe que lps anticuerpos no son mongvalentes, sino gue tie-
nen dos sitios de unidn independientes, que compiten entre si
para reaccionar con e} antigeno, por lo que et Ab y el Ag no

se unen en una retacidn de uno a uno.

o

La muestra del pacfente y del diluyente de los patranes contie
nen substancias difereantes, tales como proteinas séricas, que

reacciopan de modo inespecifico con el analito.

a

E1 Ag y ) Ag* no siempre tienen exactamente }a misma estructy

ra quimica ni @1 mismo comportamiento fnmunoldgico.
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En consecuencia, ademds de las reacciones que producen unidn especifi-
ca:
Ab + Ag ~ AbAg
AbAg + Ag ~ Ab Ag,
Ab + A~ = Ab Ag*

Ab Ag* + Ag* - Ab Agj

Ab Ag + Ag* ~  Ah Ag Ag*

también se 1leva a cabo simultdneamente una diversidad de reacciones
entre el analito y el trazador con muchos otros unidores de menor afi-
nidad, los cuales constituyen }a unidn inespecifica, que puede repre

sentarse de manera global como:

Ag + NSB ~ Ag NSB

Ag* + NSB - Ag*NSB

Por lo tanto, se puede representar de un mode mds real la concentracidn

total del analito unide, mediante la iguaidad siguiente:
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analito unido al analito unido a
analito analito asociado
primer sitio del segundo sitio
unido |= + + Ja unidores de ba
anticuerpo espe- del anticuerpo -
| total ja afinidad
¢ifico especifico

...{12)

Para elevar al miximo la exactitud en el RIA deberian tomarse en cuen-

ta los factores descritos en los pirrafos anteriores,

Existen dos métodos para manejar los datos, basados en la relacidn de
1a concentracidn contra T/B. E1 primero, que es el mds complejo de

Tos dos, proporciona mayor informacidn acerca de la calidad de los reac
tivos y hace una estimacidn del grado de unidn inespecifica, asi como
de otros pardmetros del sistema, pero requiere de equipo de cémputo,

£1 segundo métedo es esencialmente grafico y estd destinado a laborato
rigs que no disponen de computadoras. Este sequndo método se utilizd

en e} presente trabajo.



V1. VATERIAL Y METODOS

Las pruebas de radicinmunoandlisis para determinar T, y TSH fueron e
vadas a cabo en el Servicio de Medicina Nuclear del Centro Hospitala-
rio 20 de Noviembre del [,S5,S.S.T.E., por personal del propio Centro

Hospitalario.

Para el presente estudio se dispuso de 30 series compuestas por patro-
nes para cuantificar T, y 27 series para TSH. Este dltimo grupo no se
completd a 30 series por motivo de un cambio en el proveedor de los ra

diactivos.

Después de concluirse los procedimientos rutinarios de andlisis, se u-
tilizaron las series de patrones para medir de nuevo la radiactividad
de cada tubo de ensaye y manejar los resultados experimentales, Esto
iltimo se 1levé a cabo en el Instituto Nacional de Investigaciones Nu-

cleares.

A. Procedimientos de radioinmunoandlisis
1. Determinacién de T. total

Se efectud la preparacién de la curva patrdn con juegos de reac-

tivos ("'kits") Gamma Coat de Clinical Assays (12}, No. de catdlo
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go CA - 535, 555. Estos juegos de reactivos contienen tubos
de ensayo de plSstico de 12 mm # x 75 mm, recubiertos en su in
terjor con antisuvero de conejo anti«T, y los demds reactivos
necesarios: T, marcada con I-125 (trazador), suero humano
"blanco” Tibre de Tu y patrones de Ty {1,4,8,12.y 20 ug/d1) di
sueltos en suero humano. Se hicieron determinaciones por du-

plicado de los patrones,

Siguiendo el orden de los tubos, como Se presenta en la tabla
3, se procedid a anadir 10 microlitros {pipeta, Brand) de sue-
ro "blanco" {Bo) a cada uno de las dos primeros tubos 1, 2 y

10 microlitros de suero estindar con las concentraciones corres
pondientes de T, a los tubos 3 al 12. Posteriormente se afadid

1.0 ml (pipeta, Brand} del trazador, a cada tubo {T;, T;, 1, 2,

veeeny 12}, se colocaron los tubes en una gradilla, excepto T,
y Tz. La gradilla junto con los tubos se agitaron suavemente

en un mezclador “vortex"” {Lab-line Instruments, Inc.) y se de-
Jjaron incubar a 20° - 25°C por 45 minutos. Después de la incy
bacion, se procedid a 1a separacidn de la fraccitn unida en ca
da tubo {que contiene antisuero adherido a la superficie inte-
rior) de la fraccién libre {sobrenadante), por medio de decan-
tacidn {excepto T, y T;), durante 3 a S minutos y se procedid

a medir 1a actividad de cada tubo.
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TABLA 3. SECUENCIA DE LOS TUBOS PATRONES CON LAS CONCENTRACIONES CO-
RRESPONDIENTES PARA CUANTIFICACION DE T. TOTAL EN SUERO HUMANO

Tubo No. Contenido de los tubos %‘:"i:z‘:{af:g'}dﬁ
Ti, T2 Cuentas totales del trazador

1, 2 Suero blance (Bo} 0

3, 4 Suero patrdn 1

5, 6 Suero patrén 4

7, 8 Suere patrén 8

9, 10 Suero patrdn 12

11, 12 Suero patrdn 20

2. Determinacidn de TSH humana

Se hizo el andlisis con juegos de reactivos para la cuantifica
cién de TSHh con Gamma Dab de Clinical Assays (14), No. de ca-
taldgo CA - 591. Los kits contienen: TSHh marcada con 1.125
en solucidn de gelatina (trazador), antisuero de conejo anti -
TSH en solucidn de gelatina, antisuero de cabra anti - conejo

(segundo antisuero, utilizado como precipitante), suero de co-



vi.4.

nejo unidor no especifico de TSHh en solucién de gelatina, sue
ro blanco libre de TSHh simulade con albtimina bovina y patro-
nes de TSH {2,5,10,20 y 50 microunidades internacionates por
ml} en solucién de albimina bovina. Las pruebas se hicieron
en tubos {potipropileno, 12 mm ¢ x 75 am) por duplicado para
los totales, NSB y patrones. En la tabla 4, se resumen las

concentraciones de los patrones y la secuencia 1levada para

TABLA 4, SERIE DE TUBOS PARA LA CUANTIFICACION DE TSkh

Tubo Ho. Contenido de Tos tubos Concentracidn de
TSHh (uIU/m1)
Ty, T2 Cuentas totales del trazador
1, 2 Suero blanco de NSB 0
3, 4 Suera blance (Bo) 0
5, 6 Suero patrén 2
7, 8 Suero patrén 5
g, 10 Suero patrdn 10
11, 12 Suero patrén 20
13, 14 Suero patrén 50
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realizar el andlisis; por ejemplo, se agregaron 200 microli-

tros (pipeta, Brand} de svero blanco {Bo) a cada tubo de NSB y
tubos de Bo, 200 microlitros de suero patrén de 2 ulU/ml a los
tubos 5 y 6 y, asi, sucesivamente, hasta finalizar la serie de

tubos patrones.

Posteriormente, se afadieron 100 microlitros {pipeta, Brand)
de suero unidor no especifico de TSHh a los tubos de NSB. Se
agregaron a todos los tubos (excepto totales y NSB) 100 micro-
litros de suero de conejo anti - TSHh. Los tubos se incubaron
en bafo de temperatura constante a 37° = 2°C (Equipar) durante
una hora. Se agregaron 100 microlitros de trazador a cada tu-
bo y se mezclé manualmente y con cuidado cada uno de ellos.
Los tubos se incubaron a 37° : 2°C durante 2 horas. Al con-
cluir 1a incubacidn, se afadié |.0 mililitro de antisuero pre-
cipitante a todos los tubos (excepto los totales) y se mezc1d
en el agitador vortex. Nuevamente se procedié a incubar en
las mismas condiciones anteriores pero sélo 5 minutos. Se cen
trifugaron (Sol - Bat) todos los tubos {excepto totales) duran
te 15 minutos. Se decaptd cada tubo {se omitieron los totales),
cuidando que el precipitado (fraccion unida) no se afecte., Fi
natmente, se midid la radiactividad de 1a fraccidn unida de ca

da tubo.
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B. Medicidn de la radiactividad

La cuantificacidn de 1a radiactividad se 1levé a cabo en un sistema de
medicidn por centelles, disefiado por el Organisme Internacional de Ener
gfa Atdmica (OIEA) para analizar muestras in - vitro, en particular las

de radioinmunoanilisis (8).

£l sistema de medicidn estd constituido por 5 elementos: 1) un proyec
tor Kodak tipo “carrysel” § ~ AV 2000, adaptado para trabajar como cam
biador de muestras, con capacidad para 80 tubos de 12 mm 4 x 75 nmg 2)
una calculadora Hewlett - Packard HP « 41 CV programable, que funciona
como control del sistema y procesador de datos; 3) una impresora Hew-
lett - Packard 82143 A Peripheral, que imprime las datos procesados:
4) un lector de tarjetas magnéticas que se adapta 2 la calculadora HP-
4t CV, indispensable para leer y grabar programas e informacidn gene-
ral sobre cada procedimiento de andlisis; 5) un contador gamma Sample
Changer & Desk Calculator Interface, John Caunt flucieanics LTD., Gyns-

ham, England, compuesto por un detector de pozo de Hal{Te}.

Se comprobG el buen funcionamiento del equipo, realizando las siguien-
tes pruebas como control de calidad: 1) voltaje de operacién o volta-
Je Gptimo para Ja energia del [-125; 2} 1a prueba de x%, para determi-

nar 1a reproducibilidad y precisidn de conteo en la medicidn de radia-
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cifn gamma. En esta prueba se utilizé cesio-137 {Cs-137) como fuente
de referencia, que tiene una vida media de aproximadamente 30 afios y,
por lo tanto, no se requiere hacer correccidn, debido al decaimiento

radiactivo, durante la prueba.

Para medir 1a radiactividad de cada tubo, se colacaron los tubos en el
portamuestras con el mismo orden en que se efectud el andlisis (tubos:
Ty, T2o 1, 2, 3, 4,...., Xn}; al terminar la medicién, se tomd un tubo
patrén de cada concentracidn y se procediG a medir nuevamente la radiac
tividad, Estos datos se utilizaron posteriormente como tubos problemas

o experimentales.

C. Manejo de los datos experimentales.
Los datos proporcionados por el contador gamma, correspondientes a ca-

da serie de tubos, se procesaron mediante tres métodos:

1, Modelo logistico de cuatro pardmetros (OIEA)
2. €1 que recomienda el proveedor

3. Concentracién contra T/B

Cada uno de ellos se explica a continuacidns
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1. Modelo logistico de cuatro pardmetros

E1 programa "logistico de cuatro pardmetros con ajuste pondera
do de minimos cuadrados" fue desarrollado por el Organismo In-
ternacional de Energia Atdmica (O0IEA). Se disefi§ para estimar
"in - vitro" la concentracidon del analito y evaluar l1a preci-

sidn de los datos experimentales en radioinmunoandlisis (9).

E1 programa estd grabado en tarjetas magnéticas para la calcu-
ladora Hewlett - Packard 41 CV y fue disepado para procesar
las cuentas de la fraccidn unida o cuentas de la fraccidn Ti-
bre, pero no ambas a la vez. La versi6n del programa que se u
tilizd en el presente estudio maneja en 1inea ("on line"}, o
sea, directemente del! contador de radiacién gamma, los datos
de cada serie de patrones y muestras para andlisis. El pro-

grama consta de las siguientes partes (figura 15).

a) Inicio de los patrones {“Standards Initialization" o "SI").
b) Andlisis de los patrones ("Standards Analysis" o "SA"}.

c) Perfi) de imprecisidn {"Imprecision Profile” o "IP"),

d) Curva estdndar (“Standard Curve" o "SC").

e) Inicio de los problemas {“Unknown Initialization" o "UI").

f) Andlisis de Tos problemas ("Unknown Analysis" o "UA").
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A continuacifn se describe cada una de las partes (24), median

te 1a figura de un ejemplo:

a} SI

E) inicio de los patrones {SI) se ilustra en 1 figura 16.

PRSI )
Figura 16. SI

B  (batch number) = afio mes dia. Clave del analito {003 pa-

ra TSH y 004 para Tu).
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es un valor constante de “RRE, relacidn respuesta error”,
donde “A" es ¢l intercepto de 1a recta; R=A + BP y "R"
representa 1os errores no atribuibles a 1a estadistica de
la medicidn de radiactividad. Aunque el valor de A puede
ser establecido en el laboratorio mediante cdlculos basa-
dos en resuitados obtenidos con muchos lotes de andldisis

de la misma substancia, el OIEA sugiere que se utilice

3.000.

es el valor constante de la pendiente en 1a ecuacidn

R = A+ 8P, El QICA sugiere B = 0.000.

informacion acerca de la posicion de los tubos en el cam-
biador de muestras. Se usa J = 1 si los tubos estdn en

posiciones adyacentes.
(time) = tiempo de conteo para cada tubo, en minutos,

{multiplicity) = "multiplicidad"”, o sea., ndmero de tubos

por cada patrdn (M = 2.000 significa duplicados).
{number) = numero de patrones.

concentracidn de cada patrdn (X3 = 1000000.000.correspon-
de a una concentracién infinitamente grande o "dosis infi

nita", considerada como equivalente a 1a NSB),
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G = tiempo Sptimo de conteo con el objetivo de reducir el

error en 13 medicidn de la radiactividad.

SE

La figura 17, oresenta el andlisis de los patrones (SA).

-1 = las cuentas por minuto {cpm) del tubo de "fondo natural™,
Se utilizan dos tubos de fondo: uno al principic y otro
al final de SA, para revelar si existe una contaminacidn
radiactiva y verificar la estabilidad de funcionamiento

del contador.

0 = tubo de referencia, de radiactividad conocida {cpm}. Tam
bién se usan dos tubos niumero @, une al principio y otro

al final,
1 = cpm promedio de los dos tubos de cuentas totales.

2 = resultado promedio de los tubos de B {o), expresado como
relacidn:
cpm de) patrén
P e e toraTes X 100
En e) presente trabajo, en todos los casos se utilizaron

las cpm de la fraccidn unida (B) y las ¢pm totales {T):

8
P=TX1°0
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El programa no substrae las cpm del fondo y, por lo tanto,

no utiliza cuentas netas,
3 = valor promedio de P, de los tubos duplicados de NSB.

4,...y 8 = valor promedio de P, de los patrones correspondientes.
Los andlisis estadisticos que realiza el programa en las partes

SR, I[P, SC y UA, son:

1

EX = '/—_ceﬁzx 100

. dispersion observada _

T
¢-* @spersion esperada / /g v en cada pareja de tubos.

F.= muttiplicidad -1 = grados de libertad.

U=F xe? donde U tiene las mismas propiedades de x?, tablas

respectivas.,

H. = FR? donde, H es el valor compensado de R?; se utilizé en
andlisis en que los patrones se incluyeron por duplicado y
los problemas en tubos simples, o sea, no fue uniforme la

multiplicidad.

Los tubos replicados (patrones y problemas) en que no es razona

ble su dispersidn estdn sefialados:
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en la prueba de x* se somete “e” a un intervalo de proba-
bitidad de 5% - 0.3%. Los resultados asi seRalados son

inconsistentes.

en 12 prueba de x* se somete "e” a p < 0,3%, lLos resulta

tados se consideran “outliers" y son muy inconsistentes,

en la prueba de x* se somete “e" a p > 955. E1 resultade

de lYos datos son irrazonablemente consistente.

{warning) = aparece cuando s6lo se dispone de tubos indi-
viduales o también cuando el coeficiente de variacidn ex-

cade el 0%,

se vwtiliza en UA para identiffcar las extrapolaciones que

se hicieron en puntos altos o bajos de la curva patrin.

£1 perfil de imprecisidn es andlogo a la curva RRE, sélo que

I? es una descripcion del error no asociado 3 1a estadistica

de contes y del error aleatorio. El IP muestra dichos errores

er términos no de P, sino del logaritmo natural de la concen-

tracidn de analito ({nX).

£} andlisis estadfstico que se 1leva a cabo en esta parte del
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programa se aplica al conjunto de patrones e incluye {figura

18):

R = /HIF

F = No. de patrones -1

Figura 18, . iF,

d4) s¢
En 1a figura 19 se puede observ_ar:
a = el valor miximo de P, o sea, B {o).
b = Ta pendiente de 1a curva logit - log.

¢ = la concentracidn del Vigando correspondiente al 50% de u-

nidn, es decir, P = (a + d}/2.

d = el valor minimo de P, correspondiente a NSB

.

El programa permite graficar la curva estindar, logit contra Y

(es el % de error en la concentracidn del patrdén). La curva
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ajustada corresponde a 13 1inea vertical imaginaria en Y = 0.
Se obtendria un ajuste perfecto si los datos de los patrones

cayeran todos en esta recta,

#3722
bl 44
Hi
d3, 58

¥ TS 1y
--42,0 .

o,

Figura 19. SC °
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Los puntos que no se ajustan, aparecen a la izquierda (-) o a
1a derecha (+) de 12 linea vertical. Se unen los puntos ma-
nualmente para corregir "a ojo" el error en cada intervalo de

concentracion de Yos patrones.

F = los grados de Tibertad de 1a curva = al niméro de patrones

-4 (de los 4 pardmetros a, b, c y d).

V = una medida de la falta de ajuste entre los puntos de los

patrones y la vertical ¥ = 0,

e) UL

E1 inicio para los tubos problemes se ilustra en la figura 20.

T HIHUE SIS R
=7, 604

=6, 009
¥=-3,060

=5, 608 -
¥=-2.689 .

=4, 056

B9, BED

1,960
1, 66¢
=1, 340
REE
$(=202626335.0

‘Figura 20, UI

J
i
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7L = son los puntos de la grifica anterior.

Y = es el porcentaje de error de los patrones, que se lee del
ajuste de la curva gque se realizé manualmente., Este cdl-
culo se efectud a partir de Y = 0, estimando el alejamien
to de 1a Tinea vertical (Y = 0).

N = nimerc de problemas a cuantificar.

9n = tiempo dptimo de conteo,
£n 1a figura 21 se tiene:

-1 = cuentas por minuto del tubo de fondo,
0 = cuentas por minuto del tubo de referencia.
1 = tubo problema ndmero 1.

2 = tubo problema nimero 2 y asi, sucesivamente, hasta finalf

zar 1a cuantificacion de analito en cada tubo problema.
-1 = cuentas por minuto del tubo de fondo.

G = cuentas por minuto dél tubo de referencia.

La concentracidn de analito en el suero de) paciente se repre-~

senta con la letra X.

o
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2. E1 que recomienda e) proveedor (Clinical Assays)

a) Para los andlisis de T, total se procedid segiin el protoco-
1o proporcionado por el proveedor. Los datos que arrojé el
contador son valores de P; por 1o tanto, se despejé B obte-
niéndose as{, cuentas unidas brutas que se graficaron en pa
pel semilogaritmico, donde él eje vertical "Y" (escala li-
neal) representa la actividad de la fraccidn unida de los
tubos patrones de T. total, contra Ya concentracidn (ug/dl)
de lYos patrones en el eje horizontal "X" (escala logaritmi-~
ca del papel), Se procedid a trazar una curva por 10s pun-
tos, tratando de hacer el mejor ajuste {figura 22). Los tu
bos de cuentas totales y Bo no se requieren para este méto-

do pero son necesarios para otros.

Para encontrar 1a concentracidn de T, total en los proble-
mas, se localizaron en el eje Y, las cuentas unidas para ca
da tubo, se trazé una 1inea horizontal que intercepte la
curva patrén y en el punto de la interseccion se trazé una
1inea perpendicular hasta el cruce con e} eje X y se proce-
di6 a leer 1a concentracidn de T, total. Este procedimien-
to se repitid tantas veces como muestras de problemas exis-
tan, Los datos proporcionados en la tabla 5, son de la se-
rie No. 17, compafiera de 30 andlisis de T, que se efactua-

ron para este estudio comparativo,
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TABLA 5. DATOS TOMADOS DEL ANALISIS No. 17 OE T,

Concentracidn de

Cantenido de las tubos Tubo 1 Tubo 2 Te total (ug/d])

Cuentas totales 56085 57102

Suero blanco {Bo) 26316 27607 0
Suero estindar 20561 20555 1
Suero estdndar 10351 11206 4
Suero estindar 6825 6356 8
Suero estdndar 4963 5263 12
Suerg estandar 3645 3984 20
Tubo problema {patrdn 1) 20518 1.05
Yubo problema {patrdn 4) 11484 358
Tubo problema (patrdn B) 6348 8.5
Yubo-problema (patrén 12) 5310 10.6
Tubo problema (patrdn 20) 3915 19.2
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b) Para la cuantificacion de TSH humana

Segin el proveedor de los kits, se utilizan coordenadas ar~
bitrarias para representar, en papel semilogaritmico, % B/8¢
en el eje ¥ (escala lineal) y 1a concentracidn en el eje X
{escala Yogar{tmica), E1 % B/Bo de los patrones y proble-

mas se calcula de la siguiente manera:

% 8/Bo = PPy - Pusg x 100
CiMge - CPysp

donde:

cpmy = son las cpm de cada patrdén y muestras problemas.
Cphycn = Es el promedic de los tubos de #SB {1 y 2).
epg, = £} promedic de los tubos 3 y 4, (Bo),

Por ejemplo, tenemos Ia serie No. 7, de las 27 series gue
comprende el estudio comparative realizado con la tirotropi

na. Ver la tabla 6,

Para conocer la concentracion de TSHh en los preblemas sdlo
es necesario conacer el porciento uride del analite, se lo-
caliza éste en el eje Y, y se realiza el mismo procedimien-
to de interpolacitn del ejemplo anterior (figura 23). Los

tubos de cuentas totales no $on necesarios en este método,
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TABLA 6. DATOS DE LA SERIE No. 7 DE TSHh

Contenido de

Contenido de los tubes Tubo 1] Tubo 2| %B/Be| yoyy (ulUsml)

Cuentas totales 48630 | 48714

Suero blanco NSB 1562 1782

Suerc blanco (Bo) 23650 | 23582 100 1}
Suero patrén 21080 | 20885 88 2
Suero patrén 16733 | 16748 69 5
Suero patrdn 12124 | 12007 47 10
Suero patrén yo01 | 7017 | 2 20
Suerg patrén 3349 | 3339 8 50
Tubo problema (patrdn 2} 20760 87 z1
Tubo problema (patrén 5) 17013 70 4.8
Tubo problema (patrén 10} | 12276 48 9.6
Tubo problema (patrdn 20) 7218 25 19.5§
Tubo problema {patrén 50) 3327 8 50
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3. Concentracidn contra T/8

£1 manejo de los datos experimentales de todas las series de
tubos se 11evs a cabo segin el método grifico {2}, que compren

de 10s siguientes pasos:

a) Se midié e} fondo durante 10 minutos y se calculd e) prome-

dic en cpm,

b) A partir de P = g»x 100, se obtuvo el valor de cuentas uni«
das brutas por minuto {B) de cada uno de los tubos de los

patrones.

¢) Pars obtener cuentas netas de T y de B, se rests el fondo de

{cpm) 3 las lecturas de los tubos respectives.
d) Se calcularon las relaciones de T/8 con cuentas netas.

e) Se graficd la curva estindar en papel milimdtrico, represen
tando en el eje Y las concentraciones de los patrones y los

valores carrespondientes de T/B en el eje X (fiqura 24 y 25).
f) Se trazd con uns curva francesa la mejor curva para todos
los puntos,
g} Con la ayuda de una regla se procedid & trazar una recta, a
través de los puntos correspondientes a las concentraciones

pequefias {1, 4 y B ug/d! en g caso de Tu y 2, 5 y 10 uly/ml
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Figura 25.

Concentracion contra T/B, para TSH
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h

=

para el caso de TSH).

La curva estdndar se utilizé para interpolar los datoes expe
rimentales de los tubos problema, expresados como la rela-

ciGn de T/B en cuentas netas.

La parte recta de la grifics corresponde al RIA ideal. La
1igera curvatura que presenta en concentraciones pequeiias
de analito se debe a baja afinidad del anticuerpo por el an
tigeno. ta parte superior de la curva, desplazada hacia
arriba de la recta, indica la presencia de unidores no espe
cificos (figura 24) y el desplazamiento hacia abajo (figura
25}, se debe a deterioro de los reactivos (2). ta zoma
que es und recta es valida para interpolar datos de los pro
biemas, y la zona de 1a curva puede no ser vilida si el por
centaje de unidn inespecifica presente en esta regidn es ma
yor que 1a tolerancia establecida o de las exigercias de

exactitud del andlisis con cual se trabaja.

para simplificar Yos cdlculas de resta de fondo y de 1/B,
se utiliz6 un sencillo programa, denominade ASSAY, aplicade

a la calculadora HP - 41 LV,



VIT. RESULTADOS

A. Tiroxina

Las concentraciones de interés clinico, para determinar los dife-
rentes estados tiroideos, estin comprendidas entre 4, 8 y 12 ypg/dl;
por consiguiente, se consideraron de importancia estas concentra-
ciones para eviluar a precisifn, el sesgo y la exactitud en los

tres métodos de manejo de datos.

En la tabla 7 se presentan los resultados promedio de los patro-
nes de 4, 8 y 12 ug/dl, considerados como problemas, obtenidos en
30 series de T, total mediante cada uno de los tres métodos, La
tabla también contiene el indice de correlacidn calculado con los

resultados obtenidos y con los valores correspondientes de los pa

trones.
TABLA 7. CONCENTRACION PROMEDIO OE T.
Patrones Protocolo [ 0.1.E.A. /8
1g/d} X de. | T | de. X d.e.
4 4,028 ) 0.254 4,010 0.279 4.040 | 0.255
8 8.190 ¢ 0.800 8.383 | 0.890 8,112 | 0.502
12 12,1101 1,080 12.156 | 1,319 11.980 | 1.067
Indice de
correlacion 0,9958506 ! 0.9990606 0.9998899
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Un método es mds precise cuando es menor su desviacidn, Las meng
res desviaciones estindar para 8 y pars 12 pg/dl correspondieron
al método de concentacidn contra T/8. La desviacidn para 4 pg/d}
fue aproximadamente fgual segin este mismo método (0.255} que la
del protecolo {0.254). E1 {ndice de correlacidn mis alto corres-

pondidé a T/B.

£n la tabla 8 y1as figuras 26a,b y ¢, se muestra el coeficiente de

varigcidn” encontrads para cada método,

TABLA 8. PRECISION PROMEDIO DE T.

ug/dt Protocolo 0.1.E.A. /8
4 6.31 6.96 6.31
8 3.77 10.61 5.1%
12 8.92 16.85 8.91

Y e = {de /T - 100

La relacidn de concentraciGn contra T/8, presenté 1a menor disper

sidn para las tres concentraciones.
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Figura 26c,

Precisién de T, (7/8)
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Se cuantificé el sesgo** de cada uno de los métodos, y la tabla 9

y la figura 27 presentan los valores encontrados.

TABLA 3, SESGO PROMEDIO DE Ts

ng/dl Protocalo 0.1.E.A. T/B
4 - 0.700 - 0.250 - 1.050
8 - 2.375 ~ 4,863 - 1.400
12 - 0.917 - 1.300 0.167

valor del patrén - promedio del método | 100

*k =
sesgo vaior del patrdn

Al relacionar la concentracion del analito contra T/B8, fue mucho
menor el sesgo promedio para 8 y 12 ug/dl, en tanto que fue ma-

yor para la concentracién de 4 wg/dl,

La exactitud*** de los métodos fue valorada por 13 suma de los
errores de precision y sesgo. El método mis exacto es aquel en
el cual Ya precision es mayor (menor su desviacidn estdndar) y me
nor su sesgo. En 1a tabla 10 se resumen los valores de 1a exactj

tud de cada uno de Tos métodos.
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TABLA 10. EXACTITUD PROMEDIO DE T,

ug/dl | Protocolo 0.1.E.A, T/8

4 §.3487 6.9645 | 6.3968
8 10.0545 11.6714 6.3463
12 8.9670 10,9276 | 8.9116

**% ayactitud (error total) = / (C.V.)- + (s@sg0)°

€1 método de concentracién contra T/B fue e} que resultd con
mayor exactitud, ya que presentd mayor precisidn y menor sesgo,
a excepcién de Ta concentracidn de 4 ug/dl, que fue ligeramen-

te mayor que 1a encontrada siguiendo el protocoio.

Al graficar concentracidn contra T/8, se encontrd en las 30 sg
ries de T,, que sdlo en 1as series nimeros 2, B, 12 y 23, se

obtuvo una linealidad para todos los puntos de la grifica, con
un fndice de correlacién de 1, 0.999, 1 y 0.993, respectivamen
te [un RIA "ideal"). En 20 series se observd una tendencia de
aumentar 1a pendiente, aproximadamente, a partir de la concen-
tracién de 12 ug/dl con respecto a la recta, Esto correspon
de, posiblemente a Ja presencia de unidores no especificos.

Y, por d1timo, en seis series se presentd disminucidn
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de la pendiente con respecto a la recta, probablemente debida al

deterioro de los reactivos.

En las series que presentaron aumento de la pendiente debido a la
presencia de NSB, fue factible calcular la concentracidon de unido
res no especificos en cada andlisis. Por ejemplo, en la figura
24, se calculd la concentracidn de NSB y unidores especificos, en
el punto B de a curva, donde el valor de la pendiente es:

B = Ab + NSB = 2.25 ug/d1. Se estimé la concentracion de NSB, me
diante la diferencia de la pendiente A = Ab = 1.17 ug/d1, que se
debe al unidor de alta afinidad, donde: B - A =2,25 - 1.17 =
1.08 ug/d) de NSB. El porcentaje de la unidn no especifica es =
{1.08/2.25) + 100 = 48%. Fue claro que la zona donde se presenta
NSB corresponde a puntos que no fueren necesarios para definir al
gin estado tiroideo. E1 intervalo comprendido entre 4, 8 y 12
ug/dl as en el cual se produce unidn especifica, y se representa

por la parte mds lineal de la grdfica.

8. Hormona estimulante tiroidea

Se tomaron las concentraciones de 5 y 10 ulU/ml, como limites pa-

ra diferenciar entre pacientes eutirofdeos e hipotiroideos.

Los resultados de la tabla 1l presentan el promedio y la desvia-



vil.10.

cidn estindar de 27 series que se analizaron a partir de tubos pa

trones emplieados como problemas.

TABLA 11. CONCENTRACION PROMEDIO OE TSH {humana)

Protocolo 0.1.E.A. T/8
wlu/mi X d.e. T d.e, X d.e,
5 5.07 0.72 5.33 0.96 4.91 0,41
10 9.64 | 0.62 | 9.64 | 0,78 | 9.68 [ 0.72

La menor desviacidn que se observd a 5 ulU/ml es para el método
de concentracidn contra T/B {0.41). En la concentracidn de 10

piU/m} fue menor para el protocole (0.62).

La precisidn, el sesgo y 1a exactitud, fueron calculadas de 1a mis

ma forma que se hizo para la tiroxina.

TABLA 12. PRECISION PROMEDIO DE TSH (humana)

wlu/ml Protocolo. { 0.1.E.A, T

5 14.20 18.011 8.350
10 6.43 8.091 7.438
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En 1a tabla 12 y en las figuras 28a, b y c se muestra que la pre-
cisidn de los datos experimentales fue mejor en el método de con-
centracidn contra T/8 (8.35), mientras que a la concentracidn de

5 ¢lU/ml 1o fue con el protocolo (6.43).

E1 sesgo promedio que se calculd para la TSH se presenta en la ta

bla 13 y figura 29,

TABLA 13. SESGO PROMEDIO DE TSH {humana)

uwil/m Protocolo 0.1.E.A. 1/8

5 - 1.4 - 6.6 1.8
10 3.6 3.6 3.2

El sesgo fue menor con el método del protocolo (- 1.4) en la con-
centracién de 5 plU/ml, en tanto que a la concentracidn de 10

uIU/ml es un poco menor en el caso de T/B (3.2).

TABLA 14, EXACTITUD PROMEDIO DE TSK (humana)

uIl/ml Protocolo 0.1.E.A. T/8

5 14.27 19.18 8.54
10 7.37 8.86 8.1
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La exactitud (tabla 14} calculada en cada método es mejor en la
relaciGn de concentracidn contra T/8 para § nIU/ml (8.54), y la
relacidn que indica el protocolo resultd mejor para 1a concentra-
cidn de 10 pIU/ml (7.37). A} comparar los errores para las dos
concentraciones en cada uno de los métodos, se encontré que es me

jor para la relacidn de concentracién contra T/8 (8.54 y 8.1).

De las 27 series de TSH, s6lo cuatro series presentaron mayor pen
diente con respecto a 1a recta, y en el resto de las series fue
menor la pendiente al valor de la pendiente de la recta. €1 pun~
to de 5 w1U/m} queda comprendido en el intervalo de no desviacidn
con respecto a 1a recta y en el punto de 10 ulU/ml, Como ya se
menciond, prevalece 1a tendencia de disminuir 1a pendiente, debi-

do al deterioro de los reactivos.

C. Discusidn

1. El método de mayor exactitud para cuantificar tiroxina fue
para 1a relacidn de concentracidn contra T/B, a excepeidn
de la concentracidn de 4 ug/dl. E1 segundo mitodo fue el
del protocolo, que sugiere el proveedor de los kits, y por

dltimo la relacidn que recomienda el QIEA,
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2. La exactitud obtenida en )as series de tirotropina es aproxi
madamente mejor para ambos patrones con la relacién de con-
centracién contra T/B, ya que no es mucha la diferencia del
error que se presenta en 5 y en 10 ulU/ml; igualmente, para
ambas concentraciones es doble el error (14.27) que se pre
senta en 5 u1U/ml con respecto a 10 ulU/ml {7.37). En Glti
mo término quedd el método del OIEA, con un error mucho ma-
yor (19,18) para la concentracién de 5 ulU/ml en comparacidn

al error que se presentd para 10 w1U/ml (8.86).

3. De modo adicional, se puede valorar la integridad de los
reactivos con la relacién de concentracidn contra T/B; por
ejemplo, en tiroxina, se cuantificd la concentracidn de NSB.
En el caso de las grificas de tirotrapina, se observd un
sesgo debido a 1a descomposicidn de los reactivos, en parti
cular del trazador. Este hecho quizds pueda atribuirse a
ta baja concentracidn e inestabilidad de 1a hormona. Llas
meléculas de TSH pueden también descomponerse durante el
proceso quimico de su marcaci6n, al incorporarles dtomos

de yodo, el cual no es.uno de sus elementos constitutivos.



VIII. CONCLUSIONES

Del estudio comparativo realizado con tres métodos para manejar los da
tos experimentales, se encontraron las siguientes ventajas y desventa-

Jas:

A. Concentracidn contra T/8

Las ventajas que presentd este método fueron:

1. Fue und manera simple de calcular, graficar e interpolar datos

en forma rdpida y senciila.

2. o oscurece informacidn, ni oculta errores.

3. No fue necesario disponer de sistemas de cdlculo complejos, y

estd al alcance de cualquier Yaboratorio.

4. Contribuyé a la estimacién de Ta presencia de unidores no espe

cificos y a sefialar cudndo éstos son excesivos.

5. Es un método que permitié reconocer 1a estabilidad de los reac

tivos.
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6. Fue casi constante la sensibilidad en 1a zona de interds clini-

co, tanto para 12 hormona tiroxina, como para la tirotropina.

7. Presentd menor sesgo e imprecisidn; por consecuencia, mayor

exactitud,

Desventajas haliadas:

1. 5610 algunos andlisis se ajustaron al RIA ideal en todos los

puntos y el resto sélo parcialmente.

8. Protocolo

Se observaron las siguientes ventajas:

1. Facilidad para calcular, graficar e interpolar los datos.

2. Ho fue necesario utilizar sistemas de cdlculo complejos.

3. La sensibitidad fue regularmente constante en e} intervalo com

prendido de 2, 4 y 8 ug/d) para cuantificar tiroxina.

Las principales desventajas encontradas fueron:
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1. No fue constante 1a sensibilidad en la zona de interés clinico,

en el caso de la hormona tirotropina.

2. S6lo es vdlida la curva, para cada punto individual correcto,

pero fue dificil reconocer cuando sucede ésto.

3. No se pudo determinar, ni cuantificar 12 integridad de los reac

tives.

C. Programa logistico de cuatro pardmetros (0.1.E.A.)

De acuerdo a los resultados hailados no se pueden enumerar ventajas im

portantes, al compararlo con los métodos anteriores.

Las desventajas de este método fueron:

1. Presentd errores adicionales al experimental; por lo tanto,

disminuyd su exactitud.

2. E1 manejo de los datos requirié de mayor tiempo.

3. Es necesario contar con sistemas de cdlculo mds complejos.
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4, Este método no estd al alcance de todos 1os laboeratorios.

D. E) método que ofrecid mayores ventajas y mejor exactitud, fue el gue
relaciona la.concentracidn contra T/B; sin embargo, Jos tres métodos
utilizados cumplieron con el objetivo del RIA, respecto a cuantificar
Ja concentracidn del analito dentso de los Jimites de interés clinico.
Dependiendo de la exactitud que se requiere y del equipo disponible,

cada analista debe elegir e} método mds conveniente.



IX, REFERENCIAS BIBLIQGRAFICAS

1. Apuntes del Curso para Formacidn de Capacitadares en Radioinmu
noandlisis, patrocinade por el QOrganisma Internacional de Ener

gia Atdmica y 1a Organizacidn Mundia) de la $Salud, México, 1984,

2. Ashkar F. S. (editor): Radiobioassays. CRC Press, Inc., Boca
Raton, Florida, 1983,

3, Billinghurst, W. W., Fritzberg, A. R.: Chemistry for Nuclear
Medicine, Year Book Medical Publishers, Inc., Chicago, 1981.

4. Chase, G, 0.: Some concepts of RIA theory, data reduction,
and quality control, I. Basic approaches te data reduction.

The Ligand Quarterly, 3:25 - 28, 1979.

5. Chase, 6. D.: Some concepts of RIA theory, data reduction,
and quality cantrol. II. The "ideal" RIA. The Ligand Quartely,
3:29 - 2, 1979,

6. Chase, G. 0.: Taller sobre Manejo Avanzado de Datos de Radio-

inmuncandlists, ININ, México, 1984,



.2,

7. Dharan, M.: Total Quality Control in the Clinical Labaratory.

N

The C. V, Mosby Company, Saint Louis, 1977,

8. Dudley, A. R., Figdor, H. C., Keroe, E. A., Marris, A. C., Mutz,
0. J.: Hell scintillation counter with automatic sample chang-
ing and data processing, [AEA - §M . 220/121. Radioinmunoassay
and Related Procedures in Hedicine (Proc. Symp. Berlin, 1977).
TAEA, Yienns, 1978,

9, Dudley, A, R.; Radioinmmunoassay {RIA) data processing on pro-
grammable calculators: An IAEA proyect. IAEA ~ SM 259/88. Ra
dioinmunoassay and Related Procedures in Medicine {Proc. Symp.

Vienna, 1982). IACA, Vienna, 1982,

1G. Faires, R. A, y Parks, B. H.: RadioisGtopos. Técnicas de labg

ratorio, Editorial Universitaris de Buenos Aires, 1983.

11, Federal Register, Part I1. 10 CFR Parts 19 et al, Standards
for Protection Against Radiation. U. S. Nuclear Regulatory Com-

mission. Washington, D, C,, 1986.

12. Gamma Coat, [ - 125 T.. Clinical Assays. Division of Travenot

Laboratories, Inc. Cat. No. CA - 535, 555. Combridge, Massachu



13.

14,

15,

16.

17

18.

1X.3.

setts, 1983.

Gamma Dab H, S., [-125 hTSH, Clinical Assays. Division of
Travenol Laboratories, Inc. Cat. No. CA - 1573, Cambridge,
Massachusetts, 1983.

Gamma Dab, [-125 hTSH, Clinical Assays., Division of Travenol
Laboratories, Inc. Cat, No. CA - 591. Cambridge, Massachusetts,

1984,

Haven, M. C., Orsulak, P. J., Cronin M., Kelly K.: Selection
of data reduction methods for the NML, TSH, IRMA, Journal of

Clinfcal Inmmunocassay, 9:31, 1986,

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares.: Curso de Se

guridad Radiolégica en Medicina Nuclear. ININ, México, 1985,

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares.: Curso de Se

guridad Radioldgica en Investigacion. ININ, México, 1986.

International Commission on Radiological Protection.: Report
of Comittee Four on Evaluation of Radiation Doses to Body Tis-

sues from Internal Contamination due to Qccupational Exposure,



19.

20.

21,

22.

23,

2.

1X.4.

1CRP Publication 10 {1968} and Publication 10A {1971).

tehman, P. F.: Las hormonas tirofdeas. Ciencia (Méx.), 33:

145 - 153, 1982,

Libertum, C.: Radioinmuncandlisis, fundamentos y aplicaciones.

Editores S. R, L, Buenos Aires, 1980,

Maciel, R. J.: Standard Curve Fitting in Immunodiagnostics: A

Primer. Journal of Clinical Immunoassay, 8:98 - 106, 1985,

Organismo Internacional de Energia Atdmica.: Manipulacidn sin
riesgos de Yos radiondclidos. Coleccidn Seguridad No. 1, OIEA,

Viena, 1973,

Praither, J. A.: Basic Principles of Radioimmunoassay Testing:
A Simple Approach. Journal of Nuclear Medicine Technology,
13:34 - 43, 1985,

Programs for data processing in radioirmuncassay using the
HP-41C programmable calculator, On - line analysis of counting
data from standards and unknowns. International Atomic Energy

Agency, TECOOC - 252 and Supplement, Vienna, 1981,



1X.5,

25, Quality Control of Nuclear Medicine Instruments. Internatio-

nal Atomic Energy Agency, TECDOC - 317, Vienna, 1984.

26, Travis, J. C.: Clinical Radioimmunoassay. State of the Art,

Scientific Newsletters, Inc,, Anaheim, Californ{a, 1980.

27, Walker, F. W., Miller, D. G., Fefner, F.: Chart of the Nucli-

des. General Electric Company, San Jose, California, thirteen

edition, 1983,

28. Win, C, M,: The Merck Index. Merck & Co. Inc. Rahway, N. J.,

tenth edition, 1983.

29, Yalow, R. S., Berson, S. A.: Assay of plasma insulin in human

subjects by immunologic methods. Mature {London). 184: 1648,
1959,



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Principios del RIA
	III. Las Hormonas T4 y TSH
	IV. Generalidades sobre las Radiaciones Nucleares
	V. Manejo de Datos de Radioinmunoanálisis
	VI. Material y Métodos
	VII. Resultados
	VIII. Conclusiones
	IX. Referencias Bibliográficas



