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CAPITULO 1



INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los iltimos aiffos se ha podido demostrar, que una gran diversidad de

enfermedades tiroideas son de origen autoinmune, situaciéh por Ia cual la cuantificacién de

anticuerpos antitiroideos, (anti-tiroglobulina y anti-mi ) adquiere gran importancia
en el diagnéstico y seguimi de las mi (22, 24, 42)
También ha dado d ado que el p antigénico de mayor

importancia en los microsomas tiroideos es la enzima peroxidasa, razén por la cual la

"

mayor parte de los sistemas anlalfticos que permiten su utilizan prepar
.

purificadas de la enzima, (32, 37)

En la actualidad existe en el mercado una gran diversidad de sistemas analfticos que

permiten la d i6n de los anticuerpos anti-peroxidasa tiroidea (anti-TPO), mediante la

utilizacién de eritrocitos, particulas de gelatina, reacciones colorimétricas catalizadas
enzimaticamente o empleando trazadores radiactivos. Sin embargo, la disponibilidad de los

14, Tirart

mismos en un lab io de anilisis icos se ve ob por 6mi

(altos costos del material), administrativas (aduanales y permisos especiales) y técnicas

(int ala plejidad de la dologfa ), situacién que vuelve prioritaria la

1 e

imp de un s analftico sencillo que cumpliendo con todos los pardmetros

de control de calidad (sensibilidad, especificidad, reproducubilidad y estabilidad de los

reactivos) permita la autosuficiencia a un costo razonable.



1.2 OBJETIVO

p y darizar en el laboratorio un sistema de radioinmunoanilisis

(R.LLA.), que permita de una manera sencilla la deteccién y cuantificacién de anticuerpos

ami-pcroxidasa’liroidea (anti-TPO) en flufdos biol6gicos con especificidad, sensibilidad y

reproducibilidad comparables con los que se en a un costo
més accesible.
1.3 HIPOTESIS Consederando que el R.1LA. es una dologfa al ible y

especifica, que permite identificar la presencia de concentraciones de analito del orden de

109 g1, es posible impl un si que no sélo permita ta deteccion, sino también

la cuantificaciénde anticuerpos anti-TPO, en muestras biolégicas provenientes de sujetos

con enfermedad tiroidea de origen autoinmune.



CAPITULO II



ANTECEDENTES

«

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MICROSOMAS

Los microsomas son fracci beelul con forma vesicular que se locali

tanto en las microvellosidades, como en la superficie apical y plasmitica de las células

falicnl 14 ndnl

delag tiroides h (tirocitos). (12, 13, 37)
Los microsomas provienen del citoplasma como parte esencial del reticulo
endoplésmico liso. Ticnen un didmetro aproximado de 0.3 2 0.5 4 y estén limitados por

una membrana sobre la cual se encuentran adheridos unos grénulos de aproximad:

150 A de didmetro que son cimulos de peroxidasa tiroidea (TPO). (12, 23, 32, 37)

El comp igénico de los mi estd relacionado con la TPO; su
posicién bioqufmica i 16gica y molecular, indica que la TPO es el Gnico
igeno que P a los mi (13, 23,31, 32)

2.2 PROPIEDADES MOLECULARES DE LA TPO

La TPO es una enzima sintetizada en el reticulo endopldsmico liso, como una
hemoproteina glicosilada de cadena larga, con un peso molecular que varfa entre 101 y
110 kDa., (13, 37, 38, 41)

La TPO tiene una estructura tridimensional y globular debido a la presencia de

puentes disulfuro que condici la formacion de algy isoformas de la enzima. (41)




La molécuta se compone de 933 amino4cidos (a.a.) de los cuales solamente 5 a lo

largo de 1a molécula (109, 280, 564, 780 y 793), son glicosilados. La enzima se a

anclada a la membrana celular en la regidn que comprende los amino4cidos 848 a 871.
Fig. 1 (42, 52)

SITI0S DE GLUCOSILACION
a.s. 109,280,564, 780, 793

DOMINIO MEMBRANAL
MEMBRANA CELULAR a.a. 84B— BN

FIG 1, ESTRUCTURA DE LA PEROXIDASA TIROIDEA (TPQ)

2.3 CARACTERISTICA ENZIMATICAS DE LA TPO

La TPO es una oxido-reductasa que presenta en su estructura dos sitios catalfticos:

un donador arométice con accién oxidativa y un do sitio ido para red

no orgénicas. (24, 41)

La enzima se ha identificado en al menos dos isoformas, con diferente actividad
enzimética e inmunogénica, codificadas por la presencia de dos especies d¢ RNAm para la
TPO humana: ,

a) TPO I.- también llamada TPO verdadera, p mayor actividad enzimitica y
estd formada por 933 amino4cidos.




b) TPO H.- es llamada pseudo TPO, cuya actividad enzimtica es menor, esti

conformada por 876 amino4cidos.

En ambos casos aproximadamente el 10 % de la molécula estd constituida por
carbohidratos. (8, 18, 33, 52)

Al ser una oxido-reductasa, 1a TPO se ve involucrada en dos pasos importantes del

proceso de biosintesis de las hormonas tiroideas; consecuentemente, su actividad es

modulada por la tirotrofina (TSH) y depende del ismo de la adenilato ciclasa
(AMPc). La TPO participa inicial en la iodinacién de los residuos tiros(nicos unidos
a la tiroglobulina y pésteriormeme cataliza su lami intr lecular, evento

necesario para la formacién de las hormonas tiroideas (tiroxina y triyodotironina) . (8, 16,
17, 33, 41, 45)

2.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA TPO

La TPO tiene un peso molecular que varfa entre 101 y 110 kDa. Es una molécula
soluble en desoxicolato de sodio, triton X-100, cloruro de potasio (KCI) y en menor

proporcién en solucién de al i como la papaina y la tripsina.

Su punto isoeléctrico se encuentra a un pH entre 5.75 y 5.90 (31, 32)



2.5 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DE LA TPO

La TPO es considerada un antlgeno secuestrado, debido a que no se encuentra en
contacto directo con el sistema inmunolégico. Se ha identificado como Gnico autoantfgeno
presente en los microsomas tiroideos, y desde otro punto de vista también se considera un

antfgeno organo-especifico. (13, 37, 40, 52)

Los sitios antigénicos presentes en la molécula son expresados por un gen
recombinante especial para la TPO humana, que es un marcador genético polimérfico
codificado en el cromosoma 6. (22, 20, 36)

En varios estudios realizados con anticuerpos lonales, se han identificad
aparentemente 12 sitios de afinidad inmunoqufmica a lo largo de la molécula de la enzima;
estos son expresados y reconocidos por los anticuerpos d

las tirosinas. (9, 21, 27)

pues de catalizar la iodinacién de

Se sabe que los sitios catalfticos y antigénicos se expresan muy cerca uno del otro

en la molécula de la enzima, por lo cual al formarse el plej ! icuerpo se

inhibe el proceso de oxido-reduccién en el que interviene la enzima. (27, 28, 41)

Varios reportes acerca de la estructura de la TPO indican que tanto la TPO I como
la TPO II se encuentran presentes en padecimientos tiroideos autoinmunes. Sin embargo, la
TPO I al tener mayor actividad inmunogénica, se presenta con mayor frecuencia; Ambas

formas enziméticas son reconocidas por los ep
(7, 18)

¢

especificos de los autcanticuerpos.



La localizacién de los epltopes por los autoanticuerpos anti-TPO induce patogénesis

en las enfermedades tiroideas de origen autoinmune. (2, 20, 23, 27, 33)

Se han identificado diferentes fragmentos de la TPO humana que son reconocidos
por autoanticuerpos especificos, principalmente en sujetos con tiroiditis de Hashimoto.
Estos fragmentos se localizan en ¢l carboxilo medio de ia molécula, en el aminoficido 455.
También se han localizado epftopes en el nitrégeno terminal del amino4cido 456 y en el
carbono terminal del aminodcido 631. Un epitope muy importante es el que se encuentra en
el carboxilo terminal de la molécula. (2, 20, 23, 25, 33, 42)

Estudios recientes indican que los sitios de mayor antigenicidad se localizan en la

cadena peptfdica entre los aminoicidos 100 - 119, 625 - 644, 708 - 727; también se

P la exi ia de i6n cruzada entre los amino4cidos 110 - 129 de la TPO y los
amino4cidos 2746 - 2765 de la tiroglobulina. (2, 24, 33)

Entre las diferentes peroxidasas, principalmente la lactoperoxidasa (LPO) y la

roxidasa tiroidea (TPO), existe homologfa entre las cad de aminodcidos. Para la
pe .

TPO, entre el amino4cido 592 - 613 y para la LPO, entre los amino4cidos 564 - 589; en

ambas enzi los doce Glti dcidos son idénti do una

(Ver Fig. 2)

TPO--NEWREFGLPRLETPADLSTA
LPO--NSWRGFCGLSQSQPRLETPADLSTA

Fig.2 HOMOLOGIA DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA TPO Y LA
LPO



En éllas, las dos prolinas en donde se forman los puentes disulfuro son importantes
como sitios de exposicién de ia molécula. (2, 9, 24, 28)

Todos los anticuerpos anti-TPO producidos reconocen la regi6n de aminodcidos del
513 -633; sin embargo, existen anti- cuerpos especificos que se producen en determinadas

CPs

p glas y r regi espec(ficas. Tanto en la enfermedad de Graves como en la

tiroiditis de Hashimoto existe formacién de anticuerpos que r las cad de
amino4cidos 592 - 613 y 570 - 5§92 especificamente, en la tiroiditis de Hashimoto se
producen anticuerpos para la regién comprendida entre los amino4cidos situados en las
posiciones 608 - 633. (4, 9, 41, 45, 50)

Otros autores han descrito que los carbohidratos de la molécula no estdn

involucrados con Ia antigenicidad de Ja misma. (24, 28, 45)

2.6 PAPEL DE LA TPO EN LA BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS

Como se mencioné anteriormente la TPO se encuentra involucrada en dos pasos
importantes del proceso biosintético de las hormonas tiroideas.
a) lodinacién de los residuos tirosinicos unidos a la tiroglobulina,

b) Acoplami . tecular de los resid jodinados previ

L

para la formacidn de las hormonas tiroideas (tiroxina y triyodotironina). (5, 6, 25)

Por este motivo es de gran importancia hacer mencién con m4s detalle, del proceso

e P . a

invi en la biosintesis de las hormonas tiroideas.

La bios{ntesis de las hormonas tiroideas se lleva a cabo en varios pasos importantes

que pueden esquematizarse como se observa a continuacién:



1.- Captaci6n del yodo p} ico por la célula tiroidea.

2.- Oxidacién del yodo catalizado por fa TPO.

3.- lodinacién de los componentes tirosinicos que estdn presentes en la
tiroglobulina.

4.- Acoplamiento de las moléculas iodinadas para la formacién de hormonas
tiroideas.

5. Captacién de las hormonas, liberacién y excresién de las mismas al torrente

sanguineo.

El yodo obtenido principal por i i6n, depues de ser ingerido, pasa al

torrente sanguineo para ser incorporado a las células foliculares de la glandula tiroides
mediante dos mecanismos:

a) Difusi6n desde el liquido extracelular,

b) Transporte activo de la bomba de yodo, con la formacién de un gradiente
electroqufmico membranal e intracelular dependiente de la TSH, con la consecuente

intervencién del sistema ATPasa, sodio (Na+), y potasio (K+). (5, 46, 50)

Una vez captado el yodo por los tirocitos, el yoduro es transformado en yodo
orgénico. En este proceso interviene la TPO, estimulada por la presencia de peroxido de
hidrégeno (H202); esta reaccién se lleva a cabo en la interfase célula-coloide. (Ver Fig. 3)
(5, 46)

TPO
Fig. 3 REACCION DE OXIDACION DE YODURO A YODO ORGANICO, CON
INTERVENCION DE LA TPO.




El proceso de incorporacién de yodo ya oxidado en los com- puesios orgénicos

como la tiroglobulina, en los residuos tirosinicos, se d ina organificacitn. Este proceso

se efectia dentro del coloide folicular y mediante €1, el 1+ es incorporado al anillo

fendlico de las tirosi a través de radicales libres.(Ver Fig. 4)
H H H
H H+ -1 i1
—— —
P2 2 I
?H-COOH CH-COOH CH-COOH
NH NH . l!lH

Fig. 4 REACCION DE IODINACION DE LOS RESIDUOS TIROSINICOS,
A TRAVES DE RADICALES LIBRES,

d et lami de monoyodotironi y

P P

Posteriormente  se

Aivead.

yodotironi para la formacién de triyodotironina (T3) y tiroxina (T4)-

El proceso sc efectia a través de dos mecanismos:

a) Mecanismo intramolecular: se piensa que ocurre dentro de la misma molécula de

tiroglobulina y es posible que en &l intervenga la TPO, (Ver fig, 5)

1 DIT . DIT*
v }
E + 2 DIT-E - S — E+Ty
\ 1,0, \ \
2 DIT pIT®

Fig. 5 MECANISMO DE ACOPLAMIENTO INTRAMOLECULAR.




b) Meccanismo intermolecular: se efectiia entre dos moléculas de tiroglobulina para

la formacién de triyodotironina (T3) y tiroxina (T4).

d Tad,

Las moléculas de tiroglobulina y sus resi p son captados por la célula

tiroidea, por medio del proceso de pinocitosis y tras una ruptura proteolitica de los enlaces
tiroglobulina-hormonas tiroideas, estas Gltimas son liberadas al torrente sanguineo. (Fig. 6)

(5, 22, 31, 50)

2.7 ACCION INMUNOLOGICA DE LA TPO

La TPO es reconocida como un autoantfgeno érgano-especifico, presente en sujetos

con enfermedades tiroieas de origen autoinmune. (2, 11, 24, 25,33)

Los anticuerpos en contra del antlgeno microsomal o TPO son detectados en sueros

h de i i icos y 4

icos con enfermedad tiroidea de origen
" autoinmune. (2, 13, 14, 24, 33)

En estudios jn-vitre, se ha demostrado que los anticuerpos anti-TPO tienen un
efecto citotéxico sobre las células tiroideas, que se activa a! fijarse complemento y en

asociacién con las células K; este efecto puede abolirse por la inactivacién del sistema del

complemento y se explica en base a la pr ia del plejo de  hi ibilidad
tipo IL. (2, 12, 13, 24, 33, 53)

La presencia de anticuerpos anti-TPO puede llegar & inhibir la actividad de la TPO,

debido a la formacién del lej f icuerpo, p do una disminucién en fa

P 8

iodinacién de los resid {ntesis de hormonas tiroideas ¢

enel p de bi
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FIG. 6 BIOSINTESIS DE HORMONAS TIROIDEAS



disminucitn del acoplamiento de los residuos tirosfnicos ya iodinados en el mismo proceso
bioquimico. (2, 14, 25, 52)

La concentracién de anticuerpos anti-TPO estd relacionada con el grado de
infiltracion linfocitaria de la glandula tiroides. La presencia de estos anticuerpos, per se, no
implica la destruccién del tejido. (24, 33, 34, 53)

El efecto citotéxico de los anticuerpos anti-TPO se asocia a la infiltracién
linfocitaria y de células plasméticas sobre las células de la glindula tiroides. La presencia

de anticuerpos anti-TPO se ve favorecida por el aumento de la producci6n de la enzima que

a su vez estd regulada indir porla acién de TSH. (15, 35, 42, 44)
Analogamente a otras enfermedades i las enfermedad iroid
autoi p una predisposicién genética y ambiental, ya que se han reconocido

diferentes marcadores genéticos polimérficos, codificados en el cromosoma 6, que son
especificos para el factor de histocompatibilidad clase 1, con alotipos HLA espec(ficos.
(DR3 para tiroiditis atréfica y enfermedad de Graves y DRS para tiroiditis de Hashimoto).
(1, 8, 14, 15, 36, 44)

Es probable que teniend imiento sobre estos marcadores genéticos ya

localizados, en un futuro se pueda regular, en el organi 1a produccién de anticuerpos
anti-TPO. (1, 36)




2.8 APLICACION CLINICA DE LA DETECCION DE ANTICUERPOS
ANTI-TPO

La importancia en la deteccién de anticuerpos anti-TPO y contra otros antigenos

ti , radica no sol en el diagnéstico clinico, sino que permite efectuar un

d A

de los paci con diferentes tiroid fa ialmente Il

P P

de origen autoinmune. (1, 35, 44)

Existe una gran variedad de padecimientos tiroideos en los que se presentan titulos

positivos de anticuerpos anti-TPO; sin embargo , en alg enfermedades autoi no

tiroideas pueden presentarse titulos positivos no considerables de anticuerpos anti-TPO.
(1, 25, 34)

Podemos mencionar una gran variedad de enfermedades tiroideas de origen
autoinmune como:

a) Hipertiroidismo autoinmune
b) Enfermedad de Graves

c) Tirotoxicosis ‘

d) Bocio multinodular téxico
e) Tiroiditis

- T. subaguda de Quervain
-'T. aguda

- T. linfocltica focal

- T. autoinmune atréfica

- T. de Hashimoto (crénica) 0 (1,5,31,44)



Las tiroiditis, que son consideradas enfermedades 6rgano- especificas, constituyen
un amplio grupo de procesos caracterzados por lesiones inflamatorias en el seno de la

glandula tiroides, Sin embargo, este grupo de padecimientos es heterogéneo en

cuanto a su etiologfa, caracterfsticas clfnicas y evolutivas.(1,5,26,34,44)

La infiltracién linfocitaria en la glandula tiroides constituye una caracterfstica

N 4

ientos y dicha situacién se correlaciona en forma

importante en este grupo de p

importamte con la presencia de anticuerpos anti-tiroideos (anti-TPO y anti-Tg) (5)

En a tiroiditis subaguda de Quervain se presentan granulomas que contienen células
gigantes tfpicas y células epiteliales asl como un gran nimero de granulocitos, razén por la

cual se dice que esta tiroiditis es de tipo granulomatoso, Generalmente se inicia por una

infeccién viral (influenza), que provoca la liberacién de tiroglobulina y TPO, induciend

as( la formaci6n de anticuerpos anti-tiroideos que se p en la circulacién périferica

en tftulos medianos. (5, 28, 34)

Otro tipo de tiroiditis agudas también granulomatosas en donde se presentan células

gigantes, inicia por un cuadro infeccioso p 4ndose tiulos de anticuerpos anti-TPO y

anti-Tg muy bajos.

En la tiroiditis atréfica focal se presentan titulos no muy altos para anticuerpos anti-

TPO y bajos o negativos para otros anticuerpos anti-tiroideos. (5, 20, 44)

La tiroiditis de Hashi es el padecimiento més estudiado de entre esta serie de -
enfermedades, debido a que en el p patoldgico que implica, los anticuerpos anti-TPO
juegan un papel muy importante.



La tiroiditis de Hashimoto se caracteriza por ser una enfermedad Grgano-especifica,
que se inicia con hipertiroidismo y formacién de bocio difuso, observindose
posteriormente destruccién de los folfculos tiroideos. En  su evolucién se presenta
infiltracién linfocitaria, monocitica y de células plasméticas asociada a los centros
germinales, situacién que se traduce posteriormente, tanto en un funcionamiento
disminufdo o hipotiroidismo, como en la formaci6n de anticuerpos anti-tiroideos (anti-TPO

y anti-Tg). (5, 9, 34, 44)

En aproximadamente el 90% de los pacientes con tiroiditis de Hashimoto, se

observan tftulos para anticuerpos antitiroideos medi: positi a franc

elevados especialmente en el caso de anticuerpos anti-TPO, por lo que estos anticuerpos

son considerados como indicador de icidad al corr e con el grado de

pPatos

actividad de la enfermedad y la destruccién de la gldndula tiroides. 4, 5, 9, 20, 34)

2.9 SISTEMAS INMUNOMETRICOS PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-TPO

Se han implementado diferentes si i étricos, para la d ion y

ificaci6n de anticuerpos antiti

1.- Inmunodifusién

y entre éllos, de los anticuerpos anti-TPO:

2.- Fijacién del complemento

3.- Hemaglutinaci6n pasiva

4.- Aglutinaci6n en particulas de lstex

5.- Inmunofluorescencia (método i histoquimico)
6.- Inmunoenzimético (E.L.1.5.A.)

7.- Radioinmunoandlisis (R.1.A.)




8.- Inmunorradiométrico (I.LR.M.A.)

En los dltimos afios se han empleado principal i analfti como el

LR.M.A,, E.LLS.A. y RIA,, que presentan una elevada sensibilidad y especificidad
para la deteccién del analito. (4, 7, 12, 30, 39)

1.- Inmundifusién: se realiza en un medio semisélido que generalmente es agar. El
objetivo de esta técnica es detectar la formacién det complejo antlgeno-anticuerpo (Ag-Ac),

por la presencia de precipilado; no es una prueba muy sensible ya que con éla pueden

4

e niveles de alrededor de 1 g/l de analito. (4, 7, 19)

2.- Fijacién del pl las i Ag-Ac en las cuales se activa el

sistema del complemento, no producen ninguna manifestacién visible, por lo que requieren

de un indicador que evidencle el fené General se utilizan eritrocitos de carnero
que al lisarse liberan hemoglobina (Hb). Es un método semicuantitativo con sensibilidad de
orden de 10°} g/, por lo que su utilidad se limita a concentraciones elevadas de antfgeno.
“,7,19,39

3.- Hemaglutinacién pasiva: es un método més sensible que la inmunodifusién

(10-4 g/1), aunque constituye también un procedimi icuantitativo, Esta prueba se
basa en el fen6meno de aglutinacién, que ocurre con células sensibilizadas (eritrocitos) en

presencia de un antigeno especifico. (4, 7, 9, 39)

4.- Aglutinacién en particulas de lftex: técnica semicuantitativa con sensibilidad

semejante a la que presenta el si de h lutinacién. Su fund > es similar a élla,

con la diferencia que las partfculas sensibilizadas son de létex. (4, 7, 9, 39)



S.-1 fl ia: es un método i hi fmico o ci ico, ya que

4 q

se realiza prefer en tejido obtenido por biopsia, utilizando un anticuerpo
especifico marcado con fluoresceina, que permite la localizacién del antfgeno, con la ayuda

de un microscopio especial. (4, 7, 39)

6.- Inmunoenzimético E.L.1.S.A. (Enzyme Linked Inmunoabsorbed Assay ): es un
sistema analltico recientemente desarrollado, altamente sensible (106 g/1) y especifico por
lo que se emplea para cuantificacién, sin embargo, es de mayor costo en relacién con los
anteriores. En él uno de los componentes del complejo Ag-Ac es marcado con una enzima

(fosfatasa alcalina o peroxidasa) que al ponerse en con un d do que

sitve como revelador, da lugar a un compuesto colorido que puede medirse
fotometricamente, (4, 7, 19, 34, 29)

7.- Radioinmunoandlisis R.1.A.: esta metodologia tiene un alto grado de

sensibilidad; se basa en la reaccién Ag-Ac detec- table gracias a la presencia de un

A,

radiactivo 1 1-125), En este sistema se establece una competencia
entre el antigeno natural y ¢l antigeno radiomarcado, por unirse a un receptor especifico.
La senibilidad de esta metodologfa es del orden 109 g/l . (4.7, 48)

8 . Inmunorradiométrico I.R.M.A.: es un método alternativo, tan sensible v
especifico como el R.1.A.; es practicamente una modificacion de éste. En él, el antfgeno a

cuantificar se combina con un anticuerpo radiomarcado y en lugar de establecerse una

competencia con el trazador por una idad limitada de i po. éste Gltimo se

presenta en exceso. Su mayor inc i es la disposici6n de anticuerpos con un grado

de purezs adecuado para su marcacién (4. 7 30. 48)



2.10 RADIOINMUNOANALISIS (R.1L.A.)

El R.ILA, constituye una dologfa analltica al ible y especifica que

se utiliza para la cuantificacién de diferentes analitos (péptidos, hormonas, vitaminas,
férmacos, etc...) que se encucntran en muy bajas concentraciones en el torrente sangufneo
(10-9 gny.

El si involucra la formacién del lej g anticuerpo (Ag-Ac).

P

mismo que se hace evidente por la presencia de un trazador radiactivo en uno de sus

componentes. En €] se establece una p ia entre el natural y el antfgeno

radiomarcado por unirse a una cantidad limitada de un receptor especifico o anticuerpo,
dando lugar a la formacién de dos dife- rentes complejos Ag-Ac (frio o estable) y Ag-Ac”
(caliente o radiomarcado)

La cantidad de compuesto radiomarcado unido es inversa a la concentracién del
analito presente en la muestra a cuantificar.

El sistema de R.I.A. esti cosntituido por :

a) Un receptor especifico (Ac) que se une a la sustancia a medir (ligando o
antigeno).

b) Un ligando marcado con un isétopo radiactivo (Ag*), para constituir un trazador.

c) Antigeno no marcado o natural (Ag) leado como and de

concentraciones conocidas, que permitirén establecer una correlacién con el problema.
d) Agente de separacién entre el ligando unido al receptor y el libre (agentes

especificos y no especitiuns) Tabla |
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TABLA I : METODOS DE SEPARACION DEL TRAZADOR UNIDO Y LIBRE PARA

R.I.A.

METODO MATERIAL EMPLEADO
FRACCION LIBRE CARBON CUBIERTO
CON DEXTRAN
ADSORCION
FRACCION UNIDA RESINAS DE

INTERCAMBIO IONICO

SOLVENTES ETANOL,
PRECIPITACION ORGANICOS POLIETILENGLICOL
INESPECIFICA
DE LA FRACCION SALES SULFATO DE AMONIO
UNIDA
ACIDOS TRICLOROACETICO
PRECIPITACION INMUNOLOGICA DOBLE ANTICUERPO
DE LA FRACCION UNIDA(ESPECIFICA)
POLIMEROS
RECUBIERTOS DE
ANTICUERPO
FASE SOLIDA PARTICULAS DE

HIERRO O SILICATOS
UNIDOS A MOLECULAS
DE ANTICUERPO
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Las propiedades de uni6n de los en un radi lisis se ven afectados por

diferentes factores. La especificidad del sistema depende del receptor, que generalmente es

un anticuerpo prod de la i izacién de un animal para obtener inmunoglobulinas
especificas, La sensibilidad del sistema estd limitada por dos factores: la avidez del
receptor y la actividad especifica del trazador. La especificidad es tnica para ta unién y la
avidez denota ta potencia de unién, (4, 7, 48)

La formacién del complejo Ag-Ac no es pr

una r i6 ; durante

P 1

€lla se establ interacci de pl idad entre 1a determinante antigénica y la
regién variablle del anticuerpo, interviniendo fuerzas de atraccién y repulsion de ambas

moléculas,

Esta reaccion est4 sujeta a 1a Ley de Accién de Masas que dice: " La velocidad de
la reaccidn es directamente proporcional a la concentracién de las masas activas en la

reaccién *, La formacitn del complejo Ag-Ac se ve infl iada por la acién de

los reactantes y tiende al equilibrio. (Ver Fig. 7)

——

Ag + Ac Ag- Ac

Fig. 7 REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO

Existe una constante de proporcionalidad, que es funcién de la concentracién de

reactantes y productos. (Ver Fig.8)



[Ag)+[Ac] [Ag-Ac]

[ Ag-Ac]

[Ag1[Ac]

Fig. 8 EQUILIBRIO DE LA REACCION ANIGENO-ANTICUERPO

El sistema se puede ver afectado en su equilibrio por diferentes factores, tales

como; pH, temperatura, concentracién de los reactantes, fuerza ibnica, etc... (4, 7, 44, 48)

Como ya se iond, el R.LA. ita de un d diactivo para evid

s

la este dor debe portarse homol al antf] natural. Entre los

niiclidos radiactivos més utilizados estn : C14, H3 y 1125, Para su eleccién es
importante tomar en consideracién el tiempo de vida media radiactiva (T1/2), el tipo de
elementos que conforman la molécula a ser marcada y la labilidad de la misma, ya que
algunos compuestos sufren alieraciones importantes en su estructura durante el proceso de

a3 Py 1 9 . ¢ adad

su y prop antigénicas. (4, 7, 44, 48)

P

Tomando en consideracién todas estas caracteristicas el 1125 es el radioniclido m4s

utilizado'para la metodologfa de R.1LA.

El aje para ob una molécula trazadora se basa en la introducci6n de un

is6topo radiactivo en la estructura de ésta, di un método qufmico o biolégi
adecuado. Se han descrito varios métodos de radiomarcaje; los mids empleados en la
actualidad son: Lactoperoxidasa (LPO) y lodogen, los cuales tienen su fundamento en una
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reaccién de oxidacién para la introduccién de un dtomo de 1125 en la molécula de interés.
(29, 49)

Cualquiera que sea la técnica de marcacién empleada, el Ag®, debers someterse a
un proceso de purificacién, para que pueda utilizarse en el sistema analitico. Con este fin
se han wtilizado diferentes procedimientos fisicoquimicos tales como: cromatograffa en
capa fina, cromatografia en papel, cromatograffa de exclusion molecular, intercambio

i6nico, didlisis, cromatografia liquida de alta presién (HLPC). La eleccion del sistema de

purificacién dependeri de su disponibilidad y eficiencia para la molécula marcada,

buscando siempre la sencillez y rapidez de! procedimicento. (4, 7, 48, 49)

Existen dos modalidades de la dologfa de R.L.A.

1.- Sistema competitivo

2.- Sistema no competitivo

1.- Sistema competitivo: es el més comiin, estd dirigido a la cuantificacién de un

=

ligando, al e una p ia entre éste y el antfgeno radiomarcado; como

resultado de la reaccién hay formacién de complejos, frio o estable (Ag-Ac) y caliente o
radiomarcado ( Ag-Ac™). (4, 7, 48) . -

En este sistema se limita la cantidad del receptor, para que la competencia que se
establece por éste pueda correlacionarse con la cantidad de complejos marcados formados.

El tiempo para que se efectiic la reaccién depende de las concentraciones de los reactantes.

2.- Sistema no competitivo: en este tipo de sistemas, el marcado con un

radioisétopo es un anticuerpo, razén por la cual es particularmente ftil cuando el ligando
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no es de ficil radic i6n. El ligando debe p al menos dos regiones moleculares

con capacidad para unirse al receptor.

El ptor o anticuerpo se acoplado a una matriz sélida insoluble. Debe

existir una fase adicional icuerpo radi do (Ac'), que al reaccionar con el

complejo previamente formado {Ag-Ac), dé lugar a un complejo Ac-Ag-Ac”.
(4, 7, 30, 48)

La mayor utilizacién de los sistemas competitivos ha sido la deteccion de moléculas
antigénicas de bajo peso molecular, mientras que los sistemas no competitivos se han

orientado para cuantificar sustancias de peso molecular mayor. (4, 7, 30, 48)

En ambos sistemas, la concentracién del analito presente en la muestra problema

puede cuantificarse por interpolacién en la curva dosis-respuesta construida en base al

portamiento de a los estndares de ¢ i6 ida. (7, 48)

24



CAPITULO W



PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA

LEXTRACCION |
|

l PURIFICACION l

1
BARACTERIZAC[ON 1

T

—

1

Actividad enzimética

(Método de guayacol)

Inmunogenicidad

(Nefelometrfa)

Conc. proteica

(Método de Lowry)

T

IDXSENO DEL SlS‘l‘EMA_]

l

Determinar concentracién

dptima del antfgeno TPO

je de la TPO con 1125

(Lactoperoxidasa)

Estandarizacién de condiciones de reaccién

|

Correlacién del si

' q

conun

(sensibilidad, reproducibilidad y especificidad)
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3.2 MATERIAL
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

- Tejido tiroideo obtenido de ia de sujetos normales y preservado a -70° C (INNSZ)

- Sueros | proced de i con enfermedad tiroidea autoinmune, con

diversos tftulos de anticuerpos anti-TPO (INNSZ)
- Sueros humanos normales (INNSZ)

- Sueros control positivos y negativos (Fujirebio. Inc.)

3.2,2 MATERIAL DE LABORATORIO
3.2.2.1 Material diverso

- Probetas graduadas Pyrex (50, 100 ml)

- Tubos de ensayo de vidrio Pyrex (130 X 100 mm, 160 X100 mm, 120 X 75 mm)
- Vasos de precipitado Pyrex (25, 80, 100, 150 ml)

- Matraces aforados Pyrex (25, 50, 100, 1000 ml)

- Pipetas serol6gicas graduadas  Pyrex (1, 5, 10 ml)
- Pipetas automdticas Oxford, de volumen variable (20 - 1000 ul)
- Pipetas Pasteur de punta larga
- Pinzas para soporte
- Soporte universal
- Gradillas de alambre para 90 tubos
- Membrana para diélisis,
PM 12 -14 kDa (Spectropor membrane-tubing)
- Tijeras
- Bisturf

- Pinzas de diseccién
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- Celdillas para Nefelémetro Behring (OVI 04-05-Behring Institute)
- Celdillas para espectrofétometro Beckman (DU-65)
- Tubos de poliestireno Eppendorf

3.2.2.2 Equipo

- Balanza analitica Mettler H 35

- Balanza gravimétrica Harvar Trip balance OHAUS Scale Corp

- Ultracongelador Revco-ULTRA low temperature freeze

- Homogenizador Polytron 111118 (Williams Brinkmann Inst.) Canad4
- Centrifuga refigerada TJ-6 (Beckman)

- Centrifuga refigerada RC-5B (Sorval)

- Ultracentrifuga Combi Kinematica OMBH

- Agitador magnético (Aparatos Cientificos) Sol-Bat-C-127

- Nefel6metro lasser (Behring Lasser Nephelometer) 3180411200734

- Espertrofotémetro UV/Vis DU 65 Sp L (Becl )

- Columna de vidrio para cromatografia 22.0 x 2.7 ¢cm (LKB)

- Columna de vidrio para cromatografia 1.0 x 10 cm (Pyrex)

- Potenciémetro Weston 1277 (Corning)

- Microscopio electrénico

- Equipo de ultrafiltraci6n Amicon 8200 PM 10X (Amicon Corporation)

- Contador de radiacién gamma tipo pozo 1277 Gammamaster (LKB-Wallac)



3.2.2.3 Reactivos

- NaCl . (1.T.Baker, Q.P.)

- KHaPO4 . (J.T.Baker, A.C.S.)
-KaHPOy (1.T.Baker, A.C.S.)

- NapHPO4 {J.T.Baker, A,C.S.)

- NaCl 0.09 % (PISA)

-KCl } (J.T.Baker, Q.P.)

- Albiimina bovina fraccién V (Sigma Chemicals, Q.P.)
- NaCO3 (J.T.Baker, Q.P.)

- NaOH (I.T. Baker, A.C.S.)

- Tartrato de sodio y potasio (J.T.Baker, Q.P.)

- Reactivo Folin-Ciolcalteu (Sigma Chemicals, A.G.)
- Guayacol (1.T.Baker, A.G.)

- H20; al 30% (Merck, A.G.)

-HCl ' (J.T.Baker, U.P.)
-Hy504 (1.T.Baker, A.C.5.)

- Polietilenglicol-E 6000 (Sigma Chemicals)

- NaI-125 100 mCi/ml en NaOH pH 7-11 (Amersham Co, A.C.S.)

- Lactoperoxidasa 60-80 U/mg protei (INC. Biochemicals)

- Sephacry! §-200 (Pharmacia Fine Chem)
- Tween 20 (CIS Bio International, A.G.)
- Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chem)
- OPD-2HCI (O-Fenilendiamina-2HC1) (Abbott Laboratories)

- Sera Tek, Microsomal antibody Test (Fujirebio Inc.)

- Solucién amortiguadora de barbi EDTA 0.05M, pH 8.6

(Sigma Chemicals, A.G.)



- Anti-gamma globulina (DAKO, G.N.)
- CuSO4 (J.T.Baker, Q.P.)

Nota:

U.P, = Ultrapuro

Q.P. = Quimicamente puro
A.G.= Grado analftico
G.N.= Grado Nefelométrico

A.C.S.= Reactivo que cumple con las especificaciones de la Reagent chemicals.

3.3 PREPARACION DE SOLUCIONES

A) Soluciones de uso general

1.- Solucién amortiguadora de fosfatos salina (PBS) 0,02M, pH 7.4

e 8.T7g
K2HPO4 -7TH30......2.09 g
KH2PO4...ccetvnvanennns 2.04g
KCloerirvenresrennennnnnn0.22 8

Aforar a 1000 m! con agua destilada, ajustar pH.

2.- KC1 3M en solucién amortiguadora de fi 0.0IM pH 7.0

NaH2P0y4............ 0,138 g
NapHPO4......... w0141 g
KCoviiiiiiaans PR 22.35g

Aforar a 100 mi con agua destilada, ajustar pH.
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3.- Solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M, pH 7.0
NaHzPO4 -H20 .....6.90 g
NazHPOq4...............7.09 g

Aforar a 1000 ml con agua destilada, ajustar pH

B) Soluci para acién protéi
4.- Albimina 100 mg/ml en solucién amortiguadora de fosfatos salina (PBS)
0.02M, pH 7.4
Albdmina.............. 500 mg

PBS 0.02M, pH 7.4..5 m!

5.- Solucién A (Lowry): Carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1N, tartrato de sodio
y potasio 1%, sulfato ciprico 2%

Aforar a 100 ml. Adicionar | m! a la primera solucién

6.-Solucidén B (Lowry):

Reactivo de Folin 1:1 con agua destilada

C) Solucuines para actividad enzimética
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7.- Guayacol (O-metoxifenol) 0. 1M

Guayacol .....ocure-00. 10,9 mi
Aforar a 1000 ml con agua destilada

8.- Hy0y 0.03M

H202 .vverniiennennnnn 1,02 ml
Aforar a 1000 m! con agua destilada

9.- H2804 IN
H2S04...0covveeneennn27.2 mi
Aforar a 1000 m! con agua destilada

10.- OPD-2HCI
OPD-2HCl............12.8 mg
Diluir 10 minutos antes de usarse con 300 ul de PBS 0.02M, pH 7.4 - H202 1%

Neafol c,

D) Sol para fa

1.- Solucién amortiguadora de fosfatos - Tween - PEG, pH 7.0
KH2PO4 ...covnnenenn 0,47 g
KaHPO4 -3 H70.....2.12 g
NaCl .cocvvrnveeevannnnn7.43 8
PEG E-6000 .........40.0 g
Tween-20 ..............5.0 m!
NaN3oeininnn 10 g

Aforar a 1000 ml con ag\ii destilada, ajustar pH )
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E) Soluciones para Radiomarcacién

1.- Solucién amortiguadora mezcla salina de barbituratos, 0.05M, pH 8.6.

Barbiturato de sodio ...... 80¢g
Acido barbitirico ......... 58g
EDTA ...ccovvivininnanne 35 g

Aforar a 1000 ml con agua destilada, ajustar pH

2.- Hy03 0.03 ug
H07 al 30% .....

Aforar a 1 ml con agua destilada

F) Soluciones para Radioinmunoanilisis

1.- Soluci6n diluyente para R.1.A. TRIS-HC!, 0.IM NaCl-0.15M-BSA-Tween 20,
pH 7S

NaCl iiivnnniniicennnininne 88g
BSA ....iiiiiiiiiincinienee 50g
Tween-20..cccoiiirennnnen 1.0ml

Mezclar los reactivos y conservar a 4°C,



2.- Solucién PEG-E 6000 Salino 4%

Aforar a 1000 mi con agua destilada

3.4 METODOLOGIA
A) Extraccién del Antigeno.
1.- Descongelar el tejido tiroideo y pesarlo; desmenuzar finamente el tejido en

. amortiguador de fosfatos salino 0.02M, pH 7.4 , hasta cbiener una suspensién.

2.- Centrifugar la suspensién tisular a 1100 x g durante 20 minutos a una

temperatura de 4°C, con el objeto de eliminar restos celut muy pesad
3.- Centrifugar el liquido sobrenadante del paso anterior a 9000 x g durante 20
minutos, a una temperatura de 4°C,

4.~ Centrifugar el liquido sobrenadante a 105 000 x g durante 60 minutos, desechar

éisobrenadameyconservarel, ipitado que iene el antfj i 1. (17, 19)

B) Identificacién, purificacién, caracterizaci6n y cuantificacién del antigeno.

f.- Observar la p ia de los mi por mi pia electrénica de barrido.
2.- Solubilizar el antfg i 1, 1l do el precipitado a un vol
mfnimo de una solucién de KCl 3M, en solucién amortiguadora de fosf: 0.01M, pH

7.0; dejar en agitacién durante 16 horas. (32)
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3.- Cromatografiar en Sephacryl S-200, eluir con solucién amortiguadora de
fosfatos 0.05M, pH 7.0 y colectar aproximadamente 80 fracciones de 1.5 m! cada una.
(45, 46)

4.- Determinar la presencia de protefnas en estas fracciones mediante su lectura en

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 280 nm.

5.- Evidenciar la presencia de TPO midiendo su actividad enzimética, por el

método de oxidacién del guayacol. (16, 17, 18)

6.- Como un paso adicional se evidenci6 la presencia de la enzima, haciéndola

reaccionar con OPD. (47)

7.~ Determinar la actividad inmunogénica por Nefel fa, leando anticuerpo:

especificos.

8.- Cuantificar la concentracitn de la enzima por la técnica de Lowry, comparando

con un patrén de albimina. (27)

C) Radioiodinacién del antfy

1.- Consid do que la i ividad se 6 miés conservada en la
tercera fraccién y la actividad enzimética era aceptable (630 U), se selecciond ésta para la

radiomarcacién, utilizando para éllo 20 ug de TPO.

2.- En un microvial Eppendorf adicionar 20 ug de TPO, 0.5 mCi (18.5 MBq) de
Nal-125 4 ug de Lactoperoxidasa (LPO) y 0.03 ug de HaOp (2 ).
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3.- Agitar en vortex durante exactamente 30 seg.

4.- Parar la reaccién mediante la adicién de 500 ul de solucién amortiguadora de
fosfatos 0.05M, pH 7.0

5.- Centrifugar a 250 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C

6.- Someter a purificacién por columna de sephadex G-100 y eluir con solucién

amortiguadora mezcla salina de barbituratos, 0.05M, pH 8.6

7.- Colectar fracci de aproximad, 500 ul y i la actividad
presente. (48, 49) .

D) Estandarizacién del sistema analitico ( R.1LA))

1.- Diluir {as muestras séricas 20 veces con solucién diluyente de TRIS-HCI-NaCl-
BSA-Tween-20, pH 7.5

2.- Preparar solucién de antf do (TPO-1-125) a obtener una actividad
entre 40,000 y §0,000 cpm en 50 ul , utilizando para éllo solucién diluyente y la alicuota

con mayor actividad, obtenida de la purificacién de 1a radi ion del antf|

3.- En tubos de vidrio de 120 X 75 mm, adici 50 pldela predilufda y
50 pl del antigeno radiomarcado, incubar 16 horas a 37° C.

4.- Adici 2 ul de anti-i lobulina G ¢ incubar 1 ha37°C.
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5.- Adicionar 500 ul de PEG-E 6000 Salino al 4%; mezclar en vortex.
6.- Centrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos a una temperatura de 4°C

7.- Decantar cuidadosamente y dejar escurrir los tubos invertidos, sobre papel
absorbente; contar la radiactividad presente.

_8.- Interpolar los problemas en la curva patrén construida con muestras de
cone i idas (estdnd )

9.- Comparar los resultados obtenidos por R.I.LA., con aquéllos obtenidos

sometiendo las muestras a inmunoaglutinacién (sistema comercial). (3, 30, 47)



CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 RESULTADOS

Como lo muestra la Figura 9, en la primera parte del procedimiento de extraccién y

purificacién de la peroxidasa tiroidea, se evidencié la presencia de estructuras

1 01

enel p producto de fa ultracentrifugacién a 105,000 x g.
En lo que respecta a la purificacién de la enzima en Sephacry! $-200, la Figura 10
permite identificar, mediante la D.O. a 280 nm, una amplia zona con mayor probabilidad

para contener a la enzima (fracciones 25 a la 50).

La medicién de actividad enzimética con OPD, proporcion6 r(':sullados positivos

para la misma zona, aunque con diferente intensidad a lo largo de ésta.

La medicién de actividad peroxidésica, (ensayo de guayacol), definié dentro de

esta gran 4rea cuatro zonas con diferente actividad enzimética,

La actividad inmunogénica obscrvada, de acuecrdo a los resultados de la
nefelometrfa, fue también diferente. La determinacién de la concentracién proteica se
realiz6 de acuerdo a la técnica de Lowry. Estos datos se observan mejor en la Figura 11,
(Ver Tabla I[)

La alfcuotas pertenecientes a cada una de estas zonas, se mezclaron y concentraron
por ultrafiltracién en Amicon (PM 8200) La concentracién proteica de éllas permitié
establecer en cstos térmirios ¢l rendimiento del procedimiento que fué del 12.5%, cifra
comparable a la reportada por otros autores.
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Los resultados obtenidos al radiomarcar la enzima con 1125 se muestran en la
Figura 12. La eficiencia de iodinacién fué del 30%, manteniéndose la actividad
inmunogénica de 1a enzima en un 88%. El producto de la iodinacién mostré una actividad

especifica de 7.5 Ci/g de la enzima, (ver Tabla III)

En lo que respecta al R.I.A., como se muestra en la Figura 13 se obtuvo un mejor
desplazamiento de! sistema al someterse ésta a una incubacién a temperatura de 37° C

durante 16 h, ya que a temp bi la btenida fué menor, El adecuado

P

desplazamiento del sistema se corroboré al procesar diluciones seriadas de un suero con

tftulos muy elevados para anticuerpos anti-TPO,

E! coeficiente de variaci6n intraensayo fue de 3%, mientras que el interensayo fue
de 5%. La sensibilidad del sistema es de 0.5 U/ml.(ver Tabla IV)

La p ién de los ltad btenidos por R.I.LA. y el sistema comercial
(inmunoaglutinacién), mostré un coeficiente de correlacién de 0.87 como puede apreciarse

en la Figura 14,indicincandose los datos corrspondientes en la Tabla V.
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FIG. 9a MICROGRAFIA DE MICROSOMAS (103 X)



FIG. 9% MICROGRAFIA DE MICROSOMAS (12 x 103 X)
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TABLA H: PURIFICACION, CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE
TPO

FRACCION| D.O. O.P.D. | GUAYACOL [NEFELOMETRIA[LOWRY
NUMERO | (280 nm) (470 nm) Uy ) (mg/ml)
01 000 010 010 0.10 0.4
02-24 010 010 010 0.10 <0.1
25 257 010 010 0.10 4.3
26 588 010 010 0.10 6.2
27 1082 010 010 0.10 35
28 3183 010 010 0.10 31
29 3183 010 010 0.10 3.1
30 3183 010 010 0.10 2.0
31 3183 020 131 5.21 1.7
32 3183 060 295 8.04 31
33 3183 210 158 9.95 23
34 3183 400 216 11.33 3.0
35 3183 530 166 6.20 2.8
36 3183 600 in 5.31 3.0
.37 3183 620 130 2.79 3.1
38 3183 700 250 3.92 3.5
39 3183 700 573 2,70 3.6
40 3183 750 133 2,85 2.7
41 3183 680 666 6.50 2.5
42 3183 640 370 5.68 23
43 3183 640 164 12,24 L7
4 3183 610 628 12,15 0.9
45 3183 450 313 12.81 1.6
46 2704 460 136 9.88 0.9
47 2218 380 462 1150 2.5
48 1885 330 186 8.97 3.0
49 1837 290 010 8.52 3.0
50 1624 280 010 9.45 2.2
51 1486 190 010 10.61 2.2
52 1378 180 010 8.57 31
53 1238 160 010 8.58 L9
54 1146 160 010 6.93 2.6
55 1012 160 010 5.14 1.7
56 912 140 010 4.24 1.0
57 882 150 010 2.25 1.4
58 749 160 010 0.10 1.0
59 739 110 010 0.10 0.8
60 616 090 010 0.10 0.5
61-79 069 010 010 0.10 0.1
80 050 010 010 0.10 0.1
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TABLA I1I: RADIOMARCACION DE TPO, PURIFICACION EN SEPHADEX G-100

NUMERO DE FRACCION PURIFICACION INMUNOREACTIVIDAD
(c.p.m.) (c.p.m.)

01 — b e

02 — J—

03 —— -

04 1386 10785
0s 690 5325
06 222 331s
07 418 195
08 9426 1035
09 63284 37008
10 77895 68565
11 17206 7785
12 1670 7695
13 544 1095
14 S0 585

15
16
17

42
10
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FIG. 12 RADIOMARCACION DE LA TPO, PURIFICACION EN SEPHADEX G-100
E INMUNOREACTIVIDAD
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TABLA IV: ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE R.LA.

ESTANDAR 20°C 37°C
(U/mi) (UNION) " (UNION)
0.0 L3 1.2
0.5 3.1 4.1
2.0 6.3 9.7
5.0 9.0 17.0
10.0 13.9 25.0
100.0 30.0 61.5
1000.0 355 65,0
SUERO AcTPO(+) UNION
Sidituir 39.5
12 58.0
1/4 65.0
1/8 535
1/16 26.3
1/32 13.7
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TABLA V: COMPARACION DE LOS DOS SISTEMAS
RADIOINMUNOANALISIS -INMUNOAGLUTINACION (R.LA. - 1.A)

TITULO (L.A)) (R.LA)) U/ml
Neg 0.3
Negativo .04
Negati 0.5
Negativ i.0
Negati . 1.9

. v 1.3

....... 1.5

2.0

3.5

2.5

3.5

4.3

5.0

54

6.5

73

8.0

3 9.7
1/12800.... 10.0
1/12800 . 15.5
1/12800. 20.5
1/12800... 25.0
1/12800. 26.7
1/25600, 28.0
1/25600. 325
1/25600. 373
1/25600. w427
1/51200 . ..45.9
1/51200. ..554
1/51200. ...57.9
1/51200. ...62.5
‘17102400, 57.4
1/102400.. 65.6
1/102400. 80.0
1/102400. 95.7
1/204800.. 105.0
1/204800.. 125.0

17204800......0000ceiecennenironnnnas verreeee >150.0
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4.2 DISCUSION

Considerando que 1a TPO es el principal ituyente de los mi tiroid

la observacion al microscopio electrénico de las estructuras mi les en el precipitad:

P

procedente de la ultracentrifugacion del tejido tiroideo evidencia la presencia de la enzima
en dicha fraccién.

La presercia de  cuatro zonas con diferente concentracion proteica y actividad

peroxidésica, resultantes de 1a purificacién del extracto conteniente de la enzima en

Sephacryd 5-200 sugicre la p ia tanto de isof de 1a enzima ( ! 2y3),
como de agregados (fraccién 1) o prod de degradacién (fraccion 4), | de las
dici inhy al métod: dépurit'wién.

‘La mayor actividad peroxidésica da en las fracci 2 y 3 (dos picos de
570 U y 660 U en la fraccin 2 y un pico de 630 U en la fraccién 3), asf como 1a mayor
actividad inmunogénica de &stas, fundamentan esta hipdeesis y apoyan la seleccion de 1a

fraccién 3 como 1a mejor para empl como antif enel blecimi del si
de R.LA. )
En lo que se refiere al rendimi del procedimi descrito para la extraccion y

purificacion de 1a peroxidasa tiroidea, que fué de 12,5%, éste ¢s similar al reportado por
otros autores que han utilizado procedimientos diferentes, (3, 30)

La radiomarcacion de la enzima utilizando | idasa (LPO), proporciont con

(e

una eficiencia del 30%, un producto radiomarcado con actividad especifica bastante
elevada 7.5 Cifg (27.75 x 107 Bq), que conserva su inm ividad practicamente
ntégea (88%). (3. 30, 49)

so



Consid do tos 1ead, (A almejor‘ pl .

P

de la curva

estandar, mayor sensibilidad del sistema y menor coeficlente de variacién en las

1in 1

como dici definitivas del sistema, el tiempode 16 h y
la temperatura de 37° C. La muestra se trabaj6 en dilucién 1:20 en base a informacién
bibliogréfica. (3, 30)

El desplazamiento de la curva elaborada con diluciones seriadas de un suero

proveniente de un sujeto con tiroiditis de Hashimoto, mostré un desplazamiento semejante

al de los estind: de i idas, situacién que refuerza la validez del

sistema establecido.

El alto grado de correlacin que se encontré al comparar el sistema propuesto

(unidades), con el si ial de i aglutinacion (iftulo), certifica la validez del
sistema de R.1.A. Las discrepancias observadas en los Hados p principal
en los suecros de titulos bajos para anticuerpos anti-TPO, son atribufbles tanto a la
sensibilidad del sistema, como a la p i6n de los principal ;‘ pes del antig

‘la especificidad del si quedé d da al ot ltad B
(<1 5 U/ml) utilizando sueros previamente identificados como negativos para anticuerpos
anti-TPO y titulos medianos a altos con actividad para anticuerpos anti-tiroglobuli
(anti-Tg).



CAPITULO V



CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos es posible elat las sigui 1

1.- Se describié un nuevo Jimi de aislami y purificacién de

P

peroxidasa tiroidea que permite, con buen rendimiento la obtencién de 1a enzima bajo sus

dos isoformas.

2.~ Se establece un pr to de radi i6n, que permite con buena eficiencia y
poco dafio a la protefna, obtener una actividad especifica adecuada.

3.- Se cumplié con los objetivos del trabajo al ser posible el establecimiento de un
sistema de R.I.A. que permite de una manera sencilla, con especificidad, sensibilidad y

producibilidad ad dos, cuantificar anticuerpos anti-TPO en muestras séricas, situacion

que puede en un futuro ampliarse a otro tipo de flufdos bildgicos.
4.- Si bien es cierto que el trabajo desarrollado requiere del manejo de diversas

4reas del lab io quimico, en i con alto grado de especializacién, los logros

alcanzados se traducen en la disponibilidad del material analftico, que puede ser empleado

en forma rutinaria en el laboratorio clinico.

5.- La infor i6n obtenida al ambos si pone de ifi la
mayor sensibilidad del R.LA. para la deteccién de Ac-TPO, situacién que concuerda con
los resultados reportados por otros autores.
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