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CARITULD I

INTRODUCSION

1.1 ANTECEDENTES

téeniea:‘disbbﬁibie;
2tros fluidﬁsfbié)g : a ,"1 v4 starior
‘el bioensayo cohfihda:siéndo uﬁavtécﬁic;»gmp¥gadé
asteroides Lpﬁdieron ‘se? determinad35 doh{Lp§‘adeeqagaJ

sitabéﬁ grandes

cantidades de muestra -ya que =stas hormonas"'nprhalmente se

encuentran en cantidades muy pequefas [11. En 1960 se  reportaron

los  primeros métodos para  la cuantificaciﬁnj’d‘;iinsulina Y

tiroxina. Ambos métodos estaban basados en-u
) n

dessrito como “Yandlisis por saturacién";;;y

“radisinmunoandlisis® por Yalow y Berson [31.. €L trabajo

con  tiroxina éstaba ﬁasado en consideraeiqﬁégvféﬁfibas Y é§1icaba
las propiedadés de la globulina acarreadbrardérti;omina czi, que
reaccionaba  espaeificamente con  hormonas tiroideas maréadas
anddgenamente " eon | radicyodo, elementﬁ utilizado para al
tratamiento de pacientes con cdncer del tiroides.

Estos dos ogrupas de trabajo estaban  interesados en  la
cuantificazidn de hormonas, de ahi gus la Endocrinologia haya sido
una de lau 4reas mds beneficiadas por el nuevs prineipio que lleve

a la detarminacion de rcantidades minimas (nanomclares) 2n  forma



esprcifica de algupa sustancia en una m2zcla tan heterogénsea  como

21 plasma sanguinso

por  satir

g5lo ensla

apligado

uracidn  fue

Medizal

varing

School® en Londres. erson, “.que durant

aftos  .habian ,lééerea-ﬁdé{ las.

empleando como

mismo afio de 1980, Etins describid
cuantificacidn de tiroxina sérica_ [2];?—;b§§a§9>—gn VEif mismo
principis, pero empleands, =n Iggaf de éntiqﬁé}é§§§;una'#rateina
que existe naturalmente 2n sl suere, laiélﬁbﬁlihé écarrgadora de
tiroxina (TBG). Ekins estaba interesado _én 3désarrollar una
metodoloagia universal aplicable a una éran»varieaad de compumstos;
de hecho., bhabia efectdado 2studins en otrag,sustgncias cons . la

insulina, la vitamina B-12 y la aldosterona, perc no pudo lograrlo

debids a la falta de marcadores radidactjvoSsadECUédbs €41,

En..la década siguiente, =1 RIA ~tuveioun gran-auge que fue

incrementando el nhmero de compusstos alos Que s2 podfa  aplicar

o



“este lipo de andlisis por: 4aturar10n. ﬁln wmbargu, aan Pxxstia la

limitadidn de no vontar

= omo iégg t
residuﬁ
hormonas
eantid}‘e
namer o ds
reackivd;
En
txempo p;ra

espec{fica;"

El empleo de 9nzxmas como reactlvo saturablp fua‘xntr'duvlda

g Rothenberg 20 1965 EEJ,V b4 posterlormente, 2n 195“70‘5,‘tantn
la membraﬁa‘ célula;‘ oM los recaeptores ‘intracelulares
(citoplasmaticos y nuclearas), fueron empleados de la misma mansra
con la esperanza de obtaner una mayor especificidad en algunos
sistamas {(zomo para algunas hormonas protéicas) para  los épgles

los métodons inmunologicos no eran satisfactorios,

Frobablemente el desarrolle mds importanté’
inmunoandlisis, fus =1 lograr aplicarloa compuéét s que

antigénicos por si mismos (haptenoé)kcnmn'lés'ﬁormona

esternides,

nucledtidos
Este

actualidad es Posibléicuahtifibar =10k



casi nualguisra de los compuzstos de interds biolégico, lo.rual ha

reprasentado uns gran-avanes anitodas las /vamas de lainvestigacisn

alogla

embargo, que.’

haormonas. ~esteroides

Testnsterona

bjeto de

encontrar el - mvaluarsn
tanbién diversas

glutaraldehidﬁ.

tiempr,

valos  regularss



de tiempao, durants

2y Otro. cbjetdve

w



CAFI M 11

GENERAL IDADES

o

dentro ide

ha sido zmpleada =n innumerable

Radizinmunoandlisis (RiA)lirél

Ventaj as:
1) La muy
reactivog
2 La

radiactivas



2 quimicos.

) Las muestras que e emplean‘éh.las diferdntes - determinacidnes

(fluidos . binlAgiss

usualmente “no  contienen i radiactividad

contaminant

' Existen posibles peligfdg;

de sustansias radiactivas.

2orta, ¥y alqunos otros de vida media'm&yor debe

en pariodos regulares de tiampo.

2.2 FRINCIPID GENERAL DEL METODOD

El RIA o el andlisis por saturacidn empleédoé pov ‘Yaiow 14
Berson [2) y por Eking [21 respectivamenté, g2 puede describir con
un modelo muy simple [41¢ wuna jarra ©on agua y un vaso,. Suponemos
qu hay 1m&5 agua en la jarras si tratamos de vaciar todo =1
contenidos de la jarra al vaso, llegard =1 momentc =2n que el
racipisnte no pueda contener mds y s empiese a derramar, La
proporeidn entre 21 agua que quedd en la jarra vy la que se darramnd
depands v rafleja la cantidad inicial de agua en la jarra. Dicho
de otra manera, 21 concepto distintive del ansdlisis por saturacidn
as que, parnitiendo qus  la sustancia a ser cuantificada (P)
reaceione  Conoun reaet;vo espac{fica (L) gque ti2ne una capacidad
limitada, la sustancia P (al saturar a 3 gueda en dos variedades,
libre y unida, de tal mansra que la relacidn qua exists entre las
dos varia d=2 acusrdo a la -cantidad inisial de P. La concentracidn

de F pusde se2r detesrminada comparando su distribucién . con  otras,



chbienidas’ a  partir de soluciones esstdndar a las- puales se las

amnoce de antsn
react iva
manara
libre),” la‘napacidad de @

pMQ@sﬁ

| S e P iam PE unide

FIGURA 1. El concepto distintivo del andlisis por saturacion.

Todo’ ssto implica que s nemesario poder distinguir las @ dos

variedades deol analitd {P}

se trata dn un marradut radiartzvu) } que reacc1anaré]y ié misma
mansra Lver,la fxgura 2), Postericrmente se separan las variadadas
libra vy unida obtenigndose ast la ralacidn entre ambas, reflejando
también la concentracidn inicial del analito.

2.2 NDAMENTD DEL RADTOINMLINGANAL ISTS

El fundaments del RIA =25 la 1nh1b1c10n ﬂompntxtxva de' 1a

unidn de un  aniigens marcado Age a un anttﬁ ’po' Aﬂ' por una

hermana me marcada CUntPn1da an anéndarﬂsr- munstras dﬁ5ﬂon0ﬁ1das

£46.3Y. LComo  eodends phservar 2n la f1gura 2:°71a reaccxdn entre
) . o

l



los  antigeanas. 2l anticuerpo.

produse una mezala (o

Y
Prmductma,:,' v
fraeéioneﬁ
PAasD c;ft
separaci&ﬁ

2l emples :

s2 enouEn

ANT LCUERFD: (A2

ANTIGENG“RADIACf{VU.IAéL;

FISURA 2. Reaccién bdsica del RIA.

2.4 El RADIOINMUNOANALISIS EN EASE SOLIDA

Una alternativa descrita por Catt y Trpgnar Ell],’ﬂuyo amp 120
ha ido aumentando =n los dltimos affos, a5 el RIA-gnﬂfase sslida,
en 21 oual el As s2 incorpora a una matriz sdlida (vidrio,
plastinos, weelulosa, =te,) y es ahf donde s= llava-a c¢abo la
formacidn  del compl2jo AgAn. - La separacidn de las fracoiones se
simplifinAa ya que se pu$d§ ilevar‘a éabo por simple decantacién o
asparsidn (vgr fxgura =) El_RIA'en fase sdlida (RIAF3S) prasenta

muchas ventaja

Cm,ll 14] “entre: las cuAales se pusden meneionar:

1) La sepéraciﬁn,noklmp};ga fuerzas disruptivas .que altersn la

3



unisdn - AgAn, ﬁomo sueed

n'll

=0 los sistemas .de pracipitacidn o

wtilizands

»warbﬁn, 5

i{minas

de efectuar =1 analisis de ssta

Por otra parte, ©al:
s plantea =1 smplec de una
antisuzrs (ASY  en andlisis

£8,211. Esto  se debe “alounos

sistemas es necesaria}.util~ aadééf dé\ As  al
acop}arlo a3 la matriz sdlid@v ’
provosar un‘impedimenta'esiéfl
quz 21 Ag tenga'accesﬁyé 1o
ohstante ksta situacidn,

sucedez [3,10,221,

s mas utiliaadﬁ,~

10



*¥ Sustrato

4" ' Fracclon
44" ‘ ' b 4 ** Libee
e —*
Fracclion
Unida
Fase Solids “incubacion Separacion

FIGURA 3. El RIAFS v, la separacién de las fracciones.
unida. : T e e S

adanijado’ e

a travésd

la tirosina

11



H H. - HID

Hooooo Hoo o HOOCH
D=0=(CHZ) 3-0=0 + H-N=(2H2) 4

FIGURA 4. Reaccidn

5A

FEL

HORMONAS

Es biwen sabido que algunas hormonas,

tiroideas vy las msteroides, se encuentran‘pa

proteinas anarreadoras; por udna parte’ia‘élbk '
una o mas protainas sériuas ”espec{fiméé Lina
alta afinidad pnr la hDrmnna 2N pary -
wuna  frascién de la hormona qu= vxé arlibrs 2n

pquxlxhrlu 0N 1a ffafulbn =+ libre usualmente




constituys

sl naso.de las Ry naswester

La .figura

testoste

Glabuiln

un PUPLPntaJP muy p#quﬁﬁu dPl tﬁtal dﬂ la hormuna.

3i‘es.as;del Iiéf‘id'

su prutp’na aﬂarrca b

fxnes de dzagnéstlﬂo

'1 t-:-tal (e

=i
izt

En




hormonas - en saliva: ne depends dai f1uj;ﬂﬂ§;5L§i“m§§ma L343, oy

ademds, aproximadanente | ig

funcisn e

FIGURA  S. Distribucidén del transporte de la testosterona en. el
plasma. : . i

lairegulacisn

testiculo =s el drgano principéI

hombre, el

produscion,

retroalimentacisn ‘i Hipotalams—Hips

(vay f f:::»év],u],é,'a "d‘

directas -

14



colesterol * sintetizado -en. estas uélulas ﬂes:i” ;}fuaﬁté~ffm55

impmrtante délj"ustratn CS?],f,PﬁYO wn ml humanm,} §1‘ § lﬂ taprol

procedents dml plagma txane la mzsma menrtanLLa E4H1 lQer figura

2.

Testosterona
Estradiol .~
Dihidrotestasterona

Receplor nuclear:de T
Receptorinuclear de D

o
RT
RO

Houonou

FIGURA 6."Di§§f&m§} dé,plé fisiologfia androgénica normal.®[33]

La figura % nos-musstra’las vias a través de las cuales  =s
sintetizada la T.. = sintesis depands q;f]la'

conversidn  de de ﬂalps 1 ‘a pregnenalona. Este’ paso RSLA

regulado  por o la ﬂﬁnﬁﬂnt la hnrmuna lutﬂlnzzantn
£391., Se puﬁde llagar ‘a la T a travns da dns v{as, lo euar

vregulade por la Aﬂtxv1dad de  1& ?4~bﬁta—0H Deshzdrogenasa,

: purde actuar 2n mualqus punto dn la =Intests. gffi

sAdaptads de “Williams Texthook of Endosrinelegy®, 7th €d., B, 262



FIGURA 7. El eje Hipotdlamo-HipsSfisis-Testiculno. LH RH = Hormona
Liberadora de la Hormona Luteinizante, LH = Hormona Luteinizante,
FSH = Hormona Folficule Estimulante, C = Colesterol, T =
Tastosterona. ®¥033]

sadap tadn de "Nill{aMs,Taxtbmmk,ﬁf‘Endocwinmlaqy", 7th Ed;ﬁ R, 252 165



Assetil CeA

n.E .

FIGURA 8. La biosintesis de testostesrona 2n la célula dn Leydxg. f>
= Testosterona, R.E. = Reticulo Endoplasmico.x[Z3] N R

sAdaptada de "Williams fexthonk of ‘IEnd-:nﬂ*in»';::lti:gy", Tih Bd., p. 242 17



Colesterol

LH

~> Prigesterana

;' 17,20fpeéﬁ01a§a”

DHEA :
17-Beta-0H~DH

Y
Androstendinl =

Tastosterona -

W

3-Beta—0H-DH

FIGURA 9. La biostntesig de testoqteroﬁi;éfﬁsl

La T pusde dar lugar tanto a sus metabolitoé,q¢ ;yosgrcomo'la

S-alfa-dihidrotestosteropa (DHT) y el 3~beta;_S—éifaégn@rostédiol,

comoe también puede convertirse en

(dioles, tricles y conjugados). ~Una ‘ve

metabolitos de exerecidn s2 eliminan en més7dgl : a;@faVés de 1la

orina, y s2 consideran inactiveos [411.

En la mujer, la T puede ser secretada por.e1 oQaFio y las
glandulas suprarrenales, pero la mayoria éroviene del metabolismo
de2 1a delta-4-androstendiona. 3Sus fluctuacionss durante el cinlo

menstrual son minimas (421,

zAdaptada de "Williams Texthook of EnddcrlnalagY", 7th Ed., P.Vééﬁ

o



1]

.7 HIRSUTISMO

Unc de. los padecimientms en la mujser dehidﬁs}a]uﬁ]Metabolismo*

distingni

existe e

Los éignos;‘clthieoé de sobreproduseidn. de

correlacionan d; la mejor maneca con las oconcentrd

libre. La scbrepraoduscisn  de T puede deberse -

excesiva del. -ovario ‘o.de- las suprarrenales; =pk

frecusncia =8 el résultada de ‘la cmﬁversién'perifﬁ i
priohormonas tales ocoms la de androstandiona a T ESli.f‘w

Se ha vreportado que el 40-80% E31,375 de  las mujeres
=linicament2 hirsutas presentan concentraciones 2levadas ds T
plasmatica, con posibilidad de mostrar también su fraceidn libre

elevada, sin  2mbargo e2sto sélo se ha comprobado en 2] 557 de los

Ya que 1la astividad bioldgica de las hormonas esteroides esta

estrictamente:‘relacionada a.la concentracidn de la fraocisn libre

o ’ . 19
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£14,:34~371, vy debids

valaras  desla Af r)an:r"i-fgn S1ibr
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CAPITULD TIT

salias:

reant

Dibdsico . ds

Meraok-Méxicms

MExinm.

-3) Reactivos biolﬁgigas:

-

Sigma Chemical Company, - St.

Carsosn, 1Ay Suero Normal

Nacional de la Nutr;cioﬁ, 3



iR Eentenm/EtanoI, ?'1.,;&.5. 135~ 130 b1/mmu1,‘ybbtanida‘da New -

England Nnrlaar, Boatun.’3'

3y  Lodireact Gtivada,

arade éiin;
Reactiyb
Blutaraldehid
Monolédréy
deruxtdo dn

PRI-FOPDF. rnluan ‘obtenxda,dngew

3.2 MATERIALES: Los matsrial

-

“pomun en el labdratnfio;Vy
matracses, matracss afaradus, éipﬁtas pipatoras
de ensays, termsmetro, hafo de inbubac16n5~t'
analftica Mettler, eta. Ademis s= utiliééﬁo
semiautomaticas (DQuford Sampler Svsten) de D.Dilaj
viales de vidrio de 20ml con tapén de rosca, iﬁﬁ
% 79 mm,' y tubos de poliesstireno y palipropiléhc d

proporeivonados por Biomen, Méxioo,

3.2 FREPARAGION DE SOLUCIONES: El agua que. s

preparacidn de las solucion2s de sste estqﬂid*fu
y hervida.
1 Solucidn: ’Amortiguadora de

Bicarbonatos™s ;
' e NBHC“U .

Na2c03 (anhidro



2) Solucisn Amortiguadara Fosfosalina (PBS):

4)

5 pH 7.4

s) Liquldo ‘dreficgntev;‘l'e!:a:,

o ,"Liquyif'.l"uor
&)

7

3)

% cbp: cuanto baste para iaforar a) e . 23



siguieron® &n .

salida 'paka

siguients se sustrajo.

hizo un enjuague con 0.5 ml de

consiste  en

ared interior de Be

adiciong  0,5ml de, susro antitestostera

(As) - diluido
[17.491, v s2 incubs 2 hr a 379C, EL Ad 52 retirs aplicandc vacio

y s& enjuagd con D.Snl de FBS. Con é1 antibuerppﬂya;aéoblado los

tuhos se guardaron tapados en refrigerac

24



los ouales sz prepararcn de la misma mansra, - exoepto -2l del

acoplamients dgl“éntisdé?é -’quiépasggti@uvﬁ
susrn n-:urmal
revestir
1w 'ﬁogxbl

tubuV

concentya

ACTIVAGION. " ACOPLAMIENTO ESTABILIZACION
c "
c Y,
Yy»
+ ccc e + Y}r — %
[+
[+
Tubo Gtutersidehide Tabe ictivede  Antisusro Reduccidn

FIGURA 10. Esquema que muestra l1a activacién, acoplamiento vy
estabilizacién del antisuero a la pared interior de tubos de
poliestireno.

Una vez activados los. tubos v con 2l antisusro - revistiends
sus paredes, s2 llevé a cabo el RIA =n fase sélida siguiendo las

mondicionas dascritas L1731, =2n sintasis:

tubos O.4ml de buffer de bicarbonatos y

[1,2,6,7-3H1 Testwsterana (GHT)"cqn;

equivalentzs a 0.979 pnol/ml. 2= incubid

y 0.5 hr a 4°C., Después de'la inc

bazisn ise

s inmpre

aspirands  oon vaﬁip) al;contenido'dé lqé tnbos Ly

2njiagaron

25



nan
“al
tubo . s

metanol

fue ‘decidir

observé que

aumenté - tambien

auperimeznto se plantes’ la posibi
la unién .

inolusidn - de

Aldehido Anﬁisugro

ST L “H
- S M AP T LR £y

R-C=0 4+ HEIN-Z~RY . =) . R-C=N-0-R" —_— R-C~N-Z~R™
! | L LN S R MBS 11

H ) COoH - R = B v v H H Z0oH

FIGURA 11, Esquema de la estabilizacidn de la wunidn entrz el
antisuero y el glutaraldehido,

Al reducirse la doble ligadura de la base de Sehiff, la unién

gana astabilidad, ~la . 2ual sersflejaria oomo unoaumento cen el

D
[



porcentaje de unidn.

Para = este - axperimento. - se  cemplearon - lag  siguientes

zoneentracions “A-Tas tnbos

antisusro

20000,

una ocurva  de dilucién del anticuerpo,

dilucionés del Ac qus vafiaroﬁ'desaé.1{4OQo hasta

el RIA [231. Por lo  tanto, =con el objeto

sensibilidad =n =l andlisis, disminiysndo 1;

caho los -siguientes experimentios

1) Se e9a1u67iéjinflhéndié‘éye"ﬁ dr

marcada. Para sumplir =ste bﬁjeii#;,
eon glutaraldehide al S% a les que.

1:20000. Al llevar a =abo =1 RIA," d

les hicieron Q. 1, &,




utilivaron 1”000 k 34ﬂ00, °6000 4“000 Y. 60000ﬁpm/0 1 m1 ﬁn tubos

I:QODOO;‘ c§H?fé1 inSﬁési,_, i
volumen ehpléadp ykia‘éﬁpé
cambio en el volumen‘dé Ac£{§ér10n
sxgnlfxratlvo en =l pornentaja de

Una vez wanrluxda rsta Ptapa 1n1ﬂ al
las condicippes que llevaron al desatrplb
llegd a 1a siguientz metodslogia para
acoplamients del  antisuero a logbfﬁ66s
maestro" de  tubos de hbliééi

antitestosterona diluido 1:20000 para la unxdn espec{f1ﬂa Y

para la UNE), El =squema fus a2l szgu1entn'
2

1) Affadir a tubos de poliestireno 0.5 ml de wuna solucidén de
9lutaraldehido al 3% en buffer de bicarbonatos.

2) Incubar durante la noche a temperatura ambiente (TA).

3 Aspirar al glutaraldehido con vacio.

4) Enjuagar con 0.5 ml de PBS.

5 Affadir 0.5 ml de la dilucidn 1120000 del Ac (o de SNC 1%).

8) Incubar 2 horas a 37°C an bafMo de agua.

7) Aspirar el contenido de los tubos con vacin.

8) Atadir 0.5 ml de la solucién reductora de MBS.

?) Incubar 15 min a TA.

10) Aspirar el MBS con vacio.

11) Enjuagar con 0.5 ml de PBS con ASE 17.

12) Mantener los tubos bien tapados y en refrigeracién a 4° C
hasta que s2an empleados.

g
O



con 70 Testéandares

preparar

solucidn

PBS,
 fP§5t

comn‘ §1 RI

dosis—respuesiay una empleaﬁdd
Tastostersna ace. 92 ﬁi/mmpi‘équfvélant
otra empleands 0.im1fde [L52,76

135 Di/minl, equiva

aumentd  liagsrament

dosis al S0% [SS1).
por lo qus ’eﬁ }p”
de mayor a.eETA-

Uﬁa Ve

muestras. bio



m0d1f1r‘a:*10nr=s prpsentarun una mayur »=f1v‘1»=nr'1a Pn 1-3 l'”“MPE?'&L.lﬁI’A

dewia harmuna 3 dlaAﬁtlva unlda 31 tubu

de la fraeelé natmenar
dispersidn enty

2n fase 's9lids 2 : id ’ as cdifiraniones

efectuédaé;énl,wv /}as”"tesulﬁédﬁs obtenidos:’

1) Depositar 0.4ml de la muestra (desconocidos, sestdndar o
control de calidad) en los tubos previamente preparados

2) Affadir Q.1iml de 3HTestosterona a,e, 135 Ci/mmol
(100002pm/0. tml)

3) Incubar los tubos i1 hr a 37°C y 0.5 hr a 4°C

4) Aspirar el contenido de los tubos con vacio
9) Enjuagar los tubos 1 vez con PBS

6) Affadir 0.3 ml de metanol

7) Agitar los tubos con vortex

8) Decantar el metanol en frascos viales

@) Repetir los pasos 6, 7 y 8

10) Affadir a los frascos viales 5 ml de solucién de centelleo
i) Agitar los frascos viales de 30-60 seg. con vortex

12) Desengrasar los frascos viales con alcohol

13) Determinar la radiactividad después de por lo menos 4 hr.

Fara los tubos de UNE se adzﬁzonan 001 ml dﬂ 5HT”
FRS. S= procesan de la misna furma aue’ lus dﬁmés FuEﬁtas
totalss se dapositan 0.1 ml de 3HT, 0.4 ;  |

solucién de centelleo directamente .enlos



1 RIA de testost2rona =2n fase liquida s= llevd a 2abo de - la

siguimnte mé Pré?,"
LINE
Unidn Maiim

Estédndares

temperétura

frasmos.

‘agitan durante 30 40 seg =n vortpx y.la radl‘ “ouenta
despuds de por lo mnnus 4 hr.

3.4 PROCESAMIENTD DE MUESTRAS DEbPDNDCIDAQ

En 1la cuantificacién de las hormonas;eétero de #el-suero,

EL) requierér de un procesn, antprior~a s andl

nEQESaHio
quea esta
Prmnesat a afcabo mediante la extraec10n~

es‘ﬁl mas 2mpleado 2s el 6tar CS

"o

'nas nstern1dns prasantas =n la sal

necesari a a‘ex traﬁ;1un, ya que los valers

wiestran diferencias significat

-
o



se des2a ouantificar, =2mple2andolo ademds, a una ooneentracidn a la
2ual  ne nas d»=l 1'/._d»=l total d»= ]a horrnuna s3 "se-"unstr ade! por

los sitios de, un x_.dn ~‘a1 ;fxnal, de, 1a.v prj:.mera mauba-‘:lu:-n L2517,

2 Remover el Suerc, Lavar

Marca

3 *
« x
i* x “
¥ x
i
L q * ’
¥¥¥ «
, xn,
x

4 Remover la Marca, Lavar

$ Contar 1a Union

FIGURA 12. Método propuesto para la cuantificacidén de la fraccién
libre de wuna hormona presente en el suero [28,29],

Finalmente se -:uantifi-:é la tﬂstostar-ana

saliva de mdajeres. normales yimu s hn- utas

los valores nubtenidos, o

(nuantificada pior RIA an fase DR
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CAPITULD IV

En ast

2xperimnen

oresents
la.mayor-capacida Sempleando’iuna ‘solusidn

de glutaraldshido al 2% fus =l polisstirens.

Tabla 1: Cépacidad”de acoplamiento del-Ac a tubos de diferentes
materiales.

MATERTAL VIDRIO _ POLIPROPILEND POLIESTIREND
%U/T 2.2 12,5 15.9

UNE 1.1 - 1.2 ‘ 1.1

Tomand
prasantaron ;o sl



realizd  un.segundo estudio comparative,  en el cual se evalud  la

capacidad . de.a

glutaraldshid

siguientas.™

%U/T

oPoliestirerio
DPolipropileno

1 2 5
CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO %

FIGURA 13: El1 efectns de la variacién de la coneentracién del
glutaraldehido en 1la «capacidad de acoplamiento del Ac a la
guyparficie interna de tubos de poliestireno (ci{roulos) Yy
polipropileno (cuadrados).

4.1.7 ESTABILIZAGION DE LA UNION DEL ANTISUERD A

. En astea

mioneent r"én: id



sdoneentracionss de qlutanldr»hldu, CEL »=1 ubJ 2o dp aneantrar su

c-:tncﬂntracmn -_-Ptzma.; En ]ai"flgura {4 gu \-::bserva qug: tirs de
ltla -onv-entr ar'za:-n d»=]k
no hay un aumen,tg:-»‘n-:_-_tabl
incr'emar{téyndos‘e la e

parte, tamblén s»’"ob

BNSAYD, -

incubacisr

% WT

@®Con @Sin
M8s

1 5 10 15
Concentracion de Glutaraldehido %

FIGURA 14: El1 efecto de la variacién de 1la concantracién del
glutaraldehido an presencia (puntos) o ausencia (estrellas) de
metabisulfito de sodio. .

4.1.3 RESULTADD DE LA REUTILIZAZION Y DE LA  VARIAL DE LA

CONCENTRACION DEL ANTISUERD

Una vez determinada

glutaraldehide, =2 -svalu:-f}fj 2




coneentraciédn  del  antisuers, para lu wual s hx’n una ﬂurva d=

dilucidn del mismo. ALl aument:

inoremants

(la aet1vaﬂ1én, 17 94, aa aﬂtlvaﬂldn,v

4.1.4 REZULTADDS DE LDS ESTUDIOS SOBRE L D DEL METODO

Los sxp2rimentos que se rn;lizarbﬁ ?'fde aumentar
la sensibilidad del andlisis mostraron 105 sxguxpntés kresuitados:
En la tabla 2 se pusde ohservar que a mﬂdxda que SP, éumenta el
ndmera de anjuaguees disminuys tanto el parcentaje die uniﬁn éomo la

LUNE,”

Tabla 2: El efecto de uno o mds enjuagues a los tubos después de
la incubacidén con la hormona tritiada.

Enjuagues 0 1 2 B

WIT 1.0 B3 967 4.5
UNE 4.9 3.2 . o a9

Por otra parte, el aumento en la concentracién de la hormona
tritiada no reflejd ninguna disminucion 2n 1a UNE, vy el poreantajs
de unidn. disminuyds notablemente como lo podemss observar..e2n . la

tabtla 2.

5y



Tabla 3: El efecto de la variacidn de la concentracién de 1la
hormona tritiada.

Ct 11915 23830 - 35745 ‘» 47660 59575
wrT 19.3 14.1 10.6 - 8 7 7.8
UNE 3.0 2.9 RS N 3.2 3.2

4.1. REbULTA ’ DEL VOLUMEN DE APTIVAPIHN

Lamo'l, bserva en la figura 15, al aumﬂntar 2] volumﬂn de

aet1vap;§n CElmayor

hay BAT)! 1nrrﬁmﬂnto en el purcentaje de unxén.

vplumen5:que  se emples fue el de O.S'ml,ya“qquun - volumsn

implicarfa...un mayor gasto de tndos~1b5“rea 'duéf g2

observa en la figura 15, este volumnn no 28 Pl ‘que prnsantaria el

mayor poreentaj= de wunidgn, =s dﬁﬂzr, fs;,, ‘1eramos. spgutdo

aumantando al wvolumen da actiVacién, el ‘pbrééhtéje de gnlén

-‘oh la'

seguiria incrementindose hasta llegar a un ltmxte 2n. Plqu‘

con2entracién  de hormona tritiada que se ut111va‘»ya'» habrta i

aumento 2n dicho porcentaje de upidn.

4.1.45 LA ESTARILIDAD DEL ANTISUERD

Despugs de  que =2l antisusre fus
interna de los tubos de polizstirens,
an refrigeracién a 4°C. Como s2 obsefvé%en la
realizaron  an4lisis en  un pericdo de 18fﬁ
preparacidn, y 21 antisusvro no pgrdié;ni ﬁg; e
capacidad d= unidn, Elf‘ :

suparior al 20%,



35

U/ T

« @ as (/N

Volumen de Activacion {mi)

FIGUURA 1S. El e=fecto de la variacidn del volumen de activacién
(superficie activada) en el porsentaje de unidn en fase sélida,

Y
%U/T s e .
2 Sy r '---Wr o~
'Y
10
Ty 2 3 4 8 € T 8 % 11 18

Tiemps  (meses)

FIGURA 16. La estabilidad del antisuers unido a la matriz sélida a
1o largo del tiempo. ‘ .

10



I

.2 VYALTDACION DE LA METODOLOGIA DESARRAOLLADA

1P

«2:1 REZULTADD DE LA EVALUACION DE LAS CONDIGIONES DE INCUEAC TN

|C‘

= LA DURVA DOSIS-RESFUESTA

Después de evaluar 1a5'ﬁondiﬂiones QueilfevéPD' gsarFrolln

de 1la fase shlxda, las curvac dns'A

Coun

esto nosq;ndiaa éug la curva es caﬁéé;d;{;ééisfraf dosiss m

que vcoh}iia  ﬁorm6na de menor a.e., aumentandofbaraio i(éhtg‘ la
sansibilidad del néteds. La figura 13 musstra &l psrfil de
imprecisién de las mismas dos curvas.

4.2.3 ESPECIFIGIDAD DEL ANTISUERD UNIDO A LA MATRIZ -SOL.IDA

La  rieaccidn cruzada que presents el ant1suﬂro dwspuﬁs dﬁ sar

acoplado a la matriz sélida contra S—alfa- ~DHT fuP ¢e1;_;0154 ,y

contra delta-4—androstendiona fue de 3.24. La
fase liquida para =21 niemz antisusro. fu
respactivamente para las mismas dos sustanciag

4.2.4 CONTROL DE CALIDAD DEL ANALISIS &

Los resultados obtsanideos en el
an4dlisis se muestran en la tabla 4. Tanto‘éﬁ

interandlisis’ o2omo 2n-oel Lntraanéllsxs

sueras  preparadns Yy le“kddﬁs an ﬂl labn ate 1 fégé

1{quida.

41



Tabla 4. Control de rcalidad intra e interanélisis de ‘la k,fase
s¢lida. (Expresados como coeficiente de variacién %CV)Y: 7

DOS1S BAJA MEDIA ‘ALTA

%CV INTRAANALISIS 9. 64 6.98 8.83
ZCV INTERANALISIS 14.86 8.32 ' 13.18




21' ’ a.e. de la marca
0O 92 Ci/mmol
? ® 135 Ci/mmol

Logit Respuesta
e

M4 687 131.4 2748 5487 10943 21883
Dosis (nmol/L)

FIBURA 17: LCurvas dosis-respuesta empleando hormonas de diferante
actividad especifica (cfrculos claros: ?2 Ci/mmol, circulos
obscuros: 135 Ci/mmol). Se obse2rva una menor dosis al 50% en la
curva en la que se empled la mayor actividad especifica,
demostrando asi un aumento en la sensibilidad del andlisis.



0 o
9cv ae. de la marca
O 92 Ci/mmol
@135 Ci/mmol
301
20
»

34 69 137 215 550 1008 2198
. -Dosis  tnmol fL}

FIGURA 18: Perfil de imprecisidn de las curvas dosis-respuesta
empleando tastosterona de diferentes astividades especi{ficas.

4.2.5 CORRELASION ENTRE LOS VALDRES DE T OBTENIDDS EN HOMERES Y EN

ML JERES NORMALES FOR RIA EN FASE LISUIDA Y EN FASE S0LIDA ‘
Los resultados de la cuantificacion de testosterona total an

2l susro de mijeres y hombres aormalss, tanto por RIA  en: fase

silida, ocomo por RIA en fase liquida se rnuestra'ﬁ; en SRR at

=n fase liquida y =n las ordenadas 1os
mismas muestras 2n 21 RIA en. fase
de corrslacién de r=0.95 vy un

0.07 para un grupa de



r«095
y~111x+007 .
n-38

RIA de T Fese SolidaCng/mi)
- w e s e w9 &

2 3 4 8 8§ 7T 8
RIA de T Fase Liquida Cng/ml)

FIGURA 19: Correlacién entre los valores de testosterona total en
suaro obtenidos por RIA an fase sdélida y en fase liquida.

libre de- T en sunro sn m

inckementarsn nl tlempu da incu

irivos que
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corresponderian a la fraecisn librede T aumentan, Por ello -sa

d?ilét'cohétahtéfyaé

decidis: caicgiaf V?)”'Valaf
antisuékﬁ,”k‘
estudi5
de Bzatse

valor “de

constante quilibris del antisuar

ambas (Kaskd) [(281.°

Tabla 5. Valores de T “libre" (pga/ml) en 4
variando gl tiempo de la primera incubacion,

MUESTRA 1 2 3 4
TIEMPO

1 minuto 181 36 25 45

3 minutos 103 50 29 147

S minutos 86 73 30 29

15 minutos 355 ?S5 334 510
30 minutos 548 61 266 1172
&0 minutos 259 458 720 270

4,2.7 CORRELACION ENTRE LOS VALDRES DE T EN, SALIVA Y T TOTAL

EN. EL

SIJERD DE MUJERES NORMALES Y MUJERES HIRSLITAS

La suyantificacidn de T 2n 1a saliva tanto e2n mujerss normales
coems en mujeres hirsutas s2 muestrs en la figura 21, Se  puede
apreciar wuna  ligera diferencia entre 1la media d2  ambos  grupos,
aunque en los dos casos, esta diferencia no es estadi{sticamente

significativa (p>x0.03). Lons valores abtznidos =2n saliva por =1

44



métods en  fase salida,  oorresponden a  los reportados en o la

1iteraturaft3'];‘:’

entre il

paniente

73§

PtR

k=108 s 0*

10 20 30

u (ad®)

FIGURA 20. Grdfica de Scatchard mediante la cual se calculan los
valores de las constantes de afinidad (Ka) y disociacidén (Kd) del
antisuero. La constante de equilibrio (K) resulta de la relacién
entre ambas (K = Ka/Kd).
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FIGURA 21. Conceptracidén de T en suero y en saliva de mujeres
normales (N) y mujeres hirsutas (H). La concentracidn de T total
en suero fue cuantificada por RIA en fase liquida, y la
concentracidén de T 2n saliva por RIA en fase sdédlida.
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FIGURA 22. La correlacidn que existe antre los valores de T total
en suero Yy en saliva de mujeres normales (cireulos) y mujeres
hirsutas (tridngulos) r=0.42, n=19, Y=46,01X + 52.65.



CARITULD V

. DISCUSTON

Y- DRTIMIZACIO

S.1.1 MATERIALES -

Al compafar'los

trasg materialés¢ém;ig
de acop[éhiéﬁtpldgl?h
la  qua Presenta;on:el p 1
razdn, el ‘empleoiLdé i nematriz sslida del
estudic. La capacidad.de CAs d :
poliprmpileno'rgsgl{
por lo qué“ ‘
materiales;:1 
unir al. As ﬁqgie
valores de 1q§:dgé‘ )
'.duplxcadns ’éﬁ?iiQS,#

una m2nor dispersiénf

polipropilénc, & Se Zé‘bbr 10 tanto el poltestxr no

matzrial mAas aderuada para el aruplamxpnto del As.‘

TGala2 INLREMEN1D Y E TAEILIZACIDN DE LA UNION DEL.A“
Una ve
plantss la pos

emPleﬁ‘defsn



mismo  experimento, s busod dar mayor astabilidad a dicha anidén

L (fig. 4) medisnte la’ adicién de tincagente
mPtablqulfltu de

unidén

2ste casao, al aumentar el

acoplamiento, “se elevd también‘laVunlén

la diluecidn de 1220000 serfa adacuad;

unisn que"perm1t1u nsta dxlucxﬁ ”

«s :» podria habpr refléjadn
L eomm de 1a’ sensibili

{feh. esta- dlluﬂlén

a 1&' d smxnuﬁxén dP la HNF

‘ 1nta»valo de la uu var dosxs—respuest rasper




reportado qunv 25 pHSLbIP dlsm1nu1r la UN tuandn Pnjuagues

repetidos, Pmpluand;

*uncentrarlunesidn antfgeno
marzado’ {qu
un enjuagu

que se,ehplb‘

snnsibiiid
dosis al uD

5.1.5 LA VARIACIDN DEL VIOLUMEN DE ALTIVALIDN

El volumen de2 activacién ideal seri aquel ehfél [=I¥)
cantidad de hormona tritiada qus S8 est# utilizahd?}‘
21 volumen de activacidn no implique un aumentﬁ éﬁfe
de ‘unidn mdxima. En este estudio no s2 llegd a éste
qus  con los voldmenes 2mpleados el poreantaje déi
2levdndose significativamente (fig. 13). ’ ‘

S.1.6 LA ESTABILIDAD DEL ANTISUERQ

£1 As wunido a la matriz ssSlida mostrﬁ
capacidad de unidn adn daspuss de 12 mes=zs dé4bfezllv :'ése

sélida (fig, 14). Mantuvo tambign su especifici&ad.‘ yanue ]lai?

reaccidn eruzada que presentd en contra de dos analitos similares

a la T fug muy parecida a la reportada por RIA en fase;l!ﬁuiaa:f

5,2 VALIDACION DE LA METODOLOSIA DESARROLLADA

llas  eriterios que se emplearon para la

metodologia desarrollada fueron 21l control

correlacidn que mostrd el método en fase sélida’
rutina en fa fquida. Los moeficientas d
el método  para’ los controles de



xntnrana1151s. s® Pncuﬁntran dentro de los limxtps permls1b1#s 2n

este thD de an31151s (para el 1ntraanal“%‘s mnnurps al'\
2] 1nterana ; ; :
en ; .
0.95 - para 3

confi§51 idad

estimarony . 'No

“'sin  embargo

‘pudieron

intérfe

e pudieron ejereer

25 d#éif{llgi aiéuﬁn‘ de
'ﬁn1era 1nespecif10amentn al: As. bluqupando S11S
sitios dé uniﬁn;lylmpnd1ria que la hormona tr1tiada se unlﬂra al
miémd, provbégndo una sobreestimacién de la fraccidn libre. 2) La
constants de eqﬁilibria del As fue de K = 1.46 X 10 E14,f mantras

que, como se habia mencionado anteriormente, la’ co stantn de

equilibrin esperada (el inverso de la concentraciq de la hormona

a ser cuantificada) serfa del wrden de 10 E1 . ‘va‘a;afihidad
del As no sdle promuave la unidn d2 la fraﬂ -
que tambidn provoca un desequ111br19>ent
fraccidn unida a las proteinas abgf;gadora

tambidn a una sobreestimacidn.

0
[N



ILH

S.4 APLICACION DEL M

TODO DESARROLLADD EN LA CUANTIFICACION DE T
BN SALIVA DE MUJERES NURMAIES Y MUJERES HIRSUTAS, LA CORRELASION

ENTRE ESTOS VALORES Y LOS OBTENIDOS DE I TOTAL EN SUERD POR RIA EN
FASE LIGUIDA ’ .

Los  resultados oo obtenzdos se pusden

cortslacionar -:-$n' l'os;i"éf;::”r'téd' - Eﬁ 2l naso
de  las mujeres mon "hi'r"vsu un
exmesa 2n la pr'odu-:ci_&%?_idb
-:'u.al nias hace pansar qué el
DA un e2xeess en lal n“on
blanco. La eorrnlacxén que seE

y 2n saliva fue buena, . = O 62, 25 5]

literatura v = 0.73.
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CARITULAD VI

. CONCLUSIONES

4.1 MEDIANTE LA’ VVAﬁUACIDN DE = DIVERSAS = CONDICIONES
EXPERIMENTALES, SE‘LLEﬁﬁLALVDESARRDLLD DE LN RADIDINMUNOANAL IS IS

EN FA3SE 30LIDA, UAL PO‘EE lARAPTCRIqTIPA“ DE DFNSIBILIDADy

PRECISION,  ES PELIFtLIDAD' Y REPRDDUCIBILIDAD SIMILARES A LAS
REPORTADAS PARA EL RADIDINMUNDANALIbI“ EN FAbE LIDUIDA. e

6.2 'EL;RtA"EN'FASEfdeIDA'nESARROLLADn-és'CAPAZ”Dé‘ CUANTIF ICAR

TANTO LA T 'DTAL EN EXTRACTOS DE SUERD, 0OMO LA T EN  SALIVA

lEQUIVALENTE A LA FRACLIDN LIBRE: DEL. PLASMA).

4.3 WEDA ARIERTA LA POSIBILIDAD DE QUE POR MEDIND DE ESTA
HETOPULGGIA, EMPLEANDO TANTO LS REACTIVOS, ©C0IMO LAS CONDICIONES
ADECUADAS, SE PUEDA LLEGAR A LA CUANTIFICACION DE LA FRAZCION
LIBRE DE LAS HORMONAS ESTEROIDES DIRECTAMENTE EN EL 3UERD.

5.4 EL AS AZOPLADT A LA MATRIZ =0LIDA FRESENTA UNA E3TABILIDAD
MY  PROLONGADA, LD CUAL NOS PERMITE PENSAR TANTO EN  SISTEMAS
AUTOMATIZADOS, COMD EN LA PREFARACION DE LOTES WUE  PUEDAN SER
EMPLEADDS A LARGO FLAZD, SIN EL DETERIORD DE LAS CARACTERISTICAS
DEL METODO. ’ '

)
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.5 ESTE RIA FN FA'E 20LIDA ES AFLIPADIE A bITUAPIUNE“, CLINIPA“

ESPELLFICAS RUE RsnnxbRAN RE»ULTAnnb' NFIABLES EN UN MINIMD DE‘,

TIEMP.

B.b LA MET

TAMBIEN A 0T TSTEMA: PRE LA CUANTIFICACION DE. OTRAS

MOLECULAS DE B
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