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CAPITULO r. 

r N TRCJOU1::c ION 

- '· . 

Hasta antes de cu-.'in t if"icaJión 
::;;~::~~::.:··· ", ~· .-</:;_/·. :;_:~3 .. ·:·/- --

o:n liq1.1idÓ'~· tii.,fr6~·(¿~5·~·. Cós•···bt•::>ens-Ílyós ~¡:'.;;}ii','ú. ·•• dnica 

1,960, 

h•::ormonas 
"'«' 

disp•::>nible~··· Re<idet'.~an de .9rando:~:§óldmerié-~-.~i~;\~'~~ri~re 'J 
> ' - ·;; i : ·- ; ~~ ~: 

p'.~S-'t~~ '¡ ,Jt~m~t1{~~~~:< ._;.'y ... r.:t:•JOCJIJe 

·et b i•:>ensa yo continda siendo una técnica emp lekd~, : '1.~~ hormonas 

e·steroides . pudieron s . .er det'.!rminadas C•::>n una adec1.1ad.a· prer.:~si.6n 
' . . - -

mediante m•H•::idos ~spedro::ifot•::irnétrir.:os, pero se rÍeces.i t.aban grandes 

cantidades de muestra ·ya c¡•Je '.!st ... s hormonas norrnalmo:nte se 

encuentran en cantidades muy pequeffas [1J. En 1960 se reportaron 

los primeros métodos para la cuantificación de. insulina y 
. -... 

tiroxina. Ambos métodos estaban basados en. uri .riuevo priricipio 

dese.rito como "análisis P•:•r saturar.:i6n", pot: ·--R~ Eld.n·~· 1:23 y 

11 rar:lioinm1.1n•::oanálisis" por Yalow y Berson C:Sl. El t
0

rabajo.,de Ekins 

ccon tiroxina estab.¡¡ basado en consideraci•::>nes teóricá.s y aplicaba 

las propiedade~ da la globulina acarreadora de tiroxina C2J, que 

reac•: i on.;iba '.!specificamente con hormonas tiroideas marcadas 

endéogenament"-? con rad io::iyodo, elemento;:. •Jt il i.:ado para el 

tratamiento de pacientes con cáncer del ti~oides. 

Estos dos gr1.1pos de trabajo estaban interesados en la 

c1.1antific~ción de ho~monas, de ahi que la Endocrinología haya sido 

una de la~ áreas más beneficiadas por el nuevo principio que llevó 

a la determinación de cantidades mínimas Cnanomolares) '.!n forma 



especifica de alguna sustancia en una mezcla tan heterogénea coma 

el plasma s~nguineo._ 
' ' 

Tant•::O el Radióinmunbanali:sis 't.Rr'A> o:ori1á l•::OS oÚ'·'S aná.Hsis 
'--,'(«·,_: .::<.;' ·"· -.-,.,·.-!'.: .:··,,". ,;._··.-:._ .. ·,' ·::· 

:::::·::::~t;~it~*l}~~~~m~1{ti~~~~~,tf l~~t~r::· .. :: 
importante ;;rea~izar 'l~.;¡c,cuantifica_ •::i :;;-a~ a;;"!¡;J~sfos cie:_b'Úo peso;, 

molecular···en :,;g~;;:~n~-~'i,~'·;::;:~~~-,;· ~~-~i~~{f!J;;d.~"~4'i:' .5_: 

E i ·. ~'rtp~;~-~~%'.gJ~\'él~~~i¡¡~¡~~t~é_ó;c'r~;;~-t~~r:~H¡~~-a•:ió n t 1Je ª"° i i. e adº 

independ ientemen.te,. en2'~os;,cent~osh: .el ti Ve terans Adrni ni st rat ion 

Hospital" eri ~l',B;~~k:~Y_f:W:~?}}~;~'.,:_~~~J:~ii~~~ ,Middlese:~ Hospital Medi•:al 

School" en Londres. En·\96o,;' ~-~1:6w .y 13erson, ·.que d1J~·ar1te .~ari\:is 
al'fos -habían propiedades 

,._,:' ,· . 
inmunológicas de la jnsulina C3J, publicaron su art{c~lo ~e~~~ente 

al RIA de dicha hormona, empleando 

ant ic1Jerpos especif icos para insulina, 

C•:tma reidt_i~6 ·.•;•"•=lave" 

ob tenido~''iá~i t~ue¡-o 
.:~··~:.\>.'. 

de 

pao:ientes 'diab~ti.cos q•Je r·ecibfa_n insulina como. trafa_mi'ent•:i. En el 

rni srno ai"l•::i de 1960. Ekins describió ün·, rné.tódo 
•:· 

para J.a 

c1Jant i. f icac ión de tiroxina sérica [2J,. basado e en el mismo 

principio, pero empleando, en lugar de antic~erpos, una ~roteina 

que eHiste naturalmente en el suero, la ~l~bulin• acarreadora de 

Ekins estaba interesado en desa~rollar una 

mo;ito::idolo::•gia •Jniversal apli•:able a 1Jna gran variedad d_e compuesti:::is; 

de hecho. había efectuado estudios en otras sustancias como la 

in~;oJli.na, la vi.tarni.na B-12 Y la ald•::isterona, p~ero:• no pudo lograrlo 

En la ddcada siguiente, el RiA tuvo un gran auge que fue 

incrementando el ndmero de compuestos a los que se podía apljcar 

2 



o:ste tipo;¡ r.le ;inál is.is po::.r sat1.1ri'.l1:ión. Sin emh;i.rg•::o, ;,¡(.¡n exisl !a la 

. decir, P.uro:;os.•.Y;d~' t.1;t.f:;~~~i:t{~~~~~~~;t:r~~.Sf·.i:f(;C;E.~~/t~~~~;~.~ ... ;~~~·t~1.·.rc• i·1ó 

:::::~º'..P'.~ •.:l•:.<•d ioybd•a~i~n•.d•<Pro t' i na• ,u,ando>oloca:i n: :: 

horrnónas. 

o:;;int id.;ides. .un gr•líl 
L,:- ,-~-~-/;;·-.:·: ._;:~:~.:~ --·· .. ·'", .... ..,,-... ·.,.,, ... -.. ·,.,, .. 

.. , ,, • r •·••l1~k:f~f;?.i~Itt~';9~rna de 

react.1v.::os.que.; se••podlafl:r1Jt1l.t zar.•c,en<e ~:·q1 seffo,,de::ni,ie.vc.1s .,\!l.na 11 s.1 s.· 
~- ·::·:- -~(;=:·--~~,t~\ -.; :-~ .. -:---:~·1:1f~P7~~:~;.:(·~~~:;:~~t:)'.:~Af:~:F::Y~~'.}-.i)f,~.;:?~~p~f;{:~}{i:~i~t:üL~~~;~~g~~~~~f~:~'.~;~~~~~~~~~~L:_~·-,._ -: .. ·. - · · 

En el' caso. dé<: las·•:h•::ormonail<es teroides: fue.'cneéesá •·· )iiJri;'poi:o mas de 

tiempo. '. pa;-~·;. 6&¡:n~~C",-~;~~~·:~~a5_, fr{H~~.,:.~.~~.s.·.·!~o/~~; . 't~c.~cÚvii:!ad 
'' - .".c;<:_S·.: 

especrt ica, ·dando as r ~~e~~~ .il1~ d_e5~t-;..61\~"ª"'7ur;'~~H~H;;'nri~ero .de 
-"'""_:-:;; ,,,_,'j: .. ~::.·--~-'';:2.~i-.":---:l/_ 

mé tod•::os anal it icos para pr-áct icaroen te •::•.1a J.q1.:'ier,e'Sfer·~i'i:le';~ 

El empleo de enzimas como reactivo 5~tut~ble fue introducido 

P•~1r R•,thenbet·g en 1965 C5J, y po::>steriorrnente, en l1::os. 70's, tanto 

la mernbraria celula1· como los receptores intracelulares 

tcito::>plasrnátic•::lS y nucleares), fueron empleados de la misma manera 

con la espe~anza de obtener una mayor especificidad en algunos 

sistern.'is (co::omo p<i.r-:i. algunas h•:wmonas protéicas) pat·a los c1,¡ales 

los métodos inmunológicos no eran satisfactorios. 

Probablemente el. desarrollo más importante que t~~o el 
':. ·:<\·;-

inmunoanál isi s, fue el lograr aplicarlo::1 a •:01np1Jes{os '<:i11~;;nt::.>:so:;n 

an t igén icos por sí mi. smc•s (hap te nos) cc1rnCt las h~/ihor1;;; rri~o'ideas y 
... , '~':.:·:'f1:::7,'1~1:i):');<:~·c • 

es tei·o i des, mi.~ leéot idos e fe 11.:.::is v pr· 1:.•s tag l andina~'.·;::: .e.nrf'.e :.otros. 

Este desarr· 0::il lo aument.s arjn rn4s el. lq~f~ªs1.i~g~~J,1:~~f;~:~,ÉH{I~~~. la 

act1Jalidad es posible cüantifi.car O::•::ln·gran Fí~Acisióºn :y' exao::tit1.1d 
-·-;.,':, ,.,.,·-; ---e'-,,-,-_,, 

'. 
~··. ,' -:, ,,· __ :_ 



c.;isi ·~•Hl<=pJier.a de lo:1s co::irnp•Jestc•s de interés bi•::ilógic•::i, le• c•..1<11 ha 

r·epr>';!•;entad•::i 

embargo,· 

hormonas 

Tes t•::>s te ron.a 

consider.ando 

la .apl icaci·~n 

1 · ~ OB·-!STI VQ~ 

1) 

para J.a 

di;ibera incloJin 

.¡¡I 

estudi•:J 

enc•::.ntr.ar 

t.;iinb ién 

de 

4 



da tiempo, durante el estudio. 

•Jn.a 

de 

o: l 

es t ánd.ar r ' 

rni..iestr.as 



los 

de 

El 

dentr•::. de 

técni·~as 

Una 

ha sido ~mpleada en 

Radioinmunoanálisis 

>:? Sfll~•~ i f ic id.ad 

qe regulación hormonal 

podido realizarse [6], 

presenta el RIA ~Jeden 

Ventajas: 

1> La muY 

CAF' I ílJLO I 1 

,;_, 



1 
o químicos. 

3) Las muestras que ~e emplean en las diferentes determinaciónes 

conÜenen radia~::tividad 

1> El ci:íst:o del eqÜ:i.po 
::.·.:,'.<: 

'!5 muy elevado. 

2> Existen poÚbles peligros 

de s•Jstan•::i;,:is radiac.t ivas, 

3) La vida .media _d_e i'!lgunos de 

cort<l, y ,alQ•Jnos •::1tros de vida media 

en períodos regulares d• tiempo. 

2.2 PRºINCIPIO GENERAL DEL METODIJ 

El RIA o el análisis por satt.iracii:Sn empleados por Valow y 

Berson C3J y por Ekins ~2] respectivamente, se puede describir con 

1.1n rn•::1deli::) muy simple C4J1 •Jna. j arn1 con agua y 1..1n vas•::1. S•Jponernos 

que hay •más agua en la jarra; si tratarnos de vaciar t.::1do i!!l 

contenido de la Jarra al vaso, llegará el momento en que el 

recipiiante no p•Jeda contener m<l.s y se ernpie•::e a derramar; La 

proporción entre el ag•.la que c:¡ued·~ en la jarra y la que. se derramó 

depende ,. refleja la •::"lntir.lad ini•::i'il de ag1.1;i en la Jarra. Di•::h•::i 

de otra manera, el concepto distintivo del análisis por saturación 

es que, permitiendo que la sustancia a ser cuantificada CP) 

reaccione con un reactivo específico (Q) que tiene una capacidad 

limitada, la sust.ancia P !.al saturar a G!) queda en dos variedades. 

1 ibre y unid.;¡, de tal rn-1nera c:¡iJe la rel.:;ición que existe entre las 

dos varia de <1cuerdo a la ·~ant idad inicial de P. La c•:incentración 

de P p1.1edll? ser determinada -::ornpar.;indo s•J distribu.:: i6n con otras, 

7 



1~r:inoce de -•ntem.3111:1 la c1::incentra1~i6n de .P· C4J •. · · 

:::::::º q11t~~~~,,ii~li~~1~! iit~jf~j~~~~;f~~~::,::: ·:: 
libre). ·.:;:.6ocP!ndo · 1ac,7.~nt id~d>ertc,;.dente>de ~ly'' ia'· ·~~;~ci.cÍ~d de Q 

podemc1s l le~a~ 1\a ca~fí~~ff~ib:r~t<§~. #:>: . y: · 
~-: ·:'\~.·-: }¡!~~. ~ ·:./.~~:··~,>.~~ ;· :~;~~-~'' 

.... + 
••• •• , • 

- , .. :,;:.c,:.'r·· 

... . 
••. + 

, .. .. .... 
FIGURA t. El concepto distintivo del análisis por saturación. 

Todo' esto irnpli·~a que es necesario poder dis'ting1Jir las d1::is 
- . . . 

variedades d>?l anal.i to <PI.. li:a que se Pri~de lograt: Oi'~diante la 

.adi•~ión de un rea1~tiv1::i fd~n~ic6a1 anal~tci ~<qi.íe•-:~n~e1L:.~~o'deT RIA . . . . ~ . .. - " - - -- - ' 
'~e•, • ,.: ;· • ,-., • '. ', - ;_':'··o- .... : '·' ... ·.,-, • . .,_ 

se trata· de un marcadc1r rad iacti v1:.) y que reaccionará .de la misma. 

manara lver la figura 2). Posteriormente se separan l•s variedades 

libre Y unida obteni,ndose as( la relación entre ambas, ref leJando 

tambi'n la concentración inicial del analito. 

2 ., 
-!..'.-2 

El fundarnento::a del RIA es la inhibición 1~1::irnp_etitiva de la 

hormona no marcada contenida en est4ndares o muestras desconocidas 

[6.8J. Como i:>od~mos observar en la figura 2, la reacción entre 

8 



el anticu•H·po prod1.1•::e una rMzt.:lii c•::ompleja de 

las 

•.in 

PiiSQ 

.:!l emp 

E8J (en 

FIGURA 2. Reacción bás~~~ del RIA. 

b..i si,,. RAD IOI NMUNOANALI!3 IS SJ'i E.efil'.. SOLI [[6_ 

Una alternativa descrita p•:ir Calt y Tregear C:11J, _c1.1yo empleo 

ha ido iumentando en los dltimos anos, es el RIA en fase sólida, 

en el cual el As se incorpora a una matrfz sólida tvidrio, 

plásti•::os, cel•.1losa, etc.) y es ah! donde se lleva a cabo la 

formación del complejo AgAc. La separación de las fracciones •e 

simplifio::a ya q•Je se p1.1ede llevar a cabo po:ir simple d'!•::anta•::i6n o 

aspersi·~·n (ver fig•Jl"-.'l ::::.l. El RIA en fase so:Hida <RIAFSJ presenta 

muchas ventaJ~s ce,·11-141 entre las cuales se pueden mencionar: 

1) La separad6r{ no implica f1.1erú1$ disruptivas que alteren la 

9 



de efectuar el análisis de 

Por otra parte, el 

se plantea el empleo de~una de 

(As .l 

::::::::º :: ·:~::::: ::::: ::~'.,::·~;i~{f ;i:I:::::" d:· .::::::: 
provo•::ar un irnpl:!'dirrient.::r e5téricó;<:''di:\;mil1úv"1nd•:i' la posibilidad de 

:::::: ::.:::~ :::::::::::::::~~r~~t~!~J!~~~:~:::::,~:::: ::. :: 
i~ •. __ :"'::·:t~:·,_:;:':~-·' :r:~i- ;-5:'.:/~;-"<'' _:,e:·~ '-· '' 

sei· más utiU<:<Jdc•, Y<isea •::on.Ac<~ti9,Jnio"ovilf:iái:lc1s C2:3l. 

11) 



•*• Suatrato • •••• 

faM Solida · 111Ct1Nc1on 

~ Frecclon 
.. • Llbte 

-.raclon 

Fracclon 
U..ldll 

FIGURA 3. El RIAFS Y. la separ<1ci6n de las fracciones libre y 
unida. 

Exi.st>.!n 

matriz 

l ;¡ 
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GA 

FIGURA 4. Reacc 

El 

fosfato 

sino 

p~6telnas y otras moléculas 

Es bien sabido que algunas hormorias, 

tiroideas y las esteroides, se encuentran 

proteinas acarreadoras; por una parte 

una o más proteínas s•rir.:as 

alta afinl~ad por la.hormona ~n 

• .. ma fracción de la ho~mona 
-_ ,,. '. 

eq•.1ilihr1.::i .•::•:>11 la frar.:dtÓn 

H HCrOC H 
1 



d •>is•:. de las horrnon;,s esten::oi.des .es del i al 10/. d·:l to::ot.Ü r2r::J. 

La .. f ig•.1ra 5; nó~ mues t;:a:~séii.terna ficarnen fe la d t·~~ffit:íUí~ i.d~\·. de la 
,-.":_·-.-, ,_ ---,"·. ,, • .··· . '\·-'..·· >···' ! . . ,. ' . . ,,;,',~:o'<.'· . :'··'.-"~;::·-. ;-.;-·:: .T.7 ,· ~ - -:¡,-·:· ,-

l
:el :_.bt 

0

u:is1·· ·~ "n-
1a"•;l:Ar',:_.;a,"'.,t!;¿;ej;;ªé;ª;'".i.t1ta~:f: .. ~;d},ªe·.,9.~.:.mr" .. i_'.~~.(.; .• ~t:ª.·~.:.'.;~s;: .. 9t;r_~;r~.~oln)aii:·;··· ,C ~f ;~j,~{~:~~~faf ~.~~f r~~:};a·•·· 1 ª 

~ ,_ • ._ , u~ ·. • .. · .. , ~ ·. ('J'eBG)',. el 54:ó\;:;:;t+e's~·3hdé a 

, .. , :::~~:~}~t~t~~}{ii~~i~tii,i~1~t;f ~1~~I'i~~~j~,~,~,::~~·:. ····· 
: : : :: :n~ s ··• ·····~·~at'f·~!ldora·r• .... t'28i',~ .'~,~•s~··. ·•.·.f>at··~ i .. a.1.m~. n·t·e·•i~c.e ~:~ª~;~ .. ~~~-;~~· · : : 

·~once~tr~ciz~~~ s~-~i;~, 
esta •f:1t./l;~~·D;Ü 

·. <·=·:-'•' 
tejidos "bla'nc•S", ·p~Sarl. de 

"··' 

de 

las p1·i::ote ínas ¡,~arreadoras ·c2e,2;1:'' se si.lp¿;~~r::1~X~J;;;;'f,,··,:ta~(.;;;\qiJe 
la frac~·ió,{unfaa ª•·su pri;,t~ina· acarréad¿·r~· j~~ •. ;ti·1R~~~;f't~(iX~~:33]; 
De todo ~~to.sé.desprende que el valor de la 

··, ~ .' 

la tío,;'mona ·~;::on fines de diagnóst k1::0 
. ·. -<~- <<>-:>.> .: 

de 

par.a a19:.i11;;~\¡~~s8s r::::2J. 
- ~-º~~~~:_;=.-~ .. ;§ ~-~~~i~··-:.-

. "' .. '-¡~· ·.; 

!~e .·•hafcieriío.strado l.a preso:?ncia de 
·-·>'.'.,".:-: 

horm6n<i5'·· e's)úoi.dés en 

.,,.;il i va rf4)3~.3i~]. , T.a fra'~'~ i6n libre de 1;1s3/h·;;;'-i,Ú~~:is 
lipos1)l1Jbles .\~úe ·n,,9. se enc1Jentren Ó•,nJ,J~~~a:s): 1 ·~9r~6 ·~orlisol. 

es t t· iol, tes tóslet:on'a, .F>rd~~s.ter,011a, :.~.t.;,{~'',i~'W:al1 ·'el'lsali va •·en su 
·.'~·: :>-_:·;,•· \\).~1J~~l~~-- ·, ,:;-~,,. 

:::: ... ::: '·".'i";:;"~J:;~~~~: ;::.{r, ~~§iií~!li}~i;i:ii:~::fü,º; · : :: 
las r.:1~ J.1.1 la:; ar.: in a.re ~C·gi;ac ias a; .. su .,cara·~ ter ·alt.arnen te<'. :1'.~.p~·~blí~ble; 
post er i o;,rrneri te; ~it_.Sn~~h por ·~l ~~:~,~',¡~d·b~,~:;~c~·a:;~~:·¡:,~:riduéfos por 

d•:>nde es ¿c;J{:~a ···•1a ~al{~~! c;~j~ La •~1;ic~nft:acion'.. d~ es tas 

1·') .... 



adiam.~s, esta · ·~·~ncentrad61l es apró:dmadarnente ··· igu~l. a la 

·~·:)ncen t r~~i?~ ... ·:'.~,vf ·f~~~~j::~?r~,·~~i.~;i,f'.:·'.i§~ftis~~~D~~f~f'.t'e. en ·";~.r:•: plasma 

El4,34-36J; Gr'aci.iis~•:a••estó.'.l1a'córic.;in.tradi1:'.\h de dicha,$ tíót:róonas en 

mal iva pued~~;t;~v~~;~)!:\b~j;~~~ce}linic•:) útil enl~ eval•lád;~ri de la 
~ ,,; '•'<; ' ' ·: 'r>'' ,- ¡ ~,,, :;·-··, ._.. 

fondón erid6~\-i~~ .t34~37J .. 
'.; : .: ~- : ~; '· »· .. ~-' 

l"°IGURA 5. Distrib•Jci6n del transporte de la testosterona en el 
pl.:\sma. 

La función Principal de la testost<.?rona (T> .. es la regulación 

del desa~·,·ollo de la vida sexual masculina <ver fi9iira·:6r.' En el 
···;";;;:· 

h•:>mbre, el testkulo 151s el órgano princip.al ~i:ib~t:~~cl;Y de su 
···~r·:·«:, ·,,'..··F:~\}.~-::.;;:'. · 

pr1:•d1.1cci6n, ·. l.a. ·~í1-il está reg•Jlada por. u~ ·~·~~~~¡f .. ~~7,X·:M~:~frn( el~. 
r·etr•.:.al.i.inenL.;I;;r,: ·en et eje Hi.pc·t~larno-HiP<·ri?i~=T~1;trcü~o <[38J 

t ver figura ';;:;é't''~.:l~·· . ·~>i loJ J.as de: Le yd {g ·~~Sn é~::Lé~~~-{~~'~'~'d~~~blés 
directas c:l~>H~Isint~sis de- T <ver fig~~~ ~)e~ ~~, ,

1fZ i·ata. el. 

14 



más 

importante de •uslrato C39J, pero en el humano, el col~•te~ol 

prcu::edente d_'.?l plásm<i ·nene la misma imP•::.rtahcia C40J !.ver .f i.9ura 

•;>). 

T11tiM 

T Te-:>tosterona 
E .. Estradiol . ...... 
[1 = Oih id rotes tc1s terona 

RT .. Recept•:•r ni..1c le ar de T 
RO - Receptor· nuclear de o 

FIGURA 6. Diagrama de la fisiolog:[a androg4nica norrnal ·*[:38J 

sinteli~ada la r. la. vek.ddad .de síntesis depende de l.a 

•::•:invers i6n de de . c•:ilest~l~~;l. '·',.a· pregnen•:il•::m.a. Esta pas•:i · e.s.tá 

reg1..1lado por la •::•:in·~entra:ción de .l.a honnon.a li.1teini<::anh c.LH) 
t39J. Se puede llegar .a la' T a· trav~s. de dc•s vías, lo c~~l · es'tar4' .,..,, 

regu t.;ido por la .a•: ti vi dad. de la 3-beta-OH-Desh idrogenasa, :~'..ie 

'p1.1ed•2 "l•::t•.1ar en··~•.1alq•.1ü!t,"
0

·P•Jnto.de.la síntesis •. 

., 
;o;Adapt,;i.d•:• de "WiÍliarns T'!xtboi:ik of Endoi::rin•::.logy", 7th .Ed., p, 268 15 



FIGIJRA 7. El eje Hipotálamo-Hipófisis-Testículo. LH RH =Hormona 
Liberadora de la Hormona Luteinizante, LH = Hormona Luteinizante, 
FSH Hormona Folíc•Jlo Estimulante, C = Colesterol, T = 
Testosterona. •C38J 



A1etil C.A'-11'9111--....,.~Ei *°).., ___ _,~..,ice 
·1ectHri1 

T .......... ~--- PrttH 11 

11.E. 

FIGURA 8. La biosíntesis de testosterona en la célula de Leydig. T 
= Testosterona, R.E. = Retículo Endoplásmico.lfC:::::::J 



C•:•lest'-!rol 

L Hi·. 21).' 22-De s. mo.) l ·'.1 S>l' ' 

• · . 3-Beta-OH-DH 
Pregnenoi·~n-a: ..•. ·.· Pr•:igeste1·•:•ria 

.. ·1.•.·.·.···.• .•. 'Í .•. -.:.'.'.i···d ... r~x.Ú"''. ·.· . . •... · ·1· i~,..f-1.irfroxi l~sa 
11-oH-P,,d~'"º' º"ª -----C•-C.--c-; i~ió~~tiJ~i;tXº"' 

l 17,20-pesrnolasa .... · . ··:·~: ';A';;n··•d?!r•~.·ls'.7t·.····e •. ·····2n• •. · •. ºd: ... ;.-i.Do ... /n/a~.·~ .•. ·.·.º.•.las···.·ª 
DHEA -----~------.:;_-,....;:;':----:,::.2~.:::·;. .. . . . ·~ . . . .. .•. .•.... . . 117-.. ta-OH-~H ... ··· ...•. • •. •••. t,;_ .. ,ro~-t!H 

Andro:.stendio::ol · · Testosterona 
3-Beta...:.OH-DH 

FIGURA 9, La biosíntesir¡ de testor¡teroiia.•C8:3J 

La T puede dar lugar.tanto a sus rnetabolitos.activos,· 0:omo la 

5-alfa-dihiqrotest•:>stero.na <DHT> y el 3-beta, S-alfa"'."andr•:>stadiol, 

como también puede convertirse en metabolitos inactivos de 

excrec i6n como los 17-ceto-esteroides y met~b6lit6s pol>ires 

(dioles, trioles y conjugados)~ Una vez cori'.(ug'~dos, es tos 

metabolitos de ex•:reción se .el imin<in en más del 90)( .a través de l<i 

orina, y <Je consider.1n ina•:tivos [41 l. 

En la mujer, la T puede ser secretada por el ovario y las 

glánd•.il'ls s1Jprarrenales, P'?r•:> la may1::oria pr1::oviene del met;¡bolislllO 

de [;¡ rJelta-4-androstendiona. S•Js fliJcti.iaciones .durante el cii:lo 

menstrual son mínimas C42J. 

~Adaptada de 11 Williams Textbook of Enclocr1nology 11
• 7th Ed., p. 265 18 



2. 7 HI8SUTISMO 

Un•:• de los pa.decimiento::<s .en la rn1.1Jer del1id•:•s a un r11etabo::olism•::. 

an•::n-rn~ l de·-. ¡,:i T es ~ l 

so:;.brept·od1J6i::i6rite ;~t 1 

.( '·~;;,- ·;;-';.7-, .. - e:·_,,,,..,:< ... ' 

o;oxcesiv•:i d~i('~v~ü'.6)~\'.;~':/ 
-·: ·.':_/: ~-. .'.::' ~'.;· ~ \ ;(\,;}¿.:>~.: .. 

"· ·r,.· -:,,.·.:·;,~1- .. "'C"i'· 
dist ing11ir ·.,,.,. ' · 

--~¡-.~·. 

existe el 

En 

.H irs1Jli.'>m•:•i de.. l~ 

cii-8{i1. 
>·.;.~·-'_-_·: ' --

· ,·:, .. '."( ' 

o:Úales 

normal de . an'clrógenos; debe - . - .. - -- '· - . '·-~- .. _. 

con s iderarseJ>'~,_;~ ~L~h·iFsÚtismo puo:!de ser deb id•:• a .. F~{; ífonvé/5 ión 
; :;~ ·:\;·»;:·.: ,, '::_.-'{:· 

·. ·. ;_'·;!_~~: 

•:1::.rno .. · >: n· el 

correla~ionan de la meJor manera con las concenti~~idri~s -·de T 

libre. La sobrepr1:;.d111:i: ión de T p1.1o;¡de deber:;e 

'-? _,,..,·._. 
. .,~ - :-..:; 

~a--:'.<.;i:a :,_:}~.S-~cre1~ i·~n 
.;.'.;;'t:+ 

exo:::esiva do;¡ l ovario:;. o de las suprarren'.lles;· rnayo::.r 

frec•J-=ncia es el resultado de la c•:•nversión periférica· do;i J.as 

pro::<h•::<rmonas t'.lles c•::<m•::. la de andr.:;.stendio::.na a T C51 J. 

Se ha reportado que el 40-60% [31,37J de las mujeres 

clínicamente hirsutas presentan concentraciones elevadas de T 

plasrn~tica, con Posibilidad de mostrar también su fracción libre 

elevada. sin embargo esto sólo se ha comprobado en el 55X de los 

cas•:os C:37J. 

Ya que la actividad biológica de las hormonas esteroides esta 

estrictamente relacionada a la concentración de la fracción libre 

19 



[14,34-37J. y debido a que eKiste una buena correlación entre los 

20 



CAPITULO I I I 

de 

obtenidos de J.T. 

México. 

Sigma Chernical. CoropaY,y, St. 

Testosterona, proporcton~~os 

RrA Reagent 

sr.:•l1.1dón de Tolút?no/Efano:•l 

de Arnersham, ~Uf<; y 

21 



England N•.1clear, Boston •. Mass.. .,. ," 

:::: ::~:::,1!~i~~if ~il~~}~~~tr~\~!~{Ji~r~f~1~i~fi::::: 
Ol•.1taralde~Ja;0;: ,51 1:,/~~%;\ .rw~·e·~· •·/.20.

1 
..•. ~~;J~~~~~·k~~tg}[~;H~~-~~bt tan) 

M·:rnola•.1r'.lt~; ]>;;l:ÍtenÚ:li:i~'de Sigma Cheiniéálc8~~~~-y)f.•:s ..• 
~· - e:·,·.·~ , ·-~i:.:";'.; »:~·u:::,:r· ~:':J,:'. . . · ... :-•. ·~ '"",·' 

::::::::; :·1::~::·~; •:>b::::::d:ed:e~-:~·~r::.~::&~~~~·~[f\;,~.tj·~~~~f~i::·~~r 

:::::::~,:::::::::::::::~:~,:::~t?f ::::~~~~~wr~~~~f ~r~1::: 
- "'· ... • .. ' ·.'c·.;»,;·~~'.t:-

de ensayo, termómetro, baffo de inc•..1baci6n, espá~;..1i,~,';~;·~.l:Í~.i~nia 

analítica Mettler, etc. Además se utilizaron ;;~i6,~I~~h:1etas 
semiaut.:1rnáticas <0Hford Sampler Svstem) de 0.01 a tidfu&:;y;:f:~~sc•:>s 

PREPARACION 

y hervida. 

";'.7·J:.-;}· ·-'"" ·--' 

mrn 

-;o':i'.'.:~.\>:.,'.,"~f~,~ <<"'~· 

~~OLIJCIONES: El agua c:iue s'i?'iir{i{:fJó< ··~~··. la 
. ·(;:,z{>/.'.>\·,;~;:. ·,'.; ',~", 

1> Sc1l•.1ci6n Amortiguadora de Bic::i~~$S~¿6 ·'u'fi~'~\¡,~;jde 
,_,. ;.''' .,·.· 

•1c"bº"''º:"·,i~~~;~~~;;::}ii~~::::~;t~~~i~~~t!ttt ~,:; 
El pH se.aJüstó 'a 9,'o. c1::in'ÚÍ1a soll..li:fón}l;O N 'de. ~.\\ÓH . 

·, 

22 



2J Solución Amortiguadora Fosfosalina CPBSJ: 

g 

3) 

4) 

5) Lic¡oJiÍ::lo. de centelleo: 

6) PBS con 

7) 

M cbp: cuanto baste para (a~órar a> 



dii:::ha 

g 

>::•:insiste en 

De!;pués de la 

testosterona a la-

adid•::in6 0.5ml de .. 

,,,., 

necesari•:i •::ontat· ·~·::<n t1Jbos para deJerrrii..riar la únión no específica, 

24 



JIC,T iVACKlN ACOPLAMIENTO ESTABILIZACION 

e ..¡.J- ~ e 

1 ~ !MA. ~ ce + 
y~?' _..,. 

+ e e . __.,. 
~ ",.. 

e e 

tullo ot•.i1 UI 

FIGURA 10. Esquema 
estabilización del 
poliestireno. 

.... lcthMe Al'ltlluero RM!cc:i4rl 

que muestra la activación, acoplamiento y 
antisuero a la pared interior de tubos de 

Una vez a.·~tivados los ti.1b1:is y C•::in el a.ntiSIJ>.?r•:i revistiemJ.:¡ 

s1.1s paredes, se ll<.!vó a cabo:. el RIA en fa.se sólida sig1.1iendo las 

c•:mdidoMs descritas [17J, en síntesis: se .!idi;::io:ina.ro~-. a. ·l•::>s 

t•Jbos t). 4rnl de brJffer de b karb"n;,i l1?S Y. 0.,1ml~, ( 101~;00'.;Jr~)·'. de 

[1,2,6,7-8HJ TestosteNna. <3HT> 1::on ~'.€!'.,;; @2,.tq~i9~:-~;iiiJ~r~'hi. 
a. O. 97•¡¡ prno l /rn l. :?.e i n•:::ubó po:ir 1Úp-~ci8' d:.ft hi' a. :37ºC ec¡•Ji v<ilentes 

,",~_> . .._ .. ..,;--

y 0.5 hr a 4°C. Desp•.Jés de_ la. incÚb<ici•5n 'ªe >~tü;ó_ (sieropr-: 

aspirand•:i C•::in Va1:f1;:.) "ll contehid1:i de 11::.s t1Jb1::0S y. s·~ enj1ja.garo:rn 



•::•:in o. 5ml d~ PBS. Finalmente, s,g · adid•:rnó :o. 5 m.l de rnetanol. •::on 

Una 

•::.bserv6 

awnent6 

experimento se 

la unión del. 

antisuero; 

C.MBS> e.ver 

Aldehído 

R-C=O 

H 

+ 
! 

H2N-C-R'· 
! 
COOH 

! 
R·-C=N-C-R"' 

! ! 
H COOH 

CRJ 
~ 

MBS 

a 1 

! 
R-C-N-C-R"·· 

H H COOl-j 

FIGURA 11. Esquema de la estabilización de la unión entre el 
•ntisuero y el glutaraldehido. 

Al reducirse la doble ligadura de la base de Schiff, la unión 

g.ana estabilidad, la .;::r.i~l se r>.iflejari.a c•::.rno un .awnento en el 

26 



porcentaje de unidn. 

allí 

al 

del 

t•Jbos 

Para este 

•Jna curv.:.i 

diluciones del 

Mejorar la sensibilidad ha 

so:L ernpl.earc!ri 

el RIA C2:3J. Por lo tanti:>, con 

sensibilid~d en el ~nálisi•, 

cabo los siguientes experimenl~s: 

1) Se evaluó 

con PBS en 

marcada. Para cumplir este 

con glut.:.iraldehido al 5X 

1:20000. Al llevar a c~bo el 

hormona tritiada, se formaron 

les 

2) ::>e varió 

propósito de disminuir .la UNE re 

las siguientes 

Se 



utilizaron 12000, 24000, 36000, 48000 y 60000cpm/0,1 ml en tubos 

ad ivadc•s en la forma antér iormente desc;·it.;i.: · · : • ' 

Fina lrnent'a; . seeva1Ü6~1. ef~~t~I<lri~ ~;;i~Ü;frí~ .. la;. 0ariar- idn 

•• 1 'º 1, •• ó dt .¡ºti~·'. 'Ocr .¡i~~~~~\~~7~~ff i\fai~Í,i~~;$\.3i0Í~~~'~¡1Jé · 0 ' 
1),4 y 0·.5 mlr tanto•deglutat'.aldehldci:.al'.5'l."CC•rno:de':·As';:.';''d1lu:Cdc1 

1: 2Moo. c•Jn el Pr•JP6sft 9 ~e ~~'2-óHn1t· ·tftj:~;~i",:~~#~f~~f¡·~·~'.f;:f~~'~f~:~ .e 1 

::::::•'"e:: 1::::.:.1 

:, ·~:::::: ;¡~·~ 1 i~~;~~~¡~~~~!i~~l~i!'}~t:; ":: 
si gn i f ka ti vo en el p·~rr.:en taJ e de iini.ón'. · · ;5~;º~:.~~Jt: >,::;jJF; 

, ,;:_{~::·~º ~~~=r.~~·~~-±::'~:1:.:··, :_; <·:º~ .-~::~~-.::::s:',-" ~ -· ·:.;,__ -: ;. -

:::.6 ~::.::~:::::;:::::::::::::::::::::::~,~~¡¡~~1~~111~!·':: 
ac•JP'larnient.::. del antis1Jli!ro a li::.s tub.os,' (se:· pr.ep;aró'iun .•. '.'.;'i.Jte 

·:p~~J···· :;~.:-.,:::_:),: :_:;-.;:"'.;.), 

maestro" de t1.1bos de P•:iliesÜréri~;~),:'~r~p~~án,ci~~··· suero 

antitestoster•Jna diluido 1:20000 pára ra: ~~:i.órl ~s~ecrh'c.a y ~~e 11. 

para la UNEJ. El esquema fue el siguiente: 

1> Aftadir a tubos de poliestireno o.s ml de una solución de 
glutarald•hido al 5X en buffer de bicarbonatos. 

2) Incubar durante la noéhe a temperatura ambiente <TA>. 
3) Aspirar el glutaraldehido con vacío. 
4) Enjuagar con 0.5 ml de PBS. 
5) A"•dir 0,5 ml de la dilución 1120000 del Ac (o de SNC 1X). 
6> Incubar 2 horas a 3'7°C en barro de agua. 
7) Aspirar el contenido de los tubos con vacfo, 
8) Arradir 0.5 ml de ·ia solución reductora de MBS. 
9> Incubar 15 min a TA. 
10) Aspirar el MBS con vacío. 
11) Enjuagar con 0.5 ml de PBS con ASB 11.. 
12) Mantener los tubos bien tapados y en refrigeración a 40 e 

hasta que sean empleados. 

'28 



~~ ltil_LIDACJO~. Psi.,. 8.1-'.i sN FASE SOLIQ.8. 

F'rirnen:. se ev.;il1J6 1.Jna curv.;i estánrJ.;r. poniendo en ci:rrnpetencia 

test•)st~ron.;i 

·~on 7 

PBS. 

de 

C54J, s~ evaluó el 

esp~cifica de l.;i 

dosis-resp1Jesta, una 

Testosterona a~e. 92 

otra ,¡¡rnpleando 

1:35 c·i/mriiol, 

ai.Jroentó 

dr:>sis al 50% 

por lo que 

de roayor a.e. 

Una 

mu,¡¡str.as 

l.a 



modif icacionas presentaron una mayor efi~iancia en la recuperaci6n 
. ' -. 

de h fr"lc•~io:'.•11 de la '11,::irrn·~na riidioai~tiva 1.mi.da al tubo y i.:.ina menor 

dispersión entr'e' H~:5 ~';IP········i}.c':\.~º~J.\1;~.~ ..•. ·7.~Yih~~i!'?r s~ .... :.~.~-~~~ ... ·.·~.'.fü.~; el. RIA 
·:,':."> ,, .. ".._\ .. '~·~ .• ·, "'''' ; 

en rase ·5.:'il(aa · pat'.i t~st;;st.~r.Sn;;;; i:·;~ > i~·s< iné;di.fI;~.a·~b:ines 

efectuadas en· base··· a los ~es~l~ados obfenidos: 

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

2) Al'ladir 0.1ml de :3HTestosterona a.e. 135 Cilmmol 
(10000cpm/0.1ml) 

3) Incubar los tubos 1 hr a 37°C y 0.5 hr a 4ºC 
4) Aspirar el contenido de los tubos con vac!o 
5) Enjuagar. lo~ tubos 1 vez con PBS 
6) Aftadir 0.3 ml de metanol 
7) Agitar los tubos con vortex 
8) Decantar el metanol en frascos viales 
9) Repetir los pasos 6, 7 y 0 
10) Affadir a los frascos viales 5 ml de solución. de centelleo 
11> 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. 

p,:;ira li::1s t1.1b1:is de UNE se adkion.;in 0.1 rnl de 3HT yJl)_..4·.'ml de .. ,·:.:• .. _.·. ·' ' 

PBS. Se procesan de la misma form~ que lo~ dernás~~Par~ ia~~uentas 

totales se depositan 0.1 m1 de :3HT, º·'-'·mi de metan~{'"t,s'in1 
solución de centelleo directamente en .los fras•~c1s·vi~l~s·.' 

:30 



El RIA de testosterona en fase líquida se llevó a cabo de la 

fras_o::os 

agitan durante 30-60 seg en vortex 

después de por lo menos 4 hr. 

3. 6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DESCONOCIDAS 

En Ía cuantificación de las hormonas e~t.~ro'Íd:s en:el suero, 

Es 

necesa~io eliminar la presencia de las proteina~ aca~r:eádoras ya 

quo3 estas compiten ·•·con el As por la·"hormona C8!28,'29J. Este 

pr:cu~es.:irnien:tlf<se:, Ú:va .a. 1~abo rned ian te la e>:tr-:i,~d ón . •::1::in· 'al g•fo 
. ,.e; • • _, ' ' ' ,., ~ 

s•::ilvent·~, •;·.~~~~·~'1.~.~Jf9~.les;el mas ernple<td•::i es el éter [8.J·,~. En el 

1:i.aso i.a'~1;[,,;:t;;;t~rrio~as estero::iides Pr'-!sentes en la s.ali~.3 .no es 

nece$ario ;.·~~;r··I~~W'.1f.'edracción, ya que los valc•r.es• ~¡~·d~n~rados 
con y sin ·~;J{:~~j;g,¡¿ri~~n•::i m•Jo:ast ran diferencias s ignYrf~'a'f;i~~~ .1:34J. 

;. ·;--~\:,¡7;:~~:::::.:/ '. t~ ~·~ ... _,_ ... >r.:: ·-.\~ :. · 

de. 

F>t'.:.cedimi~i·,téi de e:<tracdón s•'? r:eal.izr.. do?;•~1a.i;l:'.sig•.1i•rnte 
- :·'""'_-J,-:L. ·~-~ --~"-·--~-

El 
- : _, ~ .' 

. "·/:: ·-;::_~,:.~ :L·- ".Yr":" .•~ 
manera: •<•'·"'·' · 

E J. V•:• l wneri d'-! 
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se desea cuantificar. empleándolo además, a una concentraci6n a la 

l1::os sitios de •Jnión al final de. la primera inc•Jbaci·~·n E2::1J. 

FIGURA 12. 
libre de 

Ac Suero 

t 
~o e:. __ ,,;\ 
• • .o,,---o. -<:> o 
°'o.-+ Qe 
t(). º· o c1 ~ 

z Remover el ·suero, lavar 

Marca 

' • • • • . .. •• • .. . .. 
• ... .. .. ...... ... .. 

•• • .. • ..... • • • 
4. Remover la Marca, Lavar 

5 Contar la Unlon 

M~todo propuesto para la cuantificación de la fracción 
una hormona presente en el suero C28,29J. 

Finalmente se cuantificó l~ testosterona presente an la 

saliva de rn1Jjeres norrn-1les y rnujer.~s hit:sútr.is, c•:>r'r"~{:á,~t..:>n.'!indose 
«- ·'"· 

los valores •::1btenid•::os, 6;n' º:fa' kit al 



·~ont 

l.;i 

proJeba de 

intr-~anál is is 

.;il 

Radioimmunoassays [55J. 

· ..... 
prograrn.!;I de 

d'E! ,[3i•Jfo~f~ de 

, rn:s~:,'.~1-f~;~·l.~}t­
emp le áéf~'5'::Y~·~{.'.6~; la 

V~t" i~6J¿~'z/I~~~~' , e 
":,e'.] -~~\' _ •"\ •. ·~··>'.-.-

rnéJ.:Od.:.1;;:.9_j:¿¡,;,d4~;?;,ú ~ · P•:<t" 
' .. ;. - ;: . ~ . 

::::.·.:-··,":<::· ·-

. cC.nt¡::·,:;1 ·• · 
',..!.::~-:/(~ :~º- '-_--
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GAPITIJLO IV 

.... ,. . ,'.},;:,·.~··;.'.'.: 
•O;"•'• V>:: • .'>" ',: ,;,~:' ' •' • 

En · ~ s te . ·~·~P frJ1~~~,,';~{.:e~J~t~i~'b'¡'~'{:\¡:·~ ié/f~d¡;;, '.t~~Je ni dbs en ¡ ,,. 
;'• ,:;;,: •.( '' :, -,,, ;:' __ , +'.:,: '<,:;rH,< -~, •• ,~, •"'' • '.'~• :• "<'" 

e K pe I" i rne.~ t.'.~ .. ;(\:;~'.~.l;J¿~f .·~~;,)~~~;.)~.{:~.~m.~:·~::~:1}~;~;";f i'2.2~\e~!:~su_t·O.:I :r •. r • 
1J.. RESULTADOS , ·.DEL' 'DI:: ::::ARROLLO Y OPT I MI ZAC: I ON".;DEL:TRI A ·, EN E~;:_~ 

_ .. "'"----7~~··-. ;-~~0T:·.c::ZD7\::»;:: ~:¡ ~ ..... -:,::-···-~ ~-' -,. -~:,,·~i 7·---:-~~x~y;;t·:.~-7.'.:"T:""> .,;_ 
~;oL IDA --- . -:-_-'. '·: '.~-.:~:-~: ·~ .·.·.,:--.1·-~~:¡:~ ·-~'::':.:~ ·.-.. ·:';:.;·:~:;_: /~~'.:\::·>·:'.·'.- ····~· -- .,. -:~-- ;_, --~-- -' -(',,:·~-)~ "J · :>r -.... :/. - . ~-\::·- ' -

hhi KE61Hci\~ft~~S~f fu:l:y~~{·~q3~Af iA~~l~ÚArici.:< .¿ · ;-}~1 ':'."/{:.: ,~[~ 

::º: :::.:irlf [~Wli~Jll~~;f t~~j~~;~i~:1~~j:~t~~¡,~¡:;~:::; 
material que;;pr:esent6:·la omenor.:,capacidad ,de acóplaiili'ent•::i<del. Ac. 

seguidóde,Í Ji6tik~d~fü~~~'.;"~;~{~, :~1i'.k~1~~;,a ,)el , ;.1~Úr iai ·que 'éresent•5 
'. ·-:.· ..... - '-·· : . .' · .. :.~,;: :,_> ··~:'. º;;-¡· ·. ··~:- . - .:· .:'· -.~ 

l'i rn.iiyor cá~'l.•:id'id ci~C:iit6P,famient2. del A·~. ernple-:mdo una sol•J·~ié•n 

de glutar.;ildehido al 2%, f•.i'e el polit"?stireno. 

T•bla h Capacidad de acoplaiaiento del· Ac a tubos de diferenfes 
.ateri•l•s. 

MATERIAL VIDRIO 

XU/T 2.2 

UNE 1. 1 

POLIPROPILENO 

12.5 

1.2 

POLIESTIRENO 

15.9 

1. 1 

se 



realizó un.segunde estudie comparativo, en el cual se evaluó la 

de de 1 

gl1..1ta1·~ldehidó;' ·En· la figtirá t:::•1::it:i~ervarn1::is.q•.1•? el poliestir:en•:• 
,:";_~:·.~:y' ·~ '"' .· ;: \/--~: ~ "' ~:: '.' :.,-,- : .:.' __ :_:'~- ~ ._·:. . . .:-.<:··-~:· .- . · ... : -.. ~ . _-.' . : : . ·:. - .)>. ; 

ti.ene unr.i r~:S/,;'('.S~pa:.;idaci',de a_',;;,p}a·r~i~t1{;5'<q;.1~ el; poi li:ff,;)p i 1 eno·. 

s ig1.1ientes. 

"ibU/T 

oPoliestirerio 

oPolipropileno 

OONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO °lo 
5 

FIGURA 13: El efecto de la variación de la concentración del 
glutaraldehido en la capacidad de acoplamiento del Ac a la 
superficie interna de tubos de poliestireno (círculos) y 
polipropileno (cuadrados). 

En este eHper·irnentc• sé c•bservó:ta.rnbi.én .que''á:J.' \'.:iúiíl;antar la 

e •:•ne en t r· a•: i 6 r '.~1~¡I • : · .•.• g •• 11.1 t~t;;a1Je~id¿i.,~~·~ i;~;•=;·e~rjJ:~~t$~.~:1;,~~;;:.~~:2:~a·J ·e de 

~;' 6:; .e::';~~~~~il~~~¡1~.¡·i·j·~i.!i~f :.~1ili~1'f ii1~*~~~,~,'.~:::: 
. ,,, ·. - · ... ··- - ,·.-- " ·:•1··.-.," ·':::I ... :·.:,;_·· 

después del > ,a,~,;.pl~rnúJnt·~· d,;:á ant 1Si.Jer,;:;,; ::::se'. erni:ilear•::inO •mayores 



qoric"t•í ~.r;acióf1 óptima. 'En la .. figura 14. si:! .observa' <JIJ"-? a ~ar.l ir de 

la •::-on,cen.tradón .del 51. ha>' •Jña·'''.mese_t.a de a·;~<i~adón",; 0.,~·~ d~dr, - ' . . o.·.;x.:: --'~, _.,'.·•~)'.'·. ;-- ; ,.-: ~,, "~·· ·:r -, 

~~;:~:n:~:~~~~~~:¡;1li!~~tl~f lí}¡ilili~!l~!!l!~~f ~~¡:~ 
O:OS"lYO, se ernpl•?6';;~f(' .Jl'¡~far'.ú8•11~'i'ci;3: .. ~f SYo y> s~: ef~i;t'.J,f> IJna 

incubación de 1Snii~' ~ón Ik solu6i6n ;~d•Jctora de Mas: ' 

t " 

econ •sin 
Mas 

15 
Concentracion de Glutaraldehldo % 

FIGURA 14: El efecto d~ la variación de la concentración del 
9lutaraldehido en presencia (puntos) o ausencia (estrellas) de 
metabisulfito de sodio. 

Una vez ~;;f-ibe'n"it:a_~iÓri"" ::~P t irna de 

g lu tar-aldeh idc•, se 
.-~ "-"·:e ~.'.-.:-. ':'. >·~<. --, .::<---:·:· ,~· .. 

dé la· yaria•~ión de 



dilución del mi~mo; Al aumentar l~·cóncentración del antis~ero, se 

incr·ernent6 <>l.i P;C•rúntaJ~' .éJ~. Ltriii:Sn,'s s"in er~~~\'9o,' se: ocSÍ9Ui6 

· e mp 1eand6 l.t' ;.;~·ii~~h:f~l:~~t~n'Ó~(J ~> ¡t-ióHó'o"· ya ~ 1.1~C,:. ~~{~'·; ,d·i-1~~ i 61i 

d<irnostró set2,·~dec'&~~~J~:~~f~..;.J1: {1i;~;'s~'·~;;._:i:~ ··~-~FN~d'i2.A.d~- tub•:.s 
,,.,;í·,:~;::·/:':~z.:}?~~~·~~;'~~ ;:~·. , 

L•::is experimenti::>s que se real i.:an:in ;-•:m'-~'1\Sbjeto de aumentar 

la sensibilidad del anál_i~is mostrar1:>n los.• si_gúientes resultadc1s: 

En la tabla 2 se puede observar que a medida q•.1e se a•..1menta el 

ndmero de enjuagues disminuye tanlo el porc~ntaJe de unión como la 

UNE.' 

Tabla 2: _El efecto de uno o· más enjuagues a los _tubos después de 
la incubación con la hormona tritiada. 

'Y.U/T 

UNE 

o 

41.0 

4.9 

38.3 

3.2 

2 

36.7 

3.0 

3 

34.5 

2.9 

Por otra parte, el aumento en la concentración de la hormona 

tritiada no reflejó ninguna disminución en la UNE, y el porcentaje 

de unión disminuyó-notablemente como lo podemos observ~r en la 

tabla :3. 
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Tabla 3: El efecto de la variación de la concentración de la 
hormona tritiada. 

et 

XU/T 

UNE 

11915 

19.3 

3.0 

2:3830· 

14.1 

2.9 

35745 47660 59575 

10.6 8.7 7.8 

3. 1 3.2 3.2 

~ RESIJL IAQ.Q _DF. LA \l(IBIACIQM DEL VOLUMEN QS. ACTIVACION 

Com•:r se
0

:r::1bsef·va en la fig•Jr~ 15, al a1Jrnentar el vol1Jmen de 

a•:tiv.;i.ción_ h_;,iyun incrernento"e'n el pr:ir•:entaJe.de •Jni6n. --El mayr:rr 

volumr:n q1Je se 12mple·~ fue el de O. 5 rol_ Ya q•Je _1Jn· rnayot· volumen 
:. --:. 

implicaría •Jn mayor gasto de todos los rea•:~ivÓs.- Por'lo q1Je se 

observa en la fig1Jra 15, este volurn•n no e~ ~l~que preie~larfa el 

mayor p•:wcentaje de· •.Jnión, es der.:ir1 si hubiéra_m•:rs seguido 

aumentando el volumen de activación, 121 por~entaJe de unión 

seg1Jiria incrementándose hasta llegar a un limite en el que con la 

r::oncr¿ntración de honni::>na trit.iad-'I q1Jr: si: 1..1tilio::6 y.:. n•:r habría 

aumento en dicho porcentaje de unión. 

interna de los tubos de pr:rliestireno, _ estos s'.¡¡ gJai-daron tapados 

.;¡n refrigeración a 4oc. Como se observa en la, figi.ít~a_: 16, se 

\• '· 
realizaron análisis en un período de 18 meses .-d~SPL~s de su 

:· . ·, ··. . ., 

preparaci•~"n, y el antisuer•:r no perdió ni -su .sensibilidad,.· ni s•.J 
) 

' ' . -. . . ~ 

capacidad de uni.o::'•n. El pr•:rmedio d•J 1.11ii.ón d•.1rante lr::is 18 meses flJe 

super io::•r al 20;.:, 
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Volumen de Activacion (mi) 

FIGURA 15. El efecto de la variación del vol1.¡men de activación 
<superficie activada) en el porcentaje de unión en fase sólida, 

FIGURA 16. La estabilidad del antisuero unido a la matriz sólida a 
lo largo del tiempo. 

-



1.,.S. VAq DAC IO!i gg_ LA METOD0b9..Q_I_t! Q§_ARROLL,ADA 

1 d_._j_ RE:~IJL TAR!l gg LA ~ét-'Jé_1:: I l~!H D.S. \:,AS º9.l~Q I C IONES DE I NCUE:AC ION. 

·.:·,:' .' 

Después de evaluar las condid1:mes q1..1e llevaron·Jal· desarrollo 
. -_..-..-> ;,·' ·~ ·.''\)J::f:,.::. _._ . >;·-.<.~.· ... ., 

de la fase sólida, las cunas dosis..,.respu~sta:íOi~tse e,valr.Jaron 

empleando' diferentes CC1ndf1:iones de '/g's;ªg:~•¿}i~~~~rt~~(:t>mostraron 
di fe rene i ~s,> p6i:: 16·· que se •imp re ó-· 1 hr :a .:~i.M1:-i.~.R~~!;Br?~-L4~.c. 
4. :?,..2- RE:3uC;Ati!i~E LA VAB.!ACroN•·oE:.·.LA A'~E;··.ti&:·fA·:·¡.:¡¡J~¡;ki~~--TRITIADA_ 

La fig;J~~~l7 mues:tra el res•..1Hadó de'r'~1~rn~~ti::>~J~'.:J.a·~·:Úvidad 
específica de i.a' hormona tritiada. 

. . :: -'.:.' ,:.~~;. !. ~~-.1,,.i;·:<'<'c ' 

•..tn ci::•r"rimient·~ de la c1..1rva dos i s..:..respúe·~ ta h~;:fa.{·{~{i;zéiüTerda, 

esto nos indica c¡1..1e la curva es capaz de regisfrar'dosis rnen,or·es 

q•Je con la hormona de menor a. e., a1..1mentand•::i. por io tanb::i la 

sensibilir.l.;id di;¡¡l métor.fo. La figw·a t:3 rn1Jestra el perfil de 

imprecisión de las mismas dos curvas. 

4. 2. 3 ESPEC I F I C: !DAD DEL ANTI SUERO UN IDQ tl. LA MATRIZ SOLIDA 

La r'eacción •:ruzada que presentó el antis1..1ero despues de set· 

ac1::iplad•::i a la matriz sólida C•::intra 5-alfa-D.HT fue del 10.3':1. y 

contra delta-4-androstendiona fue de 3.2X. 

fase liquida para el mismo 

resp>:?•:tivamente pára las rnismas 

Los result~dos obtenidos en el 

análisis se muestran en la tabla 4. 

interan~lisis corno en el 

su~ros preparados 

1 !ci1.1ida. 
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Tabla 4. Control de calidad intra e interan~lisis de la fase 
sólida. <Expresados como coeficiente de variación ~CV>. 

DOSIS 

Y.CV INTRAANALISIS 

Y.CV INTERANALISIS 

BAJA 

9.64 

14.86 

MEDIA 

6.98 

8.32 

ALTA 

8.83 

13. 18 
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2 a.e. de la marca 
O 92 Ci/mmol 

• 135 Ci /mmol 

MA u:7 137. 4 274.1 54 9.7 1099.3 2198.3 

Dosis <nmol/ L> 

FIGURA 17: Curvas dosis-respuesta empleando hormonas de diferente 
actividad específica (círculos claros: 92 Ci/mmol, c!rculos 
obscuros: 135 Ci/mmol>. Se observa una m<.inor dosis al 50'- en la 
curva en la que s<.i empleó la mayor actividad específica, 
demostrando así un aumento en la sensibilidad del análisis. 
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%cv 

• 

ae; de la marca 
o Q2 Ci/mmol 
e135 Cl/mmol 

34 ¡ th i*ís 5ii •• ne 
·D:>ti'> fl'mol/L\ 

FIGURA 18: Perfi 1 de imprecisión de las curvas dosis-Yesp1.1esta 
empleando testosterona de diferentes actividades específicas. 

4. 2. 5 CORRELACION g_l':!JRE \¿."§. VA!,,.QRE~ !11;. 1 Q.lIT:.SJ'jlQJ:;i'2_ ~ti HOljJ~Sf-8 Y.. !;;.!'! 

@~ NORMALES F'Of3. B. I A EN F A~3E bJ.@J I Q.~ ':f.. EN f..6§§.. §l1h.!.Qn 

Los res•Jltad•:.s de la cuantifi•~<;·~ión de tesb:.stel"ona tot.:;il ~rn 

ial suero de m11jeres y h•::>rnbres n•::orrnales, lant•::> P•::>r RIA en .fase 

sól. ida, c•:•rno por RIA en fase 1.fcpJida se muestran. en la Jf9u~a .19, 

va i or~ s ob t ~ n rci65:.;,;;, ¡,a 1 1 Firn 
en fase liq•Jida y en las o:wdeMdas 11:.s vai;;~~·:~:b~1f·e'~;'¡:~~~iJtii:~;r: l;is 

donde se grafican en las abscisas los 

,_ .-·, . ,, ·.:···,"" .:': "/.--.-, _-: .,: . 

mismas rnuestras en el RIA en fase sóiida; S~·•obtÚSo Jó:ér.íefÍciénte ' . .'.:, ·-· .'.~ -~~>·:·;~· :" . ~ ' -. '·. '.;· .:';_,·. -.. ·: .· '_'.:·· 
de corre ladón de r=O. 95 y una" r~i:_ta ci'.i'.~-:Í'~~.j,a;;:1ón fiJe y::i .11 x + 

... --~\·:·:.· ··':.";·->··, ·:,'.:'. -: .. :\--

º· 07 para •.in grupo de :38 'm:.ies{r'~~/ 
:,:·; ·' -:-~ ~::'·~~..,> 
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• 
r•0-95 n 
Y• 1.11 X+ Q.07 • 

~ n•38 

g 
• 

1 • 

1 • 
t-

~ 
1 

RIA de T Faae Liquida Cng /mi) 

FIGuRA 19: Correlación entre los valores de ·testosterona total en 
suero obtenidos por RIA en fase sólida y en fase liquida. 

SUERO .•• ,, 

Los res•.1ltados obtenid•::ir. eit i.a·~~i.íantTii',ia~ii;n· ·,j~, &i }P~cción 
•':-;).,;:·'· ,·:''.<:~··~ ·. ·, ·.':'.)"e··:." e'' J;-",••. 

libre de T en süero se müestrari:,,;r. .ia;.:f~bla ~~,·~is<i Óbs~r~X q•ie .al 

increroentarse el tiernpo de in~Jb¡c.f0Ón: Úi~.~~~~·r~S re~r,iÓ1:JS qJJ~ 

4
, .. ..... 



corresponderf•n a la fricción librede T aumentan. Por ello se 

decidió ca1cular el valor de la constant• de .. eqüilibrjo del 

anti Sllero,. '~ºP, ~.\c.°'b~.f~tf :;~e,::.r.~;0~;1~~;rn::~;.,~E~;:)~:.t:·és~g't~d~ par~·. ·e l. 
estudii:i.'' ·· Paí~a·• el'. •::ui~ülo .. ·de diólía.•:•:irista11te se i.itili.zó'i'la ·9~~·irr.:'-'i 
de 8·=~ t;=har~;,iLÓ~~;;;VZfr~~ü~k1)}·:i§ii,· ;9~~-~rf:~~{~iff~;_·g,IU·i•··~·~ ·.~ti(•i·~~·~· ·e l. 

val·:ir ·•de ·1~~C~:~:fi"1~;~~~,~~~.b~~;Ri~i'a:i·{1<~'¡.\~·d';:f~~Jtt.'ioh,,,< ~~~/~>·La 
•::onst.:irite de e~:i·~¡:ib;:,io d~r'~ntis1Jet"•:l (I~) es l~ r'2l~;;riri. :elltre 

<1rob.1s (1(<1/Kd) C28J. 

· .. ·. 
Tabla 5. ·valores de T "libre" (pg/ml) en 4 muestras ·'de suero 
variando el tiempo de la primera incubación. 

11UESTRA 1 2 3 4 
TIEMPQ 

1 minuto 101 36 25 45 

3 minutos 103 50 29 147 

5 minutos 86 73 30 99 

15 minutos 355 95 334 510 

30 minutos 540 61 266 1172 

60 111inutos 259 450 720 270 

4.2.L C08RE~IC!N ENTR[;, bQ§, VALORES DE 1 fil!. SALIVA !'.. 1 TOTAL fil!. EL 

SUERO DE tf!JJERE~3 NORMA!7g;~ 'f.. ~ HIRSljTA~ 

L<1 •:•Jr.mtifi•::a•:ión de Ten la s-aliva tanto en m1JJeres normales 

como en mujeres hirsutas se muestra en la figura 21. Se puede 

apre·~iar 1Jna ligera diferencia 1;rntre la media de amb•:;.s grup•:.s, 

a1Jnque en los dos casos, esta diferencia no es estadfst kamente 

significativa (p>0.05). Los valores obtenidos en saliva por el 
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método en fase sólida, corresponden a los reportados en la 

FIGURA 20. 
valores de 
anti suero. 
entre ambas 

...... ~.-· 
lf1:lM1 rM 

l=Ula .. 

• 

10 10 ªº 
U(I .. ) 

Gráfica de Scatchard mediante la cual se ¿alculan los 
las constantes de afinidad <Ka> y disociación CKd> del 
La constante de equilibrio CK) resulta de la relación 
CK = Ka/Kd), 
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1 a .... • 11 .... 
! 

11 N " • 
FIGURA 21. Concentra·~ión de T en suero y en saliva de mujeres 
normales <N> y muJeres hirsutas <H>. La concentración de T total 
en s•Jero f•.Je cuantificada por RIA en fase Uquid.a, y la 
concentración de T en saliva por RIA en fase sólida. 
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~· • 1 
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400 

200 

F=O.e2 
J=8.0Ü + 82.85 
•=11 --------.......... ---..--~~:~ 
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• • • 

120 

FIGURA 22. La correlación que existe entre los valores de T total 
en suero y en saliva de mujeres normales (c!rculos) y muJeres 
hirsutas (tri4ngulos) r=0.62, n=19, Y=6.01X + 62.65. 
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CAPITULO V 

. orscusrnN 

EVALUACION DEL DESARROLt.::Q )'., OPTI~r'z~CION DEL. RIA~ EN. 
,\<:::,·;,_ ·-·~ .. '.-.·~:,_-:-~'- ··"\-~-~,:~-

,·;:··· ;;, __ :.' :.·/ 
;; < /; \º • ' '·' i;;: . ' 

5

• 

10 1 

A ~AT::::~::r los v~io~e's' de·i·G~1J¿~)rJ~:~0t~~-~!~\:~x:fü.~~: i}.iar·a los 

·t re s roa t er i a 1 e s e mp l eaº~~·s:,;,l~-=~~i~t fil~~~~:JiVi'~J;'.~}f~i~~:~~]~d,;1~~;8\t~ 7c~ dad 

de aci:::iplamiento:. del As·que·Fpf·es·e-rib .. vidl"'io'f.' .. füe:0.rnüf:c·,1n.ferio::1r a 

la qu~ presentar•:.n el pol·,~~·s:r'r~~·~·.Y·~L:;~'i'fpr~pt~~·n~6'./2}''Fcit-.. >esh 

razón, el empleo dei~vidrii:.'.Cdino;inatrfz s•!llida,'sJ d~scar:t.s> del 
·- ; ,.,·· ,- ~ - - . '·· '.:: .. _, 

estudio. La capacidad de ~C-.S~i~mienf•::i del As del' ~oire'~ti~énc• y el 
- < •• ,·"''. ', •. ,_ •• ·-- • 

poli pr•:•pi len•:. resul tai:ó~ ·~?r:· semeJan tes en ese , mi~!~·~'; ~~:1Etr·i~ento, 
- ~~ '1. -:~!:''' :· o 

por lo que se realizó >l..lna- segunda 'i:om~.ar~c{ó~l, ~n}I~.e'.\estos 
.::,~·:.:j·~,> :/'' :'· 

rnatedales. El polie~ti;::en6 mostró tener l.ln¿ i~ªY,.;?~f'~~º~2'Üa'ci para 

unir al As que el•~~i'.ú,Vc,f'Leno, (fig; 13.l; ade~~~:~d~,,:?;'~Ge .los 

valor<?s de l•:.s dr.1pli~:d.S:'en l<?s tub·o~ de poliest i;~no ~~;·J~r1¡at"•::in 
una menor di spers iqri~:·.-,:~,.J~ los d•.1p licados en los · Íllbos de 

· ..... ,. 

polipropil.eno. Se selecci.o:rrió por lo tant.::i el poliesti.r.eno ·.:orno él 

material más adecuado ~ara el acoplamiento del As. 

5. 1 • 2 lliCREMENTO 1 E:3TAB r LI ZAC ION DE LA UN ION DEL e.§. a ~A' ' t!ATR I z 

, .. ·"·'· 

Un.;i vez q•.re s~·;.;.,nt5c.,n la rnatrrz sólida ,'.º~.s .. ,:~;1~!{J~1ª• se 

plante•'!\ la p6sibfiidad?ct~ i.ncrerne'ntar.í.a'i.ini2,fí.defA"s ·mediante.el 
. '• ,','>· . '" '· ' . · .. ,;:, ' ~;'.'--'· 

ernplec• de s{l;_;;.:1:~~~~;;n'á'~'. C•)riccelltr·adas'cii/°GA: Por·'otra parte, en el 
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mismo experimento, 

( f i g. 4 .1 mad ir.in te 

met.'lbis1Jlfit•::.·de<s•:•di•::. <.ME:sr;: -"::;e: 1::.bse.'t'v6 1J_n .. ;i1Ún1rnfc,_not"!ble en 1-~ 

unión rnáxim·a: (fig., ... 1.4) hasta ).a" ·~·::.n·~antr"a•;ión d·~ !3A "11: •Sr.. P•::.r 
~:-·.· ... ~·~ ,,:·.::, ~,;;:,·:· ~ ·>:::,f;1~·,.:li~::L~\;,/ .. ;;~,·,~Ú:;:,:~:h::r f;;/:ú~~.:):.,.;:.-:.~:: /·~:>· ;);,',~1·:·,l:¿:;1 i(·:';},.:-·;;~-~-~-; .~:~,:--:;~;_ :~:: { ·'.~ :_,.. '~ 

•::.tr.;i parÚ, •.• -.• en. ·~c·ncentt;a·~1.•::.nes'"tn;yo:lre,s 1 ,'' el\ a11_r~e~ti:•.;\::~0{,~.:J UNE ·f 1.1e 

::" ::d:~·~~;!~i¡prln'.~ .• -.<~,1~~m:.~;.I_::n:.".:-.:.~1~.~-~·si·:t~lt!t~11~~~¡~t~~~ti~Ó:,::,:: 
·~ n 1 ;¡ IJn i ón '-' ·~ = ~ '·ti18;:3~~~¡i,+i~: ~;~~::J~>s~i~'.'.' ~~1r:.;ro~·~ . la 

•. ._.,;_·-~· ·:>·.';;· : ,~-;- "·:f:i·- ~ ·.·.·(,.;::::~·'·-- :;-_.'- ,, ._- ,-:-- 1 ~- ,~ .~-~;'.";· 1 ('..o:--

so 111c ion red;i;~t··~rr.l, í .. ;.',::1.1~~ Íirip'lio~á. l.~ >?s{:~t'tfl~~·~y.~:~;;:¡¿ '.la . IJn iéon 

r.lel As a l~~ .. ~n~~rh sÚid~.CJebido .~ l<> r~ci;;~é~{~~~j~~: ·,:fá doble 
',·':,!·< :- .-,:~:-,,'::::rr;"· i~;·.· ~·-· 

' '"'" ; -.":.;: 1 ~,¿ •. :h·.<t~·:· -o'.-~-.-_,o.-_ :.~ • 

•-,,•,, - ,,_ •;_-:·· .. '.'.r\.~¡',' 
,·-.:.'.~; {':- -".\7•:.::·· -;."¡' 

¡. _{·· ·;:~:.( 

s. t. 3 EL EFECTO Q.1;; LA coNCENTRAC ror~ DEL. As _ ,~ · : E- -~:···} 

variables más diffr::iles d~ rn~ri~'Ja'r·"·;es .la Una de las de 1 
-_,)~-i._'" Í; ',•;;:V·~-(~·,:.:>;.,:,: ;•'.::::• ·,:; ·~-- 0 

tít1JlO del As despt.JéS de SIJ acoplarniento::. k;i:~;;;natúi solida; En 
_.,,.-;.:: ;" ·'_-;¡; ! ;·:·~-: •. ; __ · ~?}_:{'>"\ 

este al a1Jmentar el t!tOJló ~-~1;~;.: 'T~J".~¿:~e't<·en el 

acoplamiento, se elevó también la i;,mi,¿~ ináxTina:· ~'s~{;:6'r1-~ic:l~r6 .que 
: -->:.. . ,.-,,:·~·~: - ' .· -- ;í:"-~ 

la dil1Jción de 1:20000 serta adec1Jad~';° v";,;~;.U~·{~T''7f;\s'f2~'f1l~'j~ de 
. _ .... ,.,-_ - :_., .\·~. •' 

1Jn i.·~;n q1.!e penoi t ió es ta di ll1r:: íón, · P:i:?f:'b.r'ói,;nr.i/Í,~. ';';_¡¡;· /.int;frvalo::• 
.· •>'.~,·· .. -:< 

adec1Jado. para· el desplazamiento de la,c'1.irv.'1;;:~étos{s-}~¿F'&~~ta~ Un 

· .. e 1 

.... ,. .. >.:f: 
!C-· 

,¿,s se podría haber reflejado ~n 1'.tna:?·é~dida,f;t'd.llto de 

cornc• de l~ · sensibil id{~ d~l.<~~á'ii~\\.;~'.·''·~:t' .•:>tra 
'':::-.'.·,< ,;-:-.;:;->'·>"'·.:• . .;,,·. 

en esta diluci6n, derno<;Ú~~'V<;~~;(¡i;:,;~d~i;;;J¡·d;; para 
, '•'··: .;.<·''.'~:·¿·:}\Si.:?/::.:;· . __ ,, 

As 

reutili~arse en.1Jna segunda activación. 
- '~;:; ·,'.;-~;;: '<·"', .,, ,--,:~J .. J 

),~(\:!e:.:-.;~~· <:;:_·:",-:rí:~~'", _., ~-:'.~:.'{/_:'·(·:"-. 
J;:.:: :<,:: "/·{-~,::t-'.::~~t·';;(.-'."I.'·: 

:: 

1 

:~:i.:::::::::::: :::::~::~~::::,;f 01;:~:i~f iif i~~~¡~11~:~~::: 
a la dismin1Jci6n de 1~ ';'NE, :·~°';nég.~~:i.~-t:~t''.~ii_,,,.t;,.~~~ment;fr el 

intervalo de la cOJrva dosis-respuP.sta;. · A<este ~e:.p~•;to'; se h.;, 
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reportado qua as posible disminuir la UNE efectuando enjuagues 

ro:petidos, y .. empl;.¡andó las rnen•=•r"1s ·~·::.n·~entr·aci•:•nes de antígeno 

rnarcado (qúe .pcisea la r~ay;:ir'ia~ e". _:pos ibT~ .. ' C2:~, 2'i>J: En es te. estÍ,ldio.' 
·- -. -. ·' ·-· t' .·.:,.'.;··-·· ' :-. •. <, 

un e nJ uagu~r~~H~'.~~.\f :·w;~~~;¿~'~r~t!.·.c.~~;!.f '.''.~~.~t~'.~:~~s;;~J:·;.~'.:~f··R;;_0AYJM~:~~~:. 
que se emp le6/(íJe,'.'l'a·~de¡:';1oooocprn/(l}11nl'i'Ceqli iva.leoJ. e s':.aio';_066 7::prrió l 

~·-."..! .'-º:f::,;,:~ ···•---~·i~,:·~~~~-··~-.: .~.,F:· - ~"-~ •".i:r :';\:;<~~: ~":." ··):-;;-~_::::.z~3:::t' ;·.,.:,;··· ;·.o 2:_:\"~;-

de T con>~/~;:.,:C:t·~· fas}Cili;nrnor.· ·1.a ·~Ual :i:!emosthf,)d~~},'ma'y_or 
~;: ;_,- • - - ' - • . ,. ·" ' ).<.'.· :.:: ;_ ;j<·_· -~:~-~ 

se ns ib i l id~d::~;~~i'Ca ,;;.Jrva .ci.::.si's-r•sp1~es ta/ nc•:ino;;i~ndci:t'.ina': :·~;ri~r 
·:>;:fi / ~~~~-~:-~:~ jfp:::, ;}~}·~~~~~·-

·, .,,~, - '''.f,-;;.··· 

El vol1.1rnen de .'\•~tiv<ición. !de.al será aq1.iel en el• c.i.iáf;'.para ~la 

e-anti dad de hormona tri t iada q1ie se es té 1.1ti 1 izando, 1.1n."~&riieÜto )m 
'···-'<· 

'i! 1 vo liJmen de ad i vad 6n no imp ligue un .a•irnen to en el ·p'b~~entaj e 

de unión maxima. En este est•Jdi•::. no se llegó a este ·~6i~~eri, ya 

qt.J>:! .;:,,n los voli:ímenes empleados el porcentaje de ,.Ji,Ú~~::-~o'~tinu6 
,;;".' 

elevandose signific.ativamente (fig. 15). -. " :::·:<:'~~ :;·;_::~.:~.-.~-~,-~: 
:~;.:·:,;. ' . " 

5. 1.6 LA ESTABILIDAD DEL ANTISUERO '.: 'i' !:i;~}-:;.·· 
unido a la matrfz s•5lida mr.:•stró t~'.n~;T ;i<I• ~isma El As .... -,_ ,· ,, ··,:·· 

de unión a•'.in después de 18 rneses de pr~p1r~d~ /'1a fase capacidad 
···o;:.-·· .· 

sólida (fig, 16). Mantuvo también s1J especificidad, ya ciue la@ 

reacción cruzada que presentó en contra de dos analito~similares 

a la T fue muy parecida a la reportada por RIA en fase l!ciuida. 

~ VALIDACION DE LA METODOLOl3IA DESARROLLADA 

L•:•s criterios q•Je se ernplearon para la validación de la 

metodología desarrollada c•::ontrol dll! la 

,.. . "'.' .. ·:,~,;.:1,·1.::.~ -

r-ut ina en fa~e )íciuida •. Los coef foientes de varia~ii_i;}, ~t~'.i'~r-01sent6 . - .. < -.~. ' 

de .. c~l id·a~< ' para. los ·controles como el 
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int.;iranálisis, se en~uentran dentn:) de los limites permisibles en 

este tipo) de 110.áli.sis. (para el il'ltni.análisis .meno:ires al 10Y. Y pat·a 

.el interanalisis· rnen;:>i'es al. 15Y.). ·La co::irrer.;ici6n<que rnbst.~6 el ·RIA 

en fase· sóJit:f~,y;; o?'~;~;;~f RI/t,dehfü.fi~,/en f~'s;¡;:'{f~ojic!a f;~~yci'~'r· 

:~:: i,b:::~~d~{;~~¿t~~~?~~Ji;f ~~,'~t~cf~~4~~1~;~tf~iJ~~,~~)t: :.:: 
_ _;_:.·:~ '··~:~:~ }<··:';(---· ¿~-,.:·:~~./ -._-.,,., \\i;C: J ':f:.\:· ... 

, : -·~\'~ :.,<:·:,· ~ -_ .§: . .. ·:-! ~/ ."-;{;., ,._ .... -'·. ·:Y.}: :{'.;:_;·{·:}~~- :\>;;;;":.~~: ;' .. , ,_ , .. \>-:-~ :·~-.-1. :~-~~:º-: ·.- <·'./>-
:.? ." :+::> /,: <;\~:t~t).rr·:> ·· ~·· .-: ~;-~,::5'.::~'.')~~~1i.I;;;;-<>~; . , .. -:-. { :;,::-·,{;;f~~::;~:,:.~:,·;>~- · ~~; . ...,~\ ~-;~ --.. 

§.~ b..~ GUANT!FÍCACION:Í:iE:'~{Aé FRACbiiJN L:IBRE'Ii'ÉDfS.E:NISÚERÓ'. 

La o~oncen t i'~;~'its~\:'. obf~'nia~'·;::'·~~~~~-'·t{i·f~';~wí'~{\"i sÚ;~cr':.hb · .• · ·. f üe 

s61 ida. 

:::::::::. ,:~,:'~~~~~f f~l~~~~~~~~jt~;fti¡tf~~~::"~: 
'._ .. -,·;_.;f./c.,~:.'°2;"'-::·. ~J.-· ·_J., ··~. 

literatura r32l); sÚ1o};:j"[j;?,se ~s;;br.~es t irnaron •· Nó···· s~<ha:·~~{ati'F.;'~ido 

la razón de es~a;;·~it·¿,i~~·'tan~Í'-1, sin embargo:.; se i~~·~~~[;j~~ a 
. . ... , f·.>~ :>;'.: .·: 

dos,·fa{tot:,{s que pudi.eron inhrferfr E!n esta 
.. e-.:.-., .. ;--. -

continuaci6n 

cuan ti f i cae i6n: f} 'e:i:'eféCtO qUe p1Jdieron ejercer los'f!pidOS IJ 

·'- .... _., ', 

otros elernento:.s presentes en el suerei, es decir; si alg•Jno de 

estos elementos se1Jniera inespecifio~,;imente al As, blo:;,que.ando SllS 

sitios de •Jni.dn·, impediría q1..1e l.;i hormona tritiada se 1Jniera al 

mismo, provocando una sobreestimacidn de la fracción libre. 2J La 

~on.s t .ante de eq1..1il ibr io del A!: f •..1e d<i! K = 1. 46 X 10 E14, rnien~ r.:is 
- . 
que, como se había mencionado anteriormente, la co:.nstante .de 

equi 1 ibrio esper<1da (el inverso de la concentrao~idn. d'e ·la. hormona 

a ser c1Jantifi 0~.;:tda) seria del •:irden di! 10 E1'2 •. La iÍ!lev;a~'.:i af.inidad 
•-. :_:;) ?,_:;:~ .... ,:~·.'.~:"·?'_ /\..... . 

del As no sólo prornueve la unión d.¡¡ la fra•:c)1:.n;"fibre a.este, sino 

que t ambi en provoca 1Jn de sequ i. l ibrio enfre\t~~,fr~:;;o~'(6n 'lil:n:e y la 
'; .. :· :·~''" '. 

frao~ción unida a las proteínas acarreadot-as1·'. :t;-'_o:dal ~osTJ..¡¡vad.,i 

también a una sobre.estimación. 



;;..,.1. APLIC~IO[\! gt;_L,.. !:J.UQ.QQ. QESA_RBOLLADQ EN. b.é. 12_~.UfIC1~lPON Q~ I 

EN. :?A_l,J..Y_r1. ~!S. tJ!J.JERE:3 tJIJRM.~.1.ES 'f.. MU!:!f-Ri;'.?. [:11 R:~!/fAS, LA 1;0RRELAC ~ . .ON 

!;NTf~ ESTQ& VALORES Y. bl:!:?. OBTENID0:3 DE I TOTAL. EN SUERO PIJR RIA EN 

EASE lli]J IDA 

Los resultados obtenidos de', r:· •en saliva se pueden 

C•:Ot"relacir:mar •::•:ion los report~di:•S ehi.a hi·~~'..atw·a C32J. En el •Jaso 

de las mujeres ;;,~n hirs•J;i~dú,~i~f;~¡j¡~~~t~~if,~;~ª0'.~:~~'~[i,[ ~.~ todas un 
exr.:es•::J en lQ pro:iducc i6n de T(. po::,r}ni n«.iünó}d~ ·',lo::,~,'dós '.rn~todos, lo 

•:::IJ.~l Ms h.ar.:e pensar q1.1e el ¡;{·~~Úf;¡~·¡~,~,\'~:¡~~~~;~~w~~.~~Úi~s •genH ir.:as, 
; : \·.-:-.~·''.;:".:.~ .;:-::;;·:.:-, ., •... ·';._·~·'.~'"· >' . . _.; - .. 

,, a •Jn exceso:. en la coñ~er's16ri~;l::J,fFr'.'a\'óWf \\{': 3~i'~;~fr·de Órgano 

blanco. La correlación q•Je. se e~co
0

~tró'
0

enI~~·¡,,~;~-'l.i6r~s~n.suer•:o 
y en saliva fue buena, r = 0.62, yes sirnil.ara i.olr~~~~l.¡d~ en la 

lite·ratura r = 0,73, 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

6, 1 MEDIANTE LA EVÁLUACION DE DIVERSAS CONDICIONES 

EXPERIMENTALES, SE LL~30 AL DESARROLLO DE: UN RAD!IJINMUNOANALISI:~; 

EN FA''>E SOLIDA, El CUAL P0:3EE CARACTERISTICAS OE SENSIBIL.IOAIJ, 

PRECISION, ESPECIFICIDAD Y REPRODIJCIBILIDAD SIMILARES A LAS 

REPORTADAS PARA EL RADIOINMIJNOANALISIS EN FASE LIG!UIDA. 

·_,-, ' ... · .. . 

6.2 EL 'RIA"EN FASE. ,SOLIDA DESARROLLADO ES CAPAZ DE CUANTIFICAR 

TANTO LA• T TOTAL EN EXTRACTOS DE SUERO, COMO LA T EN SALIVA 
. . . 

(EQUIVALENTE)1 LA FRACCION LIBRE DEL PLASMA>. 

6.3 1:;iUEDA ABIERTA LA POSIBIUDAD DE 1:;iUE POR MEDIO DE ESTf.. 

t'lETOpOLOOIA, EMPLEANDO TANTO LOS REACTIVOS, CJJMO LAS CONDIC!ONES 

ADECUADAS, SE PUEDA LLEOAR A LA CUANTIFICACIIJN DE LA FRACCION 

LIBRE DE LAS HORMONAS ESTEROIDES DIRECTAMENTE EN EL ::>UERO. 

1.:,,4 EL AS ACOPLADO i~ l.A MATRIZ :::OLIDA PRESENTA UNA ESTABIUOAD 

MUY PROLONGADA. LO CUAL NOS PERMITE PENSAR TANTO EN SISTEMAS 

AUTOMATI ZAD0:3, COMO EN LA PREPARACION DE UJTE:3 1~1JE PUEDAN :-::ER 

EMPLEADOS A LARGO PLAZO, SIN EL DETERIORO DE LAS CARACTERISTICAS 

DEL METIJDO. 
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6. 5 E:3TF.: R t A EN FASE :::oL IDA ES AF'lI CABLE A SITUACIONES CLI NI CAS 

ESPECIFICAS DE 
TIEMPO. 

: .- i '.:~/_ - . ·;' :):-· ' ' ',. 

6. tS LA MÉ'TIJDÓLoÓÍA <'DE:SARRCJlt:ADA ES sLlscE:F'TÍBLE DE ,SER APLICADA 
- --- ".~_:':~ '..- " ' - ' ~ ·- . '._ ·.. ," . ·.: - ," :-. - ·. 

TAMBIEN A orno:::J.srsTEMAéG1ÜE PR,E'Í"ENDAN ·,~A'CIJANTIF.ICACION ·DE OTRAS 

MOLECULAS .DE:: BÁ,.JO •púe;" 1'11:iEdJL~R.··· 
>-. -... ~ 
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