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INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los iltimos afios ha podido observarse que en la sangre
de pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune, existe una
gran variedad de anticuerpos dirigidos contra diferentes
componentes del tejido tiroideo. Sin embargo, debido a
las limitacicnes tecnolégicas en nuestro medio, las
mediciones empleadas comunmente con utilidad clinica s6lo
son aquéllas que identifican la pfesencia de
anticuerpos anti-tiroglobulina (AcTg) y anti-microsoma o

peroxidasa tiroidea (AcTPO). (1,24,26,42)

Dichas determinaciones han sido de gran utilidad para
diferenciar entre diversas patologias tiroideas,cuando la
sintomatologia denota la presencia de tiroiditis de
Hashimoto, enfermedad de Graves, mixedema idiopitico, bocio
adencmatoso, céncer de tiroides, tiroiditis subagudas,
tiroiditis post-parto y enfermedad subclinica de origen

autoinmune. (13,19,26,42)

La deteccién y cuantificacién de AcTg, ademds de
ser empleada como parte integrante de un perfil de
diagnéstico, sirve como marcador en el wonitoreo del

tratamiento de estas patologias. (1,32,42)



Por esta razén, se han desarrecllado varios
sistemas comerciales para la deteccién de AcTg, gque utilizan
diversas modalidades en su identificacién. (5, 15, 19, 42)

Sin embargo, diversas circunstancias impiden el acceso
a éllos en los laboratorios ordinarios de anilisis
clinicos (razones econémicas, administrativas, técnicas,
etc...). Situacién que vuelve prioritaria la
implementacién de un sistema analitico sencillo, gque
cumpliendo con 1o§ parémer;ros de control de calidad
(sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y estabilidad de
los reactivos) permita la autosuficiencia y disponibilidad

de la prueba a un costo razonable.

1.2. OBJETIVO

Implemeritar Vi estandarizar una técnica de
radioinmunoandlisis {RIA) que permita la deteccién de
anticuerpos anti-Tiroglobulina humana, con especificidad,

sensibilidad y reproducibilidad <comparable a las de un

sistema comercial (inmunoaglutinacién).



1.3. HIPOTRSIS

Si la técnica de Radioinmunoandlisis ha demostrado ser
una metodologfia con gran sensibilidad y especificidad para la
deteccién de analitos que se encuentran en bajas
concentraciones, entonces serid posible, a través de una
técnica de Radioinmunoanilisis implementada, detectar y
cuantificar anticuerpos anti-Tiroglobulina en f£luidos

biolégicos.
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ANTECEDENTES

2.1. PISIOLOGIA DE LA GLANDULA TIROIDES

La tiroides es wuna glandula end6écrina impar ¥
simétrica, situada en 1la parte anterior del - conducto
laringo-traqueal; est& formada por dos l1l6bulos laterales y
unidos por un puente transversal; en élla se distribuyen
fibras tanto simpdticas como neumogédstricas que influyen en
su irrigacién sanguinea, El peso promedio de esta gléndula

en el adulto es de 25 a 30 g .

Desde el punto de wvista embriolégico, proviene de
una proliferacién del suelo de la faringe que empieza a
observarse en la tercera semana de gestacién. La formacién
va descendiendo hasta alcanzar su sitio definitivo conforme
el desarrollo embrionario avanza.

Histologicamente, la gl&ndula tiroides esti constituida
por vesiculas de tamafio variable (10-500 nm de didmetro),
rodeadas de una membrana basal y revestidas de células
epiteliales cilindricas que estdn llenas, en su mayor
parte, de una sustancia coloidal.

La unidad funcional de la glandula esti representada
por lobulillos que contienen de 20-40 vesiculas unidas por
tejido conjuntivo.

Las células descritas son de dos tipos:



a) foliculares: secretan a la luz de la vesicula
una sustancia coloide que es un dep6sito de almacenamiento
de hormonas tiroideas y tiroglobulina y que constituye el 75%
del coleoide.

b) parafoliculares o células C: secretan también
al lumen de la vesicula una hormona llamada calcitonina, que
ejerce accién sobre el metabolismo del calcio. Existe
menor abundancia de estas células en el parénquima tiroideo,

en relacién a la células foliculares. (12, 13, 20)

La glandula, ademds de controlar el metabolismo corporal

a través de 1la produccién y secrecién de las hormenas
tiroideas (T3 y T4), se encarga también de la sintesis de
tiroglobulina, proteina 'que sirve como sustrato para 1la

yodacién y hormonogénesis de T3 y T4. (37,38,42,43)

2.1.1. BIOSINTESIS DE HORMONAS TIROIDEAS

Para la elaboracién de las hormonas tiroideas en 1la
glédndula tiroides, es fundamental que ésta capte al yodo de
la sangre. El complejo mecanismo que implica esta operacién
puede describirse de la siguiente manera:

a) captacién de yodo plasmidtico meldiante 1la
"bomba" de yoduro de la célula tiroidea.
b) oxidacién del yodo mediante las peroxidadas y

yodacién de los componentes tirosilicos de la tiroglobulina
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previamente formada por el tirocito,. para elaborar tirosinas
(DIT y MIT).

c) acoplamiento de las yodotirosinas para formar
T3 y T4.

d) captacién de gotitas del coloide por parte de
la célula tiroidea mediante pinocitosis y la posterior
ruptura proteolfitica de los enlaces Tg-hormonas tiroideas,
dando lugar a la liberacién de las Gltimas a la circulacién
sanguinea.

e) reutilizacién del yodo remanente o desyodacién
intratiroidea de las yodotirosinas.

Todos estos pasos son estimulados y/o <regulados por
la tirotrofina (TSH). PFig. No. 1

Diariamente, la gléndula secreta aproximadamente 80 pg de
T4, que circulan en el organismo en concentraciones que
oscilan entre 6 y 12 ug/dl, unida fuertemente a diversas
proteinas de transporte: globulina transportadora de T4
{TBG), prealblGmina transportadora de T4 (TBPA) y albtGmina.
La otra hormona secretada es T3, la cual circula en
concentraciones de 75 a 250 ng/dl, unida debilmente a la TBG.

(12,37,43)



FIGURA No. 1. ESQUEMA DE LA BIOSINTESIS DE LAS
HORMONAS TIROIDEAS



2.2. TIROGLOBULINA

2.2.1. PROPIEDADES MOLECULARES

Inicialmente se pensé gue el coloide tiroideo estaba
constitufdo por una sola clase de tiroglobulina; sin embargo,
estudios posteriores, en extractos salinos de
gldndulas tiroideas de mamiferos a pH neutro, demostraron la
existencia de 4 proteinas estrechamente relacionadas, cuyo
coeficiente de sedimentacién (S) es de : 128, 19S, 278 y 37S
Y qQue presentan una abundancia de 0-5%, 85-100%, 0-15% y 0-2%
respectivamente.lLa proteina 195 ha sido considerada como
tiroglobulina mnativa por ser sintetizada en mayor cantidad en
relacién a las otras. (5,27,42)

Actualmente, el término tiroglobulina se aplica a un
grupo heterogéneo de glicoproteinas yodadas, solubles en
disolventes acuosos, localizadas extracelularmente y en el
coloide de 1los foliculos tiroideos, en donde la protefna 19S
que presenta un PM promedio de 660 kDa,. constituye el 75%

.(5,9,21,22,37,38,42) '

2.2.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Las propiedades fisicoquimicas de la tiroglobulina

se muestran a continuacién:

a) coeficiente de sedimentacién de 19 S.



b) PM aproximado de 660 kDa.

¢) intervalo definido de insolubilidad tanto
en soluciones de sulfato de amonio (38-42% de saturacidn),
como en soluciones de fosfatos mono y di-potéasicos
{(43-48% de saturacién).

d) punto isoceléctrico de 4.58

e) movilidad electroforética (amortiguador de
veronal pH B.6) de -5x10"5 cm? /volt/seg.

Estas caracteristicas son independientes del grado

de yodacién de la molécula. (5, 6, 7, 36, 42)

2.2.3. ESTRUCTURA Y ESTABILIDAD

La heterogeneidad de la tiroglobulina es consecuencia de
la variablidad en el contenido de yodo de 1la proteina, el
cual oscila entre 0.07% Y 0.80%. Las tiroglobulinas
altamente yodadas son mis resistentes a la acccién de agentes
disociantes que aquéllas gque presentan menor contenido de
yodo; la composicién de aminodcidos, asi como la
antigenicidad Y el coeficiente de sedimentacién de la
proteina son independientes del grado de yodacién de la
molécula. (5,7,21,22,31,36)

La tiroglobulina es estable en un amplio rango de pH (5
a 11). A pH entre 4 y 5, 1la proteina sufre
desnaturalizacién irreversible y a pH 12 se disocia en dos

subunidades, cada una con un PM de 330 kDa y con coeficiente
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de sedimentacién de 12S. A pH mayor de 12, éstas
Gltimas se disocian en dos unidades mis, una de 3S y otra
de 8S.

Este fenbmeno también ocurre en medios con fuerza ifnica
baja, en urea 2M, en dodecilsulfato de sodioc (SD5} 1mM y a
temperaturas mayores de 40° C. (5,6,7,8,28,29,36)

Estudios de incorporacién de aminodcidos radiomarcados
han permitido identificar la aparicién temprana de subunidades
de coeficiente de sedimentacién de 3S a 8S y de 128,
inmunologicamente relacionadas a 1la tiroglobulina. Esta
situacifn ha llevado a proponer gque la proteina 195 es
el producto de unién de dos subunidades 12S, con un PM de
330 kba, que son sintetizadas individualmente mediante
la traduccién de un RNAm de 335 y no por la unién de
protémeros mis pequefios con estructura primaria diferente.

{(7,28,31,37,39,42)

2.2.4. COMPOSICION QUIMICA

Varios estudios realizados tanto en especies animales
como en humanoe en condiciones normales Y con atrofia
glandular, demuestran una estrecha similitud en la composicién
quimica de la tiroglobulina.

Ha sido posible identificar wuna secuencia de 6200
aminodcidos de los cuales 110 son residuos tirosinicos y

de éllos, 25 se encuentran normalmente yodados en forma de
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MIT, DIT, T3, T4. La proteina contiene también cerca de 200
medios residuos de cisteina, la mayoria de los cuales forma‘
puentes intramoleculares, pero también es posible
encontrar grupos sulfhidrilo libres con bajo contenido de

yodo.

No ha sido posible concluir todos los estudios sobre
su estructura primaria, debido al gran tamafio de la molécula,
pero como puede observarse en la Fig. No. 2, si ha logrado
identificarse la secuencia de aminodcidos que parece ser

necesaria para la formacién de tiroxina (T4).

-Ala-Ser-T4-Glu(Gln) -Asp (Asn) -

Fig. No. 2 Secuencia de aa. requerida para sgintetizar

T4.

La tiroglcbulina presenta ademis en su estructura
cinco clases de carbohidratos: galactosa, manosa, fucosa,
dcido sidlico y N-acetilglucosamina, constituyendo el 10%
de la molécula agrupados en dos tipos de polisacéridos,
Uno de constitucién simple (9 residuos de manosa y 2
de N-acetilglucosamina), unido a la proteina en forma
de glucopéptido y el otro, de constitucién mis compleja,
conteniendo los 5 carbohidratos y que estd unido por lo.
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menos en dos sitios diferentes a la molécula de

tiroglobulina. (18, 37, 42)

2.2.5. METABOLISHO

En el wmetabolismo de 1la tiroglobulina Be han
identificado cuatro fases distintas; tres de &llas integran
la biosintesis de la proteina y una dltima fase conduce a la

degradacién de la hormona fisiol&gicamente activa. Fig. No. 3

La primera fase involucra la sintesis y ensamble de
las cadenas polipeptidicas, con la participacién de la
maguinaria de sintesis protefica presente tanto en el nicleo
como en el citoplasma celular. La tiroglcbulina es
sintetizada en los polisomas unidos a la membrana celular de
los folficulos, por medio de un RNAm, que codifica protefnas
para la sintesis de la tiroglobulina 19S; asi se forma una
pre-pro-hormona no yodada que pasa al reticulo
endoplésmico rugoso, en donde como pro-hormona es
transportada hacia el aparato de Golgi paxa ser glicosilada.

(18,37)

La segunda fase o glicosilacién, consiste en 1la
incorporacién de carbohidratos al esqueleto polipeptidico.
Esta se inicia en el reticulo endoplésmico y termina en
el aparato de Golgi, en un proceso de transferencia

enzimitica.
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Se han identificado dos cadenas de oligosacdridos que
estdn unidas al esqueleto por una cadena de aspargina:

a) cadena A (simple), con PM de 1.8 kDa, que
. contiene manosa y N-acetilglucosamina.

b) cadena B (compleja), con PM de 3kDa, es una
estructura ramificada que contiene &cido sidlico, fucosa y
galactosa unidas a manosa y N-acetilglucosamina.

La proporcién de una y otra cadena varfia de acuerdo a
_la especie; en el ser humano es de 7-8 cadenas A por cada
22 cadenas B. (18, 37, 42) Fig. No. 4

La tercera fase comprende la yodacién y maduracién de
la molécula y se lleva acabo en el lumen del foliculo,
mediante un proceso de exoc:@t:osis, con la intervencién de
‘enzimas especificas, entre las que destaca la peroxidasa
tiroidea (TPO). '

Este proceso continGa hasta que 1la protefina adquiere
un grado de yodaci6n 6ptimo fisiol6égicamente, limitado s6lo
por la estructura de la misma. (i8,21,37)

En la cuarta y fGltima fase del metabolismo de la
tiroglobulina, o tiroxigénesis, las hormonas tiroideas pasan
a la circulacién sanguinea para ser transportadas a los
6rganos blanco. En términos generales, 1la tiroglobulina
almacenada en el coloide, es recapturada por las células
tiroideas mediante endocitosis, como respuesta a un estimulo
de TSH, la invaginacién producida en la membrana apical se
fusiona con la vesicula endocitica, que es transferida al

lisosoma, formando un fagolisosoma que migra hacia la
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Unit A

B1-a 8
GleNAc ——» GlcNAc—» Asn
p1—4 a1—3(4) al—2
M. M (Man),

a1—2 T a 1—2(3,4} a1=2
Man ¢—————Mane——— (Man},
a 1—2(3.4) T
Man
ail-2
{Man),
Unit 8 B1-3(4) B1—4 p1—4

« Man —GIcNACc —GIcNAC—»GIcNAc —» Asn
/ v
Man Fuct

B1—6{2)
F1—2 (6) I Man
pi—4

GlcNAC T
GicNAc GlcNAc
1-4
A Bt—4 1 B1—4 T
Gal Gal Gal
al=—6 ai—6
NeuNAc NeuNAc*

FIGURA No. 4. ESTRUCTURA -DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS
DE LA TIROGLOBULINA

{Asn= Aspargina; Gal= galactosa;Man=manosa.)

*Este residuo de dcido sidlico puede ser dcido N-glicolil
neuroaninico (GlcNAc) o bien icido N-acetil neuraminico
(NeuNAc) .



membrana basal. Durante dicha migracién ocurre 1la
degradacién de la tiroglobulina por las proteasas y el
producto (T3, T4, amino&cidos y tircglobulina) es liberado a
los vasos linfaticos que rodean el foliculo, mediante un
proceso de difugibén simple contra gradiente de concentracién.

Los principales productos de liberacién son T3, T4
y tiroglobulina y en menor cantidad, MIT y DIT, mientras
que algunos residuos de yodotirosinas son desyodados

para reutilizar el yodo remanente. (37,39,42)

2.2.6. PROPIEDADES INMUNOLOGICAS

Desde el punto de vista inmunolégico, la tiroglebulina
es considerada como un autoantigeno 6rgano especifico, capaz
de inducir la respuesta inmune contra élla por el
organismo. Bste hecho fue demostrado por Rose y Witebsky,
quienes encontraron en glandulas tiroideas de conejo una
similitud Qe cambios histolégicos con las lesiones observadas
en pacientes con enfermedad de Hashimoto (infiltracién
linfocitaria extensa, atrofia vy destruccién folicular).
(19,23,30,44)

En varias especies animales estudiadas se ha ., visto que
la tiroglobulina no es un antigeno aislado del sistema
sanguineo, 8ino que entra en circulacién despues de ser
digerido por las proteasas; también existen en circulacién,

a concentraciones bajas, formas completas de 1la proteina,
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postuldndose por éllo, la presencia de un estado de
tolerancia inmunolégica a la misma. Dicha tolerancia se
presenta principalmente a mnivel de los linfocitos timo

dependientes. (4,23,25,26,42,44)

Numerosos estudios sobre autoinmunidad tiroidea han
demostrado que la molécula de tiroglobulina presenta cerca
de 40 determinantes antigénicas que son reconocidas
por anticuerpos heterSlogos. En el ser humano sbélo se
han identificado 3 epitopes con capacidad de provocar
respuesta inmunolégica. Un epitope de 1la molécula de
tiroglobulina es compartido con una determinante antigénica
del tejido conectivo orbital, lo cual conduce a dafio a nivel
del miisculo ocular, como consecuencia de una reaccién

cruzada. (1,25,26)

Como resultado de 1las propiedades inmunolégicas de
esta proteina, se ha evidenciado 1la presencia de AcTg
circulantes a titulos altos en el suero de pacientes con
enfermedad de Hashimoto y con enfermedad de Graves, asi
como también en sueros de pacientes hipotiroideos (mixedema
primario) ; cédncer tiroideo, bocio adenomatoso con y s8in
hipertiroidismo (titulos menores). Estos anticuerpos
participan como marcadores de inmupidad tiroidea y su
frecuencia es mayor en el sexo femenino gue en el masculino,
independientemente de la edad. Un hecho curioso es que 1la
incidencia de positividad decrece en 1las mujeres mayores de

70 afios, sin embargo, en el sexo masculino se presenta el
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fenémeno inverso. En sujetos normales, también se ha
identificado la presencia de AcTg. (1,19,25,26,41,42)

La wayor parte de los anticuerpos asi producidos,
pertenecen a las inmunoglobulinas de tipo IgG (70%), aungue
los hay en menor cantidad del tipo IgA (20%) y todavia
menos, del tipo IgM {<10%).

La participacién de los anticuerpos en el daflo tisular,
es el resultado del depésito de complejos inmunes sobre
los foliculos tiroideos. (26,42)

AdemdAs de 1la tiroglobulina, se encuentran en la
gléndula tiroidea otros antigenos que desencadenan la
produccién de autoanticuerpos, los m&s importantes son:

a) antigeno coloidal distinto de la tiroglobulina
b) antfgeno microsomal (peroxidasa tiroidea)

c) antigeno de superficie celular

d)} receptores para la TSH

e) antigeno nuclear de los tirocitos

£) hormonas tiroideas propiamente

Bxiste otro antfigeno fuera de la gl&ndula tiroides que
estd asociado a la enfermedad autoinmune, el antfgeno del

misculo ocular. (19,26,42)
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2.3. APLICACION CLINICA DE LA CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS

ANTI-TIROGLOBULINA (AcTg).

La medicién de AcTg es empleada principalmente para
el monitoreo de la evolucibén de enfermedades tiroideas de
origen autoinmune, siempre y cuando vaya acompafiada de otras
pruebas como el perfil hormonal tiroideo y AcTPO, ademds de
un eximen de los sintomas Yy signos presentados por el
paciente, pues todo el conjunto permitiri la elaboracién de
un diagnéstico més certero.

De esta manera, es posible distinguir las siguientes
condiciones clinicas:

a) enfermedad de Hashimoto, de otras causas de
bocio no téxico y cancer tiroideo

b) enfermedad de Graves, de otros tipos de
tirotoxicosis

c}) hipotiroidismo autotréfico autoinmune, de
obesidad o depresién

d} exoftalmos endécrino, de otras enfermedades

oculares. (1,19,26,42)

2.4. METODOS PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS
ANTI-TIROGLOBULINA (AcTg) .

Ademis de 1la fijacién del complemento Yy
hemaglutinacién pasiva, se han desarrollado otros métodos
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analfticos para la deteccién de los AcTg; entre &llos pueden

citarse:

a) Precipitacién en agar: basada en la difusién
y precipitacién, en agarosa, de los complejos inmunes
colocados en dicho soporte. Esta prueba es positiva en el

96% de los pacientes con la variante fibrosa de la
enfermedad de Hashimoto, pero es frecuentemente negativa
para la fase primaria de tiroiditis linfocitica y en la
variante de Hirtle de enfermedad de Hashimoto. Esta
técnica detecta niveles de alrededor de 1 g/l.

b) Inmunofluorescencia indirecta: se realiza
sobre cortes de tejido tiroideo, empleando para la
evidenciacién de los Ac una antigammaglobulina humana marcada
con fluoresceina. Aunque esta técnica es sensgible y
egpecifica, proporciona unicamente datos semicuantitativos,
ademis de requerir equipo especializado para su aplicacién.

c}) Hemaglutinacién indirecta: emplea para su
desarrollo glébulos rojos sensibilizados y con tiroglobulina
adherida a su superficie. Bs la metodologia mis utilizada vy
presenta una sensibilidad del orden de 10-3 g/1.

d) Aglutinacién con l4atex: su principio es similar
al de la hemaglutinacidén indirecta, con la modalidad de
que el antigeno es adsorbido a particulas de l&tex.

e} Radicinmunoandlisis: emplea radiois6étopos
para evidenciar la presencia de los Ac. Las diferentes
modalidades de la técnica se caracterizan por poseer un
alto grado de sensibilidad y especificidad, de modo que
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algunos especimenes que dan resultados negativos por
hemaglutinacién, proporcionan resultados positivos por esta
técnica. Su sensibilidad es del orden de 10-9 g/l.

£) Andlisis Inmunt;enzimético: es un método
recientemente desarrollado, con sensibilidad y especificidad
similares al RIA, pero con los inconvenientes de las pruebas
colorimétricas, ademis de la labilidad del trazador
enzimitico. (1,19,42)

g) Andlisis Inmunorradiométrico {(IRMA): es una
metodologfa alternmativa al RIA, en la cual el analito se
combina directamente con un Ac radiomarcado; ofrece mayor
sensibilidad y especificidad que el RIA, pero esta
condicionado a la obtencién dg Ac con un alto grado de pureza.
Por su alto grado de sensibilidad, el sistema se bloguea
frente a concentraciones elevadas del Ag, presentando
una respuesta bifésica, responsable de resultadeos erréneos.

{10,14)

2.5. RADIOXNMUNOANALISIS (RIA).

ESs un método inmunoldgico gque permite 1la medicién
de sustancias como hormonas, drogas y proteinas presentes
en flufdos biolbgicos en concentraciones hasta de 10-9 g/1,
con gran especificidad y reproducibilidad. Su desarrollo,
debido a las investigaciones de Berson y Yallow (1954), -se

basa en 1la reaccién inmunolégica Ag-Ac, cuyas caracteristicas
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se ajustan a la descripcién de la Ley de Acci6n de Masas,

representada como sigue:

[Ag-Ac}
------- = Ke
{Ag] [Ac]
donde el valor absoluto de K es dependiente de las

concentraciones en el equilibrio y estd en funcién con

la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccién. (3,11,14)

En el sistema intervienen los siguientes elementos:

a) Esténdares: constituyen la sustancia con 1la
que se compara el analito a cuantificar, con 1la cual es
semejante; requiere de caracteristicas como alto grado
de pureza, homogeneidad y estabilidad tanto en condiciones
normales de trabajo, como de almacenamiento.

b) Antisueros: provenientes de inmunizaciones
en animales, con preparaciones del antigeno de interés, para
su empleo en el RIA deben presentar una gran
especificidad y afinidad hacia el analito en cuestién. Su
concentracién de trabajo es tal, que permita alcanzar el
equilibrio del sistema.

c) Trazador radiomarcado: sustancia homSloga o de
igual composicién que el antigeno, que presenta en su
estructura isétopos radioactivos, por lo cual se emplea para
la deteccién del complejo formado, permitiendo la
cuantificacién del analito. Ademds de presentar una gran

pureza radioquimica, alto grado de inmunorreactividad,
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estabilidad y actividad especifica de media a alta, su
comportamiento debe ser 1lo mis semejante al del analito.
(11,14)

Existen varios radiois6topos que pueden sexr empleados
para la radiomarcacién de una protefna, como se observa en la
Tabla No.1. Su eleccibn radica principalmente en
las caracr;eristicas nucleares que condicionan la energia de
emisién y vida media (T1/2) del radioisétopo. Sin embargo,
el 1251 es el radiondclido mis comunmente utilizado para
este procedimiento; sus caracteristicas mis importantes se
muestran en la Tabla No. 2.

La radiomarcacién de una proteina con 1251 involucra

generalmente una reaccién de oxidacién para gustituir en

su estructura quimica A&tomos de 1307 {estable) por
12571 (radioactivo). Se han descrito diferentes wmétodos
para lograrle Yy por sus caracteristicas, los mis

comunmente empleados son el de Lactoperoxidasa y el de
Yodogen. (10,11,14,17,33,34)

Cualquiera que sea la té&cnica de radiomarcacién empleada,.
el antfgeno marcado debe someterse a un proceso de
purificacién para su utilizacién en el sistema analitico.
Para este fin se han empleado una gran variedad de
procedimientos fisicoqufmicos, entre los que pueden citarse:
cromatografia en capa fina, diilisis, cromatografia en papel,
cromatogratia de exclugién molecular, electroforesis,
cromatografia de intercambio iénico, adsorcién,

cromatografia liquida de alta presién e inmunopurificacién.
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RADIONUCLIDO VIDA MEDIA ENERGIA DETECCION

3n 12.26a B CENTELLEO LIQUIDO
14c¢ 5730 a B CENTELLEG LIQUIDO
57co 270 a d,- CENTELLEC SOLIDO
75se 120.4 4 Jﬁ CENTELLEO SOLIDO
1251 60 4 cy CENTELLEO SOLIDO
1311 8 a B

al CENTELLEO SOLIDO

TABLA No. 1. RADIONUCLIDOS EMPLEADOS PARA

RADIOMARCACION DPE PROTEINAS

- VIDA MEDIA 60.14 dlas

— PRINCIPALES FOTONES Y ABUNDANCIA 27 - 35 Kev (144%)
- VENTANA DE CONTEO 20 - 80 Kev
- EFICIENCIA DE CONTEO

(detector t. pozo NaI(T1l)) 90%
- ABUNDANCIA ISOTOPICA EN FUENTES

COMERCIALES 95%

7 125
TABLA No. 2. CARACTERISTICAS DEL I.
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De todos éllos, se emplean mis comunmente la
cromatografia de exclusién molecular (Sephadex) Y
cromatografia liquida de alta presién (HPLC), por su
eficiencia, sencillez, rapidez y capacidad de utilizacidn
para la produci6n de moléculas marcadas a gran escala.

(10,11, 14, 34)

El RIA agrupa principalmente dos tipos de sistemas

analiticos:

a) Sistema competitivo: es el méas comunmente
empleado. En &1, el receptor especifico es un Ac
dirigido contra el ligando (Ag) a ser medido, cuya

concentracién se valora indirectamente al establecerse la
competencia con un trazador radiactivo (ag*}). Durante
la reaccién hay forwacién de complejos frios (Ag-Ac) Yy
calientes (Ag*-Ac); cuando el sistema ha alcanzado el estado
de equilibrio, se separan las fracciones libre y unida para
estimar la cantidad de Ag natural gque existe en el problema,
empleando para éllo wuna gran variedad de procedimientos
inespecificos (electroforesis,adsorcién, intercambio iénico,
filtracidn por peso molecular o precipitacién) o bien
aguéllos que involucran la adicién de un segundo Ac o el
empleo de una fase sGlida, en los cuales la especificidad
para separar las £fracciones se encuentra incrementada.
(3,10,14)

b) sistema no competitivo: esta modificacién es
utilizada cuando el antigeno no es de f&cil radiomarcacién.

En este tipo de sistemas, se empelan Ac contra diferentes

25



epitopes del Ag; uno de é&llos se encuentra marcado y el otro
fijado a una fase s6lida. (3,14)

El andlisis involucra dos pasos: en un primer tiempo, el
Ac fijado se incuba con la muestra, hasta que todo el Ag se
una al receptor (Ac); en un segundo paso, se adiciona el
trazador (Ac™ ) que se adhiere a los complejos formados. Al
término de la reaccién, las fracciones libres se eliminan por
lavado. El IRMA puede ser considerado como una
variante de esta metodologia.

Bn ambos sistemas, la concentracién del analito presente
en la muestra puede ser cuantificada por interpolacién en la
curva dosis-respuesta construida en base al comportamiento
de los esténdares de concentracién conocida. (10,11,14)Fig.

No. 5
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PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 DIAGRAMA.

l TRJIDO TIROIDEO HUMANO (-70°C) l .

l

rEXTRACCION l

IAPURIFICACION l

ICARACTERIZACION ]

L l

NEFELOMETRIA i R. I. A.
(Inmunogenicidad) (Concentracion)
1 ]
)
. L DISERO DEL SISTEMA ANALITICO ‘J

|

l DETERMINAR CONCENTRACION OPTIMA DEL Ag. ]

RADIOMARCACION ANTIGENO
{Lactoperoxidasa)

[ ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION —l

]

PRUEBAS PILOTO CON SISTEMA IMPLEMENTADO
Y COMPARACION CON UN SISTEMA COMERCIAL
(SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, REPRODUCIBILIDAD)




3.2. MATERIAL.

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO.
1. Tejido tiroideo humano obtenido de autopsia de
sujetos normales y preservado a -70°C. (INNSZ)
2. Sueros humanos provenientes de pacientes con
enfermedad tiroidea autoinmune, con diverseos titulos de
anticuerpos anti-Tg. y anti-TPO. (INNS2)
3. Sueros humanios normales. (INNSZ)
4. Sueros control comerciales, positivos y negativos.

{Fujirebio, Inc.)

3.2.2., MATERIAL DE LABORATORIO.
3.2.2.1. MATERIAL DIVERSO.

1. Probetas Graduadas Pyrex (50, 100 ml)

2, Tubos de ensaye de vidrio, Pyrex (13x100mm, 16x100mm y
12x75mm)

3. Vasos de precipitado Pyrex (25, 80, 100, 150 ml)

4. Matraces aforados Pyrex (25, 50, 100, 1000 ml)

5. Pipetas serolégicas graduadas Pyrex (1, 5, 10 ml)

6. Pipetas automdticas de volumen variable Oxford (2 a 1000
(23]

7. Puntas para pipetas automiticas Oxford

8. Pipetas Pasteur de punta larga
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9.
10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Pinzas para soporte

Soporte universal

Gradillas de alambre para 20 tubos
Microviales Eppendorf para 1 ml.
Tijeras de acero inoxidable
Bisturi con hojas No. 10

Pinzas de diseccién

Celdillas para Nefelémetro Laser Behring, cat.OvVI-

04/05 (Behring, Corp.)

17.

Celdillas para espectrofotSmetro Beckman DU-65

(Beckman Instr.)

3.2.2.2. EQUIFO.

1. Balanza analftica Mettler H-3S5.

2. Balanza gravimétrica Harvard Trip Balance (Ohaus Scale
Corp.)

3.. Ultracongelador (-70°C) Reveco Ultra low Temperature
Freeze.

4. Homogeneizador Polytron 111118 Williems (Brinkmann Instr.)

5. Centrifuga refrigerada Beckman TJ-6 (Beckman Instr.)

6. Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B

7. Ultracentrifuga Combi Kinematica OMBH

8. Nefeldmetro Laser Behring (Behring Corp.)

9. Espectrofotémetro UV/Vis DU-65 (Beckman Instr.)
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10.

Columnas de wvidrio para cromatograffa: 24.0 x 1.7 cm

30.0 x 1.7 cm (L.K.B,) y 10.0 x 1.0 cm {Pyxrex)

Y

11. Potenciémetro Corning Weston 1277 (Corning)

12. Equipo de ultrafiltracién AMICON 8200 P.M. 10X (Amicon
Corp.)

13. Contador de radiacifén gamma tipo pozo 1277 Gammamaster-

LKB (LKB Wallag)

w

N 6w

9.
10.
11.

12.

13.
14.

3.2.2.3. REACTIVOS.

. NaCl Q.p. (J.T.Baker)
. KHpPOy4 a.Cc.s. (J.T.Baker)
. KaHPO4.7H20 A.C.S. (J.T.Baker)
KCl Q.P. (J.T.Baker)
. NaOH A.C.S. (J.T.Baker)
HC1 Q.P. (J.T.Baker)
. NazCOj3 A.C.S. (J.T.Baker)}
CuSO04 Q.p. (TF.T.Baker)
Hz02 A.G. {Merck)

Tartrato doble de sodio y potasic A.C.S. (J.T.Baker)
Polietilenglicol E-6000 A.G. (Sigma)

Solucién amortiguadora de Barbituratos-EDTA pH 8.6,

0.05M A.G. (Sigma)
Reactivo de Folin-Ciocalteu A.G. {sigma)
Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals)
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1s.
16.
17.
is8.
18.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals)

Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals)
Lactoperoxidasa, 60-80 U. (I.C.N. Biochemicals)
125INa en NaOH, pH 7-11, 100 mCi/ml (Amersham Co)
Tween-20 A.G. (CIS Bio Intermational)
Albtimina bovina, Fraccién V Q.P. {Sigma)
Azida de sodio ’ A.G. (Sigma)
Soluci6n galina fisiolégica (PISA)
Tiroglobulina RIA-Kit ) (D.P.C.}

Sera Tek, Thyroglobulin Antibody Test
(Fujirebio Inc.)

Anti-gamma globulina G.N. (DAKO)

NOTA: Q.P. = Quimicamente puro

A.C.S. = Reactivo que cumple con

especificaciones de la Reagent Chemicals

A.G. = Grado analitico

G.N. = Gado nefelcmétrico
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3.2.2.3.1. PREPARACION SOLUCIONES.
a) Soluciones de uso general

1) Solucién Amortiguadora de Fosfatos pH 7.4, 0.02 M (PBS)

NaCl ...vevrnnnnnnnnns 8.77 g
KH3PO4.7TH0 +.euv.n.. 2.096 g
KHaPOgq .©vvvurnrnn. . 2.04 g
o3 .. 0.22 g

Ajustar pH con NaOH 1 N y aforar a 1 1 con agua

destilada.

2) Solucidén de Hidr6xido de Sodio 1 N.
NaOH .....co0cvevuennn 4.0 g

Aforar a 1 1 con agua destilada.

3) Solucién de albimina, 100mg/ml en solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.4, 0.02M (PBS)

Alblmina .......... 500 mg

4) Soluciones para la cuantificacién de protefnas (Lowry)
Solucién A Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1N,
Tartrato de sodio y potasio al 2%, sulfato clprico 1%.

NasC03 +eveunnn. ve... 2.0 g
NaOH .........ce000u0. 0.4 g

Aforar a 100ml con agua destilada.
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5)

b)

c)

1)

2)

CUSO4 +vvvivennnennnn 1 g
Llevar a 100ml, adicionar un ml a la primera solucién.
Tartrato de Nay K ...... 2 g

Llevar a 100ml, adiciocnar un ml a la primera solucién.

Soluci6n B

Reactivo de Folin 1:1 en agua destilada.

Solucién Amortiguadora para Nefelometria, pH 7.4, 0.01M

KHpPO4 ..vvvvnninnnnn 0.47 g
KpHPO4 . 3HR0 ....... 2.12 g
NaCl ......... eeeaen 7.43 g
PEG-E 6000 .......... 40.0 g
Tween 20 .....c0vvveen 5.0 m1
NaN3 ...ivnennninienns 1.0 g

Aforar a 1 1 con agua destilada y conservar a 4°C.

Soluciones para Radiomarcacién:

Solucién Amortiguadora de Barbituratos pH 8.6, 0.05M
Barbiturato de Na ... 8 g
Ac. Barbit@rico ..... 8.5 g
EDTA . .iivvnnennnnnnn 3.5 g

Aforar a 1 1 con agua destilada y ajustar pH.

Solucién Amortiguadora de Fosfatos pH 7.4, 0.05M

KoHPOg . 7H30 ....... 13.1 g
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d)

1)

2)

KHaPOg «ovvrvvannns .. 13.6 g

NaCl ......oevveenne .. 2.9 g
Aforar a 1 1 con H O dest. y conservar a 4°C.
Solucién de H O

H0; 30% ..... e 5 ul

Aforar a 1 ml con H;0 dest. y conservar a 4°C.

Solucicnes para el R.I.A.:

Solucién Amortiguadora de TRIS-HCl1 pH 7.5, 0.01M -NaCl
0.15M - BSA - Tween 20

TRIS-HCl ...... ... 1000 mi
NaCl .......ccniiennnn 8.8 g
BSA ...ttriniteenrannn 5.0 g
Tween 20 .......c000- 1.0 wml

Mezclar los reactivos y conservar a 4°C.

Solucién de PEG-E 6000 salino 4%
PBEG-E 6000 ......... 40.0 g
NaCl .....covennnvnnn 9.0 g

Aforar a 1 1 con Hy0 dest. y conservar a 4°C.
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3.3. METODOLOGIA.
3.3.1. OBTENCION DEL ANTIGENO

a) Extraccién del Antigeno:

1. Descongelar y pesar el tejido.

2. Cortar el tejido f;.namem:e, con la ayuda de pinzas, biscuri
y tijeras. Homogeneizar en PBS pH 7.4, 0.02 M.

3. Centrifugar la suspensién tisular a 1100 x g durante 30
min. en frio {(4°C).

4. Centrifugar el 1liquido sobrenadante del paso anterior a
9000 x g durante 20 min. en frio (4°C).

5. Centrifugar nuevamente él sobrenadante a 105,000 x g
durante 60 min. en frfo (4°C). Desechar el precipitado vy
conservar el sobrenadante, que contiene a la Tiroglobulina,

para continuar el proceso de purificacién.

b) Purificacién del Antigeno:

1. Preparar una columna de vidrio de 24.0 = 1.7 cm con
Sephadex G-200. Bquilibrarla con PBS pH 7.4, 0.02 M
desgasificado.

2. Cromatografiar 1 ml del sobrenadante cobtenido en el paso 5
de la extraccién, eluyendo con PBS PH 7.4, Q.02 M.
Colectar aproximadamente 26 fracciones de 2 ml cada una y
determinar en ellas la concentracién de proteinas mediante su

lectura a una D.O. de 280 nm.
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3. Concentrar, por ultrafiltracién, aquellas fracciones
que contengan mayor concentracién proteica (aproximadamente a
1/4 del volumen inicial).

4. Preparar una columna de vidrio de 30.0 x 1.7 cm con
Sepharosa 4B y recromatografiar el concentrado, eluyendo con
PBS pH 7.4, 0.02 M. Colecfar aproximadamente 40 fracciones
de 2 ml cada una y determinar en éllas la concentracién de
proteinas, comoc en el punto 2. Realizar ademsis la
cuantificacién de Tg por R.I.A. en aquellas fracciones
que presenten mayor concentracién proteica.

5. Concentrar, por separado, las fracciones que contengan
Tg, hasta 1/4 del volumen inicial.

6. Adicionar azida de sodio (0.01%), a 1las fracciones,para
evitar crecimiento bacteriano. Alicuotar el mwmaterial y

conservarlo a -20°C hasta su caracterizacién

c) Caracterizacién del Antigeno:
1. Determinar la actividad inmunogénica. por Nefelometria.

2. Determinar la concentracién del antigeno, por R.I.A. (35)
3.3.2. RADIOMARCACION DEL ANTIGENO cON 1251

1. En un microvial Bppendorf, adicionaxr 35 ag (25 uxl) de Tg,

0.5 mCi (18.5 MBq) de 1251-Na, 4 pg (2ul) de LPO y 0.03

#g (2 pl) de Hy03.

2. Agitar en vortex durante 30 segundos gxactamente.
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3. Adicionar 500- pl de PBS pH 7.4, 0.05M para parar la
reaccién.

4. Someter a purificacién el producto de la
radiomarcacién, utilizando para €llo una columna de vidrio de
10.0 x 1.0 cm, empacada con Sephadex G-100 equilibrada
con solucién amortiguadora de barbituratos pH 8.6, 0.05M y
eluir con el mismo amortiguador.

5. Colectar fracciones de 0.5 ml Y monitorear la
actividad presente.

6. Seleccionar la fraccién de interés y desechar 1las

otras alfcuotas.

3.3.3. ESTANDARIZACION DEL SISTEMA ANALITICO.

1. Diluir las muestras séricas 20X con solucién amortiguadora
de TRIS-HCl-NaCl-BSA-Tween 20 (Solucién diluyente) .

2. Preparar una solucién del Ag radiomarcado (125I-Tg} con
una actividad de aproximadamente 40,000 - 50,000 cpm en 50
ul, utilizando para &llo solucién diluyente.

3. En tubos de vidrio (12 x 75 mm) adicionar 50 pl de
las muestras previamente dilufdas y 501 de la solucién de
1251.1g.

4. Incubar a 37°C durante 16 horas.

S. Adicionar 2 ul de anti-gamma globulina e dincubar a

37°C durante 1 hora.
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6. Adicionar 500 pl de PEG-E 6000 salino 4%. Mezclar con
la ayuda de vortex.

7. Centrifugar a 3000 rpm, a 4°C, durante 30 minutos.

8. Decantar cuidadosamente y dejar escurrir sobre
papel absorbente. Monitorear la radiactividad presente.

9. Interpolar los problemas en una curva est&ndar construida
con muestras de concentracién conocida.

10. Comparar los resultados obtenidos con los proporcionados

con un equipo comercial para la deteccién de AcTg.
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RESULTADOS.

4.1. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos al purificar el extracto
tiroideo en Sephadex G-200, se muestran en la Figura I.
A las fracciones colectadas se les determindé concentracién
proteica primero mediante su lectura a una longitud de onda de
280 nm y posteriormente, por el método de Lowry, obteniéndose
en ambos casos un patrén semejante. Aungue no estaba
previsto inicialmente, se sometieron 1las fracciones a 1la
cuantificacién de Tg pox RIA. El patrén obtenido permitié
definir con mayor exactitud las fracciones de interés para
los siguientes pasos (fraccién 6 a 8). Tabla I.

Las alicuotas de la fracci6n seleccionada se

concentraron por ultrafiltracibén, a fin de recromatografiar en

Sepharosa 4B aproximadamente 3.42 mg de Tg. Los
resultados del procedimiento se muestran en la Pigura II,
A las fracciones obtenidas, como en la purificacitn

anterior, se les determiné concentracién proteica por D.O. y
Lowry, deﬁiniéndose de esta manera 3 &reas diferentes
{fraccién 6 a 11, 12 a 15 y 16 a 18), de entre las cuales, con
el empleo de un antisuero especifico y Nefelometria, fue
posible identificar el &rea con actividad inmunogénica
significativa, misma que posteriormente se sometié a RIA con

el fin de conocer la concentracién de Tg



Las fracciones constituyentes del &rea de intexés (12 a

15), se mezclaron y se concentraron por ultrafiltracion,
procediendo posteriormente a cuantificar la proteina
(aproximadamente 1.57 mg/ml) . Tabla II.

El rendimiento obtenido en el ' procedimiento,

consideréndo que se partié de 1 g de tejido, fue de 0.30%.

Los resultados de la radiomarcacién pueden ocbservarse en
la Figura III, en donde también se muestran los resultados de
la inmunorreactividad de la proteina radiomarcada que fue
del orden del 90%, como puede observarse en 1la Tabla III
gue acompafia a la grafica. La eficiencia del marcaje
fue de alrededor del 27%, obteniéndose una actividad

especifica de 7 Ci/g (25.9 x 1010 Bg / g).

En lo que respecta a la estandarizacién del sistema,
la interaccién entre el Ag” (1251-Tg) y la muestra (Ac)
fue incompleta al incubar el sistema a temperatura ambiente
durante 16 h, mientras que al modificar las condiciones de
temperatura (37°C), el desplazamiento obtenido permitié el
establecimiento de una curva de calibracién con mejor
respuesta, como puede observarse en la Tabla y Figura 1IV.
Por €llo, se seleccioné esta segunda opcidén como condicién

ideal para el sistema.

El coeficiente de wvariacién intra-andlisis encontrado
fue del orden del 3.5%, mientras que el inter-andlisis fue
del 6.0% al valorar 5 ensayos consecutivos. El limite de

sensibilidad del sistema fue de 0.3 Unidades/ml.
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.Con objeto de corroborar que el desplazamiento observado
con los esténdares de concentracién conocida fuese el
adecuado, ge procedidé al andlisis de diluciones seriadas
de wuna nmuestra sérica con un titulo elevado de AcTg.
Los resultados obtenidos se indican también en la Tabla y
Pigura IV.

Al comparar los resultados obtenidos (Unidades/ml) en
el sistema implementado, con los proporcionados por el
sistema comercial (dilucién ), se obtuvo una correlacién

adecuada, como se muestra en la Figura V.
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TABLA |. PURIFICACION DE Tg EN SEPHADEX G-200.

No. fracc. Concentracién proteica Conc. Tg
D.O. Lowry (mg/ml) ng/ml
1 0.06 0.0 0
2 0.06 0.0 0
3 0.06 20.0 0
4 0.06 41.5 0
5 0.05 92.4 0
6 1.86 154.1 260
7 3.04 214.0 880
8 3.04 201.0 380
9 0.56 81.0 52
10 0.46 71.0 22
11 0.71 100.1 28
12 1.14 154.1 14
13 0.70 140.7 6
14 0.30 100.5 14
15 0.25 76.3 14
16 0.25 91.1 22
17 0.22 88.9 6
18 0.24 52.9 12
19 0.52 40.0 0
20 0.62 100.1 0
21 0.62 81.7 0
22 0.13 64.3 0
23 0.02 64.3 1]
24 0.01 70.1 0
25 0.00 41.5 0
26 0.00 0.0 0
27 0.00 0.0 0
28 a.00 0.0 0
29 0.00 0.0 0
30 0.00 0.0 0
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FIGURA I. PURIFICACION DE Tg EN SEPHADEX G-200
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TABLA . PURIFICACION DE Tg EN SEPHAROSA 48B.

No. fracc. Concentracién proteica Conc. Tg Nefelometria
D.O. Lowry (mg/ml) (pg/ml)

1 ¢.01 30.8 0 0.6
L2 0.01 52.2 0 1.5

3 0.01 53.0 0 2.7

4 0.00 32.1 0 3.2

5 0.60 80.4 0 4.6

6 0.97 97.8 20 5.7
7 0.26 84.4 32 6.2

8 0.22 45.5 44 7.0

9 0.33 56.2 88 7.0
10 0.60 88.4 200 7.7
11 1.25 99.0 - 220 8.9
12 2.16 108.5 440 11l.4
13 2.42 180.9 720 12.4
14 1.67 99.0 320 9.9
15 0.78 84.4 240 7.4
16 0.27 73.7 116 7.0
17 0.12 76.3 48 6.2
18 0.39 58.9 14 5.7
19 0.39 73.7 0 4.4
20 0.06 42.8 ] 3.7
21 0.00 50.9 ] 3.0
22 0.00 50.9 0 2.2
23 0.00 53.6 6 3.7
24 0.01 26.8 Q 3.3
25 0.01 24.1 0 2.0
26 . 0.01 26.8 0 1.9
27 0.01 25.4 0 1.2
28 0.01 20.1 0 1.0
29 0.01 17.4 12 1.8
30 0.00 13.4 0 1.9
31 0.00 4.0 0 2.0
32 0.00 0.0 12 1.2
a3 0.00 0.0 0 1.8
34 0.01 0.0 6 1.7
35 0.01 0.0 12 2.5
36 0.01 0.0 0 1.0
37 0.01 0.0 6 0.7
a8 0.01 0.0 12 1.6
39 0.00 0.0 0 1.4
40 0.00 0.0 0 1.0

o
v




Unidadea](Ta] (px/ml) Unidades |(Proc)
logrel)

FURIFICACIOY OE TIROGLOBULINA
(Sephatosa = 48) .

——D.0. 150 nx (Unidades)
csv e K14, fug/al) 104200
—evm Nefelomer(a (Untdades)
o~ om=tovry (mg/ul)

t.0

FIGURA II. PURIFICACION DE Tg EN SEPHAROSA 4B
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TABLA I, RADIOMARCACION DE Tg .

No. tubo Yodacién Inmunorreactividad
(cpm) (cpm) (su)
1 0 4] ]
2 0 0 0
3 [s] 0 0
4 0 0 o
S 4] [4] [}
6 4] 0 0
7 [+] 0 [}
8 138 4] 0
9 7774 : 7095 a1
10 61699 55845 90
11 83373 81015 97
12 30578 17505 57
13 4406 3195 72
14 906 Q 4]
15 . 254 Q 0
16 150 0 0
17 86 Y] o
18 - 30 o 0 3]

Actividad Especifica = 7 Ci/g (25.9 x 1010 Bg / @)

Eficiencia de Maxcacién = 27%
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TABLA V.

ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE RIA.

AcTg mién
(U/ml) 20°C 37°C
0.0 1.6 1.5
0.5 5.0 11.6
1.0 10.5 27.4
3.0 16.8 44 .4
10.0 24.7 84.2
100.0 30.0 91.0

M. Sérica (+) Unién (37°C)
1:16 8.8
1:8 23.2
1:4 43.0
1:2 70.6
s/dil 49.0
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TABLA V. COMPARACION DE LOS DOS SISTEMAS (IA y RIA)

INMUNOAGLUTINACION R.I.A.
(TITULO) (U/ml)

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
1/800
1/800
1/1600
1/1600
1/3200
1/3200
1/6400
1/6400
1/6400
1/12800
1/12800
1/12800
1/12800
1/12800
1/25600
1/25600
1/25600
1/25600
1/25600
1/51200 18.9
1/51200 25,0
1/51200 28.5
1/51200 30.0
1/51200 32.9
1/102400 27.4
1/102400 25.9
1/102400 35.7
1/102400 >40.0
1/102400 >40.0
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4.2. DISCUSION.

El objetivo de este trabajo de tesis fue el impleméncar
un sistema analitico que permitiese la deteccién de AcTg
debido a la importancia de la medici6n de los mismos en el
diagnéstico y seguimiento de los padecimientos tiroideos
de origen autoinmune. Para é&llo, fue necesarioc extraer
la proteina partiendo de tejido tiroideo humane utilizando
una wmetodologfia que conjunta a varias técnicas descritas en
la literatura Yy se apoya tanto en las propiedades
fisicoquimicas de la protefna, como en las facilidades de
laboratorio.

La homogeneizacién de 1 g de tejido humano proporcioné 3
mg de Tg ; lo gque representa un rendimiente de 0.30%,
cifra bastante aceptable si se consideran las
manipulaciones metodolégicas que permitieron la obtencién de

esta protefina con un alto grado de pureza.

El perfil de eluci6n de la purificacién en Sephadex G-
200 (Figura I) muestra claramente las fracciones en las
cuales la Tg pudiera estar presente. Tanto la posterior
cuantificacién de proteinas totales por Lowry, como la
medicidén especifica de Tg, por RIA, definieron con mayoxr
exactitud las fracciones de interés, coincidiendo esta
informacién con la preliminar obtenida a D.O. de 280 nm.

Bl perfil de elucién de la segunda purificacién,
en Sepharosa 4B (Figura II), mostr6 tres &reas diferentes que

al someterse a cuantificacién de proteinas totales y de
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Tg especificamente, evidenciaron la presencia de isoformas
de ésta, producidas en menor cantidad como consecuencia
del proceso de purificacién a que se sometid. Los
resultados obtenidos con la Nefelometria indicaron actividad

inmunogénica en las tres &dreas.

La abundancia de Tg en las fracciones que constituyen
el pice central del perfil y la mayor respuesta inmunogénica
de esta fraccién, la seflalan como la Tg nativa o 29 S.
Los resultados anteriores concuerdan con lo descrito en
la literatura, por lo que esta fraccién fue seleccionada para

la implementacién del sistema analitico.

En lo que respecta a la radiomarcacién de la proteina,
a pesar de que la actividad especifica del producto
radiomarcado fue de 7 Ci/g (25.9 x 1010 Bg/g), 1la
eficiencia del procedimiento es basgtante aceptable (27%) y
el daﬁo proteico ocasionado fue practicamente despreciable,
pues la inmunogenicidad se conservé en aproximadamente el
90%, por lo que el producto de la radiomarcacién es
bastante aceptable (Pigura III).

Referente a la implementacién del sistema de RIA, en base
a la informacién bibliogrdfica se selecciondé la dilucién de
la muestra (1:20), de manera gque solamente 8e probaron
variaciones en la temperatura del sistema.

La curva obtenida a temperatura ambiente (20°C - 16 h)
mostré un desplazamiento muy pobre, indicando 1la necesidad
de prolongar el tiempo de reaccién o incrementar la

temperatura del sistema, con el fin de favorecer 1la
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interaccién entre las moléculas de Ag b4 Ac de la
muestra. Al incrementar la temperatura del sistema
{37°C), manteniendo constante el tiempo de reaccifn, se obtuvo
una mejor respuesta en la curva de calibracidn,
situacién que fue reproducida al someter al mismo
procedimiento y bajo las wmismas condiciones diluciones
seriadas de una muestra sérica con un titulo elevado de
AcTg (Figura 1V).

La reproducibilidad del sistema, bajo las condiciones
seleccionadas (37°C - 16 h), quedd de manifiesto al
obtenerse un coeficiente de variaci6n {CV} inta-andlisis
de 3.5% e inter-anflisis de 6.0%; sobre todo, si se
congidera que en este tipo de sistemas el CV aceptado es de
15.0%.

La sensibilidad de 0.3 Unidades/ml es otro de los
pardmetros de control de calidad que pone de manifiesto la
bonanza del sistema implementado.

La correlacién observada, al comparar los resultados
de muestras séricas procesadas por este sistema de RIA y por
un sistema comercial de inmunoaglutinacién, muestra, como
se observa en la PFigura V, un coeficiente de correlacién
aceptable (r = 0.87).

La especificidad del sistema quedsd demostrada al
obtener resultados negativos { <1.5 Unidades/ml) en wuestras
séricas procedentes de sujetos con tiroiditis de

Hashimoto, que presentaban titulos elevados para AcTPO.
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CAPITULO Vv



CONCLUSIONES.

Log resultados cobtenidos en el ©presente trabajo

permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

1. Se describe un procedimiento que permite la extraccidn
y purificacién de la Tg con un rendimiento adecuado de

la protefina y un alto grado de pureza de la misma.

2. Fue posible establecer ccndiciones de radiomarcaje de
la proteina, manteniendo integra la actividad inmunogénica de
la molécula, es decir, produciendo un dafio minimo en la

estructura de la misma.

3. Se 1logré implementar un sistema de RIA sensible
y especifico que permite la detecci6n de AcTg que a pesar de
que unicamente fue valorado en muestras séricas, no se
descarta la posibilidad de utilizarlo satisfactoriamente
en la cuantificaci6én de AcTg presentes en otros fluidos

biolégicos.

4. La informacidn obtenida al comparar ambos sistemas,
pone de manifiesto la mayor sensibilidad del RIA para la
deteccidén de AcTg, situacién que concuerda con los resultados

reportados por OLros autores,



Si bien es cierto que el trabajo desarrollado implica
el conocimiento de diversas &reas del laboratorio gquimico,
muchas veces de alto grado de especializacién, los logros
alcanzados se traducen en la disponibilidad de material

analftico para su empleo rutinario en el laboratorio clinico.
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