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CAPITULO 



INTRODUCCION 

1.1. PLANTBAJIXBllTO DBL PROBLIDIA 

En los últimos años 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 limitaciones tecnológicas en nuestro 

mediciones empleadas comunmente con utilidad 

son aquéllas que identifican la 

medio, 

clínica 

las 

sólo 

presencia 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 patologías tiroideas, cuando 

sintomatologia denota la presencia de tiroiditis 

la 

de 

Hashimoto, enfermedad de Graves, mixedema idiopático, bocio 

adenomatoso, cáncer de tiroides, tiroiditis subagudas, 

tiroiditis post-parto y enfermedad subclinica de origen 

autoinmune. (13,19,26,42) 

La detección y cuantificación de AcTg, además de 

ser empleada como parte integrante de un perfil de 

diagnóstico, sirve como marcador en el monitoreo del 

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



Por esta razón, se han desarrollado varios 

sistemas comerciales para la detección de AcTg, que utilizan 

diversas modalidades en su identificación. (5, 15, 19, 42) 

Sin embargo, diversas circunstancias impiden el acceso 

a éllos en los laboratorios ordinarios de análisis 

clínicos (razones económicas, administrativas, técnicas, 

vuelve prioritaria la etc ... l. Situación que 

implementación de un sistema analítico sencillo, que 

cumpliendo con los parámetros 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. OBJBTXVO 

Implementar y estandarizar una técnica de 

radioinmunoanálisis (RIA) que permita la detección de 

anticuerpos anti-Tiroglobulina humana, con especificidad, 

sensibilidad y reproducibilidad comparable a las de un 

sistema comercial (inmunoaglutinaci6n) . 
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1.3. BIPO'l'BSIS 

Si la técnica de Radioinmunoanálisis ha demostrado ser 

una metodologia con gran sensibilidad y especificidad para la 

detecci6n de analitos que se encuentran en bajas 

concentraciones, entonces será posible, a través de una 

técnica de Radioinmunoanálisis implementada, detectar y 

cuantificar 

biol6gicÓs. 

anticuerpos anti-Tiroglobulina 

3 
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ANTECEDENTES 

2.1. PISIOLOG:IA DK LA GLANDULA TIROIDES 

La tiroides es una glándula end6crina impar y 

simétrica, situada en la parte anterior del conducto 

laringe-traqueal; está fonnada por dos lóbulos laterales y 

unidos por un puente transversal; en élla se distribuyen 

fibras tanto simpáticas como neumogástricas que influyen en 

su irrigación sanguinea. El peso promedio de esta glándula 

en el adulto es de 25 a 30 g 

una 

Desde el punta de vista embriológico, 

proliferación del suelo de la faringe 

observarse en la tercera semana de gestación. 

proviene 

que empieza 

de 

a 

La formación 

va descendiendo hasta alcanzar su sitio definitivo 

el desarrollo embrionario avanza. 

conforme 

Histologicamente, la glándula tiroides está constituida 

por vesiculas de tamal\o variable (10-500 nm de diámetro), 

rodeadas de una membrana basal y revestidas de células 

epiteliales cilíndricas que están llenas, en su mayor 

parte, de una sustancia coloidal. 

La unidad funcional de la glándula está 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 vesícula 

una sustancia coloide que es un depósito de almacenamiento 

de hormonas tiroideas y tiroglobulina y que constituye el 75t 

del coloide. 

b) parafoliculares o células C: secretan también 

al lumen de la vesícula una hormona llamada calcitonina, que 

ejerce acción sobre el metabolismo del calcio. Existe 

menor abundancia de estas células en el parénquima tiroideo, 

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

La glándula, además de controlar el metabolismo corporal 

a través 

tiroideas 

de la producción y secreción de 

(T3 y T4), se encarga también de 

las hormonas 

la síntesis de 

tiroglobulina, proteína que sirve como sustrato 

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

para la 

2.1.1.,BrOSiln'BSrS DE HORMONAS TIROIDEAS 

Para la elaboración de las hormonas tiroideas en la 

glándula tiroides, es fundamental que ésta capte al yodo de 

la sangre. El complejo mecanismo que implica esta operación 

puede describirse de la siguiente manera: 

a) captación de yodo plasmático meldiante la 

11 bomba 11 de yoduro de la célula tiroidea. 

b) oxidación del yodo mediante las peroxidadas y 

yodación 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) captación de gotitas del coloide por parte de 

la célula tiroidea mediante pinocitosis y la posterior 

ruptura proteolitica de los enlaces Tg-hormanas tiroideas, 

dando lugar a la liberación de las últimas a la circulación 

sanguinea. 

el reutilización del yodo remanente o desyodación 

intratiroidea de las yodotirosinas. 

Todos estos pasos son estimulados y/o regulados por 

la tirotrofina (TSH). Fig. No. 1 

Diariamente, la glándula secreta aproximadamente 80 µg de 

T4, que circulan en el organismo en concentraciones que 

oscilan entre 6 y 12 µg/dl, unida fuertemente a diversas 

proteinas de transporte: globulina transportadora de T4 

(TBG), prealbúmina transportadora de T4 (TBPA) y albúmina. 

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) 

6 



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



2.2. TIROGLOBOLIHA 

2.2.1. PROPIEDADES KOLBCIJLARBS 

Inicialmente se pensó que el coloide tiroideo estaba 

constituido por una sola clase de tiroglobulina; sin embargo, 

estudios posteriores, en extractos salinos de 

glándulas tiroideas de mamíferos a pH neutro, demostraron la 

existencia de 4 proteínas estrechamente relacionadas, cuyo 

coeficiente de sedimentación (5) es de 125, 195, 275 y 375 

y que presentan una abundancia de 0-5\, 85-100\, 0-15\ y 0-2\ 

respectivamente.La proteína 19S ha sido considerada como 

tiroglcbulina nativa por ser sintetizada en mayor cantidad en 

relación a las otras. {S,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 los folículos tiroideos, en donde la proteína 19S 

que presenta un PM promedio de 660 kDa, constituye el 75\

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

2.2.2. PROPIEDADES PISICOQUIJIICAS 

Las propiedades fisicoquirnicas de la tiroglobulina 

se muestran a continuación: 

a) coeficiente de sedimentación de 19 S. 
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b) PM aproximado de 660 kDa. 

c) i'fttervalo definido de insolubilidad tanto 

en soluciones de sulfato de amonio (38-42\' de saturación), 

como en soluciones de fosfatos mono y di-potásicos 

(43-48% de saturación) . 

d) punto isoeléctrico de 4,58 

e) movilidad electroforética (amortiguador de 

veronal pH 8.6) de -5x10-5 cm2 /volt/seg. 

Estas características son independientes del grado 

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

2. 2. 3. ESTRUCTOJIA Y BSTABJ:LXDAD 

La heterogeneidad de la tiroglobulina es consecuencia de 

la variablidad en el contenido de yodo de la proteina, el 

cual oscila entre o. 07% y O. 80%. Las tiroglobulinas 

altamente yodadas son más resistentes a la accci6n de agentes 

disociantes que aquéllas que presentan menor contenido de 

yodo; la composición de aminoácidos, así como la 

antigenicidad y el coeficiente de sedimentación de la 

proteina son independientes del grado de yodación 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 s, la proteina sufre 

desnaturalización irreversible y a pH 12 se disocia en dos 

subunidades, cada una con un PM de 330 kDa y con coeficiente 

9 



de sedimentación de 12s. A pH mayor de 12, éstas 

últimas se disocian en dos unidades más, una de 35 y otra 

de as. 

Este f en6meno también ocurre en medios con fuerza iónica 

baja, en urea 2M, en dodecilsulfato de sodio (SDS) lmM y a 

temperaturas mayores de 40º C. (5,6,7,8,28,29,36} 

Estudios de incorporación de aminoácidos radiomarcados 

han permitido identificar la aparición temprana de subunidades 

de coeficiente de sedimentación de 3S a es y de 12s, 

inmunologicamente relacionadas a la tiroglobulina. Esta 

situación ha llevado a proponer que la proteína 195 es 

el producto de unión de dos subunidades 125, con un PM de 

330 kDa, que son sintetizadas individualmente mediante 

la traducción de un RNAm de 335 y no por la unión de 

prot6meros más pequeños con estructura primaria diferente. 

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

2.2.4. COllPOSICIOR QlJillICA 

varios estudias realizados tanto en especies animales 

atrofia como en humanos en condiciones normales y con 

glandular, demuestran una estrecha similitud en la composición 

química de la tiroglobulina. 

Ha sido posible identificar una secuencia de 6200 

aminoácidos de los cuales 110 son residuos tirosínicos y 

de éllos, 25 se encuentran normalmente yodados en forma de 

10 



MIT, DIT, T3, T4. La proteína contiene también cerca de 200 

medios residuos de cisteína, la mayoría 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 tamaño de la molécula, 

pero como puede observarse en la Fig. No. 2, sí ha logrado 

identificarse la secuencia de aminoácidos que parece ser 

necesaria para la formación de tiroxina (T4). 

-Al.a-Ser-T4-Glu(Gln)-Asp(Asn)-

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

T4. 

La tiroglobulina presenta además en su estructura 

cinco clases de carbohidratos: galactosa, manosa, fucosa, 

ácido siá1ico y N-acetilglucosamina, constituyendo el 10\' 

de la molécula agrupados en dos tipos de polisacáridos. 

Uno de constitución simple (9 residuos de manosa y 2 

de N-acetilglucosamina) , unido a la proteina en forma 

de glucopéptido y el otro, de constitución más compleja, 

conteniendo los 5 carbohidratos y que está unido por lo 

11 



menos en dos sitios diferentes a la molécula de 

tiroglobulina. (18, 37, 42) 

2 • 2. 5. llBTABOLZSXO 

En el metabolismo de la tiroglobulina se han 

identificado cuatro fases distintas; tres de éllas integran 

la biosintesis de la proteína y una última fase conduce a la 

degradación de la hormona fisiológicamente activa. Fig. No. 3 

La primera fase involucra la síntesis y ensamble de 

las cadenas polipeptidicas, con la participación de la 

maquinaria de síntesis proteica presente tanto en el núcleo 

como en el citoplasma celular. La tiroglobulina es 

sintetizada en los polisomas unidos a la membrana celular de 

los folículos, por medio de un RNAm, que codifica proteínas 

para la síntesis de la tiroglobulina 19S; así se forma una 

pre-pro-hormona no yodada que pasa al retículo 

endoplásmico rugoso, en donde como pro-hormona es 

transportada hacia el aparato de Golgi para ser glicosilada. 

(lB,37) 

La segunda fase o glicosilaci6n, consiste en la 

incorporación de carbohidratos al esqueleto polipeptidico. 

Esta se inicia en el retículo endoplásmico y termina en 

el aparato de Golgi, en un proceso 

enzimática. 

12 
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Se han identificado dos cadenas de oligosacáridos que 

están 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 ácido siálico, fucosa y 

galactosa unidas a manosa y N-acetilglucosamina. 

La proporci6n de una y otra cadena varía 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 yodaci6n y maduraci6n de 

la molécula y se lleva acabo en el lumen del folículo, 

mediante un proceso de exocitosis, can la intervención de 

enzimas específicas, entre las que destaca la peroxidasa 

tiroidea (TPO) . 

Bste proceso continúa hasta que la proteína adquiere 

un grado de yodaci6n óptimo fisiol6gicamente, limitado· sólo 

por la estructura de la misma. (18,21,37) 

Bn la cuarta y última fase del metabolismo de la 

tiroglobulina, o tiroxigénesis, las hormonas tiroideas pasan 

a la circulaci6n sanguínea para ser transportadas a los 

6rganos blanco. Bn términos generales, la tiroglobulina 

almacenada en el coloide, es recapturada por las células 

tiroideas mediante endocitosis, como respuesta a un estímulo 

de TSH, la invaginación producida en la membrana apical se 

fusiona con la vesícula endocítica, que es transferida al 

lisosoma, foJ:l111llldo un fagolisosoma que migra hacia la 

14 



UnilA 
fl1-4 /J 

GlcNAc---+ GlcNAc_____.Asn 

fl t-4 l a t-3(4) a 1-2 

Man-4- Man<f- (Man). 

a t-2 l a 1-2(3,4) a t-2 

Man <f-Man.,._ (Man). 
a t-2(3,4) t 

Man 
a 1·2 j 

(Man), 
ü;;-1¡·¡¡·····--·············--··--·-··········-----ii-¡:;·,:¡;··;i-·;.:.:4·---ji·¡:·¡················ 

a __-Mlan--+GlcNAc~GlcN~NAc _.Asn 

fJ 1-6(2) __..-Man ...------ª Fuct 
_.-¡íÍ-2 (6) l Man . 

GlcNAc /J t-4 i 
/J 1 4 r GlcNAc GlcNAc 

- /J 1-4 t /J t-4 t 
Gal Gal Gal 

a1-6 t a t-6 t 
NeuNAc NeuNAc• 

FIGURA No. 4. ESTRUCTURA·DE LAS CADENAS OLIGDSACARIDAS 
DE LA TIROGLOBULINA 

(Asn= Aspargina; Gal= galactosa;Man=manosa.) 
*Este residuo de ácido siálico puede ser ácido N-glico1il 

neuroamínico (GlcNAc) o bien ácido N-acetil neuramínico 
(NeuNAc). 
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membrana basal. Durante dicha migración ocurre la 

degradación de la tiroglobulina por las proteasas y el 

producto (T3, T4, aminoácidos y tiroglobulina) es liberado a 

los vasos linfáticos que rodean el folículo, mediante un 

proceso de difusión simple contra gradiente de concentración. 

Los principales productos de liberación 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. PROPIBDAIIBS DOllJNOLOGICAS 

Desde el punto de vista inmunológico, la tiroglobulina 

es considerada como un autoantigeno órgano especifico, capaz 

de inducir la respuesta inmune contra élla por el 

organismo. Este hecho fue demostrado por Rose y Witebsky, 

quienes encontraron en glándulas tiroideas de conejo una 

similitud de cambios histológicos con las lesiones observadas 

en pacientes con enfermedad de Hashimoto (infiltración 

linfocitaria extensa, 

(19,23,30,44) 

atrofia y destrucción folicular) . 

En varias especies animales estudiadas se ha visto que 

la tiroglobulina no es un antígeno aislado del sistema 

sanguínea, sino que entra en circulación despues de ser 

digerido por las proteasas; también existen en circulación, 

a concentraciones bajas, formas completas de la proteína, 
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postuiándose por éllo, la presencia de un estado de 

tolerancia inmunológica a la misma. Dicha tolerancia se 

presenta principalmente a nivel de los linfocitos timo 

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

Numerosos estudios sobre autoinmunidad tiroidea han 

demostrado que ia moiécuia de tirogiobuiina presenta cerca 

de 40 determinantes antigénicas que son reconocidas 

por anticuerpos heter6iogos. En ei ser humano s6io se 

han identificado 3 epítopes con capacidad de provocar 

respuesta inmunoi6gica. Un epitope de ia moiécuia de 

tiroglobulina es compartido con una determinante antigénica 

del tejido conectiva orbital, lo cual conduce a daño a nivel 

del músculo ocular, como consecuencia de una reacción 

cruzada. (i,25,26) 

Como resultado de las propiedades 

esta proteína, se ha evidenciado la 

circulantes a títulos altos en el suero 

inmunológicas de 

presencia de 

de pacientes 

AcTg 

con 

enfermedad de Hashimoto y con enfermedad de Graves, así 

como también en sueros de pacientes hipotiroideos (mixedema 

primario); cáncer tiroideo, bocio adenomatoso con y sin 

hipertiroidismo (tituios menores) . Estos anticuerpos 

participan como marcadores de inmunidad tiroidea y su 

frecuencia es mayor en el sexo femenino que en el masculino, 

independientemente de ia edad. Un hecho curioso es que ia 

incidencia de positividad decrece en las mujeres mayores de 

70 años, sin embargo, en el sexo masculino se presenta el 
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fenómeno inverso. En sujetos normales, también se ha 

identificado la presencia de AcTg. (1,19,25,26,41,42) 

La mayor parte de los anticuerpos así producidos, 

pertenecen a las inmunoglobulinas de tipo IgG (70\-) , aunque 

los hay en menor cantidad del tipo IgA (20\-) y todavía 

menos, del tipo IgM (<lOt). 

La participación de los anticuerpos en el daño 

es el resultado del depósito de complejos inmunes 

tisular, . 

sobre 

los folículos tiroideos. (26,42) 

Además de la tiroglobulina, se 

glándula tiroidea otros antígenos 

encuentran en 

que desencadenan 

producción de autoanticuerpos, los más importantes son: 

la 

la 

a) antígeno coloidal distinto de la tiroglobulina 

b) antígeno microsomal (peroxidasa tiroidea) 

c) antígeno de superficie celular 

d) receptores para la TSH 

e) antígeno nuclear de los tirocitos 

f) hormonas tiroideas propiamente 

Existe otro antígeno fuera de la glándula tiroides que 

está asociado a la enfermedad autoinmune, el antígeno del 

músculo ocular. (19,26,42) 
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2.3. APLICACION CLINICA DE LA ctJANTIFICACION DE ANTICUERPOS 

ANTI-TIROGLOBIJLINA (AcTg). 

La medición de AcTg es empleada principalmente para 

el monitoreo de la evolución de enfermedades tiroideas de 

origen autoinmune, siempre y cuando vaya acompañada de otras 

pruebas como el perfil hormonal tiroideo y AcTPO, además de 

un exámen de los síntomas y signos presentados por el 

paciente, pues todo el conjunto permitirá la elaboración de 

un diagnóstico más certero. 

De e·sta manera, es posible distinguir las siguientes 

condiciones clínicas: 

a) enfermedad de Hashimoto, de otras causas de 

bocio no tóxico y cáncer tiroideo 

b) enfermedad de Graves, de otros tipos de 

tirotoxicosis 

e) hipotiroidismo autotr6fico autoinmune, de 

obesidad o depresión 

d) exoftalmos endócrino, de otras enfermedades 

oculares. (i,19,26,42) 

2.4. llBTODOS PARA LA DBTECCION DE ANTICUERPOS 

AMTI-TIROGLOBULillA (AcTg). 

Además de la fijación del complemento y 

hemaglutinación pasiva, se han desarrollado otros métodos 
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analíticos para la detección de los AcTg; entre éllos pueden 

citarse: 

a) Precipitación en agar: basada en la difusión 

y precipitación, en agarosa, de los complejos inmunes 

colocados en dicho soporte. 

96' de los pacientes con 

enfermedad de Hashimoto, pero 

Esta prueba es positiva en el 

la variante fibrosa de la 

es frecuentemente negativa 

para la 

variante 

fase primaria de tiroiditis linfocitica y en la 

de Hürtle 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 

evidenciaci6n de los Ac una antigarmnaglobulina humana marcada 

con fluoresceina. Aunque esta técnica es sensible y 

especifica, 

además de 

proporciona unicamente datos semicuantitativos, 

requerir equipo especializado para su aplicación. 

e} Hemaglutinaci6n indirecta: emplea para su 

desarrollo glóbulos rojos sensibilizados y con tiroglobulina 

adherida a su superficie. Es la metodología más utilizada y 

presenta una sensibilidad del orden de io-3 g/l. 

d) Aglutinación con látex: su principio es similar 

al de la hemaglutinación indirecta, con la modalidad de 

que el antígeno es adsorbido a partículas de látex. 

e) Radioinmunoanálisis: emplea 

para evidenciar la presencia 

modalidades de la técnica se 

de los Ac. 

caracterizan 

radioisótopos 

Las diferentes 

por 

alto grado de sensibilidad y especificidad, 

poseer un 

de modo que 
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algunos especímenes que dan resultados negativos por 

hemaglutinación, proporcionan resultados positivos por esta 

técnica. su sensibilidad es del orden de 10-9 g/l. 

f) Análisis Inmunoenzimático: es un método 

recientemente desarrollado, con sensibilidad y especificidad 

similares al RIA, pero con los inconvenientes de las pruebas 

calorimétricas, además de la labilidad del trazador 

enzimático. (1,19,42) 

g) Análisis Inmunorradiométrico ( IRMA) : es una 

metodología alternativa al RIA, en la cual el analito se 

combina directamente con un Ac radiamarcado; ofrece mayor 

sensibilidad y especificidad que el RIA, pero está 

condicionado a la obtención de Ac con un alto grado de pureza. 

Por su alto grado de sensibilidad, el sistema se bloquea 

frente a concentraciones elevadas del Ag, presentando 

una respuesta bifásica, responsable de resultados erróneos. 

(10, 14) 

2. 5 • RADIOINJltlNOAHALISIS (RJ:A) • 

Es un método inmunológico que permite la medición 

de sustancias como hormonas, drogas y proteínas presentes 

en fluidos biológicos en concentraciones hasta de 10-9 g/l, 

con gran especificidad y reproducibilidad. su desarrollo, 

debido a las investigaciones de Berson y Yallow (1954), ·Be 

basa en la reacción inmunológica Ag-Ac, cuyas características 
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se ajustan a la descripción de la Ley de Acción de Masas, 

representada coma sigue: 

(Ag-Ac) 

--------- Ke 
(Ag) (Ac) 

donde el valor absoluto de K es dependiente de las 

concentraciones en el equilibrio y está en función con 

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

En el sistema intervienen los siguientes elementos: 

a) Estándares: constituyen la sustancia con la 

que se compara el analito a cuantificar, con la cual es 

semejante; requiere de características como alto grado 

de pureza, homogeneidad y estabilidad tanto en condiciones 

normales de trabajo, cerno de almacenamiento. 

b) Antisueros: provenientes de inmunizaciones 

en animales, con preparaciones del antígeno de interés, para 

su empleo en el RIA deben presentar una gran· 

especificidad y afinidad hacia el analito en cuestión. Su 

concentración de trabajo es tal, que permita alcanzar el 

equilibrio del sistema. 

e) Trazador radiomarcado: sustancia homóloga o de 

igual composición que el antígeno, que presenta en su 

estructura isótopos radioactivos, por lo cual se emplea para 

la detección del complejo formado, permitiendo la 

cuantificación del analito. Además de presentar una gran 

pureza radioquímica, alto grado de inmunorreactividad, 
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estabilidad y actividad especifica de media a alta, su 

comportamiento debe ser lo 

(l.1, 14) 

más semejante al del analito. 

Existen varios radioisótopos que pueden ser empleados 

para la radiomarcaci6n de una proteína, como se observa en la 

Tabla No.1. su elección radica principalmente en 

las características nucleares que condicionan la energía de 

emisión y vida media (Tl/2) del radioisótopo. Sin embargo, 

el 125¡ es el radionúclido más comunmente utilizado para 

este procedimiento; sus características más importantes se 

muestran en la Tabla No. 2. 

La radiomarcaci6n de una proteína con 125¡ involucra 

generalmente una reacción de oxidación para sustituir en 

su estructura quimica átomos de 130¡ (estable) por 

125¡ (radioactivo). Se han descrito diferentes métodos 

para lograrlo y por sus caracteristicas, los más 

comunmente empleados son el de Lactoperoxidasa y el de 

Yodogen. (10, 11, 14, 17, 33, 34) 

cualquiera que sea la técnica de radiomarcación empleada, 

el antígeno marcado debe someterse a un proceso de 

purificación para su utilización en el sistema analitico. 

Para este fin se han empleado una gran variedad de 

procedimientos fisicoquimicos, entre los que pueden citarse: 

cromatografía en capa fina, diálisis, cromatografía en papel, 

cromatografía 

cromatograf ia 

de exclusión molecular, electroforesis, 

de intercambio i6nico, adsorción, 

cromatografia liquida de alta presión e inmunopurificación. 
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RADIONUCLIDO VIDA MEDIA ENERGIA DETECCION 

3H 12.26a B CENTELLEO LIQUIDO 

14C 5730 a B CENTELLEO LIQUIDO 

57co 270 a !' CENTELLEO SOLIDO 

75se 120.4 d J' CENTELLEO SOLIDO 

125I 60 d d' CENTELLEO SOLIDO 

131I 8 d B t CENTELLEO SOLIDO 

TABLA No. l. RADIONUCLIDOS EMPLEADOS PARA 

RADIOMARCACION DE PROTEINAS 

- VIDA MEDIA 

- PRINCIPALES FOTONES Y ABUNDANCIA 

- VENTANA DE CONTEO 

- EFICIENCIA DE CONTEO 
(detector t. pozo NaI(Tl)) 

- ABUNDANCIA ISOTOPICA EN FUENTES 
COMERCIALES 

60 .14 días 

27 - 35 Kev (144%) 

20 - 80 Kev 

90% 

95% 

TABLA No. 2. CARACTERISTICAS DEL 125I. 
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De todos éll os, se emplean más camunmente la 

cromatografía 

cromatografía 

de exclusión molecular (Sephadex) y 

líquida de alta presión (HPLC), por su 

eficiencia, sencillez, rapidez y capacidad de utilización 

para la produci6n de 

(lO,ll,14,34) 

moléculas marcadas a gran escala. 

El RIA agrupa 

analíticos: 

principalmente dos tipos de sistemas 

a) Sistema competitivo: es el más comunmente 

empleado. 

dirigido 

En él, el receptor específico 

contra el ligando (Ag) a ser 

es un 

medido, 

Ac 

cuya 

concentración se valora indirectamente al establecerse la 

competencia con un trazador radiactivo (Ag*). Durante 

la reacción hay formación de complejos fríos (Ag-Ac) y 

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 que existe en el problema, 

empleando para éllo una gran variedad de procedimientos 

inespecíficos (electroforesis,adsorción, intercambio i6nico, 

filtración por peso molecular o precipitación) o bien 

aquéllos que involucran la adición de un segundo Ac o el 

empleo de una fase sólida, en los cuales la especificidad 

para separar 

(3, 10, 14) 

las fracciones se encuentra increrneritada. 

b) sistema no competitivo: esta modificación es 

utilizada cuando el antígeno no es de fácil. radiomarcación. 

En este tipo de sistemas, se empelan Ac contra diferentes 
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epítopes del Ag; uno de éllos se encuentra marcado y el otro 

fijado a una fase sólida. (3,14) 

El análisis 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 reacción, las fracciones libres se eliminan por 

lavado. El IRMA puede ser considerado como una 

variante de esta metodología. 

En ambos sistemas, la concentración del analito presente 

en la muestra puede ser cuantificada por interpolación en la 

curva dosis-respuesta construida en base al comportamiento 

de los estándares de concentración conocida. (10, 11, 14) Fig. 

No. 5 
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CAPITULO 111 



PARTE EXPERIMENTAL 

3 .1 Ilu.GUllA. 

TEJIDO TIROIDEO HUMANO (-70°C) 

EXTRACCION 

,pu R I F I c A e I o N 

CARACTERIZACION 

NBPBLOMET!UA 
(Inmunogenicidadl 

R. I. A. 
(Concentración) 

DISBflO DBL SISTBMA ANALITICO 

DETERMINAR CONCBNTRACION OPTIMA DEL Ag. 

RADIOMARCACION ANTIGBNO 
(Lactoperoxidasa) 

ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONBS DE RBACCION 

PRUBBAS PILOTO CON SISTEMA IMPLBMBNTADO 
Y COMPARACION CON UN SISTEMA COMERCIAL 

(SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, RBPRODUCIBILIDAD) 



3 .:z. 1111.TBRXAL. 

3.:Z.1. 1111.TBRXAL llIOLOQICO. 

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 diversos títulos de 

anticuerpos anti-Tg. y anti-TPO. (INNSZ) 

J. Sueros humanos normales. (INNSZ) 

4. Sueros control comerciales, 

(P'Uj irebio, Inc.) 

3 • :Z • 2 • 1111.TBRIAL Dll: LAJIOllA'rORIO • 

3.2.:Z.1. 1111.TBRIAL DIVDSO. 

positivos y negativos. 

1. Probetas Graduadas Pyrex (SO, 100 ml) 

2. TUbos de ensaye de vidrio, Pyrex (13x100mm, 16xl00mm y 

l2X7S11'1!1) 

3. Vasos de precipitado Pyrex (2S, 80, 100, lSO ml) 

4. Matraces aforados Pyrex (2S, SO, 100, 1000 m1) 

S. Pipetas serol6gicas graduadas Pyrex (1, S, 10 ml) 

6. Pipetas automáticas de volumen variable Oxford ( 2 a 1000 

µl) 

7. Puntas para pipetas automáticas Oxford 

B. Pipetas Pasteur de punta larga 
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9. Pinzas para soporte 

10. Soporte universal 

11. Gradillas de alambre para 90 tubos 

12. Microviales Eppendorf para 1 ml. 

13. Tijeras de acero inoxidable 

14. Bisturi con hojas No. 10 

15. Pinzas de disecci6n 

16. Celdillas para Nefel6metro Laser Behring, 

04/05 (Behring, Corp.) 

17. Celdillas 

(Beckman Instr.) 

para 

3.2.2.2. BQUZPO. 

espectrofot6metro 

l. Balanza analitica Mettler H-35. 

Beckman 

cat.OVI-

DU-65 

2. Balanza gravimétrica Harvard Trip Balance (Ohaus Scale 

Corp.) 

3. Ultracongelador (-70ºC) Reveo Ultra low Temperature 

Freeze. 

4. Homogeneizador Polytron 111118 Williems (Brinkmann Instr.) 

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

6. Centrifuga refrigerada Sorvall RC-SB 

7. Ultracentrifuga Combi Kinematica OMBH 

8. Nefel6metro Laser Behring (Behring Corp.) 

9. Espectrofot6metro UV/Vis DU-65 (Beckman Instr.) 

30 



10. Columnas de vidrio para cromatografía: 24.0 x 1.7 cm y 

30.0 x 1.7 cm (L.K.B.) y 10.0 x 1.0 cm (Pyrex) 

11. Potenciómetro Corning Weston 1277 (Corning) 

12. Equipo de ultrafiltración AMICON 8200 P.M. lOX (Amicon 

Corp.) 

13. Contador de radiación gamma tipo pozo 1277 Garrmamaster

LKB (LKB Wallac) 

3.2.2.3. llSACTXVOS. 

l. NaCl Q.P. (J. T. Bakerl 

2. KH2P04 A.C.S. (J. T. Bakerl 

3. K2HP04.7H20 A.C.S. (J.T.Baker) 

4. KCl Q.P. (J.T.Bakerl 

s. Na OH A.C.S. (J.T.Bakerl 

6. HCl Q.P. (J.T.Baker) 

7. Na2C03 A.C.S. (J.T.Baker) 

e. CUS04 Q.P. (J.T.Bakerl 

9. H202 A.G. (Merck) 

10. Tartrato doble de sodio y potasio A.C.S. (J.T.Baker) 

11. Polietilenglicol B-6000 A.G. (Sigma) 

12. Solución amortiguadora de Barbituratos-BDTA pH 8.6, 

O.OSM 

13. Reactivo de Folin-Ciocalteu 

14. Sephadex G-200 

A.G. 

A.G. 

(Sigma) 

(Sigma) 

(Pharmacia Fine Chemicalsl 
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15. Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals) 

16. Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals) 

17. Lactoperoxidasa, 60-80 u. (I.C.N. Biochemicals) 

18. 125INa en NaOH, pH 7-11, 100 mCi/ml (Amersham Co) 

19. Tween-20 A.G. (CIS Bio International) 

20. Albúmina bovina, Fracción V Q.P. 

21. Azida de sodio A.G. 

22. Solución salina fisiológica 

23. Tiroglobulina RIA-Kit 

24. Sera Tek, Thyroglobulin Antibody Test 

25. Anti-gamma globulina G.N. 

ROTA: Q.P. = Quimicamente puro 

A.C.S. Reactivo que 

especificaciones de la Reagent Chemicals 

A.G. Grado analítico 

G.N. Gado nefelornétrico 
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3.2.2.3.1. PRBPAllACION SOLUCIOllBS. 

a) Soluciona• da u•o ganaral 

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

NaCl ....•.••.•...... 8. 77 g 

KH2P04.7H20 •........ 2.096 g 

KH2P04 ........•..... 2.04 g 

KCl ..•••..••.•...... 0.22 g 

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

destilada. 

2) Solución de Hidróxido de Sodio 1 N. 

Na OH 4.0 g 

Aforar a 1 l con agua destilada. 

3) Solución de albúmina, 100mg/ml en solución amortiguadora 

de fosfatos pH 7.4, 0.02M (PBSl 

Albúmina .•.•...... soo mg 

PBS ......•.....•...• S rnl 

4) Soluciones para la cuantificación de proteínas (Lowry) 

Solución A Carbonato de sodio al 2t en NaOH O.l.N, 

Tartrato de sodio y potasio al 2t, sulfato cúprico 1t. 

Na2C03 . . . • . . . • . . . . . . 2. O g 

NaOH .....•...•..•... 0.4 g 

Aforar a 100ml con agua destilada. 
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CUS04 ......•.....•.• 1 g 

Llevar a lOOml, adicionar un ml a la primera solución. 

Tartrato de Na y K .....• 2 g 

Llevar a 100ml, adicionar un ml a la primera solución. 

5) Solución B 

Reactivo de Folin 1:1 en agua destilada. 

b) Solución .lllllartiguadora para Hefelametría, pH 7.4, O.OUI 

KH2P04 .............. 0.47 g 

K2HP04 3H20 ....... 2.12 g 

NaCl ................ 7.43 g 

PEG-E 6000 ·········· 40.0 g 

Tween 20 ............. 5.0 ml 

1.0 g 

Aforar a 1 1 con agua destilada y conservar a 4ºC. 

e) Soluciones para Radiomarcaci6n: 

1) Solución Amortiguadora de Barbituratos pH 8.6, 0.05M 

Barbiturato de Na • . • g 

Ac. Barbitúrico ...•• 8.5 g 

BOTA 3.5 g 

Aforar a 1 1 con agua destilada y ajustar pH. 

2) Solución Amortiguadora de Fosfatos pH 7.4, O.OSM 

K2HP04 . 7H20 ....... 13.1 g 
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KH2P04 . • • .. . • • • • • • • . 13. 6 g 

KCl ••....••.....••.•• 3.7 g 

NaCl 2.9 g 

Aforar a 1 1 con H O dest. y conservar a 4°C. 

3) Solución de H o 

H202 30t . . . . . . . . • . • . 5 µl 

Aforar a l ml con H20 dest. y conservar a 4°C. 

d) Solucione• para el R.I.A.: 

1) Solución Amortiguadora de TRIS-HCl pH 7.5, O.OlM -NaCl 

0.15M - BSA - Tween 20 

TRIS-HCl . • • • • . • . . 1000 ml 

Nac1 .•.......•..•... a.a g 

BSA ...•.......•....• 5.0 g 

Tween 20 .........•.. 1.0 m1 

Mezclar los reactivos y conservar a 4°C. 

2) Solución de PEG-E 6000 salino 4t 

PEG-1! 6000 . • . • • • . . . 40. O g 

NaCl .•...•.......••. 9.0 g 

Aforar a 1 1 con H20 dest. y conservar a 4°C. 
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3 • 3 • llllTODOLOGU. 

3 • 3 .1. OBTBllCJ:OH DBL ABTJ:GENO 

a) Extracción del ADtigeno 1 

1. Descongelar y pesar el tejido. 

2. Cortar el tejido finamente, con la ayuda de pinzas, bisturí 

y tijeras. Homogeneizar en PBS pH 7.4, 0.02 M. 

3. Centrifugar la suspensión tisular a 1100 x g durante 30 

min. en frío (4ºC). 

4. Centrifugar el líquido sobrenadante del paso anterior a 

9000 x g durante 20 min. en frío (4ºC). 

S. centrifugar nuevamente el sobrenadante a 105,000 x g 

durante 60 min. en frío (4ºC). Desechar el precipitado y 

conservar el sobrenadante, que contiene a la 

para continuar el proceso de purificación. 

b) Purificación del Alltígeno: 

Tiroglobulina, 

1 . Preparar una columna de vidria de 24. O x 1 . 7 cm con 

Sephadex G-200. 

desgasificado. 

Equilibrarla con PBS pH 7.4, 0.02 M 

2. Cromatografiar 1 ml del sobrenadante obtenido en el paso 5 

de la extracción, eluyendo con PBS pH 7.4, 0.02 M. 

Colectar aproximadamente 26 fracciones de 2 ml cada una y 

determinar en ellas la concentración de proteínas mediante su 

lectura a una D.O. de 280 nm. 
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3. concentrar, por ultrafiltraci6n, aquellas fracciones 

que contengan mayor concentraci6n proteica (aproximadamente a 

1/4 de1 volumen inicial) . 

4 . Preparar una columna de vidrio de 3 O. O x 1 . 7 cm con 

Sepharosa 4B y recromatografiar el concentrado, eluyendo con 

PBS pH 7.4, 0.02 M. Colectar aproximadamente 40 fracciones 

de 2 ml cada una y determinar en éllas la concentración de 

proteínas, como en el punto 2. Realizar 

cuantificación de Tg por R.I.A. en aquellas 

que presenten mayor concentración proteica. 

5 . Concentrar, por separado, las fracciones que 

Tg, hasta 1/4 del volumen inicial. 

además la 

fracciones 

contengan 

6. Adicionar azida de sodio (0.01l), a las fracciones,para 

evitar crecimiento bacteriano. Alicuotar el material y 

conservarlo a -20ºC hasta su caracterización 

el Caracterizaci6n de1 Ant!geno1 

1. Determinar la actividad inmunogénica, por Nefelometría. 

2. Determinar la concentración del antígeno, por R.I.A. (35) 

3.3.2. RADJ:ClllARCACION DBL ANTIGBNO CON 125z 

1. En un microvial Eppendorf, adicionar 35 µg (25 µll de Tg, 

0.5 mCi (18.5 MBq) de 1251-Na, 4 µg (2µ1) de LPO y 0.03 

µg (2 µl) de H202. 

2. Agitar en vortex durante 30 segundos exactamente 
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3. Adicionar SOO · µl de PBS pH 7. 4, O. OSM para parar la 

reacción. 

4. Someter a purificación el producto de la 

radiomarcación, utilizando para éllo una columna de vidrio de 

10.0 X LO cm, empacada con Sephadex G-100 equilibrada 

con solución amortiguadora de barbituratos pH 8.6, O.OSM y 

eluir con el mismo amortiguador. 

5. Colectar fracciones 

actividad presente. 

de o.s m1 y monitorear la 

6. Seleccionar la fracción de interés y desechar las 

otras alícuotas. 

3. 3. 3. BSTAlmARJ:ZACJ:ON DBL SJ:STBllA ANALJ:TJ:CO. 

1. Diluir las muestras séricas 20X con solución amortiguadora 

de TRIS-HCl-NaCl-BSA-Tween 20 (Solución diluyente) . 

2. Preparar una solución del Ag radiomarcado con 

una actividad de aproximadamente 40,000 - S0,000 cpm en SO 

µl, utilizando para éllo solución diluyente. 

_3. En tubos de vidrio (12 x 7S mm) adicionar SO µl de 

las muestras previamente diluidas y SOµl de la solución de 

12Sr-Tg. 

4. Incubar a 37ºC durante 16 horas. 

s. Adicionar 2 µl de anti-ganuna globulina e incubar a 

37°C durante 1 hora. 
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6. Adicionar 500 µl de PEG-E 6000 salino 4%. 

la ayuda de vortex. 

Mezclar con 

7. Centrifugar a 3000 rpm, a 4ºC, durante 30 minutos. 

8. Decantar cuidadosamente y dejar escurrir sobre 

papel absorbente. Monitorear la radiactividad presente. 

9. Interpolar los problemas en una curva estándar construida 

con muestras de concentración conocida. 

10. Comparar los resultados obtenidos con los proporcionados 

con un equipo comercial para la detección de AcTg. 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS. 

4 .1. RBSULTAI>OS • 

Los resultados obtenidos al purificar el extracto 

tiroideo en Sephadex G-200, se muestran en la Figura I. 

A las fracciones colectadas se les determinó concentración 

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 patrón semejante. Aunque no estaba 

previsto inicialmente, se sometieron las fracciones a la 

cuantificación de Tg por RIA. El patrón obtenido permitió 

definir con mayor exactitud las fracciones de interés para 

los siguientes pasos (fracción 6 a 8). Tabla I. 

Las alícuotas de la fracción seleccionada se 

concentraron por ultrafiltraci6n, a fin de recromatografiar en 

Sepharosa 4B aproximadamente 3. 42 mg de Tg. Los 

resultados del procedimiento se muestran en la Figura II. 

A las fracciones obtenidas, como en la purificación 

anterior, se les determinó concentraci6n proteica por D.O. y 

Lowry, definiéndose de esta manera 3 áreas diferentes 

(fracción 6 a 11, 12 a 15 y 16 a 18), de entre las cuales, con 

el empleo de un antisuero específico y Nefelometría, fue 

posible identificar el área con actividad inmunogénica 

significativa, misma que posteriormente se sometió a RIA con 

el fin de conocer la concentración de Tg 



Las fracciones constituyentes del área de interés (12 a 

15), se mezclaron y se concentraron por 

procediendo posteriormente a cuantificar 

(aproximadamente 1.57 mg/ml). Tabla II. 

El rendimiento obtenido en el 

ultrafiltraci6n, 

la proteína 

procedimiento, 

considerando que se partió de 1 g de tejido, fue de 0.30\. 

Los resultados de la radiomarcaci6n pueden observarse en 

la Figura III, en donde también se muestran los resultados de 

la inmunorreactividad de la proteína radiomarcada que fue 

del orden del 90\", como puede observarse en la Tabla III 

que acompaña a la gráfica. La eficiencia 

fue de 

específica 

alrededor del 27'1", obteniéndose 

de 7 ci/g (25.9 x 1010 Bq / gl. 

del marcaje 

una actividad 

En lo que respecta a la estandarización del sistema, 

la interacción 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 (37ºC), el desplazamiento obtenido permitió el 

establecimiento de una curva de calibración con mejor 

respuesta, como puede observarse en la Tabla y Figura IV. 

Por éllo, se seleccionó esta segunda opción como condición 

ideal para el sistema. 

El coeficiente de variación intra-análisis encontrado 

fue del orden del 3. 5\, mientras que el ínter-análisis fue 

del 6. Ot al valorar 5 ensayos consecutivos. El límite de 

sensibilidad del sistema fue de 0.3 Unidades/rol. 
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.Con objeto de corroborar que el desplazamiento observado 

con los estándares de concentración conocida fuese el 

adecuado, se procedió al análisis de diluciones seriadas 

de una muestra sérica con un título elevado de AcTg. 

Los resultados obtenidos se indican también en la Tabla y 

Figura IV. 

Al comparar los resultados obtenidos (Unidades/ml) en 

el sistema implementado, con los proporcionados por el 

sistema comercial (dilución ), se obtuvo una correlaci6n 

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

No. fracc. Concentración proteica Cene. Tg 
D.O. Lowry (mg/mll µg/ml 

1 0.06 o.o o 
2 0.06 o.o o 
3 0.06 20.0 o 
4 0.06 41.5 o 
5 o.os 92.4 o 
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 o 
20 0.62 100.1 o 
21 0.62 81.7 o 
22 0.13 64.3 o 
23 0.02 64.3 o 
24 0.01 70.1 o 
25 0.00 41.5 o 
26 0.00 o.o o 
27 º·ºº o.o o 
28 0.00 o.o o 
29 0.00 o.o o 
30 0.00 o.o o 

, 
,' 
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TABLA H. PURIFICACION DE Tg EN SEPHAROSA 48. 

No. fracc. Concentración proteica Cene. Tg Nefelometría 
D.O. Lowry (mg/ml) (µg/ml) 

1 0.01 30.8 o 0.6 
2 0.01 52.2 o 1.5 
3 0.01 53.0 o 2.7 
4 0.00 32.1 o 3.2 
5 0.60 80.4 o 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 11.4 
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 o 4.4 
20 0.06 42.8 o 3.7 
21 0.00 50.9 o 3.0 
22 0.00 50.9 o 2.2 
23 0.00 53.6 6 3.7 
24 0.01 26.8 o 3.3 
25 0.01 24.1 o 2.0 
26 0.01 26.8 o 1.9 
27 0.01 25.4 o 1.2 
28 0.01 20.1 o 1.0 
29 0.01 17.4 12 1.8 
30 0.00 13.4 o 1.9 
31 0.00 4.0 o 2.0 
32 o.oo o.o 12 1.2 
33 0.00 o.o o 1.8 
34 0.01 o.o 6 1.7 
35 0.01 o.o 12 2.5 
36 0.01 o.o o 1.0 
37 0.01 o.o 6 0.7 
38 0.01 o.o 12 1.6 
39 0.00 o.o o 1.4 
40 0.00 o.o o 1.0 
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TABLAlll. RAOIOMARCACION DE Tg . 

No. tubo Yodaci6n Inmunorreactividad 
(cpm) (cpm) (\U) 

1 o o o 
2 o o o 
3 o o o 
4 o o o 
5 o o o 
6 o o o 
7 o o o 
8 138 o o 
9 77":/4 7095 91 

10 61699 55845 90 
11 83373 81015 97 
12 30578 17505 57 
13 440'6 3195 72 
14 906 o o 
15 254 o o 
16 150 o o 
l.7 86 o o 
18 - 30 o o o 

Actividad S•peci~ice 7 Ci/g (25.9 x 1010 Bq / g) 

Eficiencia de lllarceci6n = 27\ 
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TABLA IV. ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE RIA. 

AcTg Unión 
(U/ml.) 20ºC 37ºC 

o.o 1.6 1.5 
o.s s.o 11.6 
1.0 10.S 27.4 
3.0 16.8 44.4 

10.0 24.7 84.2 
100 .o 30.0 91.0 

M. Sérica (+) Unión (37ºC) 

1:16 B.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 RIAI 

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

Negativo 0.2 
Negativo 0.3 
Negativo 0.3 
Negativo 0.4 
Negativo o.a 
Negativo 1.2 

1/800 0.4 
1/800 0.6 
1/1600 0.7 
1/1600 0.7 
1/3200 0.9 
1/3200 1.0 
1/6400 1.8 
1/6400 2.3 
1/6400 2.5 
1/12800 3.8 
1/12800 4.0 
1/12800 4.2 
1/12800 4.7 
1/12800 B.O 
1/25600 6.6 
1/25600 6.9 
1/25600 8.4 
1/25600 9.0 
1/25600 12.9 
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. 

Bl objetivo de este trabajo de tesis fue el implementar 

un sistema analitico que permitiese la detección de AcTg 

debido a la importancia de la medición de los mismos en el 

diagnóstico y seguimiento de los padecimientos tiroideos 

de origen autoinmune. Para éllo, fue necesario extraer 

la proteína partiendo de tejido tiroideo humano utilizando 

una metodología que conjunta a varias técnicas descritas en 

la literatura y se apoya tanto en las propiedades 

fisicoquímicas de la proteína, como en las facilidades de 

laboratorio. 

La homogeneización de 1 g de tejido humano proporcionó 3 

mg de Tg ; lo que representa un rendimiento de 0.30%, 

cifra bastante aceptable si se consideran las 

manipulaciones metodológicas que permitieron la obtención de 

esta proteína con un alto grado de pureza. 

Bl perfil de elución de la purificación en Sephadex G-

200 (Figura I) muestra claramente las fracciones en las 

cuales la Tg pudiera estar presente. 

cuantificación de proteínas totales 

Tanto la posterior 

por Lowry, como la 

medición específica de Tg, por RIA, definieron con mayor 

exactitud las fracciones de interés, coincidiendo esta 

información con la preliminar obtenida a o.o. de 280 nm. 

Bl perfil de elución de la segunda purificación, 

en Sepharosa 48 (Figura II), mostró tres áreas diferentes que 

al someterse a cuantificación de proteínas 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 purificación a que se sometió. Los 

resultados obtenidos con la Nefelometría indicaron actividad 

inmunogénica en las tres áreas. 

La abundancia de Tg en las fracciones que constituyen 

el pico central del perfil y la mayor respuesta inmunogénica 

de esta fracción, la señalan como la Tg nativa o 19 S. 

Los resultados anteriores concuerdan con lo descrito en 

la literatura, por lo que esta fracción fue seleccionada para 

la implementación del sistema analítico. 

En lo que respecta a la radiomarcaci6n de la proteína, 

a pesar de que la actividad especifica del producto 

radiomarcado fue de 7 Ci/g X 10l.O Bq/g), la 

eficiencia del procedimiento es bastante aceptable (27t) y 

el daf'i.o proteico ocasionado fue practicamente despreciable, 

pues la inmunogenicidad se conservó en aproximadamente el 

90t, por lo que el producto de la radiornarcación es 

bastante aceptable (Figura III). 

Referente a la implementación del sistema de RIA, en base 

a la información bibliográfica se seleccionó la dilución de 

la muestra (l.:20), de manera que solamente se probaron 

variaciones en la temperatura del sistema. 

La curva obtenida a temperatura ambiente (20ºC - l.6 h) 

mostró un desplazamiento muy pobre, indicando la necesidad 

de prolongar el tiempo de reacción o incrementar la 

temperatura del sistema, con el fin de favorecer la 
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entre las moléculas de Ag y Ac de la interacción 

muestra. Al incrementar la temperatura del sistema 

(37ºC), manteniendo constante el tiempo de reacción, se obtuvo 

respuesta en la curva de calibración, una mejor 

situación que fue reproducida al someter al mismo 

procedimiento y bajo las mismas condiciones diluciones 

seriadas de una muestra sérica con un título 

AcTg (Figura IV) . 

elevado de 

La reproducibilidad del sistema, bajo 

seleccionadas (37°C 16 h), quedó de 

las condiciones 

manifiesto al 

obtenerse un coeficiente de variación (CV) inta-análisis 

de 3.St e ínter-análisis de 6.0%; sobre todo, si se 

considera que en este tipo de sistemas el CV aceptado es de 

15.0\. 

La sensibilidad de O. 3 Unidades/ml es otro de los 

parámetros de control de calidad que pone de manifiesto la 

bonanza del sistema implementado. 

La correlaci6n observada, al comparar los resultados 

de muestras séricas procesadas por este sistema de RIA y por 

un sistema comercial de inmunoaglutinaci6n, muestra, como 

se observa en la Figura V, un coeficiente de correlaci6n 

aceptable (r = 0.87). 

La especificidad del sistema quedó demostrada al 

obtener resultados negativos ( <l.5 Unidades/ml) en muestras 

séricas procedentes de sujetos con tiroiditis de 

Hashimoto, que presentaban titulas elevados para AcTPO. 
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CAPITULO V 



CONCLUSIONES. 

Los resultados obtenidos en el presente 

permitieron llegar a las siguientes conclusiones: 

trabajo 

1. Se describe un procedimiento que permite la extracción 

y purificación de la Tg con un rendimiento adecuado de 

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

2. Fue posible establecer condiciones de radiamarcaj e de 

la proteína, manteniendo íntegra la actividad inmunogénica de 

la molécula, es decir, produciendo un daño mínimo en la 

estructura de la misma. 

3. Se logró implementar un sistema de RIA sensible 

y especifico que permite la detección de AcTg que a pesar de 

que unicamente fue valorado en muestras séricas, no se 

descarta la posibilidad de utilizarlo satisfactoriamente 

en la cuantificación de AcTg presentes en otros fluidos 

biológicos. 

4. La información obtenida al comparar ambos sistemas, 

pone de manifiesto la mayor sensibilidad del RIA para la 

detección de AcTg, situación que concuerda con los resultados 

reportados por otras autores. 



Si bien es cierto que el trabajo desarrollado implica 

el conocimiento de diversas áreas del laboratorio 

muchas veces de alto grado de especializac.i6n, los 

alcanzados se traducen en la disponibilidad de 

químico, 

logros 

mate:r;ial 

analítico para su empleo rutinario en el laboratorio clínico. 
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