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A radioimmunoanalytical comparative study of total tri-iodo-L-thyronine patterns in human
and rat sera revealed a quantitative difference between the amounts of labelled antigen which
associated with the specific antibody in each case. At the same time, in another experiment,
three different protein concentrations were dissolved in rat serum standards producing the re
sults that, at lower protein concentrations a larger quantity of antigen/antibody complex was
formed. These changes must be kept in mind for the L-T3 measurement in rat serum.
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Existe una gran discordancia entre los
dates de concentracidn de hormonas ti
roideas en suero de rata, que se publican,
que puede deberse tanto a los diversos
procedimientos empleados en las tccnicas
experimentales, que alteran la funcidn ti
roidea (14), como a los metodos analiti-
cos. Aunque algunos investigadores han
ido desarrollando sus propios metodos
especificos para la valoracion de hormo
nas tiroideas (10,12), existe aun una ten-
dencia, impuesta por la economia y la
simplicidad, a emplear, en la determina-
ci6n de hormonas tiroideas de animates
de experimentacidn, procedimientos co-

A quien debe dirigirse la correspondencia. 

mercializados para estudios en humanos
(6,9).

Algunos autorcs insisten en la necesi-
dad de evitar la heterogeneidad de espe-
cics y de mantener la concentracidn de
protefnas en muestras y estandares (4,
17), y se ha propuesto una serie de modi-
ficaciones necesarias, para la aplicacion
de procedimientos comerciales, en la de-
terminaci6n por radioinmunoanalisis de
hormonas tiroideas totales, en animates
de experimentacidn (15).

En este trabajo se comparan, en igual-
dad de condiciones experimentales, la va
riable «serica» (suero humano y de rata)
en curvas patrones; y la variable «concen-
tracion proteica», por radioinmunoanali
sis homologo de triiodo-L-tironina total
en suero de rata.
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Material y Metodos

Experiment A: Comparacidn de cur-
vas patrones de triiodo-L-tironina realiza-
das en suero (humano y de rata) por RIA.

Se procedid a la obtencidn de un
conjunto de sueros de rata macho, Wis-
tar, de 70 dfas de edad, bajo anestesia
con dter etflico, y a dejarlo libre de hor-
monas tiroideas, con un estudio paralelo
de recuperacidn de la resina (Dower,
2x8) (15), determindndose la concen
tracidn de protemas totales del suero, por
el metodo de Lowry (8) y ajustada me-
diante la adicidn de suero fisioldgico, a la
concentracidn proteica de los estandares
humanos.

A continuacidn se elaboraron las solu-
ciones patrones, donde la disolucidn em-
pleada de triiodo-L-tironina (Sigma, L-
T3 sddica), se establecid a una concentra
cidn de 20 pg/1 y se efectud en solucidn
tampon de fosfato 0,01 M, bajo control
de termoagitacidn a 20 °C, ajustandose el
pH con NaOH 0,1 N a 7,5. Se hicieron 7
diluciones correspondientes a cada uno
de los puntos del ensayo a 0, 0,2, 0,4, 1,
2, 4 y 8 ng de L-Tj/ml. Cada solucidn pa
tron presento, dos volumenes: (a) 250 pl
de la solution de L-T3 mas tampon fosfa
to, y (b) 250 pl del suero de rata anterior-
mente obtenido (dilution 2:1). Las solu-
ciones patrones de suero humano fueron
reconstituidas segun protocolo (Amers-
ham) y determinada su concentraci6n
proteica (8).

Establecidas las diluciones de los pa
trones sericos .(humano y de rata), se
efectud el analisis con 25 pl de cada punto
de los estandares, 500 pl de trazador y
otros 500 pl de anticuerpo (facilitados por
Amersham). El tiempo de incubation fue
de 60 minutos, a 37 °C. La centrifugation
se realizo a 2.100 g, a 4 °C. Tras la decan
tation se procedid a la lectura en conta-
dor gamma de centelleo solido.

Experiment B: Comparacidn de los
estandares en suero de rata, a las siguien- 

tes concentraciones proteicas totales: 6,6,
3,3 y 0,02 g/100 ml.

La obtencidn de los sueros de rata des-
provistos de hormonas tiroideas y el estu
dio paralelo de recuperacidn se realizd
como en el caso anterior (15). Asimismo,
se determind la concentracidn de protei-
nas siguiendo el mdtodo de Lowry (8).

Para la elaboracidn de las soluciones
patrones se siguid, para el volumen (a),
las mismas consideraciones antes indica-
das. Para el volumen (b) se establecieron
250 pl de suero de rata desprovisto de
hormonas tiroideas (15) y una dilucidn
(1:165) para el estdndar (3), realizado a
una concentracidn proteica de 0,02 g/100
ml; a dilucidn (1:1) para el estdndar (4),
realizado a una concentracidn proteica de
3,3 g/100 ml; y a dilucidn (2:1) para el es-
tdndar (5), que tenia una concentracidn
proteica de 6,6 g/100 ml, estableciendose
el procedimiento de determinacidn por
RIA anteriormente indicado.

En todos los andlisis se han efectuado
estudios de reproducibilidad, tanto in-
traanalisis como interandlisis (con 7 y 6
experimentos respectivamente), andlisis
estadistico de las pendientes y de las or-
denadas en origen, asi como estudios de
la sensibilidad, de la precisidn segun los
criterios de Brown (1), junto a los coefi-
cientes de variacidn de cada punto de los
estandares y de la exactitud de los resul-
tados, segun los criterios de Krause (7).

Resultados y Discusion

Experiment A: comparacidn de ra-
dioinmunoandlisis no homdlogos (huma
no y de rata) (fig. 1). La recuperacidn en-
contrada en el conjunto de muestras seri-
cas de rata ha sido del 99,85 %. Las con
centraciones medias de proteinas totales
de las soluciones patrones fueron: en
los sueros humanos, de 6,4 ± 0.08 g/100
ml, y de 6,6 ± 0,03 g/10 ml en los de rata,
sobre 6 determinaciones efectuadas en
ambos casos. Se aprecia en los resultados
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Fig. 1. Comparacidn de estdndares no homdlogos
de triiodo-L-tironina total.

------ Estdndar 1, realizada en suero humano:
r = -0,9920.---- Estdndar 2, elaborada en suero de

rata: r = -0,9971.

que, los estdndares confrontados, presen
tan, tras el andlisis de las pendientes rea-
lizado, una diferencia estadfsticamente
muy significativa, de p < 0,005, obser-
vdndose que los patrones de suero de rata
se encuentran por debajo de los realiza-
dos en suero humano. El efecto no espe-
cffico, en este tipo de valoracidn, de cada
suero sobre la reaccidn antfgeno-anti-
cuerpo, difiere en el de rata y en el hu
mano. El error puede ser debido a una
diferencia cuantitativa en los efectos de
ambos sueros sobre la cantidad del anti-
geno marcado unido a su anticuerpo, o
bien podna ser el resultado del mayor
efecto inhibidor, sobre la reaccidn antf-
geno-anticuerpo, de las protemas se-
ricas de rata respecto a las del suero hu
mano.

Esta diferencia podna darse en varias
etapas: Primeramente, hay un cambio en
el aprovechamiento de la hormona libre,
debido a una afinidad diferente de la pro-
tema de rata por la hormona tiroidea, co-
mo ha sido propuesto por Stringer et al.
(15). En segundo lugar, podna haber una
interferencia directa con la reaccidn de 

unidn antfgeno-anticuerpo; y en tercer
lugar, podna existir tambien una diferen
cia en la recuperacidn de la cantidad de
hormona marcada despuds de la centrifu-
gacidn (15).

El fendmeno de efecto no especffico de
la proteina ha sido descrito con anteriori-
dad (5, 15, 16), siendo frecuentemente
atribuido a la interferencia con el com-
plejo antfgeno-anticuerpo. Estos meca-
nismos, no obstante, aun permanecen in-
ciertos y sujetos a futuras investigacio-
nes.

Existe una convergencia de ambas cur-
vas patrones hacia el mayor rango, apre-
cidndose una menor diferencia cuantitati
va de antigeno marcado unido a su anti
cuerpo, cuanto mayor es la concentre cidn
de triiodo-L-tironina en la curva estan-
dar, por lo que la parcialidad de los resul-
tados en la que se incurre con el uso de
reactivos de procedencia humana inmo-
dificados, no seria constante y podna va-
riar considerablemente a la escala de con-
centracidn estudiada. Por esta raz6n no
sena posible realizar una comparacidn
relativa para medir muestras de rata en
curva patrdn de suero humano, conside-
rando simplemente un factor de correc-
cidn (6).

En el aspecto comparative son de des-
tacar los resultados previamente publica-

Tabla 1. Datos sobre la sensibilidad. precision y
exactitud obtenidos en los ensayos realizados en

los experimentos Ay B.
Estdndar 1: en suero humano; estandar 2: en suero
de rata; estdndar 3: a una concentracidn proteica
total de 0,02 g/100 ml; estdndar 4: a 3,3 g/100 ml; y

estdndar 5: a 6,6 g/100 ml.

Est3ndar
Sensibilidad

(ng/ml)
Precisi6n
(ng/ml)

Exactitud
(%)

' 1 0,37 0,0558 102,6
2 0,20 0,0637 98,5
3 0,20 0,0605 99,3
4 0,20 0,0522 98,8
5 0,20 0,0642 98,4
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Fig. 2. Comparacitin de ensayos de triiodo-L-
tironina realizados en suero de rata, a distintas con-

centra ciones proteicas.
----------  — Estdndar 3: 0,02 g de protefnas/100 ml,
r = -0,9958.---- Estdndar 4: 3,3 g de protefnas/100
ml, r = -0,9858. ------ Estdndar 5: 6,60 g de

protefnas/100 ml, r = -0,9905.

concentracidn proteica de las soluciones
patrones lleva implicit© un menor efecto
inhibidor proteico sobre la reaccidn
antfgeno-anticuerp o.

Los coeficientes de variacidn obtenidos
como indices de precisidn, en los estudios
de reproducibilidad intra- e interandlisis
en ambos experimentos A y B (figs. 1 y
2), han sido menores al 4 y al 14 % res-
pectivamente, de acuerdo con los crite-
rios estadisticos (2, 3).

Para que el RIA de T3 total sea lo sufi-
cientemente preciso y exacto parece ne-
cesario utilizar el suero del animal de ex-
perimentacidn libre de hormonas tiroi
deas para elaborar las soluciones est&n-
dares y ademds, igualar las concentra-
ciones proteicas entre muestras y patro
nes.

dos (13), de triiodo-L-tironina sSrica en
rata adulta (0,40 ± 0,04 ng/ml), semejan-
tes a los obtenidos por Obregon et al.
(11) (0,65 ± 0,1 ng/ml) y Nejad et al.
(10) (0,58 ± 0,06 ng/ml), empleando m6-
todos modificados. Otros autores (9), uti-
lizando estandares diluidos en suero hu
man©, obticnen resultados mSs altos que
los antes citados (1,83 ± 0,3 ng/ml).

Experimento B: Comparacion de cur-
vas patrones realizados en suero de rata a
distintas concentraciones proteicas (fig. 2):
Existe un paralelismo entre los estan
dares homologos efectuados a distintas
concentraciones proteicas, asi como una
ordenada mayor en el origen en los anali-
sis realizados a menor concentration pro
teica, lo que representa, desde el punto
de vista estadfstico, diferencias significa-
tivas, (p < 0,001), entre la valoracion con
suero de rata realizado a 0,02 g/100 ml de
proteinas totales y los realizados a 6,6 y
3,3 g/l(MJ ml, los cuales no presentan en
tre si' diferencias estadisticamente signifi-
cativas.

Segiin esto, se podrfa pensar que, en
las valoraciones de T3 total, la menor

Resumen

Se estudian comparativamente, por radioinmu-
noandlisis, patrones de triiodo-L-tironina total rea
lizados en suero humano y en suero de rata. Existe
una diferencia cuantitativa en los efectos que cada
uno de estos sueros tiene sobre la cantidad del antf-
geno marcado, que se une a su anticuerpo en ambos
casos. Asimismo, se ha estudiado el comportamien-
to del antfgeno marcado frente a su anticuerpo, al
cambiar la concentracidn de proteinas del suero de
rata en el que se disuelven los estdndares, resultan-
do que, a menor concentracidn proteica existe una
mayor cantidad de complejo antfgeno marcado-
anticuerpo. Se concluye que para que el RIA sea lo
suficientemente preciso y exacto, ademds de ser ho-
mdlogo, es necesario mantener igualados los niveles
proteicos entre muestras y patrones.
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