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La diagnosis de la glindila tiroides tiene importancia espe
cial dentro del marco de la quimica clinica a causa de la amplia pro-
pagacién de investigaciones sobre la glindula tiroides. La diagnosis
de 1la gliandula tiroides sobre una base "in vitro" abarca en tal caso
la determinacién de la totalidad de tiroxina (T4 total) presente en =
el suero as{ como la determinacién de la concentracién de la globuliw
na fijadora de tiroxina (GFT), que se efectda con ayuda de la llamada
absorcién de triyodotironina (absorcién de T3) o del ensayo del indi-
ce de fijacién de tiroxina (ensayo IFT).

Con el mencionado ernsayo de absorxcién de T3 se determina la
capacidad de f£ijacién restante (CFR) de proteinas portadoras para hor
monas de gléndula tiroides en el suero. Estas protefnas consisten en
la globulina fijadora de tirozina (GFT), a la que estd fijada aproxi
madamente 60% de toda la cantidad de T4 presente asi como la prealbd-
mina fijadora de tiroxina (PAFT) y albémina. Esta capacidad de fija~
gsién restante consiste en lo esencial, por lo tanto, en la fijacién -
de la hormona de glandula tiroides a la GFT. Asf, en el caso de una «
hipertireosis, por ejemplo con contenido acrecentado de '1‘4 estin ocue
pados mas lugares de fijacién de las proteinas de porxtadoras con las
hormonas de gléndula tiroides T4 y T3, y en el caso de la hipotireo-
sis estédn ocupados menos de estos lugares de fijacién.

En un procedimiento conocido para la determinacién de IFT -
se mezcla una determinada cantidad de T3 radioactiva con la muestra =

de suero y con un intercamblador de aniones. Los lugares de fijacién

libres de la proteina portadora y del intercambiador de aniones compi
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ten por la T, radioactiva. Cuanto mis lugares de f£ijacién no ocupados

3
estén presentes en las proteinas portadoras, tanta mis cantidad de T3
radloactiva es fijada alli, y el resto pasa al intercambiador de iones.
La evaluacién se efectua midiendo la radioactividad en el intercambis
dor de lones o en la solucién. La proporcién de la radiocactividad en
la solucién, que corresponde a aquella cantidad de ’L'3 radioactiva que
estd fijada a las proteinas portadoras del suero a investigar, a la -
radioactividad en la solucién de una muestra patrén, multiplicada por
un factor especffico para la muestra patrén, proporclona el denomina-
do indice de fijacién de tiroxina IFT.

Una desventaja de este procedimiento conoclido estriba en la
necesidad de utilizar substanclas radioactivas. De este modo, por un
lado se necesitan caros y complicados dispositivos de medicién y por
otro lado la manipulacién de los redétivos.radiosctivos es dificulta-
dq por las imposiciones legales a causa de la nocividad potencial pa-
rﬁ la salud que tienen estas substancilas.

Por congigulente, el invento se basa en la misiém de crear
un procedimiento para la determinacién del IFT, que no tenga estas =
desventajas y permita, conr aparatos de medicién sencillos, existentes
en cualquier laboratorio, realizar una determinacién digna de confian
za del fndice IFT para la diagnosis de la gléndula tiroides.

Esta misién se resuelve por medio de un procedimiento para
1a determinacién del Indice de f£fijacién de tiroxina en el suero, que
estd caracterizado porque la muestra de suero a investigar es meszcla-

da con una cantidad determinada de tiroxina y con una cantidad deterw
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ninada de una enzima determinable, fijada covalentemente a la tiroxi-
na, porque se pone en contacto la solucién obtenida con anticuerpos =
antitiroxina presentes en fase sélida, porque se separa la fase liqui
da respecto de la fase sflida, y porque se mide la actividad de la en
zima determinable empleada en una de las fases.

El invento parte de la consideracién de que un substitutivo

del marcado radioactivo en el conocido ensayo de absoxcién de T po=

3
dria resolver la misién establecida. 'mediante un marcade con enzima, -
con utilizacién de una enzima ficilmente determinable como marcador.
Los ensayos realizados mostraron, sin embargo, que no es posible, en
el conocido ensayo de absorcién de T

» reemplazar T, marcada radiocace

3 3

tivamente~(T3-1125) por TB é T4 marcada con enzima Gue serfia de prefe

rirl Se comprobd, en efecto, que T3 6 Th marcada con enzima no es fi-
jada por los lugares capaces de fijacién de las seroprotefnas. Hay =~

que suponer que esto ha de ser atribuido al voluminoso radical de en~
zima, que impide estéricamente la £ijacidn.

Sorprendentemente se comprob$ sin embargo que una T, marca-

4
da con enzima es capaz de competir con T4 no marcada con enzima por -

anticuerpos anti-'].‘4 que estin presentes en la fase sélida. Por lo tan
to, en el procedimiento conforme al invento, por un lado los lugares
de las seroprotefnas capaces de fijacién y los lugares de los anti-
cuerpos anti.-'l.‘4 insolubles compiten por la T4, fijéndose tanta mis -
cantidad de T4 a los anticuerpos anti-Ta cuaﬁto menos lugares de fija
cién libres estin presentes en el suero. Simultaneamente, T, marcada

4

con enzima compite con Té no marcada por los anticuerpos anti-TafPor



lo tanto se fija a la fase sélida tanta mis cantidad de T4 marcada -
con enzima cuanto mayor es la capacidad de fijacién de tiroxina del
suero y por consiguiente cuanto mayor es el indice de fijacién de ti-
roxina IFT. La actividad de enzima medida en la fase sélida constitu-
5 ye por consiguiémte una medida directa de la magnitud de la IFT. No -
obstante, la actividad puede ser determinada también en la fase liqui
da.
Como enzima marcadora se puede utilizar dentro del marco -
del procedimiento conforme al invento cualquier enzima que se pueda -
10 determinar sin mis, la cual pueda ser fijada a tiroxina sin pérdida -
de su actividad enzimitica. Dentro del marco del invento se utilizan
preferentemente las enzimas marcadoras, cuya actividad puede ser de-
terminada con facilidad mediante un ensayo 6ptivo, especialmente me-
diante una reaccién colorimétrica en luz visible o por modificacién -
15 - de la concentracién de NADH. Ejemplos tipicos de enzimas marcadoras -
apropiadas son peroxidasa, glucosaoxidasa, y(- ¥ rB-galactosidasa, -
glucoamilasa, invertasa y fosfatasa alcalina.
Para todas las enzimas antes mencionadas se conocen métodos
sencillos y ripidos de determinacién, para lo cual se remite por ejem
20 plo a He Us. Bergmeyer "Methoden der enzymatischen Analyse", Veriag -

Chemie, 32 edicién, 1974, El anticuerpo anti-T, presente en fase s6li

4
da puede presentarse exento de portador, por ejemplo hecho insoluble
por reticulacién con reactivos polifuncionales, tales como dialdehi-

dos, diéxidos y similares. Sin embargo, el anticuerpo esti fijado pre

SRR L feriblemente a un material portador sélido. E1 portador sélido para -
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los anticuerpos antiaT 4 puede consistir en cualquier material inerte
frente 2 las substanclas que se utilizan en el ensayo, al cual puede
ser fijado al anticuerpo mencionado. Se encontrd qﬁe en el caso de =
numerosos materiales puede ser fijado gl anticuerpo anti-Ta, mediante
fuerzas de adsorcién, de modo suficientemente fuerte a la superficie
del material portador. A elecccién, sin embargo, también es posible -
fijar el anticuerpo segfin los métodos usuales de la fijacién de pro~
teinas biolégicamente activas a materiales portadores sélido;, POr -~
ejemplo mediante enlaces covalentes, Ejemplos tipicos de ello son la
activacidn de la superficie portadora segin el método de bromo-ciané-
geno, mediante copolimerizacién de protefnas, reticulacién superficial
del anticuerpo sobre el portador mediante agentes de reticulacién po-
lifuncionales, tales como glutarodialdehido y similares. Estos méto~
dos son conocidos para el experto en la materia.

Preferiblemente, dentro del marco del invento, se utilizan
reciplentes tales como tubitos de ensayo, cuya pared interior esti re
cubierta con el anticuerpo. Ejemplos tipicos de materiales apropiados
para el recipiente son poliestireno, copolimeros de estireno y acrilp
nitrilo as{ como otros materiales sintéticos y vidrioQ En el caso de
los materiales sintéticos a base de estireno es suficiente, para obte
ner un recubrimiento suficiente, conservar solamente una solucién de
anticuerpos durante algln tiempo dentro del recipiente.

Las exposiclones anteriores son vilidas de modo anilogo pa -
ra materiales portadores, que no se presentan en forma de recipienw

tes, sino que consisten por ejemplo en partfculag, las cuales son « =
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apropladas para rellenos de colummas,

Los anticuerpos anti-T, son preparados segdn los métodos -

4
usuales de la obtencién de anticuerpos contra hormonas. Se prefiere -

la utilizacién de'un conjugado de T, con una protefna portadora apro-

4
piada en calidad de inmunégena., Se manifestd como especialmente apro-
plada, de entre el gran némero de las proteinas portadoras habituales
para el experto en la materia, la albdmina de suero de vacuno (ASV),
Las protefnas p&rtadotaa son acopladas o copuladas quimicamente con -
la.T4, por ejemplo con glutarodialdehido en un medio”débilmente.alca-
l1ino, y subsiguientemente por reduccién con borohidruro de sodio. Otro
aproplado método de copulacién es la reaccién con morfolino-diciclohe
xilecarbodiimida. Animales de ensayo aproplados para la aplicacién =
del inmunégeno de T4 obtenido de este modo son, por ejemplo, conejos
o corderos. También son apropiadas otras especies de animales.

La preparacién de la '1‘4 marcada con peroxidasa (POD), que -
se prefiere dentro del marco del invento, se efectda convenientemente
por reaccién de ter-butiloxi-carbonil-tiroxin«N«hidroxisuccinimida -
con POD y por purificacién por cro;otoérafia del producto obtenido., -
De igual modo se pueden fijar también la mayor parte de las otras en-
zimas que entran en consideracién, con utilizacién incluso de otros =~
procedimientos conocidos de la quimica de las proteinas.

" Tal como se menciona, dentro del marco del invento se afiade
una determinada cantidad de T4. Se encontré que esta cantidad esti =
convenientemente entre 100 y 500 ng de T4]m1 de suero. No obstante, =

se pueden utilizar también cantidades mayores o menores, El margen =
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cuantitativo antes mencionado abarca sin embargo todas las composicip
nes de suero que se presentan en la prictica y es suficiente de igual
modo para sueros hipertiroidicos como para sueros hipotireidices. La
cantidad de 1a T4 marcada.con enzima afiadida depende del tipo de la =
enzima en cada caso»utilizada, especialmente de la actividad especifi
ca de esta enzima, que todavia puede ser determinada con facilidad. -
En el caso del preferido marcado con POD se emplea convenientemente -
una cantidad tal que en la mezcla de ensayo propiamente dicha se en=-
cuentran de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 200 mU de POD/ml.
La mezcla de reaccién de suero, tampén, Té, y Ta marcada -
con enzima es puesta en contacto durante tiempo suficientemente largo
con el anticuerpo anti-'r4 insoluble, especiglmente fijado a un porta=-
dor, con el fin de obtener un grado de f£ijacién constante de la T4 -

marcada en el anticuerpo. La duracién depende en cierta extensién de

las condiciones con relacidén al valor de pH, la temperatura y las con

© centraciones, En general, es suficiente un tiempo de accién de aproxi

madamente 1/2 hora hasta aproximadamente 2 horas. Una vez terminada -
la incubacién, la solucién es separada del portador, por ejemple pox
vertido desde el recipiente, el portador es lavado con agua y a comti
nuacién se lleva a cabo la determinacién de la actividad de enzimg fi
jada al portador. En el caso de la forma de realizacién preferida, -
con utilizacién de un portador en forma de recipilente y de POD como -

enzimg marcadora se aflade por ejemplo Hzo y ABTéED(Z,z‘nazino-di[E-

2

etilbenzotiazolinsulfonato (617 en solucién tampén y se determina la

diferencia de extineciones con una longitud de onda de medicién de - =
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405 nm.

Otro objeto del invento es un equipo de ensayo para la rea-
lizacién del procedimiento conforme al invento, Este consiste en lo =
esencial en tiroxina, tiroxina marcada con enzima, anticuerpos antia
~tiroxina como substancia sélida insoluble, substancia tampén y un -
reactivo para la determinacién de la actividad enzimitica. Tampones
apropiados son aquellos con los cuales se puede ajustar un margen de
valores de pH dentro del intervalo de 7,5 hasta aproximadamente 9,3,
Se prefiere un valor de pH entre 8,0 y 9,0, Ejemplos tipicos de tampo
nes utilizables en el margen indicado son tampones de fosfato, tam- -
pén-Tris [= tris (hidroximetil) aminometano/, tampén de borax y tame
pén de barbital.

Se prefiere un tampén barbital 0,05 a 0,5 M,

El equipo de ensayo conforme al invento puede contener adi-
cionalmente también agentes estabilizadores usuales, tales como albda
wina de susro de vacuno, hidratos de carbono y glicerina.

Preferiblemente, el equipo de ensayo conforme al invento con
tiene, en calidad de '1‘4 marcada con enzima, tiroxina-peroxidasa. El -
reactivo para la determinacién de la actividad enzimitica puede consis
tir en este caso preferido en H202 0 en un compuesto que proporcione
Hzo2 tal como perborato de sodio o perhidrité; as{ como 2,2' =azino=
di/3-etilbenzotiazolinsulfonato(6)], usualmente designado como ABTézl
asi como un tampén apropiado para ello. Un ejemplo tipico de un tam-
pén apropiado es tampdn de fosfatoecitrato, de pH 4,5 hasta 6,0, Otro

reactivo apropiado para esta forma de realizacién consister.”: en tam-
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pén de fosfato, de pH 7,0 4 guayacol y peréxido de hidrégeno.
En una forma especial de realizacién del equipo de ensayo -

preferido del invento, éste contiene:

Tiroxina 100-400 ng/ml

Tiroxina-POD. 5-100 mi/ml

Tampén de barbital 0,1-0,2 M, pH 8,6

Albtmina de suero de vacuno 0,2 %

?nticuerpos antitiroxina 1-0,05 pg/ml
calculado sin portador)

10, 0g¢5=5 mM/1

ABTS 5450 mM/1

Tampén de fosfatoscitrato, pH 5,0 0,1 - 0,2 M
Para la preparacién de la tiroxina marcada con enzima se -
parte preferiblemente de ter~butiloxicarbonil-tiroxin-N«hidroxisucci-
nimida y la reaccién se efectda en una solucién 1lil de tampén/dimet:il
formamida. Como tampén se utiliza el tampén mejor apropiado para la &
enzima que en cada caso se utilice. Para el f£in de purificar los con
jugadog, se ha acreditado la fenilbutilamino-Sefarosa.
Por medio del invento se proporciona un procedimiento senci
1lo, y realizable con aparatos de laboratorio usuales, para 1la deter-
winacién del fndice de fijacién de tiroxina del suero, cuya exactitud
corresponde al método comocido que utiliza un marcado radicactivo, pe
ro no posee las desventajas de éste.
Los siguientes ejemplos explican adicionalmente el invento.
Ejeﬁglo-l

Ae Preparacién de anticuerpos antitiroxina
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Se copula tiroxina en solucifn acuosa de pH 10, por adi- -
cién de 1,9 % en peso de glutarodialdehido, con albfmina de suero de
vacuno. Luego se reduce con borohidruro de sodio en exceso el enlace
con base de Schiff y el immunégeno de '1‘4 se purifica por cromatogra~
fia. E1 producto obtenido es dializado y luego es aplicado a los ani-

males ensayados.
B. Preparacién de POD-T4

Se hace reaccionar POD con mn exceso molar 10 veces mayor =

de ter-butiloxicarbonil-tiroxin~N-hidroxisuccinimida er dimetilforma
mida/tampén de fosfato, pH 8,5, 1:1, Luego se separa por diilisis 1a
dimetilformamida y se afiade la solucién acuosa sobre fenilbutilamino-
sefarosa. La columna es lavada con tampén Tris-Naél y luego es eluida
con mezcla 1:1 de etilenglicol/agua que contieme NaCl 1 M. El eluato
es agitado durante 2 horas con hidroxilamina 0,5 M, y a continuacién
es dializado frente a tampén de.fosfato. La solucién obtenida es meze
clada con albimina de suero de vacuno y liofilizada.
C+ Preparacién de anticuerpos anti-T4 fijados a un portador.
A partir de los animales de ensayo inmunizados se obtieng -

de modo conocido antisuero antieT, y se precipita mediante sylfato -~

4
de amonio. El precipitado es recogido con tampén de fosfato 0,04 M «

1:6.000. 1,5 ml de la solucién obtenida de este modo son dejados re-
posar durante la noche en tubitos de ensayo a base de copolimero de -
estireno~acrilonitxilo (Luran), luego son retirados por aspiraciénm, y

lavados ‘eon solucidén fisiolégica de sal comin que contiene 1 % de =

A8V, y después de ello son secados.
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D. Realizacidén dé la determinacién

En los tubitos des ensayo wecublertos con anticuerpos antie
'Td’ obtenidos segin C, se introducen con pipeta 10 Pl de guero vy a
continuacidn 1 ml de un reactivo, que contieﬁe 280 ng de T4/m1 y 10 -
mU/ml dé TA-POU en tampén de barbital 0,12 M, pH 8,6 y 0,2 % de albd-
mina de suero de vacuno. Luego se deja reposar a temperatura awmbien

te durante 2 horas, Despuds de ello los tubitos de ensayo son vacla-

dos medilante aspiracidén y se introduce el reactivo=POD. Este dltimo «

. constaba de 1,47 ni/1 de HZOZ y 14 mM/1 de ABTS en tampén de fosfatow

citrato 0,2 M, pH 5,0, La varlacién de color que apareci$ fue medida

a 403 nm.

La evaluacidn se lleva a cabo con 2 patrones con diversa ca
pacidad de fijacién de Ta, que son tratados de igual modo que las - -
miestras, se establece una recta de calibrado, aplicando los valoxes
recfprocos de las extinciones medidad para estos patrones frente a -
las cantidades de TA fijadas por los patrones o directam;nte frente a
los valores de IFT de estos patrones a determinar de antemano.

E. Aplicacién del método a la investigacién de sueros humanos,
83 muestras de sueros humanos fueron investigadas comparae

tivamente con el procedimiento conforme al invente y con un «

' procedimiento que emplea T3-1125, que ya se encuentra en al

comerclos Se clasifican los sueros iInvestigados en base a los «
valores IFT en cada caso obtenidos con ayuda del margen normal v4lido
para el pertinente método, en aquellos que tienen una capacidad de £}

jacién de T

5 reducida, normal y elevada, se maniflesta que entre los
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dos métodos resulta una coincidencla satisfactoria (véase Tabla 1).

Tabla 1
A B 1 2 3
1 28 1
5 2 1 28
3 3 22

1) reducida

Capacidad de f£ijacién de T4 2) rormal
3) elevada
10 Tabla l: Comparacién del procedimiento conforme al invento para la de

terminacién del IFT (A) con un radiocensayo de IFT (B) usual

utilizando muestras de sueros humanos {(n = 83).
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REIVINDICACIONES

12,« Procedimiento para determinar el Indice de fijacién de

tiroxina en el suero, caracterizado porque la muestra de Suero a inves

tigar es mezelada con una cantlidad determinada de tiroxina y con una

cantidad determinada de una enzima

determinable £ijada covalentemente

a tiroxina, la solucién obtenida se pone en contacto con anticuerpos

antitiroxina presentes en fase sélida, se separa la fase liquida resa

pecto de la fase sélida, y se mide

nable empleada en una de las fases.

228,~ Procedimiento segln
do porque como enzima determinable

32,~ Procedimiento segin
caracterizado porque el anticuerpo
fijada a un portador.

42, Procedimiento segin

caracterizado porque como portador

la actividad de la encima determi-

1la reivindicacién 12, caracteriza-
gse utiliza peroxidasa.
las reivindicaciones anteriores, =~

antitiroxina es utilizado en forma

las reivindicaciones anteriores, -

s6lido se utiliza un recipiente cu

ya pared intevior estf recubierta con el anticuexpo.

52.~ Procedimiento segln las reivindicaciones anteriores, =

caracterizado porque se emplean 100 a 500 ng de tiroxina/ml de suero.

62,~ Procedimiento segtn las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque se emplean 1 a 10 mU/ml de peroxidasa fijada a

tiroxina.

72.- "PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR EL INDICE DE FIJACION

DE TIROXINA EN EL SUERQ",

Tal como se deseribe y reilvindica en la presente Memoria
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Deseriptiva, que consta de catorce hojas escritas a miquina por una =

sola cara,

Madrids 12 S 1679

3
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