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RESUMEN: Los inmunoensayos (IE) se definen como un conjunto de técnicas analiticas
gue usan anticuerpos para la determinacion selectiva de ciertos componentes de interés
presentes en muestras bioldgicas. Estos ensayos son altamente selectivos, de bajos
limites de deteccion, relativamente econémicos y faciles de realizar. Por estas razones,
los IE constituyen los métodos de eleccién para multiples aplicaciones endocrinolégicas,
tanto en medicina humana como veterinaria. En este trabajo se exponen los principios
generales de las determinaciones hormonales, asi como también se explican algunos de
los IE disponibles para las determinaciones hormonales en los caninos domésticos. Por
ultimo, se incluye una breve discusion sobre la situacion actual y la relevancia de los IE
caninos en la endocrinologia clinica veterinaria.
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HORMONAL DETERMINATIONS

ABSTRACT: Immunoassays (IA) are defined as analytical techniques which use anti-
bodies for selective determinations of sample components. The main advantages of IA
are that they are highly selective, relatively inexpensive , easy to perform and that they
have low limits of detection . All these characteristics make IA the methods of choice for
human and veterinary endocrinological applications. General principles of hormonal de-
terminations and some of the available canine IA are described. The relevance and present
state of canine IA in endocrinological clinical practice are also briefly discussed.
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INTRODUCCION

Los inmunoensayos (IE) constituyen uno
de los métodos mas poderosos y ampliamente
usados en la quimica clinica. Un IE se define
como una técnica analitica que usa anticuer-
pos (Ac), para la determinacion selectiva de com-
puestos presentes en muestras bioldgicas. Las
principales ventajas de los IE consisten en que
son altamente selectivos, tienen bajos limites de
deteccidn y en que pueden ser adaptados para
la determinacién de muchos compuestos de in-
terés clinico (Hage, 1993). Por su alta selectivi-
dad los IE pueden ser usados en muestras com-
plejas, como orina 0 sangre, con poca 0 ningu-
na preparacién de la muestra. Estos métodos
son, también, relativamente econémicos y una
vez puestos a punto faciles de realizar. Todas
estas caracteristicas hacen que los IE sean los
métodos de eleccidon para multiples aplicacio-
nes endocrinoldgicas, tanto en medicina huma-
na como veterinaria.

Este trabajo intenta dar a conocer los prin-
cipios generales de las distintas metodologias
utilizadas para las determinaciones hormona-
les, asi como también mencionar algunos de los
IE disponibles en la actualidad para ser usa-
dos en los caninos domésticos.

PRINCIPIO Y CLASIFICACION

El principio de todas estas pruebas con-
siste en la combinacién de proteinas de alta sen-
sibilidad y especificidad (Ac) con los ligandos
(antigenos [Ag]) a dosar segun la siguiente ecua-
cion:

Ag + Ac 6 AgAC

Siendo Ag el antigeno o ligando a dosar,
Ac el anticuerpo especifico que reacciona con el
antigeno, AgAc el complejo antigeno anticuer-
po generado y K la constante de equilibrio de la
reaccién.

Los IE se pueden clasificar de acuerdo a:

1) El tipo de marca (sustancia que se in-
corpora a una molécula a fin de poder identifi-
carla) en:

-Radioinmunomarcados: los dos mas fre-
cuentemente usados son el radioinmunoensa-
yo (RIE) de competicién y los ensayos inmuno-
radiométricos (IRMA) que utilizan isopotos radio-
activos.

-Enzimaticos: en este caso la marca es una
enzima. Ejemplos de estos ensayos son el enzi-
moinmunoensayo de competiciéon (EIA), el en-
sayo inmunoabsorbido a enzimas o enzyme
linked immunosobent assay (ELISA), el
inmunotest-enzimomonitoreado (EMIT) y los test
inmunoenzimomeétricos (IEMA)

-De fluorescencia: basados en marcas
fluorescentes, por ejemplo el fluoroinmunoen-
sayo (FIA) y el inmunofluorométrico (IFMA).

2)La concentracion de sus reactivos en:

-IE de competicidn: en los cuales los Ac
son usados en una concentracion limitada con
un antigeno (Ag) marcado.

-Inmunométricos: en los cuales los Ac es-
tan marcados y en exceso (Bianchi y Marpes,
1982; Eduards, 1990).

Se pueden explicar los IE tomando como
modelo de descripcidn el RIE, diciendo que la
sustancia por valorar (ligando) compite cuanti-
tativamente por la unién a un reactivo especifi-
co (Ac) con la misma sustancia marcada con
un isétopo radioactivo (Ag*).

Si se hace reaccionar el Ac con el com-
puesto marcado (Ag*) y parte de éste se une al
Ac, formando el complejo AcAg*, parte del Ag*
queda libre (Fig. N° I).
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Figura N°I: Principios del radioinmunoanalisis.
Unidn inicial.

En un nuevo sistema en el que se encuen-
tra el Ag marcado (Ag*) y el compuesto por valo-
rar (Ag), se producird una competencia entre el
Ag vy el Ag* por los sitios de unién especificos
del Ac los cuales son bivalentes. Por consiguien-
te aumentara el namero de moléculas marca-
das libres (Fig. N° Il).
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Figura N°Il: Unidon competitiva, dosis 1.
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A medida que aumenta la concentraciéon
de la sustancia por valorar, la concentracion
de Ag* no unido al Ac se incrementa (Fig. N°
).
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Figura Nelll: Unién competitiva, dosis 2.

Si las cantidades del ligando marcado y
Ac son fijas y limitadas y hay cantidades cre-
cientes de ligando sin marcar, la cantidad rela-
tiva de compuesto marcado que estd unido al
Ac disminuye cuando la concentraciéon del com-
puesto sin marcar presente en la reaccién au-
menta. Si se separan cuantitativamente el com-
puesto unido al Ac del compuesto libre, se pue-
den determinar sus respectivas actividades apa-
rentes (radioactividad) expresadas en cuentas
por minuto (cpm). Estos resultados pueden ana-
lizarse de distintas formas de ajustes matema-
ticos (curvas dosis-respuesta). El cociente de las
fracciones unida al Ac (B) versus la fraccion li-
bre de Ag* (F) permite la construccion de di-
chas curvas estandar donde B/F (actividad del
marcador unido en relacién al libre) o %B (total
de la actividad del marcador) o cualquier otro
indice de particion entre lo unido y lo libre se
grafica en el eje de las ordenadas y la concen-
tracion del ligando no unido en el de las absci-
sas. El desplazamiento de la actividad del tra-
zador producida por una cantidad desconoci-
da de ligando no marcado de la muestra a me-
dir, se interpola en la curva estandar y de esta
manera puede ser evaluada su concentracion
(Travis, 1979).

El principio basico del desplazamiento de-
bido a la dosis del marcador unido se explica
en la figura 4 y se aplica a todo IE de competi-
cion. En cada tubo (A, B, C, D) el nimero de
moléculas de marcador es constante y esta en
exceso en relacion al nUmero también constan-
te pero limitado de sitios de unién por tubo. En
ausencia de ligando no marcado la union de la
radioactividad es maxima y se la llama unién
maxima (B,), la situacion hipotética de %B=50
es graficada como A en la curva. El %B en au-
sencia de ligando no marcado se lo llama % B,
o alternativamente B, . En B se agregan 4 molé-
culas de ligando no marcado al sistema, enton-
ces B/F en equilibrio es 0,6 o0 3/5. Con la adi-
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cion de 4 moléculas mas (C) del ligando no mar-
cado implica que el 50% del ligando presente
esta marcado y, consecuentemente el 50% de
los sitios de unién disponibles seran ocupados
por el ligando marcado. En esta situacion , B/F
=es igual al 0,33 0 2/6. La adicion de 24 molé-
culas de ligando no marcado en D significa que
1 de 4 moléculas de ligando esta marcada y por
eso, B/F es 0,14 0 1/7. Solamente 1 de 4 sitios
de unién esta ocupado por el trazador.
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Figura N°IV: Principio del desplazamiento de-
pendiente de la dosis del marcador unido.

En la literatura los datos son frecuente-
mente graficados en algunas de las tres formas
de la Figura V, las cuales son todas aceptables
(Figura N° V).

En Ay B la ordenada puede ser calcula-
da como B/F, %B (del total), %B/B,, o B/T, sien-
do T el nimero de cuentas totales por minuto
(cpm) de cada tubo, todas producen curvas que
son inversamente proporcionales a la cantidad
del ligando no marcado agregado. La grafica-
cion logit en C resulta en una linea recta que
requiere “papel logit-log”.

La transformacion es la siguiente :

Logit (B/ B,)= 109 B/B,
1- B/ B,
resultando ser engorrosa para un célculo
manual sin la ayuda de computadoras. En una
graficacion lineal se obtiene una buena aproxi-
macion de la funcion logit cuando B/B, se gra-
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Figura N°V: Gréficos de datos.

fica en la ordenada de un papel logit y el loga-
ritmo de la dosis en la abscisa. Esto produce
una linea recta con una pendiente negativa que
brinda una mayor cantidad de puntos en la re-
gion util de la curva (Travis, 1979).

Los siguientes indices de unién son los
mas comunmente usados:

B/F = cpm de la fraccion unida luego de la separacion
cpm de la fraccion no unida (F) luego
de la separacion

B/T=CPm unidas
cpm totales originalmente pipeteadas en cada tubo

% B (del total) = B/T * 100
% B, (de B,) = B/ B, * 100

Alternativamente, las cpm unidas sin mas
modificaciones pueden ser graficadas vs la do-
sis cuando un radioisétopo se usa como mar-
ca.

En un ensayo tedrico ideal, donde una
sola especie de sitio de unidn esta disponible el
cual une un ligando, un grafico aritmético de
B/F vs la concentracion de B produce una li-
nea recta simple llamada grafico de Scatchard
(Fig.NovI).

Por definicion la pendiente de este gréfi-
co constituye la constante de afinidad K y su
intercepcidén en la ordenada la maxima capaci-
dad de unién (o concentracion de sitios de
union) (Travis, 1979).

REACTIVOS
Se necesitan 3 reactivos especificos para

realizar un IE. Para el caso del RIE es un Ag
marcado, el Ag en concentracion conocida (es-

Figura N°VI: Gréfico de Scatchard. Slope: pen-
diente K Bound: unién

tandar de referencia) y un Ac especifico capaz
de reaccionar contra dicho Ag. También es ne-
cesario tener un método de separacion entre la
fraccidon unida al Ac y el Ag libre marcado.

Anticuerpo especifico: Muchas de las
hormonas peptidicas son satisfactoriamente in-
munogénicas en una variedad de animales ex-
perimentales cuando la hormona se adminis-
tra en una emulsion con el adyuvante de
Freund. En lo referente a la generacion de Ac,
parece haber poca ventaja en inmunizar con
Ag de alta pureza. Sin embargo, el Ag marcado,
debe ser altamente purificado para evitar la in-
teraccién de contaminantes marcados con Ac
no especificos.

A los péptidos de bajo peso molecular o
las sustancias no peptidicas que no son anti-
génicas por si mismas (haptenos) se las une a
proteinas de mayor peso molecular. Se puede
emplear una variedad de métodos para unir las
pequefias moléculas a transportadores inmu-
nogénicos . Como la presencia de otras reaccio-
nes inmunoldgicas no interfiere con la reacciéon
entre el Ag marcado y su Ac especifico, la in-
munizacién con varios Ag no relacionados pue-
de realizarse simultaneamente. La concentra-
cion, sensibilidad y especificidad de los Ac diri-
gidos a los distintos Ag parecen no estar rela-
cionadas. Como la posibilidad de obtener un
antisuero satisfactorio aumenta con el nimero
de animales inmunizados, la inmunizacién con
multiples Ag es ventajosa ya que reduce el na-
mero de animales para inmunizar y sangrar por
un factor igual al nimero de Ag usados simul-
taneamente (Yallow, 1992). La concentracion de
Ac usualmente aumenta en las repetidas inmu-
nizaciones, alcanzando una meseta después de
3 a 5 dosis de Ag. En ocasiones las concentra-
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ciones de Ac pueden caer después de repetidas
y regulares inmunizaciones. En estas ocasio-
nes los animales deben tener un periodo libre
de inmunizaciones de 3 a 6 meses, después del
cual, la reinmunizacion resulta usualmente en
una aumentada respuesta de Ac.

La produccion de un antisuero satisfac-
torio resulta ser un arte impreciso mas que una
ciencia. No obstante haber numerosos trabajos
que describen procedimientos especializados
para la inmunizacién, no existe un acuerdo ge-
neral con respecto a cuales son las especies ani-
males mas apropiadas o la técnica 6ptima para
producir el mejor Ac para cada una de las di-
versas sustancias para las cuales se ha
descripto un RIE. Una de las variables mas im-
portantes es la cantidad de Ag a inocular, ya
gue si es insuficiente se produce una desensi-
bilizacién y si es muy alta se produce una pa-
ralisis inmunoldgica. Lamentablemente, la can-
tidad a inocular sigue siendo todavia una cues-
tién empirica.

Hay considerable interés en usar los Ac
monoclonales para los RIE. Este método permi-
te la produccion de grandes cantidades de Ac
monoespecifico. No obstante, la sensibilidad ob-
tenida con el uso de tal Ac es generalmente me-
nor que aquella obtenida por la propia selec-
cion entre Ac heterélogos producidos con la in-
munizacion tradicional. La razén de esta dife-
rencia es que la seleccién de Ac monoclonales
generalmente produce reacciones que tienen
constantes de equilibrio (K) intermedia entre
aquellas con alta y con baja K (Yallow, 1992).
Cuando se usa el antisuero ordinario heterolo-
go, éste esta diluido suficientemente, de mane-
ra que solo los sitios de union del Ac con las
mas altas K, y por lo tanto la mas alta sensibi-
lidad, son capaces de unirse al Ag. Si no se re-
guiere una maxima sensibilidad, el uso de Ac
monoclonales puede ser ventajosa, ya que po-
seen mayor selectividad que los Ac heterdélogos.

Antigeno marcado: Por su histérica
predominancia como los marcadores de elec-
cién en los IE, los trazadores radiomarcados se
toman como ejemplo. De todas maneras los con-
ceptos basicos son validos para cualquier tipo
de marca usada. El primer paso en un IE es la
preparacion de un ligando altamente purifica-
do que pueda ser radiomarcado sin pérdida de
su capacidad de unién. El ligando radiomarca-
do en un RIE se denomina trazador.

Ciertas moléculas excepcionales como la
tiroxina y la triiodotironina tiene | nativo en su
estructura molecular y por lo tanto pueden in-
corporar radionuclidos de yodo emisores de ra-
yos gamma (**° | o **1|) sin alteracion de su es-
tructura molecular primaria. No obstante, las
moléculas organicas normalmente presentes en
los fluidos bioldgicos no tienen elementos en su
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composicidon que puedan ser sustituidos por
is6topos emisores radiactivos. Los radionuclidos
emisores de rayos beta tales como el ** C y el H
pueden ser usados para marcar estas molécu-
las pero las limitaciones de deteccion del conta-
dor de centelleo liquido les quita valor.

Aunqgue los radionuclidos emisores
gamma, tales como 25 o 31|, tiene una vida
media relativamente corta (T¥?= 60 y 8,1 dias
respectivamente) son los is6topos de eleccion
para usar en los IE. Esto se debe a su relativa-
mente alta energia de emisién gamma que per-
mite la unidn al ligando con alta actividad es-
pecifica y menor error de conteo. El 1?5 tiene
mayor vida media que el !l y es mas conve-
niente para los ensayos clinicos y para el alma-
cenamiento, que el 3! de mas corta vida. El 125
y el 1 son normalmente usados para marcar
polipéptidos. El 23], tiene menor energia que el
131 pero es el radiondclido mas usado en radio-
iodinaciones. Los ligandos marcados con 1?1 son
técnicamente mas convenientes que los marca-
dos con emisores beta, por lo tanto es deseable
que las sustancias no proteicas en muy bajas
concentraciones como los esteroides, también
sean marcados con emisores gamma. Algunas
moléculas como los estrégenos contienen parte
de la molécula a la cual puede ser directamente
incorporado el 25| sin manipulaciones quimi-
cas complicadas. Desafortunadamente como un
atomo de | ejerce un efecto estérico grande en
el esteroide, la incorporacion del mismo distor-
siona significativamente la moléculay altera su
encaje geomeétrico con el sitio de union al Ac,
por lo que la inmunoreactividad es afectada. Es
posible usar una molécula espaciadora para se-
parar los sitios antigénicos del esteroide de la
porcidn marcada. Mas comUnmente, se utiliza
la iodinacidn de conjugados proteicos, que pue-
den ser marcados con % | como cualquier otra
proteina. En este caso, el radioiodo es incorpo-
rado en los residuos tirosil de la proteina con-
jugada (albumina) y no en el mismo esteroide.
Resulta de principal importancia que la
inmunoreactividad entre marcadores y Ag no
marcados por los sitios de unién al Ac sea se-
mejante. Un método util para iodinar molécu-
las no proteicas es conjugarlas con derivados
de ésteres de metiltirosina, ya que dicho éster
puede incorporar | por las técnicas convencio-
nales. Ejemplos de hormonas que han sido sa-
tisfactoriamente iodinadas son los esteroides:
estrogenos, testosterona y cortisol (Travis,
1979). También se pueden usar hormonas tri-
tiadas con la ventaja que la vida media del tritio
es de 12 afios y produce menores efectos esté-
ricos.

El método mas comun para iodinar los li-
gandos es el método de Hunter, Greenwood, y
Glover de la oxidacion con metabisulfito de so-
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dio y cloramina T. Otros métodos que han de-
mostrado utilidad son el de la lactoperoxidasa
(oxidacion enziméatica) y el de la iodinacién en
fase solida con lodogeno. Este dltimo basado
en la generacion de la especie iodo electrofilico
(I") a partir del Nal usando iodégeno como reac-
tivo (Poskus, 1989).

Seguido a la reaccidén de iodinacién se re-
quiere la separacion de los compuestos iodina-
dos que no reaccionaron y de los compuestos
dafiados. Esto es usualmente llevado a cabo por
filtracion molecular en la resina Sephadex,
DEAE celulosa, o cromatografia en celulosa.
Después de la purificacién, la fracciéon marca-
da que va a ser usada como trazador debe ser
analizada por la presencia de material dafiado,
el cual puede interferir como unién no especifi-
ca (UNE), y entonces aumentar el blanco del en-
sayo. Un alto blanco (UNE) reduce la confiabili-
dad, sensibilidad y precision del ensayo. La es-
tabilidad del ligando marcado es un importan-
te factor en un IE. Las moléculas marcadas
muestran estabilidad variable. Los polipéptidos
pueden ser particularmente vulnerables al dafio
perdiendo su inmunoreactividad en diferente
medida en la iodinacion. La prolactina, por ejem-
plo, sufre un dafio tal por la radiacién que pue-
de ser usada hasta 2 o 3 semanas luego de la
iodinacién. Tipicamente la unidn especifica dis-
minuye mientras que la no especifica del mate-
rial dafiado aumenta con el tiempo de almace-
namiento , resultando en una pérdida de sen-
sibilidad y precision. A veces la repurificacion
de los trazadores y la separacion de los compo-
nentes dafiados pueden prolongar la vida del
ensayo. El conocimiento de la estabilidad de los
trazadores y de las condiciones 6ptimas de al-
macenamiento son necesarias para el satisfac-
torio uso de esta metodologia.

METODOS DE SEPARACION DE LA
FRACCION LIBRE DE LA UNIDA

El clasico método inmunoldgico para se-
parar la fraccion unida al Ac del Ag libre con-
sistia en la precipitacion espontanea de los com-
plejos Ag-Ac. No obstante, con el uso generali-
zado de los RIE de alta sensibilidad se requiere
que la concentraciéon molar de los reactivos sea
tan baja que la precipitacidon espontanea no se
produce y los complejos Ag-Ac permanecen so-
lubles. Se han usado una amplia variedad de
métodos para la separacion:

precipitacion de complejo Ac-Ag con un
segundo Ac dirigido contra el complejo (Método
del doble Ac) o bien con proteina A (compuesto
en suspension que se une a la porcion Fc de
las inmunoglobulinas),

uso de solventes organicos o la precipita-
cion salina para precipitar los complejos,

adsorciéon de complejos al material de fase
solida y

adsorcion del Ag libre a material de fase
sélida tal como celulosa, carbén activado, sili-
catos, o resinas de intercambio i6nico (Poskus,
1989).

El método del doble Ac es el de eleccién
en el desarrollo de nuevos procedimientos del
RIE. No obstante, el costo del segundo Ac pue-
de convertirlo en excesivamente caro cuando mi-
les de muestras deben a ser analizadas. El mé-
todo acuoso de polietilenglicol para la precipi-
tacion de los complejos puede ser usado luego
de que un ensayo haya sido validado con la me-
todologia del doble Ac.

La adsorcion o la formacién de complejos
Ac-Ag en una fase solida es un método general-
mente aplicado en los kits comerciales ya que
brinda una alta sensibilidad, precision y repro-
ducibilidad; no obstante, presenta la limitacion
de su costo.

Para procedimientos rutinarios, general-
mente se prefieren un método de adsorcion del
Ag libre al material de fase soélida, que es por
otro lado el menos costoso. Ciertos principios
comunes se aplican a todas las técnicas de ad-
sorcion de Ag. Una masa dada de adsorbente
es usualmente mas efectiva si el area total de
superficie se aumenta, es decir, si las particu-
las adsorbentes se hacen mas pequefias. En-
tonces, cantidades en trazas tanto de Ac como
de Ag libre pueden ser adsorbidas a materiales
como celulosa, carbén activado o silicatos, a no
ser que la concentracién de proteinas plasma-
ticas u otra proteina en la mezcla de incuba-
cion sea suficientemente alta para saturar los
sitios de unidn a la gama globulina. General-
mente, los métodos de adsorcion del Ag son mas
satisfactorios para los pequefios Ag, aquellos
con peso molecular de 30.000 o menor. La ma-
yor afinidad del adsorbente para sustancias de
bajo peso molecular en presencia de proteinas
plasméaticas permite su casi total adsorcion in-
cluso en la presencia de plasma virtualmente
no diluido o de altas concentraciones de otras
proteinas (Yallow, 1992).

El hecho de que un gran namero de mé-
todos de separacion de Ac unidos a la hormona
marcada hayan sido empleados es una conse-
cuencia de la variedad de propiedades quimi-
cas de la gran cantidad de sustancias para las
cuales se usa el RIE.

EQUIPOS DE DETECCION

Por tratarse del equipo mas frecuentemen-
te empleado se reproduce un esquema de un
contador de emisién gamma (Fig.N° VII).

Para medir las radiaciones gamma se
usan cristales de Nal envenenados con trazas
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Figura N°VII: Esquema de un contador de radiaciones gamma

de TI. Este le da la capacidad de centellar (emi-
sion de fotones) a la temperatura ambiente cada
vez que la radiacion interacciona con él. Son
cristales cilindricos de 2,5 a 16,5 cm de diame-
troy de 5 a 4,5 cm de espesor. Todas sus ca-
ras, menos una, estan recubiertas por una capa
de MgO, que actua como reflejante, y otra, en-
cima de la anterior, de aluminio. La cara libre
se halla intimamente adosada a un tubo foto-
multiplicador. Dentro del cristal se produce una
radiacion luminica llamada centelleo. Esta, en
ultima instancia, sale del cristal por la cara
unida al tubo fotomultiplicador. Esos centelleos
se cuantifican al incidir sobre un fotocatodo que
forma parte del tubo fotomultiplicador. Este po-
see unas placas denominadas dinodos, cada
uno de estos presenta una diferencia de poten-
cial determinada. Cuando incide un fotén
gamma, en el fotocatodo salta un electron (foto-
electrén) que penetra dentro del campo eléctri-
co del tubo fotomultiplicador. Por cada electrén
gue incide en el dinodo salta un namero de elec-
trones sucesivamente en el resto de los dinodos.
El nimero de electrones que se liberaron en el
anodo ser& proporcional a la diferencia de po-
tencial total, en la cual la base sera el numero
de electrones arrancados del primer dinodo y el
exponente, el nimero de dinodos. En este caso
se transforma un efecto de la radiacién gamma
en un pulso eléctrico de determinada altura.

Estos pulsos son proporcionales a la ener-
gia que incide en el cristal, es decir que a ma-
yor energia mayor altura del pulso. Esta pro-
porcionalidad ocurre realmente si la energia
gamma que incide, penetra, interaccionay deja
toda su energia dentro del cristal. En este caso
se ha producido una absorcion total. Puede
suceder que se escape la energia dentro del cris-
tal, entonces ocurre una absorcion parcial, y el
pulso obtenido, no sera tan alto como en el caso
anterior. Ampliando este concepto se tendra
gue: a mayor energia habrd mayor altura del
pulso y por lo tanto mayor absorcion total. La
altura del pulso esta condicionada por una de-
terminada tensién: a mayor tension en el tubo
fotomultiplicador, mayor energia de los electro-
nes y mayor altura del pulso. El flujo de electro-
nes incidentes en el tubo fotomultiplicador tam-
bién depende del tipo y masa de nuclido.

Para seleccionar la altura del pulso que
interesa detectar se emplea un colimador lla-

mado discriminador de altura de pulso. Este es
un aparato electrénico que permite discriminar
alturas de pulso para seleccionar solo el nuclido
gque se desea detectar. Solo cuentan aquellos
pulsos que terminen dentro de la ventana y no
los que lo hagan fuera de ella. Esto se produce
en el mddulo andlisis de pulsos. Cada pulso re-
presenta una desintegracion atémica del radio-
is6topo emisor gamma especifico (lovine y Sel-
va, 1985).

CONTROL DE CALIDAD DEL RIE

Todo estudio cuantitativo debe reunir una
serie de requisitos que indican la confiabilidad
gue merecen sus resultados y la posibilidad de
practicarlo. Algunos parametros basicos que ha-
cen al estudio de la calidad de un ensayo son:

-Exactitud: es la mayor proximidad con
la que un método analitico se aproxima al ver-
dadero valor de la muestra. Esto puede llevarse
a cabo por procedimientos de recuperacién des-
pués del afiadido de cantidades conocidas de
la sustancia investigada. Se puede expresar
como el porcentaje de la cantidad de la sustan-
cia afladida que se logre cuantificar. Para mu-
chas hormonas se dispone ademas de patro-
nes internacionales cuya concentracion se acep-
ta como verdadera.

-Precisién: es la reproducibilidad de las
mediciones sobre una misma muestra. Un en-
sayo puede ser exacto pero no preciso.

-Varianza inter-ensayo (precisién): varia-
cion de multiples determinaciones de la misma
muestra en distintos ensayos.

-Varianza intra-ensayo: variacion en las
multiples determinaciones de la misma corrida
de muestras en el mismo ensayo.

-Coeficiente de variacion (CV): es un indi-
ce muy util de precisién interensayo, un buen
CV se encuentra entre 5-10%.

cv = SD*100
X

Donde SD es el desvio standard y x la
media.

-Variacion interoperario: consiste en el CV
obtenido de mualtiples ensayos realizados por
distintos operadores.

-Especificidad: es la determinacién de una
sustancia con exclusion de otras. Las muestras
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bioldgicas son complejas cualicuantitativamente
en relacion a sus componentes. Si bien intere-
sa cuantificar uno de estos componentes el resto
puede interferir. Dicha interferencia puede ser
inespecifica y se llama efecto matriz (tonicidad,
temperatura, sustancias extrafias) o especifica
debida a la heterogeneidad de los Ag, del anti-
suero o al hecho de que distintos Ag comparten
grupos inmunoldgicos. La reactividad cruzada
se puede determinar efectuando distintas cur-
vas con la sustancia en estudio y aquellas otras
sospechosas de compartir propiedades antigé-
nicas. La falta de paralelismo de las curvas in-
dica que las sustancias no son inmunoldégica-
mente similares. Para eliminar la inmunidad
cruzada se debe disponer del antisuero con
mayor afinidad por la molécula a medir.

-Sensibilidad: es la menor cantidad de Ag
que puede ser detectada con certeza estadisti-
ca. Puede ser apreciada en funcion de la pen-
diente de la curva, cuanto mayor sea esta ma-
yor sera la sensibilidad. Para aumentar la sen-
sibilidad se puede aumentar la dilucion del an-
tisuero; la dilucidon aconsejable es aquella que
fija un 50% del trazador en ausencia del Ag no
marcado.

-Reproducibilidad: los resultados seran re-
producibles dependiendo de la capacidad téc-
nica del grupo de trabajo. Una vez obtenida las
condiciones 6ptimas de trabajo se las debe man-
tener constantes para todos los ensayos.

-Practicabilidad: es la facilidad de reali-
zacion de un andlisis (Libertum, 1980).

La adhesién a rigidos estandares de con-
trol de calidad es un requisito para la satisfac-
toria realizacion de los IE. Ciertas pautas de-
ben ser conocidas y seguidas:

-Actividad especifica (A.S.) del trazador:
la cantidad total de actividad relativa a la masa
debe ser conocida para cada ensayo. En con-
juncién con esto, la inclusién de un blanco o
no especifico (UNE) en cada ensayo ayudara a
monitorear la estabilidad y el decaimiento del
ligando marcado.

-%B, (del total): es el porcentaje de las
cuentas totales (T) encontradas en ausencia de
ligando no marcado.

% B,_B,*100
T

-50% B/ B,: es la cantidad conocida de
ligando no marcado (estandar) que produce un
valor de B igual al 50% B, es decir permite la
union del 50% del trazador al Ac (Travis, 1979;
Bianchi y Marpes, 1982).

ENSAYOS INMUNORADIOMETRICOS

Como alternativa para los ensayos de sa-
turacion de equilibrio donde se produce una
competicion entre el ligando marcado y el no
marcado por un limitado ndmero de sitios de
union, quedando algo del ligando “desconoci-
do” sin reaccionar (no unido), existe otra técni-
ca en la cual todo el Ag desconocido reacciona
con un exceso de Ac marcado (Figura N° VIII).

126'

,EZ Ac

+ AAg

sTe pia B

Ag-fase solida

centrifugacion

125}

sobrenadante f_asé soli}la

Figura N°VIII: Método inmunoradiométrico

Esta ultima técnica se llama inmunomé-
trica. En teoria como todo el Ag desconocido ha
formado complejos con el Ac marcado, el Ag es
directamente detectable con este método, por
eso se obtiene mayor sensibilidad que con los
métodos convencionales de equilibrio (Hage,
1993).

INMUNOENSAYOS ENZIMATICOS

Probablemente el desarrollo mas signifi-
cativo en IE en los ultimos afios ha sido la sus-
titucion de los radiois6topos por enzimas. En
diferentes variaciones de esta técnica tanto el
Ag, el Ac primario, o incluso el segundo Ac pue-
den ser marcados enzimaticamente. En los en-
zimoinmunoensayos (EIE) homogéneos, no es
necesaria una separacion fisica de la fraccién
unida de la libre. También el Ag marcado con
la enzima y el Ag no marcado (analito) compi-
ten por un ndamero limitado de sitios de union
al Ac. El marcador enzimatico puede estar in-
activo o contrariamente tornarse activo cuando
se une al Ac. El cambio en la actividad enzimé-
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tica, evidenciado por la adicidon de un sustrato
cromogénico y expresado en variaciones de ab-
sorbancia a una determinada longitud de onda
(A Abs), es funcion del marcador enzimatico uni-
do. En la figura 9 se gréafica un ejemplo de un
EIE homogéneo donde la molécula marcada
enzimaticamente se une al Ac especifico, apa-
reciendo su actividad enzimatica (Tijssen, 1985)
(Figura N° IX).

Ag ®ZAgAD
+ Ab/ ¥ + Subs-H bs
ENZAg \\

NAD NADH
AAhg‘om

Enzima no unida inactiva Enzima unida activa

A Abs (340nm)

Concentracion

Figura N°IX: Enzimoinmunoensayo homogéneo

Una segunda categoria de los EIE esta
representada por el ELISA, donde los inmuno-
reactantes estan inmovilizados en soportes de
fase sélida y tanto el Ag, el Ac primario, el se-
gundo Ac pueden estar marcados con la enzi-
ma (Nieto y Carbonetto, 1989).

Los EIE tienen la ventaja de poder ser rea-
lizados en forma inmediata en un laboratorio
convencional quimico, ya que no requieren per-
sonal especialmente entrenado, precauciones
del manejo de radioactivos ni equipos caros de
deteccién. No obstante, los EIE no tienen la mis-
ma aplicabilidad para medir moléculas gran-
des como la de las hormonas polipeptidicas. Uno
de los principales problemas potenciales el im-
pedimento estérico en los sitios de union a la
enzima cuando moléculas grandes se unen a
las enzimas. La sensibilidad de los EIE puede
no ser suficiente para medir concentraciones
extremadamente bajas en las cuales algunas
hormonas polipeptidicas circulan; ademas la
medicion de la actividad enzimatica esté sujeta
a factores medioambientales (pH, temperatura,
etc) en adicion a la interferencia de estos a la
reaccion Ag-Ac (Tijssen, 1985).

Determinaciones hormonales

FLUOROINMUNOENSAYO

El fluoroinmunoensayo (FIA) emplea los
mismos principios comunes descriptos, usan-
do un marcador fluorescente sobre la molécula
marcadora (Ag, Ac, o segundo Ac). Los ensayos
pueden ser competitivos 0 no y después de la
separacion de la fraccion unida de la libre la
cuantificacion se realiza con técnicas fluoromé-
tricas. Se incluyen también en esta categoria
los ensayos inmunofluorométricos (IFMA) y los
IE basados en la polarizacidon fluorescente (Hage,
1993).

DETERMINACIONES HORMONALES
EN CANINOS DOMESTICOS

En este apartado de describen brevemente
algunos de los IE disponibles, en la actualidad,
para las determinaciones hormonales en los
caninos domeésticos:

-Ensayo inmunoenzimomeétrico para pro-
lactina canina:

Aunque la prolactina canina (cPrl) puede
medirse por RIE (Graff et al, 1977; De Coster et
al, 1983), comercialmente la determinacion que
se ofrece es un ensayo inmunoenzimomeétrico
(EIEM) (Fig. N° X).

3

{ JFsusl'rats \

DPrI canina

Aq-ligando

%C-POX
» A antiligando

.Ligando

Figura N°X: Etapas de EIEM de prolactina ca-
nina

En este procedimiento se incuba la mues-
tra, en microplacas, con cantidades saturantes
de dos Ac anti cPrl; uno de ellos estid unido a
un ligando de bajo peso molecular; el segundo
Ac estéd conjugado a la peroxidasa de rabano
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rdstico. Una vez completada la primera fase de
incubacidn, virtualmente toda la cPrl de la
muestra estd unida a ambos Ac lo que la asocia
a una molécula de peroxidasa y a una de ligan-
do. En la segunda fase de incubacion se agrega
un Ac antiligando. Como los pocillos de la mi-
croplaca estan recubiertos con ligando, el Ac
antiligando, actuando como puente , se une por
una valencia al ligando asociado a la cPrl y por
su otro sitio de union al ligando unido a la pa-
red del pocillo. Esto da como resultado final que
todo el complejo peroxidasa- cPrl quede unido
a la pared del pocillo. Lavando se eliminan los
reactivos en exceso, procediéndose luego a agre-
gar un sustrato incoloro de la peroxidasa (3,
3°,5,5 tetrametilbenzidamina, TMB) que sera
transformado por la enzima en un compuesto
coloreado. La intensidad del color desarrollado
serd proporcional a la cantidad de peroxidasa
unida a la pared del pocillo, la cual a su vez es
proporcional a la cantidad de cPrl existente en
la muestra a evaluar.

Los valores de cPrl hallados con este EIEM
se encuentran entre 0,5 y 80 ng/ml con una
media de 17,9 ng/ml, datos concordantes con
los de algunos RIE citados en la bibliografia (De
Coster et al, 1983; Graf , 1978; Hoppen et al,
1993, Knight et al, 1976 y 1977; Reimers et al,
1978).

-Radioinmunoensayo para tiroxina cani-
na:

Para la determinacion de tiroxina canina
(cT,) se usa RIE de fase sdlida con **°I. La c**°l
T, compite por un tiempo fijo con la cT, de la
muestra por los sitios del Ac unidos a la pared
del tubo, en presencia de agentes bloqueantes
para las proteinas de unién para la hormona
tiroidea. Por ultimo, los tubos son decantados
y llevados al contador gamma. La concentra-
cion de cT, se lee interpolando en la curva de
calibracion.

Nuestros valores de referencia con este kit
varian entre 0,8 y 2,9 pg/dl, los cuales resul-
tan coincidentes con aquellos mencionados en
la bibliografia (Belshow et al, 1979; Gaschen et
al, 1993; Kaufman et al, 1985, Reimers et al,
1991)

-Radioinmunoensayo para progesterona
canina:

Para la determinacion de progesterona (P,)
se usa también un RIE de fase sdlida con *3].
De igual manera que paralacT,, la**lI P, com-
pite con la de la muestra por el Ac, el que esta
inmovilizado a la pared de un tubo de polipro-
pileno. La simple decantacién del sobrenadan-
te es suficiente para finalizar la reaccion de com-
petencia y aislar la fraccion unida al Acde laP,
marcada. Los tubos son llevados, entonces, al
contador gamma y se procede de igual manera
a la descripta para la cT,

El rango de valores de nuestro laborato-
rio con este RIE se extiende de 0,2 a 80 ng/ml,
dependiendo, en el caso de las hembras, del
momento de ciclo estral en que se encuentren
(Concannon et al,1989; Feldman y Nelson;
1996, Kubasic, 1984, Olson et al, 1984).

DISCUSION SOBRE LAS DETERMINA-
CIONES HORMONALES EN LA ENDO-
CRINOLOGIA CLINICA CANINA

Lamentablemente en nuestro medio, no
hay una aplicacion rutinaria de los IE en la en-
docrinologia clinica canina. Esto podria expli-
carse por la ausencia de laboratorios, suficien-
temente equipados, dispuestos a poner a pun-
to estas técnicas para pequefios animales. Esta
situacién obliga a aquellos veterinarios deseo-
sos de arribar al diagnostico definitivo de de-
terminadas endocrinopatias a recurrir a labo-
ratorios de medicina humana, los que no siem-
pre proveen resultados aceptables debido a las
diferencias moleculares y de rangos hormona-
les entre las distintas especies.

Las determinaciones hormonales, sin di-
ferir en su costo de otros estudios complemen-
tarios, permiten al profesional identificar el ori-
gen primario de multiples signos clinicos, los
gue sin su aplicaciéon son insuficientemente tra-
tados sintomaticamente. Por ultimo, el hecho
de contar con valores hormonales evita la reali-
zacion de pruebas terapéuticas que suelen con-
ducir a diagnésticos erréneos o bien provocar
efectos indeseables.
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