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No DE Los descubrimientos que
més han contribuido al desarro-

Ilo de la endocrinologia en las Wltimas
décadas, ha sido indudablemente el
radioinmunoensayo. Gracias a dicha
técnica, el fisidlogo pudo conocer nue-~
vos y diferentes mecanismos de regula-
cién hormonal y el clinico pudo hacer
una valoracion més objetiva de las di-
ferentes endocrinopatias asociadas con
hiper o hiposecrecién de ciertas hor-
monas. A partir de 1960 fue posible,
por primera vez, medir con exactitud
la concentracién de diferentes hormo-
nas proteicas en una gran variedad de
liquidos bioldgicos, inclusive la sangre.
Las hormonas proteicas, debido a sus
caracteristicas estructurales y al hecho
de que circulan en concentraciones pe-
quefifsimas (del orden de nanogramos
y picogramos), resultaban muy difici-
les de detectar mediante bioensayos
especificos. Méds adn, la mayoria de
los bioensayos exhiben pobre especifi-
cidad y el nimero de muestras que se
pueden analizar, es limitado. El ra-
dioinmunoensayo vino a resolver estos
y muchos otros problemas inherentes

1 Divisién de Nutricién, Departamento de
Investigacién Cientifica, Centro Médico Na-
cional, Instituto Mexicano del Seguro Social.

a los bioensayos. En 1960 Yalow y
Berson, publicaron por primera vez, el
método radioinmunolégico para medir
insulina en plasma humano.l A partir
de esa fecha, aparecieron en forma
explosiva una serie de modificaciones
al método original y en la actualidad
es posible detectar, con dicho método,
mas de veinte hormonas proteicas, 2 3.4
ocho a diez hormonas no proteicas2 5
y aun substancias no hormonales, ta-
les como vitamina By, y dcido félico.2

Los anticuerpos, gracias a su es-
tructura complementaria, reaccionan en
forma especifica con el antigeno
(en este caso, la hormona proteica),
que estimula su produccién. Esto cons-
tituye el principio fundamental del ra-
dioinmunoensayo. Al combinar la es-
pecificidad inmunolégica con la gran
sensibilidad del anticuerpo selecciona-
do, es posible medir las concentra-
ciones de las hormonas proteicas en
diferentes liquidos biolégicos. Breve-
mente, el radioinmunoensayo se basa
en la capacidad que tiene una hormo-
na proteica, para competir por el an-
ticuerpo especifico con la misma hor-
mona cuando ésta ha sido marcada
con yodo 125 6 131 y por lo tanto,
inhibir la unién del anticuerpo con la
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hormona radicactiva. Como conse-
cuencia de lo anterior, la relacién en-
tre hormona radiactiva unida al anti-
cuerpo (B) y hormona radioactiva no
unida al anticuerpo (F) va disminu-
yendo conforme va aumentando la
concentracién de la hormona no ra-
dioactiva, presente en el liquido biolo-
gico que se analiza. La concentracion
de la hormona no radioactiva, por
ejemplo en el plasma, se obtiene al
comparar la inhibicién que dicho plas-
ma ocasioné entre la unién de la hor-
mona radioactiva y el anticuerpo espe-
cifico (B:F), con la inhibicién obtenida
por las soluciones estdndard que con-
tienen concentraciones conocidas de
dicha hormona.

La técnica en si, consiste en lo si-
guiente: Simultdneamente se preparan
tubos de ensayo que van a Servir como
estindar (en triplicado) y los que van
a tener las muestras desconocidas (por
ejemplo plasma) que se desea analizar
(en duplicado). A ambos se les agrega
una solucién amortiguadora. Después,
a la serie de tubos que van a constituir
la curva estandard, se agregan concen-
traciones crecientes de la hormona que
se desea medir y a las muestras desco-
nocidas, se afiade un volumen cons-
tante de plasma u otro liquido biold-
gico. Finalmente, a ambas series de
tubos se agrega la misma concenira-
cién de hormona radioactiva y del an-
ticuerpo. Se incuban a 4°C por un
tiempo determinado, dependiendo de
las caracteristicas del anticuerpo y
después, se separan las. fraccionss “B”
y “F” de la hormona radioactiva, tanto
en los estindares como en las mues-

tras de plasma. Dicha separacién pue-
de llevarse a cabo mediante cromato-
grafia en papel,$ doble anticuerpo” o
mediante el uso de talco8 o de una
suspensién de carbén-dextran.® Ambas
fracciones (B y F) se cuentan separa-
damente, durante un tiempo constante,
en un contador automético de cente-
Hleo para radiaciones gama. La rela-
cién B:F de cada una de las soluciones
estdndar se grafica en papel aritmético,
confra las concentraciones crecientes
de la hormona y asi se obtiene uha
curva estidndar. La concentracién de la
hormona en cada una de las muestras
analizadas, se obtiene al comparar la
relacién B:F de cada muestra, con el
B:F obtenido con los estindar. Por
separado, en este mismo nimero, se
hace una descripcién grifica de lo ex-
puesto en parrafos anteriores.

Existen varios requisitos que todo
radioinmunoensayo debe cumplir, antes
de aceptarlo confiadamente. En pri-
mer lugar, es necesario que sea muy
especifico; es decir, se debe estar se-
guro de que se estd dosificando 1a hor-
mona que se desea y no otra hormona
o substancia que interfiere en el siste-
ma. Para ello, es fundamental disponer
del anticuerpo especifico y demostrar:

1. Que la dilucién progresiva de una
misma muestra del plasma da por re-
sultado, valores de la hormona propor-
cionalmente menores. 2. Que los estu-
dios de recuperacién son satisfactorios.
3. Que no es posible detectar niveles
apreciables de la hormona en el plas-
ma de un paciente que carece de dicha
hormona. Por ejemplo, no se encon-
trard hormona de crecimiento en el
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plasma de un paciente hipofisectomi-
zado. El segundo requisito es una gran
sensibilidad. Se debe conocer con ab-
soluta certeza, cudl es la concentracién
méxima y minima de la hormona, que
el sistema puede detectar. Para ello,
no basta con mostrarlo (o creer de-
mostrarlo) en una curva estdndar or-
dinaria, como grafica en papel aritmé-
tico; es preciso presentar los datos de
la ‘curva estindar tanto en papel
semilogaritmico, como en una hoja
fogit.? 1® Los puntos de la curva es-
tdndar que queden incluidos en la
porcidn recta de la linea, serdn los que
marquen los limites de la sensibilidad.
Un tercer requisito lo constituye la
precisién o variabilidad- intraensayo.
Esta se investiga con diferentes solu-
ciones que contengan concentraciones
crecientes conocidas de la hormona,
analizadas en 8 a 10 muestras para
cada una de las concentraciones, en
un mismo ensayo. Los valores obte-
nidos para cada concentracién se so-
meten a andlisis estadisticos y se ob-
tienen el promedio y la desviacién
estandar, lo cual dard un indice de la
precisiéon del sistema. Finalmente, es
.recomendable conocer la reproducibi-
lidad o variabilidad interensayo. Para
ello, se debe contar con aliquotas de
diferentes muestras de plasma que con-
tengan concentraciones bajas, medias
y altas de la hormona. Se analiza una
aliquota de cada muestra de plasma,
cada vez que se efectua un ensayo;
en esta forma, después de 8 a 10 en-
sayos, se puede observar la reproduci-
bilidad de los valores obtenidos a lo
largo de varios meses.

Con el objeto de tener una valora-
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cion global y objetiva de la calidad de
un radioinmunoensayo, Rodbard y co-

laboradores han descrito detallada-

mente, en qué consiste el control
de calidad de un radioinmunoensayo.1
Brevemente dicho control de calidad
consiste en el registro longitudinal de
diferentes variables: actividad especi-
fica de la hormona radioactiva,* can-
tidad de hormona radioactiva que se
agrega a cada muestra, cuentas totales
por minuto (cpm), porcentaje de hor-
mona dafiada,* la pendiente de la cur-
va estdndar, el punto de interseccién
al 50% en la hoja logit, variabilidad
interensayo y la dilucién inicial del
anticuerpo. Entre mds constantes se
mantengan dichas variables, la calidad
del ensayo serd mayor.

El! radioinmunoensayo es una técni-
ca de un gran valor, no sélo en in-
vestigacién cientifica sino ain en la
clinica. Sin embargo, antes de em-
pezar a utilizar el radioinmunoensayo
para una hormona especifica, es pre-
ciso demostrar entre otras cosas, que
dicho sistema es especifico para la
hormona que se desea dosificar y sélo
entonces —y por ningin motivo an-
tes— se podrd dar una utilidad e in-
terpretacién Optima a los resultados
obtenidos.

* Para la explicacién de estos y otros tér-
minos, se refiere al lector a una de las ex-
tensas monografias mencionadas en la bi-
bliografia,
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