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RESUMEN

Para emplear un método de radioinmunoensayo (RIA) en el andlisis de muestras
de diferente naturaleza de las muestras para las que fue desarrollado y validado,
aunque haya identidad antigénica, es necesario validar nuevamente el método para
comprobar la ausencia de interferencias analiticas.

Sehanrealizado pruebas de validacién (paralelismo, recuperacion, precipitacién
inespecifica) en dos métodos comerciales de RIA para la determinacién clinica de
hormonas tiroideas (T, y T,) al aplicarlos al anélisis de muestras de suero de rata.

El RIA de T, no muestra paralelismo entre las muestras analizadas y la curva
patrén, y la recuperacion alcanza valores de 147,5%. De ello deducimos que en el
RIA de T,ensayado hay interferencias analiticas que no permiten la obtencion de
resultados vdlidos si se analizan muestras de suero de rata.

El RIA de T, ensayado cumple satisfactoriamente la prueba de paralelismo, la
de recuperacion, y la precipitacion inespecifica es similar en las muestras de suero
deratay en la curva patr6n. Por ello el RIA de T, ensayado es vilido para el anélisis
de muestras de suero de rata.

SUMMARY

When a radioimmunoasay method is used to analyze samples of a type different
than these for wich it was developed, the method needs to be validated to asses the
absence of analytical interferences even if antigenic identity exist.

We have perfomed validation tests (parallelism, recovery and non specific
binding) when applying two comercial RIA methods for clinical determination of
thyroid hormones (T3, T,) to rat serum samples.

The T, shows lack of parallelism between the samples analyzed and the standard
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curve, the recovery reaches values of 147,5%, so we inferthe existence of analytical
interferences in the RIA assayed wich precludes obtaining valid results when used
to analyze rat serum samples.

The T, RIA assayed fullfills to satisfaction the parallelism test, the average
recovery obtained is 95,7% and NSB in rat serum is similar to that of the standard
curve, so we conclude this T,. RIA is able for the sample analysis of rat serum

1. INTRODUCCION

El radioinmunoensayo (RIA) es una técnica analitica basada en la reaccién
antigeno-anticuerpo que permite la valoracién de cantidades muy pequefias de
sustancias antigénicas. En estas técnicas la cuantificacion se realiza por compara-
cién del comportamiento de las muestras problema con el de las soluciones
empleadas como patrén. Para que esta comparacion sea posible es necesario que la
reaccién antigeno-anticuerpo tenga la misma cinética en las soluciones patrén y en
las muestras problema, es decir, que ademds de haber identidad antigénica y realizar
la reaccién enlas mismas condiciones de tiempo, temperatura, etc., €s necesario que
exista una gran similitud entre la naturaleza de las muestras problema y la de las
soluciones patrén.

Un kit de RIA, al ser desarrollado, ha sido validado para el fin especifico para
el que fue disefiado y trabajando en las condiciones descritas en su protocolo. Si se
introduce cualquier variacién respecto a estas condiciones el método debe ser
nuevamente validado para descartar la existencia de interferencias analiticas que
puedan invalidar los resultados que se obtengan. Asi, al determinar los niveles de
hormonas tiroideas en muestras de suero de rata empleando un método de RIA
desarrollado para el andlisis clinico de estas hormonas en muestras de suero o plasma
humano es necesario validar nuevamente el método para comprobar que el resultado
analitico no estd alterado por interferencias y artefactos analiticos (1).

Las pruebas de validacién tienen por objeto el comprobar que el resultado
obtenido en una determinacion es correcto, o bien el detectar las posibles interferen-
cias analiticas que puedan influir sobre el método falseando los resultados que se
alcancen.

El objeto de este trabajo fue el comprobar la posibilidad de analizar muestras de
suero de rata empleando unos métodos de RIA desarrollados para el andlisis de
hormonas tiroideas en suero humano.

II. MATERIAL Y METODOS

Se han validado dos métodos de RIA comerciales para la determinacién clinica
de hormonas tiroideas, tiroxina (T,) y triyodotironina (T,), de doble anticuerpo, en
el andlisis de muestras de suero de rata. Los métodos ensayados han sido Total T,
Double Antibody y Total T, Double Antibody, de Diagnostic Products Corporation
(DPC).

El protocolo de validacién seguido incluye las pruebas de paralelismo, recupe-
racion, y precipitacion inespecifica (2).
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La prueba de paralelismo se realiza analizando diferentes alicuotas de una serie
de muestras de suero de rata, completando el volumen total con suero salino
fisiologico. Asi, en el RIA de T, se analizaron alicuotas de 12,5 y 25ul de cada
muestra, y en el RIAde T, fueronde 50y 100 pl,
con la curva patrén la traccién de radiactividad ligada en cada alicuota por el
anticuerpo.

Larecuperacién se determiné analizando alicuotas de las mismas muestras a las
que se habian afiadido cantidades conocidas de las hormona a determinar, compro-
bando tras el andlisis si el valor obtenido en la determinacién coincide con el
esperado tras la adicién de la hormona a determinar.

La precipitacion inespecifica (NSB) mide la fraccién de trazador radiactivo que
precipita en ausencia de anticuerpo por uniones inespecificas del trazador a otras
moléculas diferentes del anticuerpo. EI NSB debe ser similar en la curva patrén y
en las muestras problema para que ambas sean comparables. E1 NSB se determina,
tanto en la curva patrén como en las muestras problema, incluyendo algunas
alicuotas en las que se sustituye el anticuerpo por un volumen equivalente de una
solucidn inerte, carente de ese anticuerpo.

Como comprobacion del comportamiento del RIA de T, y lareproducibilidad de
los resultados también se han determinado las concentraciones de T, en sueros de
ratas normales e hipotiroideas tras tiroidectomia quirdrgica y radiolégica (3). Las
ratas utilizadas en estas experiencias fueron ejemplares de la raza Wistar.

1. RESULTADOS
A. Radioinmunoensayode T,

El paralelismo obtenido en el RIA de T, con muestras de suero de rata no es
satisfactorio. La Figura 1 representa los resultados obtenidos en esta prueba, en la
que se representa el desplazamientodel trazadorradiactivoenlas muestras problema
y en la curva patrén.

Los resultados de la prueba de recuperacion estdn recogidos en la Tabla .

Con el RIA de T, no se ha realizado la determinacion de la precipitacion
inespecifica (NSB), ni se ha determinado el valor de esta hormona en sueros de ratas
normales y tiroidectomizadas.

TABLA 1

Resultados de la prueba de recuperacion en los RIA de T, y T, ensayados. Se
indica la fraccioén de hormona recuperada respecto a la afiadida, expresando el valor
medio y el error estandar.

RIA % recuperado (M £ S.E.) rango

T 95,7+3,5 88,5 - 105,3
T4 1148+11,9 94,5 - 147.5
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FIGURA I
Prueba de paralelismo enfre la curva pauon del RIA de T, y las curvas obtenidas
con alfcuotas de suctode rata de diferente volumen (12,5 y 25 v1). La figura superior
muestra la falta de proporcionalidad entre la cantidad de hormona determinada y cl k&
volumen de la alicuota analizada

Representacién del paralelismo obtenido entre la curva patron del RIA de T, y
s d d i ) d i y 100 l).

B. Radioinmunoensayo de T,

El paralelismo encontrado en el RIA de T, con muestras de suero de rata es
correcto. Los resultados de esta prueba son los representados en la Figura 2.

La Tabla I muestra los resultados obtenidos en la prueba de recuperacion.

En la comprobacién del NSB, en las muestras de suero de rata se encontré una
precipitacién inespecifica del 2,2 + 0,1 % de la actividad total (M + S.E.), mientras
que en la curva patrén el NSB fue de 1,9 £ 0,2 % de la actividad total.

La Tabla II muestra los resultados obtenidos al determinar los niveles de T, en
sueros de ratas normales y tiroidectomizadas.

TABLA II

Valores de T, en sueros de ratas normales e hipotiroideas tras tiroidectomia. Se
expresa el nimero de datos, el valor medio y el error estandar de cada grupo. La

diferencia es estadisticamente significativa (p < 0,01).

ratas n T3 (ng/dl)

o<}

controles 89,4120
hipotiroides 6 349+09
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IV. DISCUSION

Por los resultados obtenidos se deducen la existencia de fuertes interferencias
analiticas en el RIA de T, al analizar muestras de suero de rata. Estas interferencias
se ponen de manifiesto en la ausencia de paralelismo, sefial de que la reaccién
antigeno-anticuerpo no se realiza con la misma cinética en la curva patrén y en las
muestras problema. Por esta falta de paralelismo la concentracién que se determine
dependera del volumen de la alicuota que se analice.

También la prueba de recuperacién indica interferencias analiticas, ya que
aparentemente se recupera mas hormona de la que se afiade a las muestras.

Estas interferencias analiticas invalidan el método para el andlisis de sueros de
rata, a pesar de la identidad antigenica que existe, ya que la T, tiene la misma
estructura en el hombre y en la rata.

EIRIA de T,, sin embargo, cumple satisfactoriamente las pruebas de validacion
realizadas: el paralelismo obtenido entre la curva patrén del RIA y las muestras
problemas es correcto; la recuperacion es proxima al 100 %, la precipitacion inespe-
cifica es similar en la curva patrén y en las muestras problema, etc.

Los resultados obtenidos con el RIA de T, al analizar muestras de suero de rata
hipotiroidea tras su tiroidectomia quirirgica, y ratas normales como controles,
coinciden con los valores esperados en estos animales. La obtencion de resultados
coincidentes con los esperados también puede considerarse como una prueba de
validacién del método.

Las interferencias observadas en'el RIA de T, al analizar las muestras de suero
de rata pueden ser explicadas por la accién de las proteinas transportadoras. La T,
circula unida a proteinas sericas, y esas proteinas, atin siendo similares en el suero
humano y el de rata, tienen diferente capacidad y afinidad por la T,, de forma que
el suero de rata y el humano no son equivalentes por la presencia de estas proteinas,
siendo capaces de interferir en la reaccion entre la T, y su anticuerpo. El hecho de
que las mismas proteinas no induzcan interferencias en el RIA de T, se debe a que
1a'T, se une a ellas con una afinidad mucho menor que la T,, por lo que no interfieren
en la reaccion entre la T, y su anticuerpo (4).

En conclusién, y basiandonos en los resultados expuestos, estimamos que el
método de RIA validado para la valoracién de T, en suero de rata permite la
obtencién de resultados fiables, mientras que el método probado por la determina-
cién de T, estd sujeto a interferencias analiticas que impiden la obtencion de
resultados fiables.
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