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A radioimmunoassay to determine arginine-vasopressin concentration in rat plasma is des­
cribed. This method was a modification from a previously described technique from which the
incubation volume was reduced. It allows us to use only 300 pl of plasma, 1/4 of the original
volume, without any impairment to the sensitivity. The intra- and inter-assay coefficients of
variation are 11 % and 13 % respectively. The accuracy ranges between 90 and 99 %. To inves­
tigate the influence of sampling blood conditions on arginine-vasopressin levels, five groups of
Sprague-Dawley rats are analyzed: Group I, decapitation; Group II, ether anaesthesia and car­
diac puncture; Group III, ether anaesthesia and decapitation; Group IV, ketamine anaesthesia
and cardiac puncture; Group V, ketamine anaesthesia and decapitation. Arginine-vasopressin
levels in Group V (2.2 ± 0.8 pg/ml) are significantly lower than those from the other four groups
and similar to those obtained by other authors using a chronic catheter.
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En los ultimos anos se ha realizado uh
considerable avance en el conocimien-
to de las funciones fisioldgicas de la
arginina-vasopresina (AVP) y su papel
en el desarrollo de diversos procesos pa-
toldgicos en el hombre y en el animal de
experimentacidn (7, 13, 14). Estos pro-
gresos han venido condicionados, en bue-
na medida, por el desarrollo de tecnicas 
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de radioinmunoanalisis que han permiti-
do una medicion sensible y precisa de la
concentration plasmdtica de AVP (1, 2,
6, 8, 12).

Sin embargo, la realizaci6n de estudios
en pequenos animales de experimenta­
tion presenta importantes poblemas. Por
un lado, todos los metodos para la deter­
minacion de la concentration plasmatica
de AVP descritos hasta el momento pre­
cisan de importantes volumenes de plas­
ma —entre 1 y 2 ml como minimo—, de
los que no siempre se dispone cuando se
trabaja con animales pequenos. Por otro 
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lado, la metodologfa seguida en la toma
de muestra sangumea puede dar lugar a
modificaciones en la secrecidn de esta
hormona. Se ha referido, por ejemplo,
que la exposicidn de estos animales al
€ter puede producir variaciones en los ni-
veles plasmdticos de A VP (10).

Recientemente, nuestro grupo ha des-
crito un radioinmunoandlisis para la de-
terminacidn de la concentracidn plasmd-
tica de A VP en el hombre (5). En el pre­
sente trabajo, se estudia una modifica-
cion realizada en este mdtodo, con el
objeto de reducir el volumen mfnimo de
muestra necesario, asf como diferentes
mdtodos de extraccidn de muestras san-
gufneas en la rata, con el objeto de esta-
blecer un sistema que no interfiera en la
secreci6n de esta hormona.

Material y Metodos

Metodos de extraccidn sanguinea. — Se
estudian 43 ratas Sprague-Dawley macho
de 250-300 g que tuvieron libre acceso a
comida y bebida. Los animales se dividie-
ron en cinco grupos: Grupo I (n = 5): Se
procedid a su decapitation inmediata y la
sangre adrtica fue tomada del tronco.
Grupo II (n = 13): Los animales fueron
anestesiados con eter (60-75 s de inhala­
tion), extrayendose seguidamente una
muestra sangumea (1 ml) por puncidn
cardiaca con una aguja 25 G. Grupo III
(n = 5): Las ratas se anestesiaron con
eter (60-75 s de inhalation), extrayendo­
se despues la sangre troncal por decapita­
tion. Grupo IV (n = 5): Se proccdid a
anestesiar a los animales con una inyec-
cion intramuscular de 25 mg de ketamina
(Kctolar®, Parke Davis), tras lo cual se
les extrajo una muestra de sangre por
puncion cardiaca. Grupo V (n = 15): Las
ratas fueron anestesiadas con una inyec-
cion intramuscular de 25 mg de ketami­
na. sicndo despucs sacrificadas por deca­
pitation para la obtencion de la sangre
troncal.

Todas las muestras de sangre se reco-
gieron en tubos de plastico heparinizados
y se centrifugaron a 2.000 x g durante 10
minutos a 4°C. El plasma se conservd 1 6
2 semanas a -20°C hasta la determination
de la concentratidn plasmatica de A VP.

Radioinmunoandlisis. — La tecnica
usada para la determinacidn de la con-
centracidn plasmdtica de AVP (5) fue
modificada con el objeto de reducir el vo­
lumen de muestra necesario reduciendo
los volumenes de los componentes de la
mezcla de incubacidn hasta establecer el
volumen minimo que no afectase signifi-
cativamente los criterios de validez del
mdtodo. Se estudid la correlation obteni-
da al determinar por ambos metodos los
niveles de AVP en 29 plasmas de rata
dentro de un amplio margen de concen-
traciones de hormona.

Andlisis estadistico. — Los resultados
obtenidos se expresan como media ±DS.
La comparacidn entre grupos se realizd
por el test de la «t» de Student para datos
independientes en el caso de que las
muestras siguiesen una distribution nor­
mal, y por el test de Mann-Whitney en el
caso de que siguiesen una distribucidn no
parametrica. La normalidad de las distri-
buciones se comprobd con el test de Kol­
mogorov. La correlacidn entre'dos varia­
bles se evalu6 por el andlisis simple de la
regresidn lineal.

Resultados

Metodos de extraccidn sanguinea. —
Los niveles de AVP mas bajos y homoge-
neos se encontraron en el grupo V, co-
rrespondiente a los animales anestesiados
con ketamina y en los que la sangre se
obtuvo por decapitation (2,2 ± 0,8
pg/ml). Las diferencias fueron significati-
vas entre los animales pertcnecientes a
este grupo y los de otros cuatro grupos
(Grupo I, 6,4 ± 5,9 pg/ml; p < 0,05.
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Fig. 1. Concentracidn plasmdtica de AVP en ra-
tas empleando diferentes mhtodos de extraccidn

de las muestras sanguineas.

Grupo II, 25,1 ± 57,1 pg/ml; p < 0,001.
Grupo III, 54,6 ± 88,4 pg/ml; p < 0,01.
Grupo IV, 67,8 ± 82,9 pg/ml; p < 0,01).
En dstos, se hallaron niveles marcada-
mente superiores de concentracidn plas-
mdtica de AVP (fig. 1).

Radioinmunoandlisis. — La figura 2
muestra el efecto de la disminucidn del
volumen de los componentes del medio
de incubacidn. La reduccidn de volumen
de patrdn y de antisuero a 25 pl y de hor-
mona marcada a 50 pl signified un au-
mento en cuatro veces de la sensibilidad
del ensayo y por consiguiente una reduc­
cidn en cuatro veces el volumen mmimo
de muestra necesario para el radioinmu-
noanalisis, que paso de 1,2 ml a 300 pl de
plasma. Menor volumen de hormona
marcada origind curvas patrdn no satis-
factorias, probablemente debido al bajo
numero de cuentas por minuto. El meto-
do modificado presentd un coeficiente de
variation intraensayo del 11 % (contro-
les: 9,5 ± 1,1 pg/ml) y un coeficiente de
variacidn interensayo del 13 % (contro­

ls 0.31 1.25 5 20 60
pg AVP/tubo

Fig. 2. Efecto de la reduccidn de los volumenes
de los componentes del medio de incubacidn so-

bre la sensibilidad del radioinmunoensayo.
En el mdtodo original, el medio de incubacidn con-
tenia 100 pl de patrdn, 100 pl de hormona marcada
y 100 pl de antisuero. En el mdtodo modificado,
contem'a 25 pl de patrdn, 50 pl de hormona marcada
y 25 pl de antisuero. (•------•) mdtodo original.’

(■----- ■) mdtodo modificado.

Tabla I. Recuperacidn (%} del radioinmunoandlisis
modificado a distintas concentraciones de patrdn.

Patrdn
(pg/ml)

Recuperacidn
(n = 5)

3.1 96,8 ± 7,0
6,2 94,9 ± 10,5

12,5 99,9 ± 12,1
25,0 90,7 ± 9,6
50,0 99,6 ± 6,4

100,0 94,6 ± 6.9
200,0 98,0 ± 16,5
400,0 ■ 91,5 ± 15,4

les: 9,3 ±1,3 pg/ml). La exactitud de la
tecnica, medida por el porcentaje de re­
cuperation, se indica en la tabla I.

La correlacidn entre los niveles de
AVP obtenidos en 29 plasmas de rata
cuando se analizaron por el metodo origi­
nal y por el metodo modificado fue de
0,99, y la recta de regresion obtenida no
difirid de la Ifnea de identidad (fig. 3).
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AVP pg/ml

Fig. 3. Correlation entre los niveles plasmOticos
da AVP obtenidos mediante el mdtodo original

(abstisas) y el mOtodo modificado (ordenadas).
r = 0,99; p < 0,001; Y = 0,9 X + 1,0

Discusion

Es bien conocido que diversos tipos de
estrds pueden afectar la funcidn de diver­
sos sistemas hormonales. Estudios pre-
vios en rata han demostrado que la com-
presidn del torax durante mas de 5 s, para
su decapitation puede aumentar de modo.
importante la secretion de AVP (9). Asi-
mismo, la administracidn de anestti
sicos puede influir en los niveles plas-
maticos de esta honnona (3, 10, 11,
15). Nucstros resultados indican que la
utilization de ketamina como anestdsico
y la decapitation como sistema de obten-
cidn de las muestras sanguineas no modi-
fica la concentration plasmatica de AVP.
Los niveles obtenidos mediante este sis­
tema (2,2 ± 0,8 pg/ml) son similares a los
descritos por otros autores que conse-
guian las muestras de sangre mediante
la colocacidn de un cateter cronico
(1,68 ± 1,17 pg'ml) y que han sido acep-
tados como niveles basales normales de
AVP en la rata en ausencia de estres (4).
Las otras tecnicas de extraction de mues­
tras estudiadas producen un marcado au-
mento de la secrecion de AVP. La deca­
pitation sin anestesia incremento los ni­

veles de esta hormona en 3 de 5 animates;
hecho que puede estar relacionado con la
compresidn tordcica a que se somete a las
ratas para su decapitacidn, cuando los
animales est&n conscientes, y a la dificul-
tad de llevarla a cabo en menos de 5 se-
gundos. La utilizacidn de ketamina y
puncidn cardi'aca aumentd los niveles de
AVP en todos los animales, debido qui­
zes a un efecto directo de la puncidn
que del anestdsico, tai como ocurre en la
venipuncidn que puede incrementar la
secrecidn de AVP en el hombre y en el
animal de experimentacidn (9). Por ulti­
mo, cuando se utiliza tier como anestdsi-
co, se observa un incremento en la con-
centracidn plasmtiica de AVP en un por-
centaje importante de animales, sea cual
fuere el sistema de obtencidn de las
muestras de sangre. Estos resultados pa-
recen contradecir los descritos por otros
autores (3, 10); sin embargo, en nuestro
estudio no es posible discemir si este esti-
mulo es debido al tier per se o al estres
producido en los animales al ser introdu-
cidos en la c&mara en la que inhalan el
anesttiico.

Adem£s de la influencia de los mtio-
dos de extraccidn sangumea, existen
otros problemas en el desarrollo de tecni-
cas de radioinmunoandlisis para la deter-
minacidn de los niveles de AVP en plas­
ma de rata. La concentracidn plasmdtica
de esta homona es muy baja, por lo que
se requieren anticuerpos de elevada afini-
dad y mtiodos de extraction de la hor­
mona que permitan concentrarla dentro
de los limites de detection del ensayo. En
un trabajo reciente (5) se describiO un ra-
dioinmunoan,alisis para la determinacidn
de AVP en extractos etanolicos de plas­
ma, utilizando 300 pl de extracto corres-
pondiente a 1,2 ml de plasma si las mues­
tras se concentran cuatro veces. Sin em­
bargo, cuando se realizan estudios en pe-
quenos animales de experimentation no
suele disponerse de un volumen de plas­
ma tan importante ya que, aunque por
decapitation suelen obtenerse de 3 a 5 
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ml, deben repartirse entre todo un
con junto de mediciones anahticas. Gra­
cias a las modificaciones descritas en el
presente artfculo, se ha conseguido redu-
cir el volumen de muestra necesario a
una cuarta parte, es decir, 75 pl de ex­
tract© 6 300 pl de plasma, sin empeorar la
calidad del mdtodo ni en su precisidn ni
en su exactitud. Existe tambien una co-
rrelacidn excelente entre los valores de
de AVP obtenidos mediante la tdcnica
original y la modificada.

En conclusidn, en el presente trabajo
se establece una metodologia para la ex-
traccidn de muestras sangumeas para la
determinacidn de la concentracidn plas-
mdtica de AVP en la rata de fdcil aplica-
bilidad y que no produce ninguna in-
fluencia en la secrecidn de esta hormona
y se describe un radioinmunoanalisis sen­
sible y fiable para su determinacidn en
pequenos volumenes de plasma.
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Resumen

Se describe para la determinacidn de AVP en
plasma de rata un radioinmunoandlisis, modifican-
do una tdcnica descrita anteriormente, reduciendo
el volumen de incubacidon a 300 pl de plasma, una
cuarta parte del volumen requerido en el mfitodo
original, sin que se produzca un deterioro de su sen-
sibilidad. El coeficiente de variacidn intraensayo es
del 11 % y el coeficiente de variacidn interensayo
del 13 %. La exactitud estd entre el 90 y el 99 %. Se
investiga la influencia del metodo de extraccidn san-
gufnea sobre los niveles plasm&ticos de arginina-
vasopresina, en cinco grupos de ratas Sprague-
Dawley: I, decapitacidn; II, anestesia con 6ter y 
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puncidn cardfaca; III, anestesia con dter y decapita­
cidn; IV, anestesia con ketamina y puncidn cardfa­
ca; V, anestesia con ketamina y decapitacidn. Los
valores de arginina-vasopresina en el grupo V
(2,2 ± 0,8 pg/ml) son significativamente inferiores
a los obtenidos en los otros grupos y similares a los
hallados por otros autores utilizando cateterismo
crdnico.
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