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I .  RADIOINMUNOENSAYO

I .  1 .  INTRODUCCION HISTORICA

E l  d e s c u b r i m i e n t o  d e  l a  t é c n i c a  d e l  r a d i o i n m u n o ­

e n s a y o  h a  s i d o  d e  g r a n  i m p o r t a n c i a  p a r a  l a  M e d i c i n a  y  e s  

p e c i a l m e n t e  p a r a  l a  E n d o c r i n o l o g l a ,  y a  q u e  h a  c o n s t i t u i d o  

e l  p u n t o  d e  p a r t i d a  p a r a  l a  i n v e s t i g a c i ô n  d e  l o s  d i f e r e n  

t e s  m e c a n i s m o s  d e  r e g u l a c i ô n  h o r m o n a l ,  a s i  como p a r a  e l  

e s t u d i o  p r o f u n d o  d e  l a s  d i v e r s a s  e n d o c r i n o p a t i a s  p r o d u c i  

d a s  p o r  a l t e r a c i o n e s  d e  l a  s e c r e c i ô n  h o r m o n a l .

Los  p i o n e r o s  d e l  d e s a r r o l l o  d e l  r a d i o i n m u n o e n s a ­

y o  f u e r o n  B e r s o n  y  YaNow, a l  d e s c u b r i r ,  e n  e l  p l a s m a  s a n  

g u i n e o  d e  l o s  d i a b é t i c o s  t r a t a d o s  c o n  i n s u l i n a ,  u n a  g l o -  

b u l i n a  u n i d a  a  l a  misma y  q u e  d e f i n i e r o n  como a n t i c u e r p o  

a n t i - i n s u l i n a ,  d e f i n i c i ô n  r e c h a z a d a  p o r  m u ch o s  i n v e s t i g a  

d o r e s  d e  l a  é p o c a  q u e  a f i r m a b a n  c a t e g o r i c a m e n t e  l a  i n c a -  

p a c i d a d  d e  l a  i n s u l i n a  p a r a  p r o d u c i r  a n t i c u e r p o s .

E s t e  a n t i c u e r p o  t é n i a  c a p a c i d a d  p a r a  u n i r s e  a  i n  

131s u l i n a  m a r c a d a  c o n  I  , i n  v i t r o ,  d e s p l a z â n d o s e  e s t a  —  

h o rm o n a  a l  a h a d i r  a l  m e d i o  i n s u l i n a  s i n  m a r c a r  ( f r i a ) .  -  

A u m e n ta n d o  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  e s t a  u l t i m a ,  d i s m i n u i a  l a  

c a n t i d a d  d e  i n s u l i n a  m a r c a d a  u n i d a  a l  a n t i c u e r p o ,  l o  que



d e m o s t r a b a  q u e  e l  d e s p l a z a m i e n t o  o r i g i n a d o  p o r  l a  i n s u l i n a  -

s i n  m a r c a r  e r a  u n a  f u n c i ô n  c u a n t i t a t i v a  d e  su  c o n c e n t r a c i ô n ^

E s t o s  r e s u l t a d o s  l l e v a r o n  a  c o n c e b i r  u n a  t é c n i c a  muy r e f i n a -

da  p a r a  l a  v a l o r a c i ô n  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  i n s u l i n a  e n  e l -

p l a s m a  s a n g u l n e o .

H i s t d r i c a m e n t e  l o s  p r o c e s o s  e n c a m i n a d o s  a l  l o g r o  -

d e  e s t a  t é c n i c a  s e  d e s a r r o l l a r o n  d e  l a  f o r m a  s i g u i e n t e  : -

En 1 9 5 0 - 5  3,  B e r s o n  y  Y a l lo w  ( l , 2 , 3 )  e s t u d i a r o n ,  i n  v i v o , e l  -

c o m p o r t a m i e n t o  d e  p r o t e i n a s  m a r c a d a s  c o n  e l  i s ô t o p o  r a d i a c —

1 31t i v o  I  . A t r a i d o s  p o r  l a  s u g e s t i v a  h i p ô t e s i s  d e  M i r s k y ( 4 ) ,

q u e  s u p o n i a  q u e  l a  d i a b e t e s  e n  l a  e d a d  a d u l t a  no  o b e d e c i a  —

s i e m p r e  a  u n a  d e f i c i e n c i a  de  l a  s e c r e c c i ô n  d e  i n s u l i n a  s i n o -

mâs b i e n  a  u n a  d e g r a d a c i ô n  a n o r m a l  d e  l a  i n s u l i n a  p o r  l a

i n s u l i n a s a  h e p â t i c a ,  i n v e s t i g a r o n  e l  m e t a b o l i s m o  d e  l a  i n -----

1 31s u l i n a  m a r c a d a  c o n  I  e n  l a  d i a b e t e s  ( 5 , 6 , 7 ) .

E x p e r i m e n t a n d o  i n  v i t r o  c o n  e l  p l a s m a  d e  d i a b é t i - —

C OS,  q u e  c o n t e n l a  a n t i c u e r p o s  a n t i - i n s u l i n a ,  o b s e r v a r o n  l a  -  

c o m p e t i c i ô n , p o r  l a  u n i ô n  a  e s t e  a n t i c u e r p o , e n t r e  i n s u l i n a  —  

m a r c a d a  y  no  m a r c a d a ( 8 , 9 ) .  E s t o s  m ism o s  a u t o r e s  ,en t r a b a j o s -

s u c e s i v o s , e s t u d i a r o n  l a  c i n é t i c a  d e  l a  r e a c c i ô n  e n t r e  i n s u  -

l i n a  d e  b u e y  y  a n t i c u e r p o s  p r o d u c i d o s  c o n  i n s u l i n a  humana y 

l a s  r e a c c i o n e s  c r u z a d a s  e n t r e  i n s u l i n a  d e  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s ,



d e t e r m i n a n d o  l a s  c o n s t a n t e s  d e  e q u i l i b r i o  e n  c a d a  r e a c c l 6 n ( l o ,  

1 1 , 1 2 , 1 3 ) .

En 1 . 9 5 9  ( 1 4 ) p u b l i c a r o n  q u e  e l  a n t i c u e r p o  p r o d u c i d o  

p o r  i n s u l i n a  d e  b u e y  e n  c o n e j i l l o s  d e  i n d i a s  r e a c c i o n a b a  con  

l a  i n s u l i n a  h u m a n a ,  y  e n  e l  mismo a h o  ( l 5 )  d i e r o n  a  l u z  s u s  -  

p r i m e r o s  r e s u l t a d o s  s o b r e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  i n s u l i n a  humana  

p r e s e n t e  e n  e l  p l a s m a ,  c u l m i n a n d o  a s i  u n a  l a b o r  i n t e n s a  de  

t r è s  a h o s  d i r i g i d o s  a  e s t e  f i n .

A l  p e r f e c c i o n a m i e n t o  d e  e s t a  t é c n i c a  c o n t r i b u y e r o n  -  

N i c o l  y  S m i t h  ( l 6 )  a l  d e m o s t r a r  q u e  l a  e s t r u c t u r a  d e  l a  i n s u ­

l i n a  humana  e r a  mas s i m i l a r  a  l a  p o r c i n a  q u e  a  l a  b o v i n a  ; ba 

s a d o s  e n  e s t a  o b s e r v a c i ô n  i n m u n i z a r o n  c o n e j i l l o s  d e  i n d i a s  -  

c o n  i n s u l i n a  p o r c i n a  ( 1 7 )  y  o b t u v i e r o n  a n t i c u e r p o s  mas p o t e n ­

t e s  q u e  l o s  o b t e n i d o s  c o n  i n s u l i n a  d e  b u e y  e n  l a  v a l o r a c i ô n  -  

d e  i n s u l i n a  h u m a n a ,  a n t i c u e r p o s  q u e  s e  s i g u e n  u s a n d o  a c t u a l  - 

m e n t e .

Una v e z  d e m o s t r a d a  l a  g r a n  i m p o r t a n c i a  d e  l o s  t r a b a -  

j o s  d e  B e r s o n  y  Y a l l o w ,  n u m e r o s o s  i n v e s t i g a d o r e s  a p l i c a r o n  l a  

b a s e  d e  e s t a  t é c n i c a  a l  e s t u d i o  d e  v a l o r a c i o n e s  d e  o t r a s  h o r ­

mona s .



E l  p r i m e r o  f u é  U n g e r  ( l 8 )  a l  d e s a r r o l l a r  e l  r a ­

d i o i n m u n o e n s a y o  d e l  g l u c a g ô n .  A p l i c a c i o n e s  p o s t e r i o r e s  

s e  h a n  i d o  r e a l i z a n d o  s o b r e  i n f i n i d a d  d e  s u s t a n c i a s  b i o -  

l ô g i c a s  p r é s e n t e s  e n  l o s  o r g a n i s m o s  v i v o s  e n  c o n c e n t r a —  

c l o n e s  m î n i m a s .

L a s  t é c n i c a s  d e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  y  l a s  r e l a —  

c i o n a d a s  c o n  e l l a ,  como l o s  e n s a y o s  p o r  u n i ô n  c o m p e t i t i -  

v a  a  p r o t e i n a s ,  e n s a y o s  e n z i m â t i c o s ,  e n s a y o s  d e  r a d i o c e p  

t o r e s  y  e n s a y o s  i n m u n o r a d i o m é t r i c o s ,  s e  a p i i c a n  a c t u a l  

m e n t e  p a r a  l a  v a l o r a c i ô n  d e  m u c h as  s u s t a n c i a s ,  e n t r e  l a s  

q u e  s e  e n c u e n t r a n :  H orm onas  p r o t é i c a s  y  no  p r o t é i c a s , -

v i t a m i n a s ,  â c i d o s  n u c l é i c o s ,  e n z i m a s ,  d r o g a s ,  m e t a b o l i —  

t o s ,  a n t l g e n o s  c a n c e r o s o s ,  a n t l g e n o s  v i r a l e s ,  a n t i c u e r —  

p o s  y  p r o t e i n a s  e s t r u c t u r a l e s .

En l a  a c t u a l i d a d ,  e l  e s t u d i o  d e  e s t a s  t é c n i c a s  -  

e s  t e m a  d e  n u m e r o s o s  C o n g r e s o s  y  d e  u n a  a m p l i a  1 i t é r a t u -  

r a , y  s u  d e s a r r o l l o  h a  i n i c i a d o  u n a  n u e v a  e r a  e n  l a  E n d o ­

c r i n o l o g l a  d e  l a  q u e  e s t â m e s  t o d a v l a  e m p e z a n d o  a  v e r  —  

l o s  p r i m e r o s  r e s u l t a d o s .



I .  2 .  PRINCIPIOS GENERALES DEL RADIOINMUNOENSAYO

La f i n a l i d a d  d e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  c o n s i i e  e n  l a  

v a l o r a c i ô n  d e  c i e r t a s  s u ^ a n c i a s  b i o l ô g i c a s  que  s e  h a l l a n  

e n  m i n i m a s  c a n t i d a d e s  e n  l i q u i d e s  b i o l ô g i c o s :  p l a s m a ,  —  

s u e r o ,  m e d i o s  d e  c u l t i v e  i n  v i t r o ,  o r i n a  e t c .

La F i g u r a  I  r e p r é s e n t a  e s q u e m â t i c a m e n t e  l a  r e a c ­

c i ô n  b â s i c a  q u e  s e  p r o d u c e  e n  t o d o  r a d i o i n m u n o e n s a y o .

^  ^  COMPLEJO

AN TI GE NO A n  _ j _  A  h  A n  A  h  A NTI GE NO -  MARCAOO
MARCADO / — '  / - \ U  A - \ U  A NTI C UE RPO

( F )  ^  ( B)

Ag

w

Ag-Ab

A NTI GE NO NO
MARCAOO EN SOLÜCI ONES STANDARD 0 
EN MÜESTRAS A VALORAR

COMPLEJO A NTI GE NO  
NO MARCADO -  A NTI C UE RPO

FIG. 1 - PRINCIPIO GENERAL DE UN R. I. A.

E l  a n t i g e n o  m a r c a d o  Ag. r e a c c i o n a  r e v e r s i b l e m e n t e  

c o n  e l  a n t i c u e r p o  Ab f o r m a n d o  e l  c o m p l e j o  s o l u b l e  a n t i g e n o  

m a r c a d o - a n t i c u e r p o  ( A g - A b ) . E l  mismo a n t i g e n o  s i n  m a r c a r  

Ag c o m p i t e  c o n  e l  m a r c a d o  e n  l a  r e a c c i ô n  c o n  e l  a n t i c u e r p o  

p a r a  d a r  e l  c o m p l e j o  s o l u b l e  a n t i g e n o - A n t i c u e r p o  ( A g - A b ) .



Con e l  f i n  d e  s e p a r a r  f a c i l m e n t e  e l  a n t i g e n o  

l i b r e  m a r c a d o  d e l  l i g a d o  a l  a n t i c u e r p o ,  s e  i n s o l u b i -  

l i z a  e l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  p o r  m e d i o  d e  

p r o c e d i m i e n t o s  q u i m i c o s  o i n m u n o l ô g i c o s ,  e n  f o r m a  d e  

u n  p r e c i p i t a d o  q u e  p u e d e  s e p a r a r s e  d e l  s o b r e n a d a n t e  

q u e  c o n t e n d r â  e l  a n t i g e n o  n o  m a r c a d o  l i b r e .

E l  a n t i g e n o  m a r c a d o  c o n t i e n e  a t o m o s  d e  u n  -  

i s ô t o p o  r a d i o a c t i v e  e n  s u s  m o l é c u l a s ,  l o  q u e  v a  a  

p e r m i t i r  d e t e c t a r ,  c o n t a n d o  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  -  

p r e c i p i t a d o ,  q u é  % d e  s u  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  s e  h a  

u n i d o  a l  a n t i c u e r p o :  B, y  p o r  t a n t o  d e t e r m i n a r  l a s  

r e l a c i o n e s  b / T ,  b / f ,  e t c .

T e r m i n o l o g i a : F :  % d e  r a d i o a c t i v i d a d  c o r r e s p o n d i e n -
t e  a l  a n t i g e n o  m a r c a d o  l i b r e

B: % d e  r a d i o a c t i v i d a d  c o r r e s p o n d i e n -  
t e  a l  a n t i g e n o  m a r c a d o  u n i d o  a l  —  
a n t i c u e r p o .

T: r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  c o r r e s p o n d i e n  
t e  a l  a n t i g e n o  u n i d o  y  l i b r e .

En t o d o  e n s a y o ,  s e  u t i l i z a  u n a  s e r i e  d e  d i l u c i o n e s  

d e  a n t i g e n o  s i n  m a r c a r  e n  c o n c e n t r a c i o n e s  b i e n  d é f i  

n i d a s  ( a n t i g e n o  s t a n d a r d )  y  e n  l o s  t u b o s  r e s t a n t e s  

l a s  m u e s t r a s  a  v a l o r a r ; l o s  v o l û m e n e s  d e  am bos  h a n  

d e  s e r  i d é n t i c o s .



En t o d o s  l o s  t u b o s  d e l  e n s a y o ,  l a  c a n t i d a d  d e  

a n t i g e n o  m a r c a d o  q u e  s e  a h a d e  d e b e  s e r  c o n s t a n t e .

La F i g u r a  2 m u e s t r a  e s q u e m â t i c a m e n t e  e l  p r o c e s o  q u e  s e  

d e s a r r o l l a :

6 Ag

D n n

II

H
6Ag -  Ab

6Ag‘
ooeee

n n n
□ n  □

® Ag 6Ag*
ooo#e#
oooeee

n n n
n n n

% »

H

2Ag Ab

FIG . 2 : REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PROCESO
QUE SE DESARROLLA EN UN RADIOINMUNOENSAYO 

(MODIFICADO DEL ESQUEMA DE HAWKER,C .D .. 
ANALYTICAL CHEMISTRY.VOL 4 5 ,N“ 11 ,1 .9 7 3 )



L o s  t u b o s  ( l ) ,  m u e s t r a n  l o s  c o m p o n e n t e s  i n i c i a l e s  -  

d e  l a  r e a c c i ô n  y  l o s  ( i l )  l o s  p r o d u c t o s  f i n a l e s ,  r e p r é s e n t a  

d o s  p o r  F y  B r e s p e c t i v a m e n t e . En e l  p r i m e r  t u b o ,  t o d o  e l  

A n t i g e n o  m a r c a d o  (Ag*) r e a c c i o n a  c o n  e l  A n t i c u e r p o  ( A b ) .

En l o s  d o s  s i g u i e n t e s ,  a d i c i o n e s  d e  d i f e r e n t e s  c o n ­

c e n t r a c i o n e s  d e  A n t i g e n o s  s i n  m a r c a r  (Ag)  p r o d u c e r  u n i o n e s  

d e  Ag y  d e  Ag c o n  e l  Ab s e g û n  l a  r e l a c i ô n  e n t r e  s u s  r e s p e c  

t i v a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  e s  d e c i r ,  s e g û n  l a  r e l a c i ô n  A g /A g * ,  

y  como e n  t o d o s  l o s  t u b o s  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  Ag e s  c o n s —  

t a n t e ,  l a  f r a c c i ô n  b / f  s e r â  f u n c i ô n  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de  

Ag ( c o n c e n t r a c i ô n  d e  l o s  s t a n d a r d s  o m u e s t r a s  a  v a l o r a r ) .

Cada  t u b o  c o r r e s p o n d i e n t e  a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  -  

s t a n d a r d  d a r â  u n a  r e l a c i ô n  d i s t i n t a  d e  B / F ,  l o  q u e  v a  a

p e r m i t i r  l a  c o n s t r u c c i ô n  d e  u n a  g r â f i c a  que  c o r r e l a c i o n e  di^

f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  A n t i g e n o  n o  m a r c a d o  c o n  s u s  r e ^

p e c t i v o s  v a l o r e s  d e  B, F ,  y  B / F . E s t a s  g r â f i c a s  s e  d e n o m i -

n a n :  " C u r v a s  S t a n d a r d s " .

La c a n t i d a d  d e  A n t i g e n o  p r é s e n t e  e n  u n a  m u e s t r a  a  -  

v a l o r a r  s e  p o d r â  o b t e n e r  p o r  c o m p a r a c i ô n  d e  l a  r a d i o a c t i v i ­

d a d  p r é s e n t e  e n  e l  t u b o  c o r r e s p o n d i e n t e  ( e n  f o r m a  d e  B, F o 

b / f ) y  l a s  r a d i o a c t i v i d a d e s  o b t e n i d a s  e n  l a  C u r v a  S t a n d a r d .
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A c a d a  v a l o r  d e  B, F o b/ f , l e  c o r r e s p o n d e r a  u n a  c a n t i d a d  -  

d é t e r m i n a d a  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  A n t i g e n o .

DIVERSAS FORMAS PE REPRESENTAR LA CURVA STANDARD

Se h a n  d e s a r r o l l a d o  d i v e r s a s  f o r m a s  d e  r e p r e s e n t a r  -  

l a s  c u r v a s  s t a n d a r d s ,  c a d a  u n a  d e  e l l a s  o f r e c e  v e n t a j a s  j u n  

t o  a  l i m i t a c i o n e s .

U sa n d o  u n  s i s t e m a  d e  e j e s  c a r t e s i a n o s ,  g e n e r a l m e n t e  

e n  e l  e j e  d e  a b c i s a s  s e  r e p r é s e n t a  l a  d o s i s  v a r i a b l e  ( c o n c e n  

t r a c i ô n  d e  A n t i g e n o  n o  m a r c a d o )  e n  e s c a l a  l i n e a l  o l o g a r i t m i  

c a ,  s i e n d o  é s t a  û l t i m a  l a  mâs f r e c u e n t e m e n t e  u s a d a ,  y a  qu e  -  

p e r m i t e  d i s t a n c i a s  d e t e r m i n a d a s  p a r a  c a d a  f a c t o r  d e  d i l u c i ô n  

d e l  s t a n d a r d ,  i n d e p e n d i e n t e s  d e  l a s  u n i d a d e s  e m p l e a d a s .

La v a r i a b l e  q u e  s e  r e p r é s e n t a  e n  e l  e j e  d e  o r d e n a d a s  

v a r i a  s e g û n  l o s  d i v e r s o s  a u t o r e s .

YaüLow y  B e r s o n  ( l 9 , 2 0 ) ,  s i g u i e n d o  l a  l i n e a r i z a c i ô n  -  

i n t r o d u c i d a  p o r  S c a t c h a r d  ( 2 1 )  p a r a  i n t e r a c c i o n e s  d e  p e q u e -  

h a s  m o l é c u l a s  d e  p r o t e i n a s , r e p r e s e n t a r o n  l a  r e l a c i ô n  B / f .
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O t r a  f o r m a  mas f r e c u e n t e  e s  l a  r e p r e s e n t a c i ô n  de

b / t  o d e  b / t  _  _B_ 
( B / T ) =

En e s t a  û l t i m a  ( b / t ) ^  e x p r e s a  l a  f r a c c i ô n  d e  r a ­

d i o ,  a c t i v i d a d  l i g a d a  y  t o t a l  e n  l o s  t u b o s  e n  l o s  q u e  n o  -  

h a y  A n t i g e n o  n o  m a r c a d o  ( u n i ô n  d e l  A n t i c u e r p o  a l  A n t i g e n o  

m arcado , ,  t u b o s " c e r o ' )  , y  s e  tom a  como 100%. b / t  e x p r e s a  l a  

f r a c c i ô n  d e  r a d i o a c t i v i d a d  l i g a d a  y  t o t a l  d e l  p r e c i p i t a d o  

o b t e n i d o  e n  l a  m u e s t r a  y  B^ l a  r a d i o a c t i v i d a d  l i g a d a  en  

l o s  " t u b o s  c e r o " .  T a n t o  a l  n u m e r a d o r  como a l  d e n o m i n a d o r  

s e  l e s  r e s t a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  t u b o s  q u e  n o  s e  l e s  

h a  a h a d i d o  a n t i c u e r p o  e s p e c i f i c o  ( t u b o s  b l a n c o ;  r a d i o a c t i  

v i d a d  n o  e s p e c i f i c a ) .

S i  e n  e s t a  r e p r e s e n t a c i ô n  e l  e j e  d e  a b c i s a s  e s t â  

e n  e s c a l a  l o g a r i t m i c a ,  s e  o b t i e n e n  c u r v a s  s i g m o i d e a s  p a r -  

c i a l m e n t e  l i r e a U z a d a s .  ( 2 2  y  23)

Con e l  f i n  d e  l i n e a l i z a r  t o t a l m e n t e  l a  c u r v a ,  —  

a p l i c a r  t é c n i c a s  d e  r e g r e s i ô n  l i n e a l ,  b a s a d a s  e n  l o s  t r a -  

b a j o s  d e  B l i s s  y  F i n n e y  ( 2 4 , 2 5 ) ,  y  a u t o m a t i z a r  l o s  r e s u l ­

t a d o s  s e  u s ô  u n a  t r a n s f o r m a c i ô n  l o g a r i t m i c a  s e g û n  l a  f ô r -  

m u l a :

l o g i t  Y = l o g  Y s i e n d o  Y^ B/T _  be lOO-Y ( B / T ) g  Bg
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L a s  r e c t a s  a s !  o b t e n i d a s  s o n  p e r f e c t a m e n t e  l i n e a l e s  

e n t r e  l o s  v a l o r e s  d e  b/ t  c o m p r e n d i d o s  e n t r e  10 y  90%.

La F i g u r a  3,  m u e s t r a  d i f e r e n t e s  c u r v a s  s t a n d a r d s  ob 

t e n i d a s  p o r  R o d b a r d  ( 2 6 )  s e g û n  l a s  d i f e r e n t e s  r e p r e s e n t a c i o  

n é s  e x p u e s t a s .

ü_

m

+ 28 0 -

70

60

5 0 -
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30

20 -2
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20 304090 20 30409020 30 40 50
m IU IRP#2 mlU IR P #2 mlU IRP # 2

FIG. 3: DIVERSAS FORMAS DE REPRESENTACION DE LA CURVA STANDARD
1 . EN ESCALA ARITMETICA
2. EN ESCALA SEMILOGARITMICA
3. EN ESCALA LOGIT. -  LOG.
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I .  3 .  GENERALIZACION DEL PRINCIPIO DEL RADIOINMUNOENSAYO

E l  p r i n c i p l e  d e  R a d i o i n m u n o e n s a y o  p u e d e  e x t e n d e r s e  

a  S i s t e m a s  No In m u n e s  y  No H o r m o n a l e s ,  a  l o s  q u e  s e  p u e d e  a p l i  

c a r  e l  t é r m i n o  g e n e r a l  d e :  R a d i o i n m u n o e n s a y o s  c o m p é t i t i v e s .

La F i g u r a  4 ,  e x p r e s a  l a  R e a c c i ô n  g e n e r a l i z a d a  p a r a  e s t o s  S i s ­

t e m a s  :

+ REACTOR ESPECIFICO(R) Z ±  S ^ -  R -  -  »  PRODUCTOS 
+ (B)  (P )

îi
T

PRODUCTOS

F i g .  4 :  R e a c c i ô n  g e n e r a l i z a d a  d e  l o s  S i s t e m a s  d e  S a t u r a c i ô n .

S: r e p r é s e n t a  c u a l q u i e r  s u s t a n c i a  m e d i b l e .

R: r e p r é s e n t a  u n  r e a c t o r  e s p e c i f i c o  d e  S .

P :  r e p r é s e n t a  e l  p r o d u c t o f i n a l  d e  l a  r e a c c i ô n ,  c u a n d o  R y  S 
s o n :

e n z i m a  y  s u s t r a t o ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  o c u a n d o  R e s  u n  r e a c  
t o r  c a p a z  d e  a l t e r a r  S e s p e c i f i c a m e n t e .

O t r o s  t é r m i n o s  u s a d o s  e n  l a  d e s c r i p c i ô n  d e  e s t o s  s i s t e m a s

s o n :

A n a l i s i s  d e  s a t u r a c i ô n  y  u n i ô n  c o m p e t i t i v e  a  p r o t e i n a s  
( C o m p e t i t i v e  P r o t e i n  B i n d i n g :  Ç . P . B . ) ( 2 7 )
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La 1 ^ .  d e f i n i c i ô n  no  e s  muy c o n n e c t a ,  y a  q u e  a  v e c e s  

e l  A n a l i s i s  s e  l l e v a  a  c a b o  e n  c o n d i c i o n e s  t a i e s  q u e  l a  s a t u  

r a c i ô n  d e  R n o  s e  h a  l o g r a d o .

La 2 5 .  s e  a p l i c a  mâs f r e c u e n t e m e n t e  e n  a q u é l l o s  c a ­

s e s  e n  l o s  q u e  R e s  u n a  p r o t e l n a ,  como e n  e l  c a s o  d e  c-AMP.

C u an d o  R e s  u n  r e c e p t o r  d e  m e m b ra n a ,  s e  a p l i c a  e l  -  

t é r m i n o  d e :  U n i ô n  c o m p e t i t i v a  a  R e c e p t o r e s  O^DCGLIGAND ASSAY) 

( R . L . A . )  ( 2 8 ) ,  m é t o d o  q u e  a c t u a l m e n t e  s e  e s t â  d e s a r r o l l a n d o

muy a m p l i a m e n t e  c o n  e l  f i n  d e  e s t u d i a r  l a s  p r o p i e d a d e s  y  e s ­

t r u c t u r a  s  d e  l o s  r e c e p t o r e s  h o r m o n a l e s  y  n o  h o r m o n a l e s .

La T a b l a  I  m u e s t r a  a l g u n a s  d e  l a s  s u s t a n c i a s  q u e  p u e  

d e n  m e d i r s e  c o n  e s t o s  M é t o d o s ,  a u n q u e ,  e l  g r a d o  d e  a p l i c a c i ô n  

e s  t a n  e n o r m e ,  q u e  r é s u l t a  d i f i c i l  h a c e r  u n a  r e l a c i ô n  c o m p le  

t a  d e  t o d a s  l a s  s u s t a n c i a s  a s e q u i b l e s  a  Los  A n â l i s i s  d e  S a t u  

r a c i ô n .
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I .  4 .  CONCEPTOS GENERALES DE INMUNOLOGIA

a . -  D e s a r r o l l o  H i s t ô r i c o .

A u n q u e  J e n n e r  y  P a s t e u r  f u e r o n  l o s  p r e c u r s o r e s  d e  l a  

I n m u n o l o g î a  ( 2 9 ) ,  h a n  s i d o  e n  r e a l i d a d  l o s  t r a b a j o s  d e  

B e h r i n g  y  K i t a s a t o ,  B u c h n e r ,  M e r t c h n i k o f f  y  W r i g h t  l o s  que  

a n a l i z a r o n  c i e n t l f i c a m e n t e  e s t e  a p a s i o n a n t e  campo d e  l a  Medi 

c i n a ,  a l  d e s c u b r i r  l a  e x i s t e n c i a  d e  a n t i c u e r p o s ,  c o m p le m e n -  

t o s  ( a l e x i n a s ) ,  y  d e s a r r o l l a r  l a s  t e o r î a s  s o b r e  l a  d e f e n s a  -  

c o n t r a  l a  i n f e c c i ô n  p o r  m e d io  d e  l a  f a g o c i t o s i s  r e f o r z a d a  —  

p o r  l a  a c c i ô n  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  ( 3 0 ,  31 ,  32 y  3 3 ) .

b . -  S i s t e m a s  c e l u l a r e s  q u e  i n t e r v i e n e n  e n  l a  r e s p u e s t a  in m u ­

n o l ô g i c a . M éc a n i sm e  d e  p r o d u c c i ô n  d e  a n t i c u e r p o s .

E l  c o n t r o l  t a n t o  d e  l a  I n m u n i d a d  c e l u l a r ,  r e s p o n s a —  

b l e  d e  l a s  r e a c c i o n e s  d e  h i p e r s e n s i b i l i d a d  de  t i p o  r e t a r d a d o  

y  d e l  r e c h a z o  d e  l o s  i n j e r t o s ,  como d e  l a  I n m u n i d a d  h u m o r a l  

r e s p o n s a b l e  d e  l a  p r o d u c c i ô n  d e  a n t i c u e r p o s ,  d e s c a n s a  s o b r e  

u n a  p o b l a c i ô n  d e  l i n f o c i t o s  e x i s t e n t e s  e n  l o s  o r g a n i s m o s .  —  

( 3 4 ,  35) p r o v i n i e n t e s  d e  u n a s  " C é l u l a s  M a d r é s "  p r é s e n t e s  en  

l a  M éd u la  ô s e a  d e l  f e t o .

D u r a n t e  e l  n a c i m i e n t o ,  a l g u n a s  d e  e s t a s  C é l u l a s  a  -
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t r a v é s  d e l  t o r r e n t e  c i r c u l a t o r i o  l l e g a n  a l  T im o ,  d i f e r e n -  

c i â n d o s e  y  c o n v i n t i é n d o s e  e n  p r e c u r s o r a s  d e  l i n f o c i t o s  —

( t i m o c i t o s ) . La m a y o r  p a r t e  d e  l o s  t i m o c i t o s  m u e r e n  d e n -  

t r o  d e  é l , y  l o s  r e s t a n t e s ,  a  t r a v é s  d e l  S i s t e m a  l i n f â t i -  

co  e f e r e n t e  p a s a n  a  l o s  t e j i d o s  l i n f o i d e s  ( g a n g l i o s  l i n f â  

t i c o s ,  b a z o ) . E l  h a b e r  r e s i d i d o  e n  e l  t i m o  l e s  c o n f i e r e  

l a  c a p a c i d a d  d e  a l c a n z a r  l a  l o n g e v i d a d  y  d e  p o d e r  c i r c u —  

l a r  d e s d e  e l  S i s t e m a  l i n f â t i c o  e f e r e n t e  h a c i a  e l  c o n d u c t o  

t o r â c i c o ,  p a s a r  a l  f l u j o  s a n g u l n e o  y  v o l v e r  de  n u e v o  a l  -  

t e j i d o  l i n f â t i c o ,  e s t a b l e c i é n d o s e  a s i  u n  S i s t e m a  de  R e c i r  

c u l a c i ô n  l i n f â t i c a  c o n s t a n t e .  ( 3 6 )  E s t o s  l i n f o c i t o s ,  d e -  

p e n d i e n t e s  d e l  t i m o ,  v a n  a  s e r  l o s  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  I n ­

m u n i d a d  C e l u l a r .  Un s i s t e m a  d e  l i n f o c i t o s ,  i n d e p e n d i e n t e  

d e l  a n t e r i o r ,  d é r i v a  t a m b i é n  d e  l a s  C é l u l a s  M a d r é s  de  l a  

M éd u la  ô s e a .  E l  e m p l a z a m i e n t o  d e  l a  d i f e r e n c i a c i ô n  de  é s  

t a s  c é l u l a s  no  s e  c o n o c e  e x a c t a m e n t e  t o d a v l a  e n  e l  h o m b re ,  

a u n q u e  s e  s u p o n e  q u e  e s  l a  m é d u l a  ô s e a ,  s i  b i e n  h a  s i d o  -  

i d e n t i f i c a d o  e n  l o s  c o n e j o s  y  p e c e s  ( s i e n d o  e n  e s t o s  û l t i  

mos l a  B o i s a  d e  F a b r i c i u s ) .  E s t a s  c é l u l a s  d i f e r e n c i a d a s , 

l i n f o c i t o s  B ( 3 7 )  l l e g a n  a l  s i s t e m a  C i r c u l a t o r i o  d e l  m i s ­

mo modo q u e  l a s  a n t e r i o r e s  y  s e  s i t u a n  e n  l a s  r e g i o n e s  —  

d e l  s i s t e m a  l i n f o i d e  p e r i f é r i c o ,  d o n d e  p e r s i s t e n  d u r a n t e  

u n  t i e m p o  b r e v e  ( l i n f o c i t o s  d e  v i d a  c o r t a ) , y  n o  r e c i r c u -  

l a n ;  e s t o s  l i n f o c i t o s  s o n  c é l u l a s  i n m u n o c o m p e t e m . e s  c a p a -
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c e s  d e  p r o d u c i r  a n t i c u e r p o s ,  y  p o r  t a n t o  s o n  l a s  i m p l i c a -  

d a s  e n  e l  p r o c e s o  d e  I n m u n i d a d  H u m o r a l .  ( 3 8 )

C uando  u n a  s u s t a n c i a  e x t r a n a  a t a c a  u n  o r g a n i s m o , -  

e n  l a  z o n a  a f e c t a d a ,  r e c u b r i e n d o  a  l a  s u s t a n c i a ,  a p a r e c e n  

u n a s  i n m u n o g l o b u l i n a s  e s p e c i a l e s  ( o p s o n i n a s )  j u n t o  c o n  e l  

c o m p l e m e n t o ,  y  e n t o n c e s  s e  d e s e n c a d e n a  l a  p r o d u c c i ô n  d e  -  

c i e r t o s  p r o d u c t o s  q u e  q u i m i o t â c t i c a m e n t e  a t r a e n  a  l o s  rnacrô  

f a g o s .  ( 3 9 ) P o r  a c c i ô n  d e  e n z i m a s  p r o t e o l l t i c o s  qu e  c o n -  

t i e n e n  l o s  m a c r ô f a g o s ,  e l  e l e m e n t o  e x t r a n o  s u f r e  a l t e r a c i o  

n é s  e n  s u s  m o l é c u l a s  h a s t a  q u e  e s  e n g l o b a d o  p o r  é s t o s .

No s e  c o n o c e  b i e n  l a  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  e l  r n a c r ô f a -  

go q u e  c o n t i e n e  e l  i n v a s o r  f a g o c i t a d o  y  e l  l i n f o c i t o ,  p e r o  

s e  s u p o n e  q u e  l a  i n f o r m a c i ô n  a n t i g é n i c a  q u e  l e  t r a n s f i e r e  

e l  m a c r ô f a g o  e s  a  t r a v é s  d e  su  ARN ( A c i d o  r i b o n u c b i c o )  y a  

s e a  d e  u n a  m a n e r a  d i r e c t a  o i n d i r e c t a ;  e s t a  i n f o r m a c i ô n  v a  

a  i n d u c i r  l a  p r o l i f e r a c i ô n  d e l  l i n f o c i t o  y  s u  t r a n s f o r m a —  

c i ô n  e n  c é l u l a s  p l a s m â t i c a s  c a p a c e s  d e  p r o d u c i r  a n t i c u e r —  

p o s .  ( 4 0 )

E l  l i n f o c i t o  a s i  t r a n s f o r m a d o  s e  c o n v i e r t e  e n  u n  

l i n f o c i t o - m e m o r i a ,  d e  v i d a  l a r g a  q u e  r e c i r c u l a  c o n s t a n t e -  

m e n t e  p o r  e l  s i s t e m a  c i r c u l a r  y  e l  l i n f â t i c o ,  y  que  c o n —
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s e r v a  e l  r e c u e r d o  e n  f o r m a  de  p o t e n c i a l i d a d  d e  s i n t e s i s  -  

d e  a n t i c u e r p o s  e s p e c l f i c o s .  ( 4 1 )

c . -  A n t i g e n o s  e  I n m u n o g e n o s .  H a p t e n o s  A d j u v a n t e s .

E l  t é r m i n o  a n t i g e n o  p u e d e  u s a r s e  p a r a  d é f i n i r  c u a l  

q u i e r  s u s t i n c i a  c a p a z  d e  p r o v o c a r  o d e  e s t a r  i n v o l u c r a d o , -  

i n  v i v o  o i n  v i t r o ,  e n  u n a  r e s p u e s t a  i n m u n o l ô g i c a  e s p e c î f i  

c a .

E l  t é r m i n o  I n m u n ô g e n o ,  a  d i f e r e n c i a  d e l  a n t e r i o r , -  

p u e d e  a p l i c a r s e  a  l a s  s u s t a n c i a s  c a p a c e s  d e  p r o v o c a r  u n a  -  

r e a c c i ô n  i n m u n o l ô g i c a  e s p e c î f i c a  ^  n o v o , y a  s e a  p o r  f o r m a  

c i ô n  d e  a n t i c u e r p o s  o p o r  p r o d u c c i ô n  d e  u n a  r e s p u e s t a  d e  -  

h i p e r s e n s i b i l i d a d  de  t i p o  r e t a r d a d a .  ( 4 2 )

La c a p a c i d a d  i n m u n o l ô g i c a  d e  u n a  s u s t a n c i a  d e p e n —  

d e  d e  v a r i e s  f a c t o r e s ;  e n t r e  l o s  mas i m p o r t a n t e s  s e  e n c u e n  

t r a n :  s u  e s t r u c t u r a  q u i m i c a  y  e s p a c i a l  y  s u  p e s o  m o l e c u l a r ,

C u a n t a  m a y o r  d i f e r e n c i a  e x i s t a  e n t r e  l a  e s t r u c t u r a  

d e  l a  s u s t a n c i a  y  d e  l a  s u s t a n c i a  p r o p i a  d e l  a n i m a l  i n m u n i  

z a d o , m a y o r  r e s p u e s t a  i n m u n o l ô g i c a  s e  o b t i e n e .  ( 4 3 )

En c u a n t o  a l  p e s o  m o l e c u l a r ,  t r a b a j o s  e x p é r i m e n t a ­

l e s  d e m u e s t r a n  qu e  e x i s t e  u n a  r e l a c i ô n  e n t r e  e l  p e s o  m o le
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c u l a r  d e  v a r i o s  p o l i p é p t i d o s  y  p o l î m e r o s  d e  p o l i s a c â r i d o s  

(muy s e m e j a n t e s  e n t r e  s i ,  d i f e r e n c i â n d o s e  û n i c a m e n t e  e n  -  

s u  p e s o  m o l e c u l a r )  y  s u  p o d e r  a n t i g é n i c o .  ( 4 4 , 4 5 )  En g e ­

n e r a l  , p a r a  q u e  u n a  s u s t a n c i a  s e a  i n m u n ô g e n a , d e b e  d e  f o r -  

m a r  p a r t e  d e  u n a  m a c r o m o l é c u l a .  M o l é c u l a s  d e  p e s o  m o l e c u  

l a r  m a y o r  d e  1 0 . 0 0 0  t i e n d e n  a  s e r  muy b u e n o s  i n m u n ô g e n o s ,  

m i e n t r a s  q u e  l a s  d e  p e s o  m o l e c u l a r  e n t r e  1 . 0 0 0  y  5 . 0 0 0  —  

t i e n e n  m e n o r  c a p a c i d a d .  ( 4 6 , 4 7 )

M uchas  d r o g a s  o m e t a b o l i t e s  i n t r a c e l u l a r e s , d e  p e  

s o  m o l e c u l a r  e n t r e  200 y  1 . 0 0 0 ,  n o  p r o v o c a n  n i n g u n a  r e s —- 

p u e s t a  i n m u n o l ô g i c a  a l  s e r  i n y e c t a d a s  a  u n  a n i m a l ,  a l  mè­

n e s  q u e  s e  u n a n  a  u n a  p r o t e i n a  c o n  l a  q u e  f o r m a n  u n a  u n i ô n  

( g e n e r a l m e n t e  c o v a l e n t e )  e s t a b l e .  E s t e  t i p o  d e  s u s t a n c i a s  

d e  p e s o  m o l e c u l a r  b a j o  s e  l e s  d é s i g n a  c o n  e l  t é r m i n o  d e  -  

H a p t e n o s .  ( 4 8 , 4 9 )

Cuando  s u s t a n c i a s  de  g r a n  i n t e r é s  b i o l ô g i c o  n o  s e  

c o n j u g a n  c o n  l a s  p r o t e i n a s ,  e s  p r e c i s e  a c t i v a r l a s  c o n  e l  

f i n  d e  q u e  s e  p r o d u z c a  l a  u n i ô n .  P a r a  e l l e  s e  e m p l e a n  a c ­

t i v a n t e s  q u î m i c o s ,  q u e  p u e d e n  i n c l u i r s e  e n  d o s  c l a s e s . ( 5 0 )

1 . - )  A c t i v a n t e s  d e  l o s  g r u p o s  c a r b o x i l ,  p a r a  f o r m a r  l a  
u n i ô n :  CO-NH.

E j e m p l o :  c a r b o i i m i d a s ,  c l o r o f o r m a t o s ,  a i q u l l i c o s  e t c . . . .
2 . - )  A g e n t e s  q u e  f o r m a n  p u e n t e s  e n t r e  g r u p o s  a m i n o s .

E j e m p l o :  d i i s o c i a n a t o s ,  d i i m i d o e s t e r e s ,  e t c . . . .
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En a i g u n o s  c a s o s  e s p e c i a l e s ,  e n  l o s  que  l a  c o n j u g a -  

c i ô n  n o  p u e d a  r e a l i z a r s e ,  y a  p o r  q u e  e l  h a p t e n o  no  c o n t e n g a  

g r u p o s  f u n c i o n a l e s  o p o r  q u e  e s t o s  g r u p o s  n o  p u e d a n  a l t e r a r  

s e  s i n  m o d i f i c a r  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  a n t i c u e r p o ,  e s  n e c e s a  

r i o  s i n t e t i z a r  u n  d e r i v a d o  d e l  h a p t e n o  p a r a  e m p l e a r l e  como 

a n t i g e n o .

La c o n j u g a c i ô n  d e  s u s t a n c i a s  b i o l ô g i c a s ,  como c-AMP, 

a l d o s t e r o n a ,  p r o s t a g l a n d i n a s ,  e t c . ,  c o n  p r o t e i n a s  h a n  c o n —  

t r i b u i d o  a l  d e s a r r o l l o  d e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  d e  e s t o s  com—  

p u e s t o s  ( 5 1 , 5 2 ) y  p o r  c o n s i g u i e n t e  a l  e s t u d i o  d e  s u s  m e c a —  

n i s m o s  d e  a c c i ô n  ( 5 3 , 5 4 ) .

Los  a d j u v a n t e s  s o n  u n  t i p o  d e  s u s t a n c i a s  ,que  m e z c l a  

d a s ,  c o n  i n m u n ô g e n o s  , a u m e n t a n  s u  r e s p u e s t a  i n m u n o l ô g i c a . L a s  

s u s t a n c i a s  mâs u s a d a s  s o n :  h i d r ô x i d o  d e  a l u m i n i o ,  f o s f a t o  de  

a l u m i n i o ,  e m u l s i o n e s  d e  a c e i t e  m i n e r a i ,  e n d o t o x i n a s  d e  g é r -  

m e n e s  Gram n e g a t i v e ,  e x o t o c i n a s  d e  Gram p o s i t i v e s .  ( 5 5 )

E s t a s  m e z c l a s  r e t a r d a n  l a  d e s t r u c c i ô n  e l i m i n a c i ô n  -  

d e l  a n t i g e n o  p o r  l o s  m a c r ô f a g o s  y  c o n s t i t u y e n  d e p ô s i t o s  d e l  

i n m u n ô g e n o  q u e  v a  s a l i e n d o  l e n t a m e n t e  d u r a n t e  v a r i a s  s e m a —  

n a s ,  p r e v i n i e n d o  a s i  l a  e n t r a d a  r â p i d a  e n  l a  c i r c u l a c i ô n .
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d . -  E s t r u c t u r a  d e  A n t i c u e r p o s .

L o s  a n t i c u e r p o s  p e r t e n e c e n  a  u n  g r u p o  d e  p r o t e i n a s  

p l a s m i t i c a s  c o n o c i d a s  p o r  i n m u n o g l o b u l i n a s . L a s  c l a s e s  de  

i n m u n o g l o b u l i n a s  h u m a n a s ,  c o n o c i d a s  h a s t a  e l  p r e s e n t e ,  s o n  

c i n c o ;  i g G ,  Ig A ,  Ig D ,  IgM, e  I g E ;  s e  d i f e r e n c i a n  e n  su  com 

p o r t a m i e n t o  como a n t i g e n o s ,  e n  s u  c o n c e n t r a c i ô n  e n  l a  s a n -  

g r e ,  e n  s u  c a r g a  i ô n i c a ,  e n  s u  ô r i g e n  c e l u l a r ,  e n  su  d i s —  

t r i b u c i ô n  e n  e l  c u e r p o  humano y  e n  s u  a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  

e  i n m u n o l ô g i c a  i n  v i t r o .  ( 5 6 , 5 7 ,  y  58)

La mâs a b u n d a n t e  e s  l a  IgG ,  qu e  c o n s t i t u y e  u n  

d e  l a  i n m u n o g l o b u l i n a s  c i r c u l a n t e s  y  l a  m a y o r  p a r t e  d e  l o s  

a n t i c u e r p o s  t o t a l e s .  Su p e s o  m o l e c u l a r  m e d io  e s  d e  1 5 0 . 0 0 0  

y  p o s e e  u n  c o e f i c i e n t e  d e  s e d i m e n t a c i ô n  d e  6 , 5  a  7 , 0  S .

La e s t r u c t u r a  d e  l a  i n m u n o g l o b u l i n a s  ( F i g .  5 ) ,  con  

s i s t e  e n  c u a t r o  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s : d o s  c a d e n a s  p e s a —  

d a s  ( h )  d e  p e s o  m o l e c u l a r  m e d io  d e  5 0 . 0 0 0  y  d o s  l i g e r a s  —

( L ) d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  2 0 . 0 0 0 .  C ada  u n a  d e  l a s  c a d e n a s  L 

e s t â  u n i d a  a  u n a  H p o r  u n  e n l a c e  S - S  y  l a s  d o s  c a d e n a s  H -  

e s t â n  u n i d a s  a  s u  v e z  e n t r e  s i  p o r  u n  e n l a c e  S - S .
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Lo s  a n t i c u e r p o s  s e  c o m b i n a n  e s p e c î f i c a m e n t e  c o n  

l o s  g r u p o s  d é t e r m i n a n t e s  d e  l o s  a n t i g e n o s ,  é s t a  c o m b i n a  

c i ô n  e s  r e v e r s i b l e  y  l a s  f u e r z a s  q u e  i n t e r v i e n e n  s o n ,  -  

e n  s u  m a y o r i a ,  d e b i d a s  a  l a  p r e s e n c i a  d e  g r u p o s  c o n  c a r  

g a s  o p u e s t a s  q u e  e s t â n  e n  i n t i m o  c o n t a c t e  ( f u e r z a s  i ô n i  

c a s ) ;  e n  m e n o r  p r o p o r c i ô n  i n t e r v i e n e n  f u e r z a s  d e  Van d e r  

W a a l s  ( f u e r z a s  q u e  a c t û a n  e n t r e  l a s  m o l é c u l a s  i n d e p e n —  

d i e n t e m e n t e  d e  s u  c a r g a  y  c u y o  v a l o r  d i s m i n u y e  c o n  l a  -  

d i s t a n c i a ) .  En e s t a s  u n i o n e s  t a m b i é n  i n t e r v i e n e n  p u e n ­

t e s  d e  h i d r ô g e n o .  ( 5 6 )  E s t a s  f u e r z a s  s o n  m âx im as  e n  —  

c o n d i c i o n e s  f i s i o l ô g i c a s  d e  pH ( m a y o r  d e  3 y  m e n o r  qu e  

1 0 , 5 )  y  de  c o n c e n t r a c i o n e s  i ô n i c a s ;  f u e r a  d e  e s t o s  l i m i  

t e s  s o n  t a n  d é b i l e s  q u e  e l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  

s e  d i s o c i a .

Los  a n t i c u e r p o s  f o r m a d o s  e n  u n  a n i m a l  f r e n t e  a 

u n  û n i c o  d é t e r m i n a n t e ,  p u e d e  s u f r i r  v a r i a c i o n e s  d e  l a  -  

e n e r g i a  c o n  q u e  s e  c o m b i n a n  o d e  s u  a v i d e z .  E s t a s  v a ­

r i a c i o n e s  s e  e x p r e s a n  e n  t é r m i n o s  d e  l a  C o n s t a n t e  d e  —

e q u i l i b r i o :  K, d e r i v a d a  d e  l a  e c u a c i ô n  d e  l a  l e y  d e  —  

a c c i ô n  d e  m a s a s  a p l i c a d a  a l  e q u l i b r i o :

A g + Ab ^ > A g Ab

[ I g  a 3
K=

[Agi [Abl
K e x p r e s a d o  e n  l i t r o s / m o l ,  s i e n d o  mâs  e l e v a d a  c u a n t o  ma­

y o r  e s  l a  a f i n i d a d  d e l  a n t i c u e r p o .  ( 5 9 )
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S itio  de la  
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P a  pe ina

S itio  de  la 

D igestion  de 
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C o d en o  L
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C o d en o  H
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FIG. 5 - ESTRUCTURA DE INMUNOGLOBULINA.
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I .  5 .  PRODUCCION DE ANTICUERPOS 

a . -  E l e c c i ô n  d e  l a s  E s p e c i e s  d e  A n i m a l e s .

I n d i v i d u a l m e n t e ,  c a d a  a n i m a l  d a  u n  t i p o  d e  r e s ­

p u e s t a  a  u n  m ism o in m u n ô g e n o  e n  f u n c i ô n ,  e n  p a r t e ,  d e  -  

s u  c o n s t i t u c i ô n  g e n ê t i c a  ( 6 0 ) .  S i  no  s e  d i s p o n e  d e  u n a  

g e n e r a c i ô n  d e  a n i m a l e s  d e  l a  m is m a  e s p e c i e  q u e  r e s p o n —  

d a n  b i e n  a  u n  d e t e r m i n a d o  i n m u n ô g e n o ,  e s  c o n v e n i e n t e  —  

u s a r  f a m i l i a s  d e  a n i m a l e s  e l e g i d o s  a l  a z a r .

L a s  e s p e c i e s  mâs f r e c u e n t e m e n t e  u s a d a s  s o n  c o n e -  

j o s  y  c o n e j i l l o s  d e  i n d i a s .  Los  c o n e j o s  s o n  f â c i l e s  de  

m a n e j a r  y  e n  l a s  t o m a s  d e  s a n g r e  p o r  l a  v e n a  d e  l a  o r e j a  

p u e d e n  o b t e n e r s e  d e  30  a  4 0  ml c a d a  v e z .  Dan  muy b u e n o s  

r e s u l t a d o s  e n  l o s  r a d i o i n m u n o e n s a y o s  d e  g o n a d o t r o p i n a s , -  

ACTH y  g l î c e r i d o s  c o n j u g a d o s .  ( 6 1 )

b Fo r ma  d e  a d m i n i s t r a c i ô n  y  D o s i s  d e l  I n m u n ô g e n o .

La f o r m a  mâs comûn e s  i n y e c t a r  e l  i n m u n ô g e n o ,  —  

e m u l s i o n a d o  c o n  a d j u v a n t e s ,  s u b c u t â n e a  o i n t r a m u s c u l a r —  

m e n t e .  E l  i n c o n v e n i e n t e  q u e  o f r e c e  e s t a  t ê c n i c a  e s  l a  -  

f o r m a c i ô n  d e  a b c e s o s  e n  l o s  s i t i o s  d e  i n y e c c i ô n ,  a u n q u e  

e n  e l  c a s o  d e  l o s  c o n e j o s  y  c o n e j i l l o s  d e  i n d i a s  p a r e c e
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s e r  q u e  no  l e s  c a u s a  n i n g d n  d a n o ,  ( 5 5 )  A v e c e s  s e  r e c o -  

m i e n d a  p i n c h a r  e n  l a s  p a t a s  d e  e s t o s  a n i m a l e s ,  p e r o  d e -  

b e  s e r  e v i t a d o  y a  q u e  p r o d u c e  e n t u m e c i m i e n t o  y  d o l o r  du 

r a n t e  v a r i o s  d i a s .

En  l o s  û l t i m o s  a n o s ,  s e  h a n  i n t e n t a d o  o t r a s  —  

v i a s  d e  i n m u n i z a c i ô n  c o n  e l  f i n  d e  o b t e n e r s e  r e s u l t a d o s  

mâs  e f e c t i v o s .  Una  d e  e l l a s  h a  s i d o  l a  v i a  i n t r a n o d a l  

d e  Boyd y  P e a r t  e n  1 . 9 6 8  ( 6 2 ) ,  q u e  o f r e c e  d i f i c u l t a d e s  

t é c n i c a s  d e  l o c a l i z a c i ô n  e  i n y e c c i ô n  d e  n ô d u l o s  l i n f â t i  

COS e n  o p e r a c i ô n  a b i e r t a .  En  l a  c o m p a r a c i ô n  c o n  l o s  p r o  

c e d i m i e n t o s  c o m u n es  n o  t i e n e  m u c h a s  v e n t a j a s  ( 5 5 ) ,  e  i n  

c l u s o  a i g u n o s  a n i m a l e s  n o  r e s p o n d e n  q u i z â s  p o r  l a  d e s —  

t r u c c i ô n  d e  l o s  n ô d u l o s  l i n f â t i c o s  d u r a n t e  l a  i n y e c c i ô n .

O t r o  p r o c e d i m i e n t o ,  q u e  h a  t e n i d o  mâs ê x i t o  p o r  

l o s  r e s u l t a d o s  y  s u  s e n c i l l e z ,  h a  s i d o  e l  de  l a  v i a  i n -  

t r a d ê r m i c a  ( 6 3 ) ,  e n  e l  q u e  e l  i n m u n ô g e n o  s e  i n y e c t a  e n  

4 0  o mâs s i t i o s  d i f e r e n t e s  de  l a  s u p e r f i c i e  c o r p o r a l  d e l  

a n i m a l .

En  c u a n t o  a  l a  d o s i s  d e l  i n m u n ô g e n o  l a  r e s p u e s t a  

i n m u n o l ô g i c a  p a r e c e  s e r  i n d e p e n d i e n t e  d e  l a  d o s i s ,  a u n —  

q u e  e x i s t e  u n a  d o s i s  m i n i m a  p o r  d e b a j o  d e  l a  c u â l  n o  s e  

p r o d u c e  l a  r e s p u e s t a .  ( 6 4 )  G e n e r a l m e n t e , s i  s e  u s a n  l o s



27

a d j u v a n t e s  d e  F r e u d ,  d o s i s  d e l  o r d e n  d e  100 s o n  s u f i -  

c i e n t e s  y  e n  e l  c a s o  d e  que  e l  i n m u n ô g e n o  n o  e s  muy d i f l  

c i l c i l  d e  o b t e n e r  y  s u s  e f e c t o s  f i s i o l ô g i c o s  n o  s o n  t ô x i  

COS; s e  s u e l e n  u s a r  d o s i s  d e  0 , 5 - 5  mg e n  l a  p r i m e r a  i n o -  

c u l a c i ô n  y  d e  0 , 2 - 2  mg e n  l a  s i g u i e n t e .  ( 6 2 )

c . -  T i e m p o s  d e  I n y e c c i ô n  y  t o m a s  d e  S a n g r e .

E l  t i e m p o  d e  i n y e c c i ô n  e s  muy i m p o r t a n t e  p a r a  —  

c o n s e g u i r  u n a  mâxima r e s p u e s t a  c o n  e l  m in im o  e s f u e r z o . -  

D e s p u é s  d e  l a  p r i m e r a  i n y e c c i ô n ,  e l  n i v e l  de  a n t i c u e r p o  

a u m e n t a  l e n t a m e n t e ,  a l c a n z a n d o  u n  p i c o  a l  c a b o  de  v a r i a s  

s e m a n a s ;  l a s  i n y e c c i o n e s  p o s t e r i o r e s  no  d e b e n  d e  d a r s e  -  

a n t e s  d e  4  s e m a n a s  d e s p u é s  d e  l a  p r i m e r a  i n y e c c i ô n  y con  

u n a  f r e c u e n c i a  n o  m a y o r  d e  u n a  v e z  c a d a  m es ,  i n c l u s e  en  

a i g u n o s  c a s o s  e s  muy c o n v e n i e n t e  d e j a r  u n  p e r i o d o  de  d e s  

c a n s o  d e  3 a  6 m e s e s  y  c o n t i n u a r  p o s t e r i o r m e n t e  e l  r i t m o  

a n t e r i o r .  ( 5 5 )

d . -  P r o d u c c i ô n  d e  A n t i c u e r p o s  A n t i  LH- y  A n t i - F S H

L o s  a n t i c u e r p o s  c o n t r a  LH y  FSH, s e  o b t i e n e n  en  

c o n e j o s  y  c o n e j i l l o s  de  i n d i a s .  La d o s i s  d e  a n t i g e n o  -  

s u m i n i s t r a d a  y  l a  f o r m a  d é  a d m i n i s t r a c i ô n  e s t â n  s u j e t a s  

a v a r i a c i o n e s .  O d e l l  ( 6 5 ) ,  r e c o m i e n d a :  t r è s  s e r i e s  d e
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i n y e c c i o n e s  s u b c u t â n e a s ,  q u e  c o n t e n g a n  d e  200  a  300 )ig 

d e  h o r m o n a  e n  u n  m i l i l i t r o  d e  s o l u c i ô n  s a l i n a  h o m o g e n e i  

z a d a  c o n  a d j u v a n t e  d e  F r e u d ,  s e g u i d o s  d e  v a r i a s  i n y e c ­

c i o n e s  e n  p e r i o d o s  d e  14  a  30 d i a s .  L a s  e x t r a c c i o n e s  -  

d e  s a n g r e  p u e d e n  h a c e r s e  a  p a r t i r  d e  l a  s e g u n d a  s e r i e  -  

e n  p e r i o d o s  d e  1 0 - 1 4  d i a s .

F r a n c h i m o n t  ( 6 6 )  i n y e c t a  s u b c u t â n e a m e n t e ,  1 mg 

d e  u n a  p r e p a r a c i ô n  no  muy p u r a ,  d e  h o rm o n a  FSH o LH, en  

i n t e r v a l o s  s e m a n a l e s .

Los  a n t i c u e r p o s  o b t e n i d o s  d e b e n  d e  s o m e t e r s e  a 

u n  c o n t r o l  r i g u r o s o  c o n  e l  f i n  d e  e s t u d i a r  su  e s p e c i f i  

c i d a d ,  y a  q u e  d e b i d o  a  l o s  g r u p o s  co m u n es  qu e  p o s e e n  —  

l a s  h o r m o n a s  p o l i p e p t i d i c a s ,  p u e d e n  c o n t e n e r  u n a  g r a n  -  

p o b l a c i ô n  d e  a n t i c u e r p o s  h e t e r o l o g o s  c a p a c e s  d e  u n i r s e  

a  l a s  dem âs  h o r m o n a s ,  q u e  n o  i n t e r e s a n  v a l o r a r  en  u n  en  

s a y o  e s p e c i f i c o  ( E l  e s t u d i o  d e  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e  e s ­

t o s  a n t i c u e r p o s  s e  v e r â  e n  e l  c a p i t u l e  d e  E s p e c i f i c i d a d  

d e  u n  A n t i c u e r p o ) .
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E s p e c i f i c i d a d  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  c o n t r a  FSH y  LH.

La o b t e n c i ô n  d e  a n t i c u e r p o s  e s p e c l f i c o s  c o n t r a  LH 

y  FSH, h a  s i d o  d i f l c i l ,  d e b i d o  a  l a s  a n a l o g i a s  i n m u n o l ô -  

g i c a s  e x i s t e n t e s  e n t r e  FSH, LH, TSH, y  HCG. ( 6 5 ) .

La  b a s e  f u n d a m e n t a l  p a r a  l a  u t i l i z a c i ô n  d e ,  p o r  -  

e j e m p l o ,  u n  a n t i c u e r p o  a n t i - F S H  e s  l a  d e m o s t r a c i ô n  d e  q u e  

n o  s e  u n e  a  LH, TSH y  HCG m a r c a d a s ,  y  d e  q u e  l a  u n i ô n  c o n  

FSH m a r c a d a  no  e s  d e s p l a z a d a  p o r  LH, TSH y  HCG s i n  m a r c a r .  

En e l  c a s o  d e  qu e  s e  o b s e r v e  u n  d e s p l a z a m i e n t o  ( r e a c c i ô n  -  

c r u z a d a ) , s e  p o d r â  u s a r  e l  a n t i c u e r p o  s i  p r e v i a m e n t e  s e  l e  

n e u t r a l i z a  c o n  l a  h o r m o n a  q u e  i n t e r f i e r e ,  o s i  s e  a h a d e  e x  

c e s o  d e  é s t a  e n  t o d o s  l o s  t u b o s  d e l  e n s a y o ,

T o d o s  l o s  a n t i c u e r p o s  a n t i - F S H  s o n  d e s p l a z a d o s  de  

l a  u n i ô n  c o n  FSH, p o r  LH y  HCG, A i g u n o s  de  e l l o s ,  c u y a  -  

u n i ô n  c o n  FSH m a r c a d a  e s  t o t a l m e n t e  i n h i b i d a  p o r  LH o HCG, 

c o n t i e n e n  s ô l o  a n t i c u e r p o s  c o n t r a  l o s  g r u p o s  a n t i g ê n i c o s  -  

c o m u n es  a  l a s  h o r m o n a s  p o l i p e p t i d i c a s ,  m i e n t r a s  q u e  a q u é —  

l l o s  c u y a  u n i ô n  e s  p a r c i a l m e n t e  i n h i b i d a  p o r  LH o HCG, c o n  

t i e n e n  d o s  p o b l a c i o n e s  d e  a n t i c u e r p o :  u n a  c o n  g r u p o s  e s p e ­

c i f  i c o s  c o m u n e s ' a  FSH, LH o HCG y  o t r o s  e s p e c l f i c o s  d e  -  

FSH. Los  a n t i c u e r p o s  e s p e c l f i c o s  p u e d e n  n e u t r a l i z a r s e  a h a  

d i e n d o  HCG p u r a .
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I .  6 .  EVALUACION DEL ANTICUERPO PRODUCIDO

E l  d e s a r r o l l o  de  u n  r a d i o i n m u n o e n s a y o  e s p e c i f i ­

c o ,  p a r a  m e d i r  h o r m o n a s  e n  f l u i d o s  b i o l ô g i c o s  o c u a l  —  

q u i e r  s u s t a n c i a  q u i m i c a ,  r e q u i e r e  l a  o b t e n c i ô n  d e  a n t i ­

c u e r p o s  d e  g r a n  t i t u l o ,  a f i n i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d .  No -  

e x i s t e  n i n g û n  c r i t e r i o  a b s o l u t e  p a r a  c a d a  u n o  d e  e s t o s  

p a r â m e t r o s ,  c a d a  s u s t a n c i a  o f r e c e  p r o b l e m a s  muy p a r t i c u  

l a r e s  y  r e q u i e r e  u n  c r i t e r i o  e s p e c i a l . ,  La  p r o d u c c i ô n  -  

d e  a n t i c u e r p o s  e s p e c l f i c o s  p a r a  l a s  h o r m o n a s  p o l i p ê p t i -  

d a s  n o  h a  s i d o  f â c i l ,  d e b i d o  a  l a s  p r o p i e d a d e s  b i o l ô g i ­

c a s  e  i n m u n o l ô g i c a s  q u e  p o s e e n  e n  comûn y  s o n  l a  c a u s a  

d e  l a  h e t e r o g e n e i d a d  d e  s u s  a n t i c u e r p o s .

L a s  t r è s  c a r a c t e r l s t i c a s  a p u n t a d a s  a n t e r i o r m e n -  

t e ,  d e  t o d o  a n t i c u e r p o  m e r e c Q i u n a  d i s c u s i ô n .

a . -  T i t u l o .

Se d e f i n e  como l a  d i l u c i ô n  f i n a l  d e l  a n t i c u e r p o  

e s p e c i f i c o ,  e n  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o ,  n e c e s a r i a  p a r a  c o n  

s e g u i r  u n a  u n i ô n  d e t e r m i n a d a  d e l  a n t i g e n o  m a r c a d o  a l  a n  

t i c u e r p o ;  g e n e r a l m e n t e  s e  e l i g e  a q u é l l a  q u e  dé  u n  v a l o r  

d e  b/ f  = 1 , 0 .
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E l  t i t u l o  d e  u n  a n t i c u e r p o  e s p e c i f i c o  d e  u n a  h o r  

mona  a n t i g é n i c a  d e p e n d e  de  v a r i o s  f a c t o r e s .  ( 6 7 ) ;

1 ) E l  t a m a h o  m o l e c u l a r  y  l a  c o m p o s i c i ô n  d e  l a  
h o r m o n a  u s a d a  como a n t i g e n o .

2 ) La d u r a c i é n  d e  l a  i n m u n i z a c i ô n .

3 ) La d o s i s  t o t a l  d e  i n m u n ô g e n o .

4 ) La v i a  d e  a d m i n i s t r a c i ô n  a l  a n i m a l .

5 ) E l  g r a d o  d e  e x t r a h e z a  de  l a  h o rm o n a  i n y e c t a  
d a  a l  a n i m a l .  ~

En  g e n e r a l ,  p o l i p é p t i d o s  d e  g r a n  p e s o  m o l e c u l a r  

p r o d u c e n  t l t u l o s  g r a n d e s  e x c e p t e  e n  c a s o s  como l a  v a s o -  

p r e s i n a  y  l a  g a s t r i n a  ( 6 8 ,  6 9 ) ,  p o r  l o  q u e  l a  m a y o r i a  de  

l a s  h o r m o n a s  s e  c o n j u g a n  a  p r o t e i n a s  d e  p e s o  m o l e c u l a r  

g r a n d e  a n t e s  d e  i n y e c t a r l a s .

En  c a d a  to m a  d e  s a n g r e  d e l  a n i m a l  i n m u n i z a d o  s e  

d e b e  e v a l u a r  e l  t i t u l o  d e l  a n t i c u e r p o .  La f o r m a  e x p e r i  

m e n t a l  d e  h a c e r l o  e s  l a  c o n s t r u c c i ô n  de  C u r v a s  d e  T i t u -  

l a c i ô n ,  p a r a  l o  c u â l  s e  i n c u b a n  c o n c e n t r a c i o n e s  c o n s t a n  

t e s  d e l  a n t i g e n o  m a r c a d o  c o n  c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a b l e s  

d e l  a n t i c u e r p o .  P a r a  c a d a  d i l u c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  s e  -  

o b t i e n e  u n a  r e l a c i ô n  b/ f  d i s t i n t a ,  l o  q u e  p e r m i n t e  l a  -  

c o n s t r u c c i ô n  d e  u n a  g r â f i c a  como l a  r e p r e s e n t a d a  e n  l a  

F i g .  6 .
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En e l  e j e  d e  a b c i s a s  ^ e  r e p r e s e n t a n  l a s  d i f e r e n t e s  

d i l u c i o n e s  d e l  a n t i c u e r p o  y  e n  e l  d e  o r d e n a d a s  l a  r e l a c i ô n  

b / f  o b t e n i d a s  e n  c a d a  d i l u c i ô n .

P a r a  d e s a r r o l l a r  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  s e  e l i g e  —  

a q u e l l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i c u e r p o  q u e  c o r r e s p o n d a  a  u n  -  

b / f  = 1 . 0 ,  e s  d e c i r  a  u n a  u n i ô n  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  com—  

p r e n d i d o  e n t r e  40 y  60 %, e n  r e l a c i ô n  c o n  l a  c o n c e n t r a c i ô n  

t o t a l  d e  a n t i g e n o  m a r c a d o  ( r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l ) .

S a l v o  c a s o s  muy e s p e c i a l e s ,  no  d e b e  u s a r s e  t i t u l o s  

d e  a n t i c u e r p o s  m e n o r e s  q u e  1 : 2 0 ,  y a  qu e  a d e m â s  d e  t e n e r  -  

u n a  a v i d e z  b a j a ,  o f r e c e n  e l  i n c o n v e n i e n t e  d e  q u e  e n  e l  r a ­

d i o i n m u n o e n s a y o  s e  p r e c i s e  a n a d i r  é n o r m e s  c a n t i d a d e s  d e  —  

s u e r o  c o n  e l  c o r r e s p o n d i e n t e  r i e s g o  d e  i n t e r f e r e n c i a s  c o n  

h o r m o n a s  e n d ô g e n a s  o l a  p r e s e n c i a  d e  e n z i m a s  p r o t e o l l t i c o s  

q u e  p u e d e n  d a h a r  l a  h o r m o n a  m a r c a d a ,  como e n  e l  c a s o  d e  l a  

a n g i o t e n s i n a  I I .  ( 7 0 ) .
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D u r a n t e  l a  i n m u n i z a c i ô n  d e  u n  a n i m a l ,  e s  p r e c i s o  

h a c e r  g r â f i c a s  q u e  r e l a c i o n e n  e l  t i e m p o  e n t r e  c a d a  i n y e c  

c i ô n ,  l a  d o s i s  d e l  i n m u n ô g e n o  y  l o s  t i t u l o s  o b t e n i d o s  en  

c a d a  e t a p a ,  p a r a  t e n e r  u n  c o n t r o l  d e  l a  p o t e n c i a  a n t i g é ­

n i c a  d e l  a n i m a l  c o r r e s p o n d i e n t e .

b . -  A v i d e z  o a f i n i d a d  d e l  A n t i c u e r p o .

S e g û n  B e r s o n  y  YaEow ( 7 1 ) ,  p u e d e  d é f i n i r s e  como 

l a  p a r t e  d e s c e n d a n t e  d e  l a  c u r v a  d e  t i t u l a c i ô n  d e l  a n t i  

c u e r p o .  Es  d e c i r ,  e n  u n a  s e r i e  d e  c u r v a s  d e  t i t u l a c i ô n  

d e  d i f e r e n t e s  a n t i c u e r p o s ,  e l  d e  m a y o r  a v i d e z  o a f i n i d a d  

s é r i a  a q u é l  q u e  d i e s e  u n a  c u r v a  m a y o r  p e n d i e n t e .  Mâs —  

t a r d e  s e  h a  c o m p r o b a d o  q u e  e s t e  c r i t e r i o  e s  muy p o b r e  —  

^ G r e e n w o o d ,  1 . 9 6 9 )  (72 ) j ,  y a  q u e  no  e s p e c i f  i c a  n a d a  r e s —  

p e c t o  a  o t r a s  v a r i a b l e s  d e l  e n s a y o ,  como c o n c e n t r a c i ô n  -  

d e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a .

Un m é t o d o  mâs e x a c t e  p a r a  d é f i n i r  l a  a f i n i d a d  d e l  

a n t i c u e r p o  e s  r e a l i z a r  c u r v a s  d e  t i t u l a c i ô n  d e  u n  a n t i c u e r  

po  d e t e r m i n a d o ,  c o n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i ô n  d e  h o rm o n a  -  

m a r c a d a .  E l  a n t i c u e r p o  d e  m a y o r  a f i n i d a d ,  p r o p o r c i o n a  —  

u n a  m a y o r  s e p a r a c i ô n  e n t r e  e l l a s  q u e  e l  a n t i c u e r p o  d e  me­

n o r  a f i n i d a d ,  l o  q u e  s i g n i f i c a  q u e  e s  c a p a z  d e  d i s t i n g u i r
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G l a r a m e n t e  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  h o rm o n a  m a r c a d a ;  

l a  m in im a  c a n t i d a d  d e  é s t a  q u e  d é  u n a  c u r v a  s u f i c i e n t e m e n  

t e  s é p a r a d a  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  h o rm o n a  m a r c a d a  mâs —  

p r ô x i m a ,  s e  c o n s i d é r a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  ô p t i m a  a  u t i l i z a r  

e n  u n  e n s a y o  d e  m âxima s e n s i b i l i d a d  y  c o i n c i d e  c o n  l a  m i ­

n im a  c a n t i d a d  d e  h o rm o n a  c a p a z  d e  d e t e c t a r s e .  ( 7 3 )

T e n i e n d o  e n  c u e n t a  q u e  l a  i n t r o d u c c i ô n  d e  l o d o  —  

r a d i o a c t i v e  e n  l a  m o l é c u l a  d e  h o rm o n a  p u e d e  a l t e r a r  s u  —  

c o n f i g u r a c i ô n  y  p o r  t a n t o  s u s  d é t e r m i n a n t e s  a n t i g ê n i c o s ,  

l a  a f i n i d a d  e s  m a y o r  p a r a  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  q u e  p a r a  l a

n o  m a r c a d a  ( 7 3 ) ,  p o r  l o  q u e ,  e n  l a  p r â c t i c a ,  l a  s e n s i b i l i

d a d  s e r â  m e n o r  q u e  l a  t e ô r i c a m e n t e  s u p u e s t a .

En e l  c a s o  d e  q u e  s e a  p r e c i s o  e n s a y a r  u n  g r a n  n û  

m e ro  d e  a n t i c u e r p o s ,  s e  r e c o m i e n d a  h a c e r  c u r v a s  d e  t i t u l a  

c i ô n  c o n  y  s i n  a d i c i ô n  d e  u n a  p e q u e h a  c a n t i d a d  d e  h o r m o ­

n a  n o  m a r c a d a .  E l  a n t i c u e r p o  mâs â v i d o  s e r â  e l  q u e  d é  s e  

p a r a c i o n e s  m a y o r e s  e n t r e  l a s  c u r v a s .  ( 7 3 )

La u n i ô n  d e l  a n t i g e n o  c o n  e l  a n t i c u e r p o ,  p a r e c e  -

o b e d e c e r  a  l a  l e y  d e  a c c i ô n  d e  m a s a s  ( 7 4 , 7 5 ) .  P a r a  p o d e r

a p l i c a r  e s t a  l e y ,  h a y  q u e  s u p o n e r  q u e  l o s  d o s  s i t i o s  d e  -  

c o m b i n a c i ô n  i d é n t i c o s  q u e  p o s e e  e l  a n t i c u e r p o  f u n c i o n a n  -  

i n d e p e n d i e n t e m e n t e  y  q u e  p o s e e n  l a  misma a f i n i d a d  y  —
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e s p e c i f i c i d a d  p a r a  e l  a n t i g e n o .  S e g û n  e s t a s  h i p ô t e s i s  

p o d e m o s  e s c r i b i r  l a  r e a c c i ô n :

Ab + H  -----> Ab-H
-y—  ■

S i e n d o :

Ab= s i t i o s  d e  u n i ô n  l i b r e s  d e l  a n t i c u e r p o .

H = h o r m o n a  l i b r e ,  y  Ab-H = a n t i c u e r p o  u n i d o  a 
l a  h o r m o n a ,

1 [ Â b - l Q
La  c o n s t a n t e  d e  a s o c i a c i ô n  e s :  K=

K:

T M  [H ]
y  s i e n d o  | A b ° | =  c o n c e n t r a c i ô n  m o l a r  t o t a l _  de  l o s _  s i t i o s

d e  u n i ô n  d e l  a n t i c u e r p o = j j ^ b ^  +

y  I fT j  = c o n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i g e n o  l i b r e  = F

[~Ab-H I = c o n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i g e n o  u n i d o  a l  a n t i  
c u e r p o  = B “

R e s u l t a r i a :

K = B y  p o r  t a n t o

[^ b g  b/ fJ

b/ f  = K r ^ b ' ^ -  B

Lo q u e  d e m u e s t r a  qu e  l a  r e l a c i ô n  B /F  e s  u n a  f u n ­

c i ô n  l i n e a l  d e  B. E s t e  t i p o  d e  l i n e a l i z a c i ô n e s  de  p r i —  

m e r  o r d e n ,  f u ê  i n t r o d u c i d o  p o r  S c a t c h a r d  ( 2 1 )  y  a p l i c a d a  

a l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  p o r  B e r s o n  y  Y a ïb w  ( 7 1 ,  2 0 ) ,  La  c o n s  

t a n t e ,  K, e n  e s t a  e c u a c i ô n  r e p r é s e n t a  l a  a f i n i d a d  d e l  —
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a n t i c u e r p o :  Ab, De e s t a  m a n e r a ,  po d em o s  o b t e n e r  d e  u n a  mane 

r a  g r â f i c a  e l  v a l o r  d e  l a  a f i n i d a d ,  r e p r e s e n t a n d o  b/ f  e n  f u n  

c i ô n  d e  B ; l a  p e n d i e n t e  d e  l a  r e c t a  o b t e n i d a  n o s  d a r â  e l  v a ­

l o r  d e  K o a f i n i d a d  d e l  a n t i c u e r p o .

c . -  E s p e c i f i c i d a d o

Una v e z  d e t e r m i n a d o  e l  t i t u l o  y  l a  a f i n i d a d  d e l  a n t i  

c u e r p o  h a y  q u e  c o n t r o l a r  s u  e s p e c i f i c i d a d .  T e ô r i c a m e n t e ,  e n  

u n  a n t i c u e r p o  p r o d u c i d o  p o r  i n m u n i z a c i ô n  c o n  u n a  h o r m o n a  p u e  

d e n  c o e x i s t i r  a n t i c u e r p o s  e s p e c l f i c o s  p a r a  o t r a s  d i f e r e n t e s , 

e s  d e c i r ,  u n  a n t i c u e r p o  c a p a z  d e  u s a r s e  e n  u n  r a d i o i n m u n o e n ­

s a y o  e s p e c i f i c o  d e  u n a  d e t e r m i n a d a  h o r m o n a ,  p u e d e  t e n e r  c a p a  

c i d a d  d e  u n i r s e  t a m b i é n  c o n  o t r a  h o r m o n a  d i f e r e n t e  m a r c a d a  o 

no  m a r c a d a .  ( 6 5 )

La  e s p e c i f i c i d a d  d e  c o m p e t i c i ô n  c o n  l a  c o n c e n t r a c i ô n  

d e  a n t i c u e r p o  q u e  d e  u n a  u n i ô n  d e l  50% c o n  l a  h o r m o n a  m a r c a ­

d a  qu e  s e  d e s e a  m e d i r , E l  e s q u e m a  d e  l a  F i g u r a  7 r e p r é s e n t a  

u n  a n t i c u e r p o  h e t e r o g é n e o  q u e  p u e d e  u s a r s e  e n  u n  r a d i o i n m u —  

e n s a y o  e s p e c i f i c o  p a r a  :

Ab, H,1 1
Ab_2 2
Ab, H,5€

3 3
Ab, H,4 4
Ab^

5 5

+ %3 *

F i g .  7 R e p r e s e n t a c i ô n  e s q u e m â t i c a  d e  u n  a n t i c u e r p o  c a p a z  d( 
u s a r s e  e n  u n  R a d i o :

I Od e l l  y  c o l  ( 6 5 ) [

u s a r s e  e n  u n  R a d i o i n m u n o e n s a y o  e s p e c i f i c o  p a r a  -
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E l  Ab^ r e a c c i o n a  c o n  H^, p e r o  e s t a  i n t e r a c c i ô n  e s ­

t é  i n f l u i d a  p o r  l a  i n h i b i c i ô n  c o m p e t i t i v a  d e  o t r a s  h o rm o —  

n a s ,  qu e  p u e d e n  e s t a r  p r é s e n t e s  e n  e l  e n s a y o .  ( 6 5 )

L a s  s u s t a n c i a s  q u e  o f r e z c a n  c u r v a s  s t a n d a r d s  e n  u n  

r a d i o i n m u n o e n s a y o ,  i d é n t i c a s  o s i m i l a r e s  s o n  i n m u n o l ô g i c a -  

m e n t e  muy p a r e c i d a s ,  s i n  e m b a r g o  s u s t a n c i a s  b i o l d g i c a m e n —  

t e s  i d é n t i c a s  p u e d e n  t e n e r  u n  c o m p o r t a m i e n t o  i n m u n o l ô g i c o  

muy d i f e r e n t e  y  n o  i n t e r f e r i r s e  e n  s u  v a l o r a c i ô n .

P o r  e j e m p l o ,  e n  u n  r a d i o i n m u n o e n s a y o  e s p e c i f i c o  de  

t i r o t r o p i n a  h u m a n a ,  l a  t i r o t r o p i n a  d e  o t r a s  e s p e c i e s  como -  

p e r r o ,  r a t a ,  y  c o n e j o ,  a u n q u e  t e n g a n  p r o p i e d a d e s  b i o l ô g i c a s  

muy s i m i l a r e s ,  no  i n t e r f i e r e n  e n  e l  e n s a y o  ( 7 6 )  . S i n  em—  

b a r g o ,  l a s  h o r m o n a s  HCG y  LH, que  no  p o s e e n  a c t i v i d a d  b i o ­

l ô g i c a  s i m i l a r  a  l a  t i r o t r o p i n a  h u m a n a ,  i n t e r f i e r e n  e n  e l  

r a d i o i n m u n o e n s a y o  d e  é s t a .  ( 7 7 )

En  l a s  d i v e r s a s  e t a p a s  d e  i n m u n i z a c i ô n  de  u n  a n i —  

m a l ,  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e  u n  a n t i c u e r p o  p u e d e  v a r i a r ,  como 

d e m o s t r ô  e x p e r i m e n t a l m e n t e  O d e l l ,  e n  l a  v a l o r a c i ô n  d e  u n  -  

a n t i c u e r p o  e s p e c i f i c o  a n t i - F S H .  (7 8 )
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D e b i d o  a  q u e  a i g u n o s  a n t i c u e r p o s  p r e s e n t a n  r e a c c i ô n  

d e  c r u c e  c o n  TSH ( 7 9 ) ,  d e b e  c o n t r o l a r s e  e l  d e s p l a z a m i e n t o  -  

d e  l a  u n i ô n  c o n  FSH m a r c a d a  p o r  TSH s i n  m a r c a r ,

Los  a n t i c u e r p o s  a n t i - L H  y  A n t i -H C G  qu e  r e a c c i o n e n  -  

c o n  FSH, d e b e n  d e r e c h a z a r s e ,  p u e s  s u  n e u t r a l i z a c i ô n  c o n  FSH 

p u r a  e s  i m p o s i b l e  d e b i d o  a  s u  e s c a s e z .  ( 8 0 )  T a m b ié n  e n  e s ­

t o s  a n t i c u e r p o s  d e b e  d e  c o n t r o l a r s e  e l  d e s p l a z a m i e n t o  c o n  -  

TSH.

A i g u n o s  a u t o r e s  como C a t t  ( 8 l ) , S a x e n a  ( 8 2 ) ,  D o l a i s  

( 8 3 ) ,  d e b i d o  a  l a  r e a c c i ô n  c r u z a d a  d e  LH y  HCG, u t i l i z a n  -  

a n t i c u e r p o s  a n t i - H C G  p a r a  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  d e  LH.
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I .  7o CONCERTOS BASICOS PE RADIOACTIVIDAD 

I s o t o p o s :

Son a t o m o s  q u e  s e  d i f e r e n c i a n  s o l a m e n t e  e n  e l  

n u m é r o  d e  n e u t r o n e s  e x i s t e n t e s  e n  e l  n u c l e o . -  

P a r a  d i f e r e n c i a r l e s  s e  e m p l e a  u n  n u m é ro  e s c r i  

t o  e n  l a  p a r t e  d e  a r r i b a ,  a n t e s  d e l  s i m b o l o  -  

q u i m i c o  d e l  e l e m e n t o ,  q u e  r e p r é s e n t a  e l  numé­

r o  d e  p r o t o n e s  mâs e l  n û m e ro  d e  n e u t r o n e s .

T i p o s  d e  p a r t i c u l a s  r a d i o a c t i v e s :

A l f a ,  B e t a  y  Gamma. En e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o  

d e  FSH y  LH s e  u t i l i z a n  l a s  p a r t i c u l a s  a l f a  -

p r o c e d e n t e s  d e  l a  d e s i n t e g r a c i ô n  d e  l o s  i s ô t o
125  ~  p o s  I  p a r a  d e t e c t a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  e x i s

t e n t e  e n  e l  c o m p l e j o  h o rm o n a  m a r c a d a - a n t i c u e r

p o .

V i d a  m e d i a :

Es  e l  t i e m p o  n e c e s a r i o  p a r a  l a  d e s i n t e g r a c i ô n  

d e  l a  m i t a d  d e  l a  a c t i v i d a d  i n i c i a l  d e  u n  r a ­

d i o  n ü c l i d o ,  y  v i e n e  d a d o  p o r  l a  e x p r e s i ô n :

t  y = 0 , 6 9 3 , s i e n d o  / t  l a  c o n s t a n t e  d e  d e -  
^  A  d e s i n t e g r a c i ô n  n u c l e a r

= -  d N (N= n u m é r o  d e  n û c l e o s  p r e s e n
d t  t e s  e n  u n  t i e m p o  t ) .

U n i d a d e s  e m p l e a d a s :

De a c t i v i d a d :  e l  c u r i o  ( = 3 , 7  x  1 0 ^ ^  d e s i n t e — 

g r a c i o n e s  p o r  s e g u n d o .
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De e n e r g i a :  e l  e l e c t r ô n  v o l t i o  ( e V ) ,  q u e  e s  

l a  e n e r g i a  c i n é t i c a  a d q u i r i d a  p o r  u n a  p a r t i  

c u l a  a l  s e r  a c e l e r a d a  p o r  u n a  d i f e r e n c i a  de  

p o t e n c i a l  d e  u n  v o l t i o .

De a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a :

Se  d e f i n e  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  como l a  c a n ­

t i d a d  d e  r a d i o a c t i v i d a d  e x i s t e n t e  e n  u n a  —  

p r e p a r a c i ô n  d e  u n  i s ô t o p o ;  l a  u n i d a d  q u e  s e  

e m p l e a ,  p a r a  su  e x p r e s i ô n  e n  l a  r e l a c i ô n  e n  

t r e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  y  e l  p e s o  d e  l a  m ez—  

c i a  t o t a l  d e  i s ô t o p o s  r a d i o a c t i v e s  y  e s t a —  

b l e s  d e l  e l e m e n t o  e n  c u e s t i ô n :  m C i  /  mg,

o ,  }x C i  /  )Ag.
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I .  8 .  MARCA JE  0 lODACION DE POLIPEPTIDOS

a . -  Q u i m i c a  d e  l a  i o d a c i ô n .

E l  p r o c e s o  d e  l a  i o d a c i ô n  c o n s i s t e  e n  l a  i n t r o d u c  

c i ô n  d e  â t o m o s  d e  u n  i s ô t o p o  r a d i o a c t i v o  e n  l a s  m o l é c u l a s  

d e  u n  p o l i p é p t i d o .  C uando  e l  i s ô t o p o  u s a d o  e s  l o d o ,  s e  -  

v e r i f i c a  u n a  s u s t i t u c i ô n  e n  e l  r e s i d u o  t i r o s i l  d e l  p o l i ­

p é p t i d o  q u e  s e  m a r c a  ( 8 4 ,  8 5 ) .  Se  h a  p o d i d o  c o m p ro —  

b a r  q u e  e n  e l  c a s o  d e  e x c e s o  d e  l o d o ,  u n a  v e z  s a t u r a d o  —  

l o s  r a d i c a l e s  t i r o s i l ,  e l  l o d o  a t a c a  l o s  r e s i d u o s  de h i s -  

t i d i l ;  é s t o  e x p l i c a  e l  p o r q u é  s u s t a n c i a s ,  como PTH ( p a r a -  

t o r m o n a )  s i n  r a d i c a l e s  t i r o s i n a  p u e d e n  m a r c a r s e  con  l o d o  

r a d i o a c t i v o .  L os  r e s i d u o s  t i r o s i l  s o n  mâs f a c i l e s  d e  mar  

c a r  q u e  l o s  h i s t i d i l .

La r e a c c i ô n  t r a n s c u i r e  d e l  modo s i g u i e n t e :

En s o l u c i ô n  a c u o s a :  I ^  + 0  — — >  21 +

R ( 2 )  }  OH + Hg 0 R / ^ O j >  ° "  + ^ 3 ° ' ’

De e s t e  modo s e  s u c e d e n  d o s  e t a p a s :
________ I

ĤOÎ + R ^  Q y~ —̂ R G+H+HgO

______ I
HgOI+ + R  > R < f Ô ~ /  Ô+H+HgO

I
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E s t e  m e c a n i s m o  s e  a j u s t a  a  l a  e v i d e n c i a  e x p e r i ­

m e n t a l  d e l  m a r c a j e  e n  u n  m e d io  â c i d o  y  p u e d e n  a p l i c a r s e  

a  u n  m e d i o  d e  pH 7 . -  F r e e d l e n d e r  ( 1 9 6 9 )  ( 8 6 ) ,  c o n f i r m é

q u e  e l  pH ô p t i m o  p a r a  l a  s u s t i t u c i ô n  d e  â t o m o s  d e  l o d o  

e n  m o l é c u l a s  d e  p o l i p é p t i d o s  e s  7 , 5 .

En l a  r e l a c i ô n  a n t e r i o r ,  l a  i n t r o d u c c i ô n  d e  u n  -  

s e g u n d o  â to m o  d e  l o d o  e s  m i s  r â p i d o  q u e  l a  d e l  p r i m e r o ,  

l o  q u e  e s t â  d e  a c u e r d o  c o n  l a  h i p ô t e s i s  d e  qu e  l a  r e a c -  

c i ô n  d e p e n d e  d e  i o n e s  t i r o s i l a t o s  . En c o n d i c i o n e s  norm a  

l e s  d u r a n t e  e l  m a r c a j e ,  s e  p u e d e n  a f e c t a r  l o s  g r u p o s  h i s  

t i d i n a  y  d e s t r u i r  l o s  t r i p t ô f a n o s .  En e l  c a s o  d e  m o l é ­

c u l a s  d e  h i s t i d i n a  e l  m a r c a j e  s e  r e a l i z a  d e  l a  f o r m a  s i  

g u i e n t e :

+

R

N

R

N

N

E l  m a r c a j e  d e  h i s t i d i n a  e s  i m p o r t a n t e  e n  e l  c a ­

s o  d e  p é p t i d o s  s i n  r e s i d u e s  d e  t i r o s i n a .

b . -  M é to d o s  d e  i o d a c i é n .

L o s  m é t o d o s  d e  i o d a c i é n  s e  d i f e r e n c i a n  e n  l o s  -  

r é a c t i v é s  e m p l e a d o s  e n  l a  o x i d a c i é n  d e l  i s é t o p o  r a d i o a c  

t i v o  p r é s e n t e  e n  f o r m a  d e  l o d u r o  e n  l o d o  l i b r e ,  >]ue y a
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e s  c a p a z  d e  r e a c c i o n a r  c o n  l a s  m o l é c u l a s  d e  p r o t e l n a  o -  

p o l i p é p t i d o s  como s e  h a  i n d i c a d o  e n  l a  r e a c c i ô n  a n t e r i o r .

En e l  a h o  1 . 9 5 6  B e r s o n  y  c o l .  ( 6 )  u s a r o n  n i t r i t o

1 31s ô d i c o ,  como a g e n t e  o x i d a n t e  y  I  e n  u n a  c a n t i d a d  d e  -  

30 a  80 mCi.  P a r a  r e m o v e r  l a  s a l  u s a r o n  d i â l i s i s  y  p a r a  

s e p a r a r  l o s  p r o d u c t o s  d a h a d o s  d e  l a  r e a c c i ô n  u n a  c o lu m n a  

d e  c e l u l o s a .  Me. F a r l a n e  ( 8 7 )  m o d i f i e d  l a  t é c n i c a  e m p l e -  

a n d o  m o n o c l o r o  d e  l o d o ,  a n t e s  d e  m e z c l a r l o  c o n  l a  p r o t e i n a  

E s t e  m é t o d o  f u é  p u e s t o  e n  m a r c h a ,  como u n a  m i c r o t é c n i c a  -  

( 8 8 ) . P o s a  y  c o l .  ( 8 9 )  d e m o s t r a r o n  l a  f a c i l i d a d  d e  l a  c o n -  

v e r s i ô n  e l e c t r o l î t i c a  d e  l o d u r o  a  l o d o .

A p e s a r  d e  l a s  v e n t a j a s  t é c n i c a s  q u e  o f r e c e  e s t e  

t i p o  d e  m a r c a j e  y  d e l  p o c o  d e t e r i o r o  q u e  c a u s a  a  l a s  p r o -  

t e i n a s ,  n o  s e  h a  u s a d o  c o n  mucha  f r e c u e n c i a .

H u n t e r  y  c o l . ,  e n  1 . 9 6 2 ,  ( 9 0 )  e m p l e a r o n  c l o r a m i -

n a - T  como a g e n t e  o x i d a n t e  e n  e l  p a s o  d e  c o n v e r s i o n  d e  —

1 31l o d u r o  a  l o d o  , U sa n d o  2 mCi d e  I  m a r c a r o n  HCG consi^  

g u i e n d o  u n a  r a d i o a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  a l t a  ( 9 l ) .  A c t u a l  

m e n t e  e s t e  m é t o d o  e s  e l  q u e  s e  u t i l i z a  n o r m a l m e n t e  p a r a  

m a r c a r  p r o t e l n a s  y  p o l i p é p t i d o s ,  p u e s  r e d u c e  l a  r a d i o a c ­

t i v i d a d  e m p l e a d a  y  s e  c o n s i g u e n  r e n d i m i e n t o s  t a n  a l t o s  -
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como 95% c o n  r a d i a c t i v i d a d e s  é s p e c i f i c a s  d e  mas d e  -  

1 . 0 0 0  u C i / u g  e n  a l g u n o s  c a s o s .  P a r a  l a  m a y o r  p a r t e  -  

d e  l a s  h o r m o n a s  p o l i p é p t i d a s  e s  s u f i c i e n t e  m a r c a r  —  

c o n  1 mCi.  d e  r a d i o a c t i v i d a d .  La r e a c c i ô n  d e  o x i d a —  

c i ô n  p u e d e  • p a r a r s e  p o r  d i a l i s i s ,  p o r  t r a n s p o r t e  d é  

l o s  r e a c t i v o s  a  u n a  c o lu m n a  d e  r é s i n a  ( A m b e r l i t e  —  

I R - 4 B )  o p o r  l a  a d i c i ô n  d e  m e t a b i s u l f i t o .  (91 )

E l  m a r c a j e  p o r  m e d io  d e  u n a  e n z im a  p r o c e d e n  

t e  d e  u n  e x t r a c t o  d e  l e c h e  f u é  i n t r o d u c i d o  p o r  K e s -  

t o n  e n  1 . 9 6 4  ( 9 2 ) .  Mas t a r d e ,  M a r c h a l o n i s  ( 1 . 9 6 9 )  -  

( 9 3 )  d e m o s t r ô  q u e  l a  e n z i m a  l a c t o p e r o x i d a s a ,  e x t r a ^  

da  d e  l a  l e c h e ,  d i l u i d a  e n  p e r ô x i d o  d e  h i d r ô g e n o  en  

u n  b u f f e r  d e  f o s f a t o  a  pH 7 , 3  c a t a l i z a b a  l a  i o d a c i ô n  

d e l  r a d i c a l  t i r o x i n a .  La o p t i m i z a c i ô n  d e l  pH r e p ^ r -  

t a d a  p o r  M o r r i s o n  y  c o l . ,  ( 9 4 )  p a r a  e s t a  r e a c c i ô n ,  

q u e  r e s u l t ô  s e r  pH 5 , 0 .  E s t e  m é t o d o  s e  h a  a p l i c a d o  

p a r a  a l g u n a s  p r o t e l n a s  i n e s t a b l e s ,  q u e  r e s u l t a b a n  -  

muy d e t e r i o r a d a s  a l  m a r c a d a s  p o r  e l  m é t o d o  d e  C l o r a  

m i n a - T  ( 9 5 ) .

En l o s  û l t i m o s  t r è s  a h o s  s e  h a  d e s a r r o l l a d o  

u n  m é t o d o  d e  m a r c a j e  p o r  c o n j u g a c i ô n  c o n  u n  a g e n t e  

a c e t i l a d o  m a r c a d o  c o n  l o d o  r a d i a c t i v o ,  ( 9 6 )  q u e  p e r  

m i t e  m a r c a r  s u s t a n c i a s  p o l i p e p t i d i c a s  q u e  no  c o n t i e  

n e n  r e s i d u o s  d e  t i r o s i n a  e n  su  m o l é c u l a .
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c . -  S e p a r a c i ô n  d e l  i o d o  n o  r e a c t i v o  y  d e  l o s  p r o d u c t o s  
d e t e r i o r a d o s .

R e a l i z a d a  l a  i o d a c i ô n  e s  n e c e s a r i o  s e p a r a r  l a  

p r o t e i n a  m a r c a d a  d e l  i o d o  r a d i a c t i v o  q u e  no  h a  r e a c c i o  

n a d o  y  d e  l o s  p r o d u c t o s  d e  d e g r a c i ô n  d e  l a  p r o t e i n a  r e  

s u i t a n t e s .

E x i s t e n  m u c h a s  t é c n i c a s  d e  s e p a r a c i ô n  como:  —  

F i l t r a c i ô n  e n  S e p h a d e x ,  B i o - g e l ,  c r o m a t o g r a f i a  d e  a b —  

s o r c i ô n  a  c i e r t o s  s i l i c a t e s  (Q u s o  G . 3 2 ) .  A l g u n o s  a u t o  

r e s  e m p l e a n  t é c n i c a s  e l e c t r o f o r é t i c a s  c o n  p o l i a c r i l a m i  

d a  o a l m i d ô n .

T o d a s  e s t a s  t é c n i c a s  s e  b a s a n  e n  l a s  d i f e r e n —  

t é s  p r o p i e d a d e s  f i s i c a s  y  q u i m i c a s  d e  l o s  p r o d u c t o s . A l  

s e p a r a r  d i v e r s a s  m o d a l i d a d e s  p u e d e n  s e r  i n t r o d u c i d a s  -  

p a r a  c a d a  p o l i p é p t i d o  e n  p a r t i c u l a r ,  q u e  i n c l u s e  p u e d e n  

v a r i a r  d e  l a b o r a t o r i o  e n  l a b o r a t o r i o .

d . -  E l e c c i ô n  d e l  I s ô t o p o  R a d i o a c t i v e .

131E l  I ,  q u e  s e  o b t i e n e  c o m e r c i a l m e n t e ,  e s  p r o -

d u c i d o  p o r  e l  b o m b a r d e o  c o n  n e u t r o n e s  d e l  T e l u r i o  n a t u -

131r a l  y  c o n t i e n e  d e l  20 a l  25% d e  I ,  s i e n d o  e l  r e s t e
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127 129  131I  y  I .  A u n q u e  l a  c u a l i d a d  d e l  I  p r o d u c i d o  p o r  f i -

s i 6 n  da  m a y o r  a b u n d a n c i a  i s o t ô p i c a ,  p r o d u c e  m a y o r  d e t e r i o ­

r o  e n  e l  m a r c a j e .  En l a  i o d a c i ô n  d e  h o r m o n a s  p o l i p e p t i d i —  

1 31c a s ,  e l  I  p r o d u c e  h o r m o n a s  m a r c a d a s  d e  g r a n  a c t i v i d a d  -  

e s p e c i f i c a ,  como l o  d e m o s t r a r o n  F r e e d l e n d e r  ( 8 6 )  y  Y a l l o w  

y  B e r s o n  ( 9 7 ) .

1 25
E l  I  s e  o b t i e n e  c o m e r c i a l m e n t e  e n  e s t a d o  l i b r e ,

i r r a d i a n d o  X e l e n i o ,  y  c o n t i e n e  u n a  a b u n d a n c i a  i s o t ô p i c a  —

d e l  95%. Su d e c a i m i e n t o  e s ,  p r i n c i p a l m e n t e ,  p o r  c a p t u r a  —

e l e c t r o n i c a  c o n  r a d i a c i o n e s  X d e  b a j a  e n e r g i a ,  m i e n t r a s  —

1 31q u e  e l  I  e m i t e  p a r t i c u l a s  a  c u a t r o  n i v e l e s  d e  e n e r g i a ,

1 25
l o  q u e  c o n s t i t u y e  u n a  v e n t a j a  e n  l a  e l e c c i ô n  d e  I ,  y a  -

q u e  p r o d u c e  u n a  m e n o r  r a d i a c i ô n  e n  e l  a m b i e n t e .

P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  v i d a  m e d i a  d e l  i s ô t o p o  y l a  -  

e f i c a c i a  d e l  c o n t a d o r  e m p l e a d o  e n  s u  m e d i c i ô n ,  s o n  f a c t o r e s  

q u e  v a n  a  i n f l u i r  e n  s u  e l e c c i ô n .  En c u a n t o  a  l a  e f i c a c i a ,

l a  m a y o r i a  d e  l o s  s i s t e m a s  d e  c o n t a j e  d e  r a d i a c i o n e s  s o n  -

125 131
m i s  e f i c a c e s  p a r a  I  q u e  p a r a  I ,  y a  q u e  e s t e  u l t i m o  -

p r o p o r c i o n a  80 f o t o n e s  p o r  100 d e s i n t e g r a c i o n e s ,  m i e n t r a s  

125
q u e  e l  I  d a  114  f o t o n e s .

1 25La l a r g a  v i d a  m e d i a  d e l  I  ( 6 0  d i a s  e n  c o m p a r a  

1 31c i ô n  c o n - l a  d e l  I ,  d e  8 d i a s )  h a c e  p o s i b l e  e l  m a n t e n i —  

m i e n t o  d e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  e n  e l  c o n g e l a d o r  p a r a  s u  u s o  

e n  m u l t i p l e s  e n s a y o s .



La s e n s i b i l i d a d  d e  l o s  e n s a y o s  s e  i n c r e m e n t a  c o n  

125
e l  u s o  d e  I ,  p u e s  s e  r e q u i e r e  m e n o r  c a n t i d a d  d e  ho rm o

1 2 5 ^  131-,n a  m a r c a d a  c o n  I  q u e  c o n  I  p a r a  t e n e r  u n  mismo c o n

t a j e .

T o d o s  e s t o s  f a c t o r e s  c i t a d o s  f a v o r e c e n  e l  e m p l e o

125
d e  I  e n  l a  i o d a c i ô n  d e  p o l i p é p t i d o s .

Un f e n ô m e n o  muy i n t e r e s a n t e , a  t e n e r  t a m b i é n  e n  -  

c u e n t a ,  e s  e l  d e f i n i d o  p o r  Y a l o v  y  B e r s o n  ( 9 8 )  como " d e ­

c a y  c a t a s t r o p h e " ,  q u e  o c u r r e  e u a n d o  d o s  â t o m o s  de  l o d o  -  

r a d i a c t i v o  e s t â n  p r é s e n t e s  e n  d i f e r e n t e s  s i t i o s  d e n t r o  -  

d e  l a  m isma m o l é c u l a  d e l  p o l i p é p t i d o ;  e n  e s t a s  c o n d i c i o -  

n e s  h a y  g r a n  p r o b a b i l i d a d  d e  q u e  l a s  m o l é c u l a s  s e  a l t e r e n

p o r  d e s i n t e g r a c i o n e s  q u e  o c u r r a n  e n  e l  â t o m o .  D e b i d o  a

125l a  m a y o r  a b u n d a n c i a  i s o t ô p i c a  d e  I ,  l a  p r o b a b i l i d a d  -

d e  s u s t i t u c i ô n  d e  d o s  â t o m o s  d e  l o d o  e n  l a  misma m o l é c u -

131l a  s e r â  m a y o r  q u e  e n  e l  c a s o  d e  I .  Como e j e i . p i o  p u e -

125
d e  c i t a r s e  e l  c a s o  d e  ACTH m a r c a d a  c o n  I ,  q u e  t i e n e  -

m a y o r  d e t e r i o r o  e n  s u  a l m a c e n a m i e n t o  q u e  e l  m a r c a d o  co n  

131 I ,  d e t e r i o r o  q u e  s e  m a n i f i e s t a  e n  u n a  p é r d i d a  d e  su  -  

c a p a c i d a d  d e  u n i ô n  p o r  s u  a n t i c u e r p o .  ( 9 9 )

e . -  D e t e r i o r o  p r o d u c i d o  e n  l a  I o d a c i ô n .

En l o s  p r i m e r o s  e n s a y o s  r e a l i z a d o s  c o n  3 0 - 8 0  mCi
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131d e  I  e l  d e t e r i o r o  e r a  s i m i l a r  a l  p r o d u c i d o  p o r  i r r a -  

d i a c i ô n  c o n  r a y o s  X o c o n  r a d i o  ( l O O ) .  A c t u a l m e n t e ,  d e  

b i d o  a  q u e  s e  u s a n  muy p e q u e h a s  c a n t i d a d e s  d e  r a d i o a c t i  

v i d a d  ( l - 2 m C i ) ,  n o  e x i s t e  e l  p r o b l e m a  d e  d e t e r i o r o  p o r  

r a d i a c i ô n .  S i n  e m b a r g o  l a  i n t r o d u c c i ô n  d e  l o d o  r a d i o a c  

t i v o  o l o d o  " f r i o "  e n  e l  a n i l l o  a r o m â t i c o  d e  t i r o s i n a  -  

p u e d e  c a u s a r  d a n o s ,  p r o d u c i d o s  p o r  c a m b i o s  e s t r u c t u r a -  

l e s ,  q u e  d i s m i n u y a n  l a  a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  e  i n m u n o l ô g i  

c a  d e  l a  h o r m o n a  e  i n c l u s o  i n h i b i r l a  t o t a l m e n t e  ( 9 1 ) .

E s t o s  e f e c t o s  s e  o b s e r v a r o n  s u s t i t u y e n d o  c a n t i -  

d a d e s  c r e c i e n t e s  d e  l o d o  " f r i o "  ( e n  f o r m a  d e  l o d u r o  p o -  

t â s i c o )  c o n  u n a  p e q u e h a  c a n t i d a d  d e  l o d o  r a d i o a c t i v e  y  

d e t e r m i n a n d o  e l  mâximo l o d o  q u e  p u e d e  s u s t i t u i r s e  s i n  -  

que. h a y a  a l t e r a c i ô n  de  l a  i n m u n o r e a c t i v i d a d  d e  l a  horm o 

n a .  O t r o s  c o m p u e s t o s  u s a d o s  e n  e l  m a r c a j e  p u e d e n  t a m ­

b i é n  d a h a r  e l  p o l i p é p t i d o ;  YaUow y  c o l . ,  ( l O l )  c o m u n i c a

125
r o n  q u e  l a  i n c u b a c i ô n  d u r a n t e  u n o s  m i n u t e s  d e  I  -HCG

c o n  c l o r a m i n a - T  e n  l a  c o n c e n t r a c i ô n  u s a d a  d u r a n t e  e l  m ar

c a j e ,  p r o d u j o  u n  t a n t e  p o r  c i e n t o  muy e l e v a d o  d e  d e t e r i o

r o  d e  l a  h o r m o n a .  La e x p o s i c i ô n  d e  o x i t o c i n a  a  M e t a b i -

s u l f i t o  s ô d i c o  p r o v o c ô  u n a  a l t e r a c i ô n  e n  l a  m i g r a c i ô n  d e  

131I  - o x i t o c i n a  d u r a n t e  l a  c r o m a t o g r a f î a  e n  c a p a  f i n a .  —  

( 102)
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La c a l i d a d  d e l  i s ô t o p o  r a d i o a c t i v e  e s  t a m b i é n  -  

u n  f a c t o r  muy i m p o r t a n t e  a  c o n s i d e r a r ,  ( l 0 2 ) .  S i  e l  —  

l o d o  r a d i o a c t i v e  c o n t i e n e  c a n t i d a d e s  p e q u e h a s  d e  s u l f i i o  

p a r a  m a n t e n e r l o  e n  u n  e s t a d o  r e d u c i d o ,  p o r  l o  q u e  a l  c a b o  

d e l  t i e m p o ,  c u a n d o  s e  p r o c é d a  a  l a  r e a c c i ô n  d e  m a r c a j e ,  -  

p u e d e  c o n t e n e r  s u l f a t e  q u e  o x i d a r i a  e l  l o d o  a  l o d a t o  e  im 

p o s i b i l i t a r î a  l a  r e a c c i ô n .  A ûn  n o  s e  c o n o c e n  l a s  i m p u r e  

z a s  q u e ,  a l  e s t a r  p r é s e n t e s  e n  l a  s o l u c i ô n  d e l  i s ô t o p o  -  

r a d i o a c t i v e ,  p r o v o c a n  e l  d e t e r i o r o  e n  l a  i o d a c i ô n .

f . -  D e t e r m i n a c i ô n  d e l  d e t e r i o r o  d e  l o s  p é p t i d o s  m a r c a d o s .

La c a n t i d a d  d e  d e t e r i o r o  p r o d u c i d o  d u r a n t e  e l  m a r c a ­

j e  p u e d e n  d e t e r m i n a r s e  p o r  m é t o d o s  f l s i c o s  y  p o r  in m u n o —  

r e a c t i v i d a d .

M é t o d o s  f l s i c o s .

E l  m é t o d o  c r o m a t o e l e c t r o f o r é t i c o  d e  B e r s o n  y  c o l . ,  

( 6 )  e s  u n a  t é e n i c a  b u e n a  p a r a  l a  s t a n d a r i z a c i ô n  d e  l a  -  

e v a l u a c i ô n  d e l  d e t e r i o r o  p r o d u c i d o  e n  e l  p o l i p é p t i d o  d u ­

r a n t e  e l  m a r c a j e ,  a u n q u e  e n  a l g u n o s  c a s o s ,  como e n  l a  i n  

s u l i n a s u l i n a ,  l a  p é r d i d a  d e  i n m u n o r e a c t i v i d a d  d e  l a  —  

h o r m o n a  n o  v a  a c o m p a h a d a  d e  d i s m i n u c i ô n  d e  a b s o r c i ô n  -  

a l  p a p e l .  S i n  e m b a r g o ,  u n  I n d i c e  d e  p u r e z a  d e l  95% de  

t e r m i n a d o  c r o m a t o e l e c t r o f o r é t i c a m e n t e ,  g e n e r a l m e n t e  i n -  

d i c a  u n a  b u e n a  a c t i v i d a d  i n m u n o l ô g i c a  d e  l a  h o rm o n a  -
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e n  e l  e n s a y o .  E l  m é t o d o  d e  c h a r c o l  a c t i v a d o  c o n  d e x t r a  

n o ,  j u n t o  c o n  o t r o s  m é t o d o s  como e l  e m p l e o  d e  s i l i c a t e s ,  

( 1 0 3 ) f i l t r a c i ô n  e n  g e l  c o n  S e p h a d e x  o B i o g e l ,  c r o m a t o -  

g r a f i a ,  o c o l u m n a s  d e  c e l u l o s a ,  ( W h i s tm a n  D E l l ,  DE23, -  

C M ll ,  CH22) p u e d e n  s e r  u s a d a s  p a r a  s e p a r a r  l a  h o rm o n a  -  

d a h a d a  d e  l a  n o  d a h a d a .

E s t o s  m é t o d o s  f l s i c o s  s o n  muy r a p i d e s ,  a u n q u e  -  

p r e s e n t a i e l  i n c o n v e n i e n t e ,  como e n  e l  c a s o  d e  l a  c r o m a ­

t o e l e c t r o f  o r e s i s ,  d e  n o  m e d i r  d i r e c t a m e n t e  l a  a c t i v i d a d  

i n m u n o l ô g i c a .

I n m u n o r e a c t  i v i d a d .

E l  d e t e r i o r o  p r o d u c i d o  e n  u n a  horm ona  d u r a n t e  

su  m a r c a j e  p u e d e  r e d u c i r  l a  c a p a c i d a d  d e  l a  h o rm o n a  mar  

c a d a  e n  s u  u n i ô n  c o n  s u  a n t i c u e r p o  e s p e c l f i c o .  E s t e  —  

p u e d e  d e t e r m i n a r s e  i n c u b a n d o  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  con  u n  

e x c e s o  d e  a n t i c u e r p o  y  a p l i c a n d o  u n  s i s t e m a  b u e n o  p a r a  

s e p a r a r  l a  h o rm o n a  l i g a d a  d e  l a  l i b r e .  E l  d e t e r i o r o  qu e  

s e  d é t e r m i n a  p o r  e s t e  m é t o d o  s e r â  l a  suma d e l  p r o d u c i d o  

d u r a n t e  e l  m a r c a j e  mâs e l  p r o d u c i d o  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i ô n ,  

E s  p r é c i s e ,  e n  c a d a  e n s a y o  d é t e r m i n a d o ,  c o n t r o l a r  l a  m â -  

x i m a  u n i ô n  e n  e x c e s o  d e  a n t i c u e r p o .
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g o-  D e t e r i o r o  d e  l a  Hormona m a r c a d a  e n  l a  i n c u b a c i ô n .

Uno d e  l o s  f a c t o r e s  no  e s p e c l f i c o s ,  q u e  i n f l u y e n  -  

e n  l a  s e n s i b i l i d a d  d e  u n  r a d i o i n m u n o c n s a y o ,  e s  e l  d e t e r i o ­

r o  q u e  s e  p r o d u c e  e n  l a  h o r m o n a  m a r c a d a , d u r a n t e  s u  i n c u b a  

c i ô n  c o n  e l  a n t i c u e r p o  e s p e c l f i c o  e n  p r e s e n c i a  d e  p l a s m a ,  

s u e r o  u  o t r o s  f l u l d o s  b i o l ô g i c o s o  L a s  p o r c i o n e s  d a h a d a s  

p i e r d e n  s u  i n t e g r i d a d  y  è l  r e s u l t a d o  e s  u n a  r e d u c c i ô n  e n  

l a  u n i ô n  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  c o n  e l  a n t i c u e r p o  y  e n  l a  

s e p a r a c i ô n  d e  l a  h o r m o n a  l i g a d a  a l  a n t i c u e r p o  d e  l a  no  l i  

g a d a .  Una d e  l a s  c a u s a s  d e l  d e t e r i o r o , p r o d u c i d o  d u r a n t e  

l a  i n c u b a c i ô n , e s  l a  p r e s e n c i a  d e  e n z i m a s  p r o t e o l l t i c o s  —  

p r é s e n t e s  e n  e l  p l a s m a  o s u e r o  d e  l a s  m u e s t r a s  a v a l o r a r ,  

q u e  p u e d e n  a f e c t a r  t i m b i é n  a  l a  h o rm o n a  e n d ô g e n a  no  m a r c a  

d a  p r é s e n t e  e n  l a  m u e s t r a , a u n q u e  e n  m e n o r  p r o p o r c i ô n .  Can  

t i d a d e s  g r a n d e s  d e  p l a s m a  c s u e r o  p r o d u c e r  u n  d e t e r i o r o  -  

muy g r a n d e .  P a r a  c o n t r o l a r  e s t o s  e f e c t o s  ,e s  p r e c i s e  i n —  

c l u i r  e n  e l  e n s a y o  u n o s  t u b o s  " c o n t r o l "  que  c o n t e n g a n  t o ­

d o s  l o s  r e a c t i v o s  ,e x c e p t e  e l  p r i m e r  a n t i c u e r p o .

En a l g u n a s  d e t e r m i n a c i o n e s  s e  a h a d e n  s u s t a n c i a s  -  

q u e  d i s m i n u y e n  e l  d a h o  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  d u r a n t e  l a  -  

i n c u b a c i ô n ,  como m e r c a p t o e t o a n o l  (0 .5 % )  p a r a  ACTH, 5 0 0  —  

KIU T r a s y l o l / m l  p a r a  PTH y  G l u c a g o n  y  â c i d o  a m i n o c a p r o i c o
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mâs T r a s y l o l  p a r a  c a l c i t o n i n a .  En e l  c a s o  d e  FSH y  Lh no  

s e  a h a d e  n i n g û n  p r o d u c t o .  En l o s  e n s a y o s  d e  i n s u l i n a  y  -  

h o r m o n a  d e  c r e c i m i e n t o ,  l o s  e f e c t o s  s o n  m i n i m o s ,  y a  q u e  

s e  u s a n  d i l u c i o n e s  a l t a s  d e  p l a s m a .  A l g u n o s  a u t o r e s  i n —  

t e r c a l a n  e n  e l  e n s a y o  t u b o s  d e  c o n t r o l  p a r a  c a d a  p l a s m a  

o s u e r o ,  y a  q u e  e l  d e t e r i o r o  o c a s i o n a d o  p u e d e  d e p e n d e r  -  

de  c a d a  m u e s t r a  p o r  s e p a r a d o .
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I .  9o SISTEMA PARA SEPARAR LA HORMONA LIGADA AL 

ANTICUERPO Y LA NO LIGADA

A unque  a l g u n a s  r e a c c i o n e s  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  p r e -  

c i p i . t a n  c u a n d o  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l o s  r e a c t i v o s  e s  m u y : a l  

t a ,  e n  l a s  c o n d i c i o n e s  e n  que  s e  t r a b a j a  e n  u n  r a d i o i n m u -  

n o e n s a y o  é s t o  no  s e  v e r i f i c a ,  y a  q u e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  e s  ba  

j a ,  p o r  l o  q u e  e l  c o i r . p l e j o  a n t l g e n o - a n t i c u e r p o  p e r m a n e c e  en  

l a  s o l u c i ô n  y  e s  p r é c i s e  s e p a r a r l o s  p o r  o t r o s  m e d i o s ,  E l  -  

m é t o d o  u s a d o  t l e n e  que  s e p s i r a r  c D a r a m e n t e  l o s  d i v e r s e s  com 

p o n e n t e s ,  no  s e r  i r . f l u e n c i a d o  p o r  l o s  f a c t o r e s  n o - e s p e c 5 . f  i 

c e s ,  s e r  e l e c t i v e  c o n  l a r g o s  v o l ü m e n e s  e n  l a  i n c u b a c i ô n  y  

s e r  s e n c i l l o  y  r à p i d o  d e  m a n e j a r .  Hay que  t e n e r  e n  c u e n t a  

t a m b i é n  l a  r e p r o d u c t i b i l i d a d ,  eL c o n t e  d e  m a t e r i a l  a  em ip lea r  

e t c . c e  Se  L a n  e m p l e a d o  u n a  g r a n  v a r i e d a d  d e  t é c n i c a s  b a s a  

d a s  e n  p r o p i e d a d e s  f i s i c a s  y  q u i m i c a s ,  que  p u e d e n  a g r u p a r -  

s e  d e  l a  m a n e r a  s i g u i e n t e :

a . -  M é to d o  e l e c t r o f o r é t i c o s y c r o m a t o e l e c t r o f o r é t i c o s c

b . -  A d s o r c i ô n  c o n  a d s o r b e n t e s  s ô l i d o s .

c A d s o r c i ô n  e n  b a s e  s ô l i d a .

d e -  F i l t r a c i ô n  e n  g e l .

e . -  P r e c i p i t a c i ô n  no  e s p e c i f i c a  d e l  c o m p l e j o  a n t l g e n o -  
a n t i c u e r p o  .

f . -  I n m u n o p r e c i p i t a c i ô n  d e l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r  
p o .  M é to d o  d e  d o b l e  a n t i c u e r p o .
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a . -  M é t o d o s  e l e c t r o f o r e t i c Q s  y  c r o m a t o e ] e c t r o f o r é t i c o s .

E s t o s  m é t o d o s  s e  a p l i c a r o n  e n  l o s  p r i m e r o s  t r a b a -  

j o s  d e  Yallow y  B e r s o n  ( 17 ) e n  e l  r a d i o i n m u n o a n â l i s i s  de  

i n s u l i n a .  E n  u n a  c r o m a t o g r a f i a  y  e l e c t r o f o r e s i s  c o m b i n a -  

d a ,  a l g u n a s  h o r m o n a s  s e  a d s o r b e n  f u e r t e m e n t e  a l  p a p e l  e l e c  

t r o f o r é t i c o  (Wfetman 3MM y  3MC), m i e n t r a s  que  l a s  h o r m o n a s  

u n i d a s  a l  a n t i c u e r p o  m i g r a n  c o n  le is  g l o b u l i n a s  s é r i c a s .

E s t e  m é t o d o  p r é s e n t a  m u c h o s  i n c o n v e n i e n t e s  t é c n i -  

c o s ,  y a  q u e  e s  u n  p r o c e s o  l e n t o  y  r e q u i e r e  c i e r t a s  c o n d i ­

c i o n e s  e s p e c i a l . e s  e n  s u  m o n t a j e ,  y  h a  s i c o  s u p e r a d o  p o r  -  

m é t o d o s  mâs m o d e r n o s  y  c o m o d o s .

b . -  A d s o r c i ô n  c o n  a d s o r b e n t e s  s ô l i d o s .

Se b a s a ,  e s t e  m é t o d o  e n  l a  a d s o r c i ô n  p o r  u n  m a t e ­

r i a l  i n s o l u b l e  de  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  l i b r e  a l  f i n a l  d e  lai 

p r i m e r a  r e a c c i ô n * .  Los  a d s o r b e n t e s  mâs  u s a d o s  s o n :  c h a r c o l ,  

t a l c o ,  m i c r o  g r a n o s  d e  s i l i c a  (QUSO) f l o r i s i l  y  a l g u n a s  r e  

s i n a s ,  que  s o n  c a p a c e s  d e  l i g a r  i n s t a n t a n e a m e n t e  c i e r t a s  -  

h o r m o n a s  p o l i p e p t i d i c a s  y  e s t e r o i d e s *

E s t e  m é t o d o  e s  muy cômodo p o r  su  r a p i d e z ,  f a c i l i ­

d a d  d e  s e p a r a c i ô n ,  s u  r e d u c i d o  c o s t e , y  n o r e q u i e r e  u n a  g r a n
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a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a .  P a r a  e v i t a r  

l a  p e q u e h a  a f i n i d a d  q u e  p u e d e n  t e n e r  e s t a s  s u s t a n c i a s  a d  

s o r b e n t e s  ( c h a r c o l ,  t a l c o ,  e t c . . )  p o r  e l  c o m p l e j o  a n t î g e  

n o - a n t i c u e r p o ,  s e  s u e l e n  t r a t a r  a n t e s  de  s u  u s o  e n  e l  e n  

s a y o  c o n  s u s t a n c i a s  e s p e c i a l e s  o a h a d i e n d o  p r o t e l n a s  a l  

s i s t e m a .  En  e l  c a s o  e s p e c i a l  d e l  c h a r c o l ,  s e  l e  p r e t r a -  

t a  c o n  d e x t r a n o  d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  1 0 . 0 0 0  a  2 5 0 . 0 0 0  s e  

g û n  e l  t ama h o  m e n o r  o m a y o r ,  r e s p e c t i v a m e n t e , d e l  a n t l -  

g e n o , o  s e  a u m e n t a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  p r o t e l n a s  e n  l a  —  

m e z c l a  p a r a  e v i t a r  l a  a d s o r c i ô n  n o  e s p e c i f i c a  d e l  c o m p le  

j o  e n  e l  c h a r c o l . ( 1 0 3 )

E l  a d s o r b e n t e  QUSO, 0 - 3 2  f u é  u t i l i z a d o  p o r  R o s s e  

l i n  y  c o l . .. ( 1 0 4 )

Una n u e v a  m o d i f i c a c i ô n  de  e s t e  m é t o d o ,  c o n s i s t e  

e n  l o s  e n s a y o s  i n m u n o r a d i o m é t r i c o s  ( 1 0 5 ) ,  e n  l o s  q u e  l o s  

a n t i c u e r p o s  s e  p r e p a r a n  p o r  i n r n u n o a d s o r b e n c i a  y  e l u c i ô n . -  

En  e s t o s  e n s a y o s ,  s e  m a r c a n  l o s  a n t i c u e r p o s  y  l a  h o r m o n a  

no  m a r c a d a  p u e d e  u n i r s e  a l  a n t i c u e r p o  m a r c a d o .  E l  a n t i ­

c u e r p o  m a r c a d o  L i b r e  s e  s é p a r a  p o r  a d i c i ô n  d e  l a  h o r m o n a  

u n i d a  a  c e l u l o s a  d u r a n t e  u n  m i n u t o .  E s t e  m é t o d o  e s  muy 

d t i l  e n  l o s  c a s o s  e s p e c i a l e s  e n  l o s  q u e  h a y  d i f i c u l t a d  -  

d e l  m a r c a j e  d e  l a  h o r m o n a .
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C . -  A d s o r c i ô n  e n  f a s e  s ô l i d a .

Uno d e  l o s  mâs  r e c i e n t e s  m é t o d o s  d e  s e p a r a c i ô n  con  

s i s t e  e n  l a  f i j a c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  a  m a t e r i a l e s  i n s o l u  —  

b l e s ,  d e  e s t e  modo e l  a n t l g e n o  u n i d o  a l  a n r i c u e r p o  p u e d e  -  

s e p a r a r s e  f a c i l m e n t e  p o r  d e c a n t a c i ô n  o p o r  c e n t r i f u g a c i ô n ;  

l a  u n i ô n  q u e  s e  p r o d u c e  e s  r â p i d a  e  i r r e v e r s i b l e  y  l a  t é c -  

n i c a  e s  f â c i l  d e  m a n e j a r  a u n q u e  o f r e c e  e l  i n c o n v e n i e n t e  —  

d e l  g r a n  c o s t e  d e  l o s  t u b o s  d e l  e n s a y o .

E l  m é t o d o  mâs s e n c i l l o  p a r a  f i j a r  l o s  a n t i c i Â e r p o s , 

e s  l a  f o r m a c i ô n  d e  a g r e g a d o s  c o n  e t i l - c i o r o f o r m a t o  o g l u t a  

a l d e h i d o .  E s t o  s e  h a  a p l i c a d o  c o n  muy b u e n o s  r e s u l t a d o s  

a  e n s a y o s  d e  LH, HCG y  FSH ( 1 0 6 ) ( 1 0 7 )  . En  o t r a s  v a r i  a c i o —  

n é s  d e l  m é t o d o , C a t t  ( 8 1 )  i n t r o d u c e  l a  u t i l i z a c i ô n  d e  d i s —  

COS d e  P r o t a p o l  D l / l  ( p a r a  l a  f i j a c i ô n  d e l  p r i m e r  a n t i c u e r  

po)  o t u b o s  d e  p o l i e s t i r e n o  o p o l i p r o p i l e n o  ( 1 0 8 ) .  P a r a  -  

e l  c a s o  d e  l a  a n g i o t e n s i n a ,  G o o d f r i e n d  ( 1 0 9 )  e n c o n t r ô  que  

e s t e  m é t o d o  d e  s e p a r a c i ô n  e s  e l  mâs s e n s i b l e  de  t o d o s  l o s  

u s a d o s  o

La  f i j a c i ô n  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  p u e d e  r e a l i z a r s e  —  

t a m b i é n  e n  m a t r i c e s  d e  c a r b o h i d r a c o s ,  como d e x t r a n o  ( l l O )  

o a g a r o s a ,  q u e  d e b e n  d e  s e r  a c t i v a d o s  c o n  c i a n ô g e n o  d e  b r o  

moo O t r a  m a t r i z  d e  f i j a c i ô n  p u e d e  c o n s i s  t i r  e n  l e c h o s  de  

p o l i  a c r  i 1 a m id  a  o
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d , - .  F i l t r a c i ô n  e n  G e l .

Como l o s  c o r n p l e j o s  a n t l g e n o - a n t i c u e r p o  t i e n e r  u n  

p e s o  m o l e c u l a r  m a y o r  q u e  e l  a n t i g e n o  l i b r e  m a r c a d o ,  s e  -  

p o d r â n  s e p a r a r  p e r f e c t a m e n t e  a  t r a v é s  d e l  g e l .  E s t a  s e ­

p a r a c i ô n  s e  h a  u s a d o  e n  l o s  e s t u d i o s  d e  e s t e r o i c e s  y  e n  

l o s  a n â l i s i s  d e  d e s p l a z a m i e n t o  c o m p e t i t i v e .  G e n u t h  y  c o l .  

( i l l )  u t i l i z a r o n  m i c r o G o l u m n a s  d e  S e p h a d e x  G-75 p a r a  s e ­

p a r a r  i n s u l i n a  l i b r e  d e  l a  l i g a d a  e n  s u s  r a d i o i n m u n o e n s a  

y o s .  La  p u e s t a  e n  m a r c h a  d e  e s t a  t ê c n i c a  r e q u e r i r î a  e l  

m o n t a j e  d e  v a r i a s  m i c r o c o l u m n a s  y  p o r  t a n t o  s e  g a s t a r î a  

e x c e s i v o  e s p a c i o  y  t i e m p o  p a r a  l a  r e c o g i d a  d e  l o s  e l u a t o s ,  

p o r  l o  q u e  n o  r é s u l t a  r e n t a b l e .

e . -  P r e c i p i t a c i ô n  n o  e s p e ô i f i c a .

E s t e  m é t o d o  c o n s i s t e  e n  l a  p r e c i p i t a c i ô n  n o  e s p e ­

c i f i c a  d e l  c o m p l e j o  a n t l g e n o - a n t i c u e r p o  e n  c o n d i c i o n e s  t a

l e s  q u e  e l  a n t i g e n o  m a r c a d o  l i b r e  s e  q u e d a  e n  l a  s o l u c i ô n .  

G r o d s k y  y  F o r s h a m  ( 1 1 2 )  p r e c i p i t a r o n  i n s u l i n a  l i g a d a  e n  -  

u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  1 7 % d e  s u l f i t o  s ô d i c o ,  p e r o  u n a  c i e r  

t a  c a n t i d a d  c o n s i d e r a b l e  d e  i n s u l i n a  n o  l i g a d a  q u e d a b a  i n -  

c l u l d a  e n  e l  p r e c i p i t a d o  y  p e q u e h o s  c a m b i o s  e n  l a s  c o n d i —  

c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  a l t e r a b a n  e l  g r a d o  d e  s e p a r a c i ô n .  En 

e l  c a s o  d e  p e q u e h o s  a n t l g a n o s , e s t e r o i d e s , p r o s t a g l a n d i n a s ,  

c-AMP, s e  u t i l i z a  u n a  s o l u c i ô n  d e  s u l f a t o  a m ô n ic o  a l  50%.
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En e l  e n s a y o  o r i g i n a l  d e  O d e l l ,  W i l b e r  y  P a u l  ( i l  3 ) ,  p r e c i ­

p i t a r o n  e l  c o m p l e j o  en  u n a  s o l u c i ô n  d e  e t a n o l  a l  55% y  d e  -  

c l o r u r o  s ô d i c o  a l  5%.

f . -  I n m u n o p r e c i p i t a c i ô n  d e l  m é t o d o  d e l  d o b l e  a n t i c u e r p o .

La b a s e  d e  e s t e  m é t o d o  c o n s i s t e  e n  l a  p r é c i p i t a — ' 

c i ô n  d e l  c o m p l e j o  a n t l g e n o - a n t i c u e r p o  d e  l a  p r i m e r a  r e a c c i ô n  

p o r  l a  a d i c i ô n  d e  u n  s e g u n d o  a n t i c u e r p o  c o n t r a  l a s  - g l o b u  

l i n a s  d e l  p r i m e r o ,  p a r a  d a r  u n  c o m p l e j o  i n s o l u b l e  ( a n t l g e n o -  

p r i m e r  a n t i c u e r p o - s e g u n d o  a n t i c u e r p o ) . De e s t a  f o r m a  s e  l o -  

g r a  u n a  s e p a r a c i ô n  c o m p l é t a  d e l  c o m p l e j o ,  q u e  p u e d e  h a c e r s e  

p o r  t é c n i c a s  f i s i c a s  d e  c e n t r i f u g a c i ô n  o d e  f i l t r a c i ô n  e n  -  

f i l t r o s  m i l l i p o r e .  Un p r o b l e m a  i n h e r e n t e  a  e s t e  m é t o d o  e s  -  

q u e  l o s  s u e r o s  hum anos  p u e d e n  a l t e r a r  l a  r e a c c i ô n  d e l  s e gun 

do a n t i c u e r p o .  La e x p l i c a c i ô n  d e  e s t e  f e n ô m e n o ,  d e p e n d i e n t e  

d e  l a  t e m p e r a t u r a  y  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  EDTA a  qu e  s e  —  

r e a l i z a  e l  e n s a y o ,  f u e  i n t e r p r e t a d a  p o r  B u r r  y  c o l .  ( 1 1 4 ) ,  

a d m i t i e n d o  l a  p r e s e n c i a  d e  u n a  e u g l o b u l i n a ,  l â b i l  a l  c a l o r ,  

p e r t e n e c i e n t e  a l  s i s t e m a  d e  c o m p l e m e n t o ,  y  q u e  a c t u a r l a  f a -  

c i l i t a n d o  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e  l o s  a g r e g a d o s  d e  - g l o b u l i -  

n a .  En e s t e  m é t o d o  e l  EDTA m i n i m i za  l a  a c c i ô n  d e l  co m plem en  

t o  ( 1 1 5 ) y ,  a  s u  v e z ,  p o t e n c i a  e l  t a m p ô n  d e n  e n s a y o  e s t a b i -  

l i z a n d o  e l  pH.
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P a r a  s t a n d a r i z a r  u n  r a d i o i r i ï ï i u n o e n s a y o  b a s a d o  e n  -  

e s t e  m é t o d o  d e  s e p a r a c i ô n  e s  p r é c i s e  e v a l u a r  l a  c o n c e n t r a  

c i ô n  ô p t i m a  d e  s e g u n d o  a n t i c u e r p o ,  q u e  e s  a q u é l l a  que  dé 

u n a  mâxima p r e c i p i t a c i ô n ,  y  m a n t e n e r  s i e m p r e  l a  c a n t i d a d  

d e  s u e r o  p r é s e n t e  e n  e l  e n s a y o  c o n s t a n t e .

La p r e s e n c i a  d e  s u e r o  e n  e s t e  m é t o d o ,  s u e l e  d e t e  

r i o r a r  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i ô n ,  p e r o  c o ­

mo O a u g h a d a y  y  J a c o b s  (U6) e x p u s i e r o n ,  s i  l a  h o r m o n a  m a r ­

c a d a  e s  d e  b u e n a  c a l i d a d  y  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e r o  en 

l o s  t u b o s  e s  m e n e r  qu e  10%, e s t e  e f e c t o  no e s  n e c e s a r i o  -  

t e n e r i o  e n  c u e n t a .

L as  v e n t a j a s  q u e  o f r e c e  e s t e  m é t o d o  s o n  que  a d e —  

mâs'  d e  s e r  a p l i c a b l e s  a  l o s  a n é l i s i s  d e  t o d a s  l a s  h o rm o —  

n a s ,  r e a l i z a  u n a  s e p a r a c i ô n  c o m p l é t a  d e l  c o m p l e j o ,  e s  a p l i  

c a b l e  a  v o l ü m e n e s  g r a n d e s  e s  s e n c i l l o ,  p r e c i s o  y  b a r a t o .

g . -  E l e c c i ô n  d e  u n  m é t o d o  d e  s e p a r a c i ô n .

C ad a  u n o  d e  l o s  m é t o d o s  d e s c r i t o s  o f r e c e n  s u s  v e n -  

t a j a ' -  e  i n c o n v e n i e n t e s .  En  t o d o s  e l l o s  e s  c o n v e n i e n t e  que  

l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  p r o t e l n a s ,  y  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de  t o d o s  

l o s  o o m p o n e n t e s  d e  l a  r e a c c i ô n  s e a  l o  mâs h o m o g é n e a  p o s i b l (
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( 1 1 6  ) ,  y a  qu e  i.as mâs  p e q u e h a s  a l t e r a c i o n e s  e n  l a  h o r m o n a  

m a r c a d a ,  a n t i c u e r p o ,  c o n c e n t r a c i ô n  i ô n i c a  y  c o n c e n t r a c i ô n  

s e  s u e r o  p u e d e n  a l t e r a r  l a  ç f i c a c i a  d e  l a  s e p a r a c i ô n .

Es  muy i m p o r t a n t e  q u e  e n  t o d o s  l o s  s i s t e m a s ,  l o s  

e f e c t o s  d e  p r o t e l n a s  p r é s e n t e s  s e a n  m l n i r n o s ,  q u e  l a  v e l o -  

c i d a d  c o n  q u e  a c t û e n  s e a n  l o  mâs r â p i d a  p o s i b l e  y  que  e l  -  

d e t e r i o r o  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  e n  l a  i n c u b a c i ô n  s e a  l o  me 

no'T p o s i b l e .  ( 1 1 7 )

A n t e s  d e  c o m e n z a r  a  a p l i c a r  u n  m é t o d o  r u t i n a r i a m e n  

t e  d e b e  d e  c o n t r o l a r s e  t o d o s  l o s  e f e c t o s  m e n c i o n a d o s  e i n -  

c lT uso  s é r i a  muy p r â c t i c o  c o m p a r e r  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  

c o n  d i v e r s e s  s i s t e m a s  d e  s e p a r a c i ô n .
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I .  1 0 .  BÎXTl^CCION Y CONCENTRACION DE HORMONAS POLIPEPTIDICAS

t a  m e t o d o l o g î a  e m p l e a d a  p a r a  l a  e x t r a c c i ô n  y  p u r i -  

f i c a c i ô n  d e  h o r m o n a s  p o l i p é p t î d i c a s  e s t é  i n t i m a m e n t e  r e l a -  

c i o n a d a  c o n  e l  e s t a d o  d e  l a  p r o t e i n a  y  s u  e s t r u c t u r a  q u l m i  

c a .  L a s  t é c n i c a s  u s a d a s  s e  b a s a n  e n  e x p e r i e n c i a s ,  c o n  é x i  

tO) o  s i n  é l ,  r e a l i z a d a s  p o r  m u ch o s  i n v e s t i g a d o r e s  e n  l o s  -  

ü l t i m o s  50  a h o s .

1 . -  En t e j i d o s .

E l  m é t o d o  e l e g i d o  e s t â  d e t e r m i n a d o  p o r  u n  n ü m e ro  -  

d e  f a c t o r e s ,  como l a  f a c i l i d a d  d e  o b t e n c i ô n  d e l  t e j i d o ,  l a  

e s t a b i l i d a d  d e  l a  h o r m o n a ,  y  l a  p r e s e n c i a  d e  o t r a s  h o rm o —  

n a s  o e n z i m a s o  ( 1 1 8 )

Una v e z  e x t i r p a d o s  l o s  t e j i d o s  d e l  a n i m a l ,  s e  p r o ­

c é d é  a  l a  e x t r a c c i ô n ,  e l  l i q u i d e  e m p l e a d o  e n  l a  e x t r a c c i ô n  

h a  d e  s e r  t a l  que  s e a  s o l u b l e  e n  e l  s o l v e n t e  e n  q u e  s e  h a  

d e  d i l u i r  p o s t e r i o r m e n t e  l a  h o r m o n a .  La  e x t r a c c i ô n  s e  b a -  

s a r â  e n  l a s  p r o p i e d a d e s  d e  s o l u b i l i d a d  d e  l a  h o r m o n a ,  e n  -  

s u s  c a r a c t e r l s t i c a s  a n f ô t e r a s  y  e n  s u  p e s o  m o l e c u l a r .

L a s  e x t r a c c i o n e s  b a s a d a s  e n  l a  s o l u b i l i d a d  s o n  l a s  

c l â s i c a s  t é c n i c a s :  d e  f r a c c i o n a m i e n t o  d e  p r o t e l n a s  p o r  e l
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USO d e  s a l e s ,  c o n  N a C l ,  Na^SO^,  y  (NH^)^  SO^, e l  u s o  de  -  

d i s o l v e n t e s  o r g â n i c o s  como a l c o h o l ,  a c e t o n a  p a r a  p r e c i p i ­

t a c i ô n  d e  p r o t e l n a s  y  f r a c c i o n a m i e n t o s  d e  e x t r a c t o s  p o r  -  

a j u s t e s  d e  pH. E s t o s  m é t o d o s  s o n  muy ü t i l ê s  p a r a  e l  p r e p a  

r a d o  d e  c o n c e n t r a d o s  c r u d o s  q u e  p o s t e r i o r m e n t e  s e r â n  p u r i  

f i c a d o s  o

L a s  p u r i f i c a c i o n e s  p o s t e r i o r e s  d e  e s t o s  e x t r a c t o s  

s e  hian r e a l i z a d o  u s a n d o  c a m b i a d o r e s  d e  i o n e s ,  como c a m b i a  

d o r e s  d e  c e l u l o s a ,  d e  c a r b o x i m e t i l  c e l u l o s a  (CM) y  d i e t i -  

l a m i n o e t i l - c e l u l o s a  (D E A E -) ,  d e r i v a d o s  d e  S e p h a d e x  y  Am—  

b e r l i t e  I R C - 5 0 .

O t r a  t é c n i c a  u s a d a  r e c i e n t e m e n t e  e s  l a  F i l t r a c i ô n  

e n  g e l ;  l o s  t i p o s  mâs u s a d o s  s o n  S e p h a d e x  y  B i o - g e l .

C u a l q u i e r a  q u e  s e a  e l  m é t o d o  e l e g i d o ,  d e b e  s e r  l o  

m âs  s e n c i l l o  y  r â p i d o  p o s i b l e  y  d e b e  d e  p r o p o r c i o n a r  u n a  

b u e n a  c a n t i d a d  d e  h o r m o n a  p u r a .  En  p a r a l e l o  c o n  e s t a s  —  

t é c n i c a s  s e  h a n  d e  d e s a r r o l l a r  o t r a s  que  p e r m i t e n  l a  c a r a c  

t e r i z a c i ô n  i n m u n o l ô g i c a  y  b i o l ô g i c a  d e  l a s  h o r m o n a s  p u r i f i  

C a d a s .  ( 1 1 8 )

2 . -  D e l  p l a s m a .

La  e x t r a c c i ô n  d e  h o r m o n a s  p o l i p é p t i d a s  d e l  p l a s m a  

s e  h a  u s a d o ,  g e n e r a l m e n t e , c o n  e l  f i n  d e  c o n c e n t r a r  l a  —
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h o r m o n a  e n  u n  d e t e r m i n a d o  v o l u m e n  d e  t a l  modo q u e  p u e d a  -

m e d i r s e  e n  u n  e n s a y o  e s p e c l f i c o .

L a s  t é c n i c a s  mâs  f r e c u e n t e s  s o n :

a )  P r e c i p i t a c i ô n  p o r  c a l o r . -  A l g u n o s  p é p t i d o s ,  e s t a b l e s  

a l  c a l o r ,  p u e d e n  p r e c i p i t a r s e  a l c a n z a n d o  t e m p e r a t u r a s  

a l t a s ,  1002C ,  e n  pH 5 ,  y  d e s p u é s  s e p a r a r  l a s  p r o t e l n a s  

d e s n a t u r a l i z a d a s  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n .  Coch  y  c o l  u s a —  

r o n  e s t e  m é t o d o  p a r a  l a  o x i t o c i n a .  ( 1 1 9 )

b )  S o l v e n t e s  o r g â n i c o s . -  E s t e  m é t o d o  c o n s i s t e  e n  a h a d i r  

e l  p l a s m a  a  4  v o l ü m e n e s  d e  a l c o h o l  â c i d o ,  a c e t o n a  o -  

u n a  m e z c l a  d e  l a s  d o s ,  y a  que  a l g u n a s  p r o t e l n a s  s o n  -  

s o l u b l e s  e n  e l  s o b r e n a d a n t e  m i e n t r a s  o t r a s  p r e c i p i t a n ^  

E l  p r e c i p i t a d o  s e  s é p a r a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  o p r e c i p i ­

t a c i ô n  y  e l  d i s o l v e n t e  s e  r e m u e v e  p o r  e v a p o r a c i ô n  a  —  

409C s i  l a  p r o t e i n a  e s  e s t a b l e  a  e s a  t e m p e r a t u r a .  E s ­

t e  m é t o d o  h a  t e n i d o  é x i t o  e n  l a  e x t r a c c i ô n  d e  ACTH, —  

p o r  P a r r o t t  ( 1 2 0 ) ,  Y a l l o w  ( l 2 l )  y  D em ara  ( 1 2 2 )  y  e n  go 

n a d o t r o p i n a s  p o r  A p o s t o l a s k i s  ( 1 2 3 ) ,  K e l l e r  y  R o se m b e r g  

( 1 2 4 ) .

c )  P r e c i p i t a c i ô n  â c i d a . -  E l  m é t o d o  mâs c o m u n m e n te  u s a d o  

e s  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e  p r o t e l n a s  p o r  â c i d o  t r i c l o r o a c é  

t i c o  e n  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  7 , 5  a  25%. O x i t o c i n a  —
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y  v a s o p r e s i n a  s e n  h a n  e x t r a î d o  c o n  é x i t o  u s a n d o  e s t e  —

m é t o d o .  ( 1 2 5 )

d)  R e p a r t i c i ô n  e n  d o s  s o l v e n t e s . -  E s t e  m é t o d o  s e  b a s a  e n  

l a  s e p a r a c i ô n  d e  l o s  c o m p o n e n t e s  d e  u n a  m e z c l a  p o r  r e ­

p a r t i c i ô n  c u a n t i t a t i v a  e n  d o s  B a s e s  d i f e r e n t e s ,  u n a  o r  

g â n i c a  y  o t r a  i n o r g â n i c a  ( g e n e r a l m e n t e  a c u o s a ) , s e g û n  

s u  c o e f i c i e n t e  d e  r e p a r t i c i ô n ,  c a r a c t e r î s t i c o  d e  c a d a  

s u s t a n c i a  e n  p a r t i c u l a r .  E s t e  m é t o d o  no  d e b e  a p l i c a r ­

s e  como u n a  p r i m e r a  e t a p a  d e  e x t r a c c i ô n  s i n o  e n  u n  s e ­

g u n d o  p a s o ,  p o r  e j e m p l o  d e s p u é s  d e  u n a  p r e c i p i t a c i ô n  -  

p o r  e t a n o l .

E s t e  m é t o d o  h a  s i d o  a p l i c a d o  p o r  Y a m a s h i r o  e n  —  

I . 9 0 4  c o n  é x i t o  e n  l a  s e p a r a c i ô n  d e o x i t o c i n a .  ( 1 2 6 )

e )  D i â l i s i s Se  b a s a  e n  que  a l g u n a s  h o r m o n a s  p o l i p e p t i ­

d i c a s  s o n  l o  s u f i c i e n t e m e n t e  p e q u e h a s  p a r a  p o d e r  p a s a r  

a  t r a v é s  d e  c e l o f a n  V i s k i n g .  S i n  e m b a r g o  e s t a  t é c n i c a  

p r é s e n t a  m u c h o s  i n c o n v e n i e n t e s  y  n o  h a  s i d o  u s a d a .  —

(1 2 7 )

f )  F i l t r a c i ô  e n  g e l . -  E l  u s o  d e  g a l e s ,  como S e p h a d e x  o -  

B i o g e l  e s  muy i m p o r t a n t e  e n  l o s  û l t i m o s  p a s o s  d e  p u r i -  

f i c a c i ô n  d e  p o l i p é p t i d o s ;  c o n  g e l e s  q u e  t i e n e n  p o r o s
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muy p e q u e h o s ,  como S e p h a d e x  G - 1 0  y  B i o g e l  P - 2 ,  s e  p u e ­

d e n  s e p a r a r  p é p t i d o s  d e  p e s o  m o l e c u l a r  a l r e d e d o r  d e  —  

1 . 000. ( 128)

g)  E l e c t r o f o r e s i s . -  La  e l e c t r o f o r e s i s  s e  u s a ,  g e n e r a l m e n ­

t e  p a r a  e l  c o n t r o l  d e  l a  p u r e z a  d e  l a  h o r m o n a  p r o c e d e n  

t e  de  p l a s m a  o p a r a  s u  i d e n t i f i c a c i ô n  c o m p a r a n d o  s u  po 

s i c i ô n  c o n  r e s p e c t o  a  u n  s t a n d a r d  p u r o .  Se u t i l i z a  p a  

p e l  o a c e t a t o  d e  c e l u l o s a .  ( 1 2 ? )

h )  A d s o r c i ô n . -  1 . -  No e s p e c i f i c a ;  c o n s i s t e  e n  l a  p r o p i e -  

d a d  d e  a l g û n o s  a d s o r b e n t e s ,  como e l  c h a r c o l ,  p o l v o s  d e  

t a l c o ,  d e  a d s o r b e r  s u s t a n c i a s  p r o t é i c a s .  ( 1 2 8 )

2 . -  I n m u n o a d s o r b e n t e s  e s p e c l f i c o s :  A n t i —  

c u e r p o s  u n i d o s  a  a d s o r b e n t e s  s ô l i d o s  t i e n e n  c a p a c i d a d  

p a r a  u n i r s e  c o n  p r o t e l n a s  e s p e c l f i c a s .  ( 1 2 9 )
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I .  1 1 .  FACTORES QUE AFECTAN LA VALIDEZ DE UN RADIOINMUNOENSAYO

P a r a  d e m o s t r a r  q u e  u n  e n s a y o  e s  v â l i d o  , s e  d e b e  d e  

c o m p r o b a r  q u e  l a  h o r m o n a  e n d ô g e n a , p r e s e n t e  e n  l a  m u e s t r a  -  

a  v a l o r a r ,  y  l a  h o r m o n a  u s a d a  e n  l a s  d i l u c i o n e s  s t a n d a r d s  -  

r e a c c i o n a n  d e  f o r m a  i d ê n t i c a  c o n  e l  a n t i c u e r p o  y  q u e , e n  l a s  

c o n d i c i o n e s  d e l  a n â l i s i s ,  o t r a s  s u s t a n c i a s  p r é s e n t e s  e n  e l  

p l a s m a  o s u e r o  n o  i n t e r f i e r e n  e n  e l  e n s a y o  ( 1 3 0 ) .  P o r  o t r a  

p a r t e ,  l o s  r e s u l t a d o s  d e  m u e s t r a s  d e  p a c i e n t e s  d e b e n  d e  —  

c o i n c i d i r  c o n  s u s  d i v e r s o s  e s t a d o s  p a t o l ô g i c o s ,  y  c o n  l o s  

n i v e l e s  e s p e r a d o s , d e s p u é s  d e  u n  t r a t a m i e n t o  t e r a p é u t i c o  —  

c o n  h o r m o n a  e x ô g e n a .

Una c o n d i c i ô n  n e c e s a r i a ,  a u n q u e  no  s u f i c i e n t e ,  p a  

r a  c o m p r o b a r  e l  c o m p o r t a m i e n t o  i d ê n t i c o  d e  l a  h o r m o n a  s t a n  

d a r d  y  l a  h o r m o n a  d e  l a  m u e s t r a ,  e s  q u e  l a s  g r â f i c a s  o b t e -  

n i d a s  a l  r e p r e s e n t a r  d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  d e l  p l a s m a  o —  

s u e r o  e n  f u n c i ô n  d e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  e n c o n t r a d a s  ( a l  r e  

f e r i r  l o s  r e s u l t a d o s  a  l a  c u r v a  s t a n d a r d )  s e a n  l î n e a s  r e c -  

t a s ,  l o  que  s i g n i f i c a  qu e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l a  h o r m o n a  -  

e n  e l  s u e r o  o p l a s m a  e s  i n d e p e n d i e n t e  d e  l a  d i l u c i ô n  e m p l e a  

d a  e n  l a  v a l o r a c i ô n  . ( 1 3 0 )  E s t o  e s  é q u i v a l e n t e  a  d e c i r  —  

q u e  e x i s t e  u n  p a r a l e l i s m o  e n t r e  l a  c u r v a  s t a n d a r d  y  l a  c u r  

v a  d e  d i l u c i ô n  d e  l a  m u e s t r a .
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C u an d o  n o  s e  c u m p l e  e s t a  c o n d i c i ô n  d e  l i n e a r i d a d ,  

d i f e r e n t e s  f a c t o r e s  s e  d e b e n  d e  c o n s i d e r a r .  E s t o s  s e  p u e -  

d e n  a g r u p a r  e n  l a  f o r m a  s i g u i e n t e :

1 . -  F a c t o r e s  n o  e s p e c i f i c o s :

a )  E l  m e d i o  i ô n i c o  e n  e l  e n s a y o .

En a l g u n o s  e n s a y o s ,  l a  r e a c c i ô n  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  —  

p u e d e  s e r  i n f l u e n c i a d a  p o r  l a  n a t u r a l e z a  d e  ta m p o n  o p o r  -  

l a  c o n c e n t r a c i ô n  s a l i n a  d e l  p l a s m a ,  s u e r o  u  o r i n a .  ( l 3 l )

D eb en  h a c e r s e  s i e m p r e  e x p e r i m e n t o s  d e  c o n t r o l  p a r a  

v e r  l o s  e f e c t o s  n o  e s p e c i f i c o s  d e  l a  m n e s t r a  a v a l o r a r ;  —  

u n o  muy p r â c t i c o  c o n s i s t e  e n  d i l u i r  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  en  

d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  d e  pic .sma o s u e r o  y  c a l c u l a r  l a s  v a -  

l o r a c i o n e s  o b t e n i d a s  e n  l a  r e l a c i ô n  b / F ;  s i  l o s  v a l o r e s  de  

b / f  s o n  m a y o r e s  e n  l a s  s o l u c i o n e s  mas d i l u l d a s  s i g n i f i c a  -  

qu e  h a y  u n  e f e c t o  s a l i n o ,  q u e  p u e d e  c o m p e n s a r s e  co n  e l  em- 

p l e o  d e  t a m p o n  c o n  u n a  d e t e r m i n a d a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  N aC l .

S i  l a  s e n s i b i l i d a d  d e l  e n s a y o  e s  t a l  q u e  p e r m i t e  v a l o -  

r a c i ô n  d e  m u e s t r a s  e n  d i l u c i o n e s  d e  1 : 1 0  o m a y o r e s  n o  d e ­

b e n  d e  t e n e r s e  e n  c u e n t a  e s t o s  e f e c t o s ,  p e r o  e n  l o s  e n s a ­

y o s  q u e  s ô l o  p e r m i t a n  d i l u c i o n e s  m e n o r e s  e s  c o n v e n i e n t e  d i  

l u i r  l o s  s t a n d a r d s  e n  p l a s m a s  o s u e r o s  q u e  no  c o n t e n g a n  l a



h o r m o n a  e s p e c î f i c a  d e l  e n s a y o  ( l O l ) .  E s t o s  p l a s m a s  p u e d e n  

o b t e n e r s e  d e  p a c i e n t e s  c o n  u n a  d e f i c i e n c i a  h o r m o n a l  o d e  -  

p a c i e n t e s  n o r m a l e s  c u y a  s e c r e c i ô n  h o r m o n a l  h a y a  s i d o  s u p r i  

m i d a  p o r  u n  a p r o p i a d o  i n h i b i d o r ;  o t r o  t i p o  d e  p l a s m a  qu e  -  

p u e d e  u s a r s e  e s  u n  p l a s m a  muy a n t i g ü o  y a  qu e  l a s  e n z i m a s  -  

p r o t e o l î t i c a s  d e s t r u y e n  l a s  h o r m o n a s  p o l i p é p t i d a s  c o n  e l  -  

t i e m p o ,  o t a m b i ê n  p l a s m a s  s o m e t i d o s  a l  t r a t a m i e n t o  c o n  a d -  

s o r b e n t e s  e s p e c i f i c o s  d e  a l g u n a s  h o r m o n a s ,

b )  H e p a r i n a .

T e n i e n d o  e n  c u e n t a  q u e  l a  h e p a r i n a  e s  u n  p o l i a n i ô n  f u e r  

t e ,  e s  l ô g i c o  p e n s a r  que  p u e d e  e j e r c e r  u n a  a c c i ô n  s a l i n a , -  

i n h i b i e n d o  l a  r e a c c i ô n  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  ( 1 3 2 ) .  G e n e r a l  

m e n t e  d e b i d o  a  l a  b a j a  c o n c e n t r a c i ô n  qu e  s e  u s a  e n  l a  e x —  

t r a c c i ô n  d e l  p l a s m a  no  s u e l e  t e n e r  n i n g û n  e f e c t o .

c )  P h .

E l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  s e  d i s o c i a  e n  m e d i o s  —  

muy â c i d o s  o muy b â s i c o s .  La  m a y o r  p a r t e  d e  l o s  r a d i o i n m u  

n o e n s a y o s  s o n  e s t a b l e s  e n  u n  pH c o m p r e n d i d o  e n t r e  7 , 4  y  —  

8 , 6 .

d) H orm ona  m a r c a d a  d e t e r i o r a d a  e n  l a  i n c u b a c i ô n .

E l  û l t i m o  f a c t o r  qu e  l e b e  s e r  c o n s i d e r a d o  e s  e l  d e t e r i o  

r o  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  e n  l o s  s t a n d a r d s ,  e n  l a s  d i l u c i o n e s
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d e l  p l a s m a  o s u e r o  o e n  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s ,  e s t e  d e t e r i o -  

r o  e s  p r o d u c i d o  p o r  l a s  e n z i m a s  p r o t e o l î t i c a s  y  p u e d e  m a-  

n i f e s t a r s e  d e  v a r i a s  f o r m a s :  p o r  a l t e r a c i ô n  d e  a d s o r c i ô n

d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  a l  a d s o r b e n t e  u s a d o  e n  e l  e n s a y o ,  —  

p o r  r e d u c c i ô n  d e  l a  u n i ô n  c o n  e l  a n t i c u e r p o ,  e t c .

P a r a  i m p e d i r  e s t e  e f e c t o  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i ô n  s e  a h a d e n  

a g e n t e s  p r o t e c t o r e s ,  como T r a s y l o l ,  m e r c a p t o e t a n o l  e t c . ( l 3 0 )

Su c o n t r o l  s e  h a c e  a h a d i e n d o  a l  e n s a y o  t u b o s  que  no  t e n  

g a n  e l  a n t i c u e r p o  e s p e c î f i c o .  E l  d e t e r i o r o  que  p r o d u c e  d i s  

m i n u c i ô n  e n  l a  u n i ô n  c o n  e l  a n t i c u e r p o  s e  c o n t r ô l a  a h a d L e n  

d o  e x c e s o  de  a n t i c u e r p o  e n  l o s  t u b o s  c o n t r o l  a l  f i n a l  d e l  -  

p e r î o d o  d e  l a  i n c u b a c i ô n .

2 . -  F a c t o r e s  q u e  c a u s a n  c o m p e t i c i ô n  i n m u n o l ô g i c a  no  e s p e c î ­

f i c a . -

a )  R e a c c i ô n  c r u z a d a  e n t r e  h o r m o n a s  d e  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s
y  f r a g m e n t e s  h o r m o n a l e s .

A l g u n o s  a n t i c u e r p o s  s o n  c a p a c e s  d e  d i s t i n g u i r  h o r m o n a s  

q u e  s o n  e x t r a î d a s  d e  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  a n i m a l e s ,  y  que  s o  

l a m e n t e  s e  d i f e r e n c i a n  e s t r u c t u r a l m e n t e  e n  a l g û n  r e s i d u o  o 

r e s i d u e s  d e  a m i n o â c i d o s  t e n i e n d o  p o s i b l e m e n t e  l a  m ism a  p o -  

t e n c i a  b i o l ô g i c a .  En  l o s  e n s a y o s  r e a l i z a d o s  c o n  e s t o s  a n t i  

c u e r p o s ,  no  s e  o b t e n d r à  l i n e a r i z a c i ô n  e n  l a s  c u r v a s  d e  —
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d i l u c i ô n  d e  l a  m u e s t r a ,  s i  l a  h o r m o n a  u s a d a  como s t a n d a r d  

e s  de  d i f e r e n t e  e s p e c i e  a  l a  h o r m o n a  e n d ô g e n a  que  s e  p r é ­

t e n d e  v a l o r a r  ( 1 3 3 )  . O t r o  a s p e c t o  i n t e r e s a n t e  a  c o n s i d e ­

r a r  e s  l a  e x i s t e n c i a  d e  f r a g m e n t e s  h o r m o n a l e s  e n  l a  c i r c u  

l a c i ô n  q u e  a l g u n o s  a n t i s u e r o s  n o  r e c o n o c e n ,  como e n  e l  -  

c a s e  d e  l a  g a s t r i n a , ( 1 3 4 )  y  p o r  t a n t e  s o n  i r r e c o n o c i b l e s  

i n m u n o l ô g i c a m e n t e .

b )  R e a c t i v i d a d  c r u z a d a  e n t r e  d i v e r s a s  h o r m o n a s  p o l i p é p t i -  
d i c a s ;

D e b i d o  a  q u e  m u c h a s  h o r m o n a s  p o l i p é p t i d a s  p o s e e n  d e t e r  

m i n a n t e s  a n t i g é n i c o s  c o m u n e s ,  e s  p o s i b l e  q u e  e n  l a  v a l o r a  

c i ô n  d e  u n a  e n  p a r t i c u l a r  i n t e r f i e r a n  l a s  d e m i s .  P a r a  e l  

c o n t r o l  d e  e s t a s  i n t e r f e r e n c i a s  h a y  que  h a c e r  c u r v a s  —  

s t a n d a r d s ,  v a r i a n d o  l a  h o r m o n a  s t a n d a r d  y  l a  h o r m o n a  m a r ­

c a d a .  E s t e  p r o b l e m a  s e  e s t u d i ô  m i s  a m p l i a m e n t e  e n ;  T i t u -  

l a c i ô n  d e  A n t i c u e r p o .

c )  H e t e r o g e n e i d a d  d e  l a s  h o r m o n a s  e n  p l a s m a ,  s u e r o  o s t a n  
d a r d .

A l g u n a s  h o r m o n a s  e n  p a r t i c u l a r  (PTH, i n s u l i n a  y  g a s t r i  

n a )  ( ± 3 5 , 1 3 6  y  13 7 )  h a n  p l a n t e a d o  p r o b l e m a s  d e  h e t e r o g e —  

n e i d a d ,  t a n t o  e n  e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  como e n  p l a s m a ,  d e  

b i d o  a  s u  p o s i b i l i d a d  de  p l a n t e a r s e  b a j o  d i f e r e n t e s  f o r m a s
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e s t r u c t u r a l e s  q u e  d i f i e r e n  u n i c a m e n t e  e n  a l g û n  a m i n o â c i d o .  

E s t o  h a  s i d o  d e m o s t r a d o  y  c o m p r o b a d o  a l  o b t e n e r  d e  u n  m i s -  

mo p l a s m a  v a l o r e s  muy d i s c r e p a n t e s  d e  l a  h o r m o n a  e s t u d i a -  

d a ,  a l  s e r  a n a l i z a d o  e n  r a d i o i n m u n o e n s a y o s  e m p l e a n d o  d i f e ­

r e n t e s  a n t i c u e r p o s .
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I .  1 2 .  CRITERIOS DE EVALUACION DE UNA CURVA STANDARD

Los  c r i t e r i o s  d e  e v a l u a c i ô n  d e  l a  c u r v a  s t a n d a r d  

s o n  n u m e r o s o s  y  c o m p l e j o s ,  y  d e p e n d e n  d e  l a  e l e c c i ô n  d e l  

s i s t e m a  d e  c o o r d e n a d a s .

En  g e n e r a l ,  s e  p u e d e  d e c i r  q u e  t o d a  c u r v a  s t a n —  

d a r d  d e b e  d e  r e u n i r  l a s  m â x im a s  c o n d i c i o n e s  d e :  s e n s i b i l i  

d a d ,  p r e c i s i ô n ,  r e p r o d u c t i b i l i d a d  y  e x a c t i t u d .

D e b i d o  a  l a s  m u l t i p l e s  c o n t r o v e r s i a s  e x i s t e n t e s  

e n t r e  d i f e r e n t e s  a u t o r e s ,  p a r a  d é f i n i r  l a  s e n s i b i l i d a d  d e  

u n  e n s a y o  (ETcins y  Newman, 1 . 9 7 0 )  ( 2 2 ) ,  e s  n e c e s a r i o  s e h a  

l a r  l o s  p a r â m e t r o s  f u n d a m e n t a l e s  d e  t o d a  c u r v a  s t a n d a r d  -  

q u e  v a n  a  i n f l u i r  s o b r e  s u s  c a r a c t e r î s t i c a s „

a )  PENDTENTE DE LA CURVA.

La p e n d i e n t e  d e  l a  c u r v a  como d e f i n i c i ô n  d e  l a  -  

s e n s i b i l i d a d  f u ê  e s t a b l e c i d a  p o r  B e r s o n  y  YaUow ( 1 0 4 )  e s -  

t a b l e c i e n d o  q u e  c u a n t o  m a y o r  s e a  l a  p e n d i e n t e  d e  l a  c u r v a  

m a y o r  s e r â  s u  s e n s i b i l i d a d .

En  l a s  r e p r e s e n t a c i o n e s  g f a f i c a s  d e  S c a t c h a r d  o 

e n  l a s  d e  l o g i t - l o g ,  l a  p e n d i e n t e  e s  c o n s t a n t e ;  s i n  e m b a r  

g o  e n  m u c h o s  c a s o s  l a  p e n d i e n t e  e s  v a r i a b l e  e n  c a d a  p u n t o
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d e  l a  c u r v a ,  y  e n t o n c e s  t e n d r e m o s  q u e  r e f e r i r n o s  a l a  p e n  

d i e n t e  c o r r e s p e n d i e n t e  a l  p u n t o  c u y a  c o n c e n t r a c i ô n  e n  h o r  

mona  f r i a  e s  c e r o  ( t u b o s  c e r o )  ( 1 3 8 ,  1 3 9 ) .

Aunque  e s t e  p a r à m e t r o  n o  d e b e  d e  t o m a r s e  como î n  

d i c e  d e  s e n s i b i l i d a d  y  p r e c i s i ô n ,  e s  f u n d a m e n t a l  e n  l a  —  

e v a l u a c i ô n  d e  l a  c u r v a .

b )  QRDENADA EN EL ORIGEN (iNTERSECCION EN EL EJE OY)

Un b u e n  i n d i c e  d e  u n a  " b u e n a "  c u r v a  s t a n d a r d ,  e s  

q u e  l a  r e s p u e s t a  e n  a u s e n c i a  d e  h o r m o n a  f r i a  ( t u b o s  c e r o )  

s e a  muy a l t a ,  y a  que  a s i  u n a  p e q u e h a  c a n t i d a d  d e  h o rm o n a  

f r i a  p r o v o c a r i a  u n a  d i s m i n u c i ô n  s i g n i f i c a t i v a  e n  r e l a c i ô n  

c o n  l a  r e s p u e s t a  a n t e r i o r .  E x i s t e r  e x p o s i c i o n e s  a l g e b r i i  

cas- q u e  d e f i n e n  e s t e  p a r à m e t r o ,  s e g û n  l a s  c o o r d e n a d a s  e l e  

g i d a s c  ( 1 3 8 )

c )  PUNTO MEDIO.

E s  e l  p u n t o  c o r r e s p o n d i e n t e  a  u n a  d e t e r m i n a d a  —  

c o n c e n t r a c i ô n  d e  h o r m o n a  f r i a  t a l  q u e  s u  r e s p u e s t a  p r o d u ­

c e  u n a  r e d u c c i ô n  d e l  50% d e l  v a l o r  i n i c i a l .  En  l a  r e p r e -  

s e n t a c i ô n  g f ' a f i c a  e s  e l  p u n t o  d e  i n t e r s e c c i ô n  e n  e l  e j e  -  

OX c o r r e s p o n d i e n t e  a  u n  v a l o r  e n  e l  e j e  d e  l a  OY: b/ B q = 

50%, o a  l o g i t - l o g  b/ B q = o .
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E s t e  p a r à m e t r o ,  s e g û n  B o r t h ,  ( 1 4 0 )  d e f i n e  e l  o r -  

d e n  d e  m a g n i t u d  d e  l a  e s c a l a  d e  c o n c e n t r a c i o n e s  q u e  s e  u t i  

l i z a n  e n  e l  e s t u d i o  d e  l a  c u r v a .

d )  COEFICIENTE LAMBDA = X

E s t e  c o n c e p t o ,  i n t r o d u c i d o  p o r  Gaddum ( 1 4 1 ) ,  d e ­

f i n e ,  e n  c a d a  p u n t o  d e  l a  c u r v a ,  l a  d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d  -  

d e  l a  r e s p u e s t a  v a r i a b l e  p a r t i d o  p o r  l a  p e n d i e n t e  d e  l a  -  

c u r v a  e n  e s e  p u n t o .  P u e s t o  q u e  l a  c u r v a  p u e d e  c o n s i d e —  

r a r s e  u n a  l i n e a  r e c t a  e n  u n a  z o n a  p e q u e h a  a l r e d e d o r  d e l  -  

p u n t o ,  e s t e  c o e f i c i e n t e  n o s  d a  u n a  m e d i d a  d e  l a  d e s v i a c i ô n  

s t a n d a r d  o d e l  c o e f i c i e n t e  d e  v a r i a c i ô n  d e l  r e s u l t a d o  d e  

u n a  m u e s t r a  a  v a l o r a r  e n  e s e  p u n t o .

e )  LIMITES DE DETECCION.

Se d e f i n e  como l a  m i n i m a  d o s i s  d e t e c t a b l e  d e  h o r  

mona  f r i a  c a p a z  d e  p r o d u c i r  u n a  r e s p u e s t a  s i g n i f i c a t i v a —  

m e n t e  d i s t i n t a  d e  l a  p r o d u c i d a  p o r  l a s  s o l u c i o n e s  que  no  

c o n t i e n e n  h o r m o n a  f r i a  ( t u b o s  c e r o ) .  P o r  r e s p u e s t a  s i g n i  

f i c a t i v a m e n t e  d i s t i n t a  e n t e n d e m o s  q u e  h a  d e  s e r  l a  c o r r e s  

p o n d i e n t e  a l  p u n t o ,  c o n  u n a  d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d  i g u a l  a  -  

l a  d e  l o s  t u b o s  c e r o ,  m u l t i p l i c a d o  p o r  u n  v a l o r  s i g n i f i c a  

t i v o  d e  l a  t  d e  S t u d e n t  ( a p r o x i m a d a m e n t e  2) ( 1 4 0 ,  1 4 2 ) .
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PRECISION.

M i d g l e y  ( 1 . 9 6 9 )  ( 1 4 3 )  d e f i n e  p r e c i s i ô n  como: l a  

m e d i d a  e n  q u e  u n a  s e r i e  d e  r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  

l a  v a l o r a c i ô n  d e  u n a  m u e s t r a  c o i n c i d e n  c o n  e l  v a l o r  me—  

d i o ,  y  l a  e x p r e s a  como l a  c a n t i d a d  d e  v a r i a c i ô n  e n  s u  e s  

t i m a c i ô n .

E s t e  t ê r m i n o  r e f l e j a  l a  r e p r o d u c i b i l i d a d  de  l a  

m e d i d a  y  g e n e r a l m e n t e  s e  r e p r é s e n t a  como l a  d e s v i a c i ô n  -  

s t a n d a r d  d e  l a s  e s t i m a c i o n e s  d e  l o s  r e p l i c a d o s  ( d u p l i c a -  

d o s ,  t r i p l i c a d o s  e t c , . . ) ,  s u p o n i e n d o  q u e  s e  d i s t r i b u y e n  

n o r m a l m e n t e  r e s p e c t e  a  l a  m e d i a .

Como M i d g l e y  i n d i c a ,  n o  p u e d e  h a b l a r s e  d e  l a  —  

p r e c i s i ô n  d e  u n  e n s a y o ,  e n  u n  s e n t i d o  g e n e r a l ,  y a  qu e  c a  

d a  p u n t o  d e  l a  c u r v a  t i e n e  s u  d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d  d i f e —  

r e n t e .

L o s  i n d i c e s  d e  s e n s i b i l i d a d  y  p r e c i s i ô n  d e  u n  -  

e n s a y o  d e b e n  d a r s e  s i e m p r e  a s o c i a d o s ,  y  e l  e x p é r i m e n t a —  

d o r  d e b e  d e  i n t e n t a r  c o n s e g u i r  d e t e c t a r  l a  m i n i m a  d o s i s  

d e  h o r m o n a  f r i a  c o n  l a  m âx im a  p r e c i s i ô n .
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EXACTITUD.

Es  l a  m e d i d a  e n  q u e  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  c o n o c i d a  y  

s t a n d a r i z a d a  d e  h o r m o n a  c o i n c i d e  c o n  e l  v a l o r  m e d ia  e n  e l  

e n s a y o .

A v e c e s ,  s e  u s a n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l o s  c o r r e s p o n  

d i e n t e s  b i o e n s a y o s  como r e f e r e n d a .

A s î  m u e s t r a s  d e  o r î g e n  u r i n a r i o  m e d i d o s  e n  b i o e n  

s a y o s  y  e n  r a d i o i n m u n o e n s a y o s  e m p l e a n d o  s t a n d a r d  d e  o r i n a ,  

h a n  m o s t r a d o  e x c e l e n t e s  c o n c o r d a n c i a s  (R y a n  1 , 9 6 9 )  ( 1 4 4 ) ,  

d e l  m ism o  modo q u e  e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  p a r c i a l m e n t e  pu 

r i f i c a d o s ,  c o n  d i f e r e n t e s  c o n t e n i d o s  e n  LH, FSH, y  TSH, -  

u s a n d o  como s t a n d a r d s  p r e p a r a c i o n e s  d e  o r î g e n  h i p o f i s a r i o .

Un b u e n  m é t o d o  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  e x a c t i t u d  r e l a  

t i v a  e s  c o m p a r a r  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  d i f e r e n t e s  r a —  

d i o i n m u n o e n s a y o s .

REPRODUCIBILIDAD.

Es  l a  v a r i a b i l i d a d  e n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  u n a  m is m a  m u e s t r a :

a )  En  u n  m ism o  e n s a y o ,

b )  E n t r e  e n s a y o s  d i f e r e n t e s .

c )  E n t r e  l a s  d i f e r e n t e s  p e r s o n a s  t é c n i c a s  q u e  l o  r e a l i -  
z a n ,

( B l i s s  1 9 7 0 )  ( 1 4 5 )  ( F i n n e y  1 . 9 6 4 )  ( 2 5 ) .



78

L os  m é t o d o s  u s a d o s  e n  e l  e s t u d i o  d e  l a  r e p r o d u c i b i  

l i d a d  d e  u n  e n s a y o  s e  e s t u d i a r â n  e n  e l  a p a r t a d o  c o r r e s p o n ­

d i e n t e  a  c o n t r o l  d e  c a l i d a d .

F a c t o r e s  q u e  i n f l u y e n  e n  l a  s e n s i b i l i d a d ,  p r e c i s i ô n  y  e x a c - 
t i t u d .

T o d o s  l o s  p a r â m e t r o s  a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s ,  q u e  -  

d e f i n e n  l a  s e n s i b i l i d a d ,  p r e c i s i ô n  y  e x a c t i t u d  d e  u n  e n s a ­

y o ,  e s t â n  i n f l u e n c i a d o s  p o r :

1 ) La c o n c e n t r a c i ô n  d e  l o s  r e a c t i v o s  ( a n t i c u e r p o ,  horin 

n a  m a r c a d a  e t c . )

2) La c o n s t a n t e  d e  a f i n i d a d  d e l  a n t i c u e r p o  ( k ) .

3) E l  e r r o r  d e l  c o n t a j e  ( d e p e n d i e n t e  d e  l a  a c t i v i d a d  e s -  

p e c i f i c a ,  d e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a ,  d e l  t ic-nipo d e  c o n t a -  

j e  y  d e l  v o l u m e n  de  l a  m e z c l a )

4 )  E l  e r r o r  e x p e r i m e n t a l  ( d e p e n d i e n t e  d e l  e x p e r i m e n t a d o r ) .

E k i n s  y  Newman ( 2 2 )  h a n  e s t a b l e c i d o  u n a  T e o r i a  m a-  

t e m â t i c a  d e  l o s  a n â l i s i s  d e  s a t u r a c i ô n ,  e n  l a  q u e  a p o r t a n  -  

e c u a c i o n e s  m a t e m â t i c a s  qu e  r e l a c i o n a n  l o s  f a c t o r e s  c i t a d o s  

c o n  e l  f i n  d e  c o n s e g u i r  u n a  m âx im a  s e n s i b i l i d a d ,  p r e c i s i ô n  

y  e s p e c i f i c i d a d .

E l  l i m i t e  d e  d e t e c c i ô n  d e  u n  e n s a y o  d e p e n d e  d e  l a  -  

e n e r g l a  d e  l a  r e a c c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  ( k =  c o n s t a n t e  d e  e q u i  

l i b r i o )  y  s e g û n  E k i n s  ( 2 2 )  v i e n e  d e f i n i d o  p o r  l a  e x p r e s i ô n
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£ / k ,  s i e n d o  E e l  e r r o r  e x p e r i m e n t a l .  Una m a n e r a  e x p e r i m e n t a l  

d e  p r e v e e r  e s t e  l i m i t e  c o n s i s t e  e n  r e a l i z a r  d i f e r e n t e s  c u r v a s  

d e  d i l u c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  c o n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  

h o r m o n a  m a r c a d a  (com o v i m o s  e n  e l  c a p i t u l e  d e  T i t u l a c i ô n  d e  -  

a n t i c u e r p o s ) .  La c o n c e n t r a c i ô n  m in im a  d e  h o rm o n a  m a r c a d a  q u e  

e s  c a p a z  d e  d i s t i n g u i r  e l  a n t i c u e r p o  c o i n c i d i r â  c o n  l a  m in im a  

d o s i s  c a p a z  d e  v a l o r a r s e  e n  e l  e n s a y o  ( 1 0 2 ) .

De e s t e  modo, e s  c o n v e n i e n t e  u s a r  p e q u e h a s  c a n t i d a -

d e s  d e  h o rm o n a  m a r c a d a ,  l o  q u e  r e q u i e r e  q u e  s u  a c t i v i d a d  e s p e

c i f i c a  s e a  g r a n d e ,  p a r a  t e n e r  s u f i c i e n t e  r a d i o a c t i v i d a d  c o n  -  

l a  m in im a  c o n c e n t r a c i ô n ,  e n  u n  t i e m p o  d e t e r m i n a d o .

O t r a s  f o r m a s  d e  m e j o r a r  e l  l i m i t e  d e  d e t e c c i ô n  y  —

l o s  dem âs  p a r â m e t r o s  c o n s i s t e r  e n  a u m e n t a r  e l  v o l u m e n  d e  l a  -

m e z c l a  e n  e l  e n s a y o ,  y  e n  l a  a d i c i ô n  t a r d i a  d e  l a  h o rm o n a  m ar  

c a d a ;  e s t o  û l t i m o  e s  v â l i d o  s i e m p r e  q u e  l a  c o n s t a n t e  d e  v e l o -  

c i d a d  d e  r e a c c i ô n  i n v e r s a  e n t r e  Ag y  Ab s e a  p e q u e h a  e n  r e l a —  

c i ô n  c o n  l a  c o n s t a n t e  d e  a s o c i a c i ô n .

La c o n c e n t r a c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  q u e  d e b e  u s a r s e  en  

e l  e n s a y o ,  d e b e  d e  s e r  l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  u n  v a l o r  d e  b / f  -  

a p r o x i m a d a m e n t e  d e  1 . 0 ,  p u e s  u n a  b u e n a  c o m p e t i c i ô n  r e q u i e r e  -
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q u e  l o s  s i t i o s  d e  u n i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  e s t ê n  s a t u r a d o s .  -  

En  e s t o s  c a s o s  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i c u e r p o  e s  b a j a ,  y  

e s  i m p o r t a n t e  q u e  e l  t i e m p o  d e  i n c u b a c i ô n  s e a  l o  s u f i c i e n

t e  p a r a  q u e  l a  r e a c c i ô n  a l c a n z e  e l  e q u i l i b r i o .

S i n  e m b a r g o ,  l a  m âx im a  p r e c i s i ô n  s e  o b t e n d r î a  c o n  

c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  d e  a n t i c u e r p o ,  a u n q u e  e x i s t e  u n  l i ­

m i t e  e n  e s t a  c o n s i d e r a c i ô n  y a  q u e  l o s  a n t i c u e r p o s  s o n  h e -  

t e r o g ê n e o s  y  a  g r a n d e s  d o s i s  p o d r î a n  h a b e r  r e a c c i o n e s  c r u  

z a d a s  c o n  o t r a s  h o r m o n a s  q u e  n o  i n t e r e s a  m e d i r  e n  e l  e n s a  

y o  y  s e  o b t e n d r î a n  r e s u l t a d o s  e r r ô n e o s .  (73  )

C u a n d o  i n t e r e s a  m e d i r  c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  d e  —  

h o r m o n a ,  e l  s i s t e m a  d e b e  d e  s e r  mâs p r e c i s o  q u e  s e n s i b l e ,  

p o r  l o  q u e  s e  e l i g i r î a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i c u e r p o  ma 

y o r  q u e  l a  u s a d a  e n  l o s  e n s a y o s  que  s o n  c a p a c e s  d e  d e t e c ­

t a r  d o s i s  muy p e q u e h a s .
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I .  13c CONTROL ESTADISTICO PE UN RADIOINMUNOENSAYO Y 

SISTEMAS PE AUTOMATIZACION PE LOS RESULTADOS.

E s  e s e n c i a l  e l  e s t u d i o  d e  l a  c a l i d a d  de  t o d o  r a d i o i n  

m u n o e n s a y o ,  p a r a  e v a l u a r  s u  e s t a b i l i d a d  y  r e p r o d u c i b i l i d a d .

P a r a  e l l o  e s  n e c e s a r i o  d i s p o n e r  d e  d o s  m e z c l a s  

de  s u e r o s  p r o c e d e n t e s  d e  v a r i o s  p a c i e n t e s  y  a n a l i z a r l o s ,  p o r  

d u p l i c a d o  o t r i p l i c a d o ,  e n  c a d a  e n s a y o .  A p l i c a n d o  l a s  f ô r m u  

l a s  y  c r i t e r i o s  d e  e v a l u a c i ô n  e s t a b l e c i d a s  p o r  R o d b a r d  ( 1 4 6 ) ,  

c o n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s , s e  p u e d e :

1 . -  C o n s t r u i r  g r â f i c a s  d e  c o n t r o l  q u e  e x p r e s e n  e n  a b c i s a s  e ]  

n û m e r o  d e  e n s a y o s  y  e n  o r d e n a d a s  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i —  

d o s .  J u n t o  c o n  e s t a s  g r â f i c a s  e s  c o n v e n i e n t e  a h a d i r  l a s  

d i f e r e n t e s  c a r a c t e r î s t i c a s  d e  l a  c u r v a  s t a n d a r d ,  o b t e n i ­

d a s  e n  c a d a  e n s a y o  ( p e n d i e n t e ,  i n t e r s e c c i ô n  c o n  e l  e j e  -  

OX, e t c . . . ) .

2 . -  C a l c u l a r  l a  v a r i a b i l i d a d  d e  l o s  r e s u l t a d o s  e n  u n  m ism o -  

e n s a y o  ( R e p r o d u c i b i l i d a d  i n t e r - e n s a y o ) .

3 . -  C a l c u l a r  l a  v a r i a b i l i d a d  d e  l o s  r e s u l t a d o s  e n  d i f e r e n t e s  

e n s a y o s  ( R e p r o d u c i b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o ) .

4 . -  A n a l i z a r  e l  p a r a l e l i s m o  e n t r e  l a s  m u e s t r a s  a  v a l o r a r  y  -  

l a s  s o l u c i o n e s  s t a n d a r d .

D e b i d o  a l  g r a n  n û m e ro  d e  m u e s t r a s  qu e  s e  p u e d e n  v a l o  

r a r  e n  u n  r a d i o i n m u n o e n s a y o  s e  h ^ n  e s t u d i a d o  d i v e r s e s  s i s t e -  

mas d e  c o m p u t a c i ô n  a u t o m â t i c a  ( 1 4 6 , 1 4 7 ) ,  Con e s t o s  s i s t e m a s
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q u e  g e n e r a l m e n t e  s e  b a s a n  e n  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  l i n e a l  

l o g i t - l o g ,  s e  p u e d e n  c a l c u l a r  a u t o m a t i c a m e n t e  l o s  r e ­

s u l t a d o s  e n  l a s  m u e s t r a s  a  v a l o r a r ,  d e n t r o  d e  u n o s  lî^ 

m i t e s  d e  c o n f i a n z a  e s t a b l e c i d o s  ( n o r m a l m e n t e  s e  u s a  -  

e l  95%),  a s î  como t o d a s  l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  q u e  d e t e r  

m i n a n  l a  c u r v a  s t a n d a r d .
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I .  1 4 .  DIFERENCIA ENTRE ACTIVIDAD BIOLOGICA E INMUNOLOGICA

A n t e s  d e  d e s c u b r i r s e  e l  R a d i o i n m u n o e n s a y o  como e l  

m é t o d o  mâs  i d ô n e o  p a r a  l a  v a l o r a c i ô n  d e  g o n a d o t r o p i n a s , -  

s e  u s a b a n  l o s  m é t o d o s  b i o l ô g i c o s  p a r a  s u  d e t e c c i ô n .

L a s  g o n a d o t r o p i n a s ,  e x t r a î d a s  d e  l a  o r i n a ,  p r e c i p i  

t a d a s  y  p u r i f i c a d a s ,  s e  i n y e c t a b a n  a  r a t a s  i n m a d u r a s  y  s e  

o b s e r v a b a  e l  p e s o  d e l  o v a r i o  ( 1 4 8 )  E l  m é t o d o  mâs s e n s i —  

b l e  p a r a  LH e s  e l  d e  P a r l o w  ( 1 4 9 )  q u e  c o n s i s t e  e n  i n y e c —  

t a r  i n t r a v e n o s a m e n t e  a  r a t a s  p s e u d o e m b a r a z a d a s  l o s  e x t r a c  

t o s  p u r i f i c a d o s  y  d e t e r m i n a r  l a  d e p l e c i ô n  d e l  â c i d o  a s c ô r b i  

co  e n  e l  o v a r i o .  O t r o  e n s a y o  c o n s i s t î a  e l  i n y e c t a r  a r a t a s  

h i p o f i s e c t o m i z a d a s  e l  m a t e r i a l  a  v a l o r a r  y  o b s e r v a r  e l  c r e -  

c i m i e n t o  d e  l a  p r ô s t a t a .  ( l 5 0 )

Los  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p o r  e s t o s  e n s a y o s  b i o l ô g i c o s  

no  s i e m p r e  c o i n c i d e n  c o n  l o s  o b t e n i d o s  p o r  m é t o d o s  i n m u n o -  

l ô g i c o s  d e b i d o  a  l o s  s i g u i e n t e s  f a c t o r e s :

1 . -  En l a s  m a n i p u l a c i o n e s  d e  e x t r a c c i ô n  y m a n i p u l a c i ô n  p u e  

d e n  d e s t r u i r s e  l a s  p r o p i e d a d e s  b i o l ô g i c a  y  s i n  e m b a r g o  

m a n t e n e r s e  l a s  i n m u n o l ô g i c a s  ( l 5 l )

2 . -  L a s  d i s c r e p a n c i a s  p u e d e n  d e p e n d e r  d e l  a n t i c u e r p o  u s a d o  

e n  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o . ( 1 4 4 )
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3 . -  E l  p a t r ô n  e l e g i d o  como r e f e r e n d a  p u e d e  s e r  d e  o r i g e n  

u r i n a r i o  o p i t u i t a r i o .  En e l  c a s o  d e  LH o FSH e l  p a t r ô n  

q u e  n o r m a l m e n t e  s e  u s a  e s  e l  i n t e r n a c i o n a l  d e  o r i n a  p r o ­

c é d a n t e  d e  m u j e r  m e n o p a û s i c a  ( 2 n d  IRP-HMG). Los  v a l o r e s  

c o r r e s p o n d i e n t e s  a  e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  e n  r e f e r e n c i a  a 

e s t e  p a t r ô n  s o n  m a y o r e s  e n  l o s  e n s a y o s  b i o l ô g i c o s  que  e n  

l o s  r a d i o i n m u n o e n s a y o s .  E s t a  d i f e r e n c i a  d i s m i n u y e  c u a n d o  

e l  p a t r ô n  e l e g i d o  e s  e l  p r o c e d e n t e  d e  p i t u i t a r i a  humana 

0-52). O t r a  f o r m a  d e  e x p r e s a r  l o s  r e s u l t a d o s  e s  t o m a r  como 

r e f e r e n c i a  l o s  e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  e n  u n i d a d e s  d e  p e s o

( ^ g  o >^g) .
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I I .  HORMONAS p i t u i t a r i a :; e  h i p o t a l a m i c a s . c a r a c t e r i -  

ZACION BIOQUIMICA DE FSH, LH Y SUS HORMONAS L I  —  

BERADORAS.

I I .  1 . G e n e r a l i d a d e s

La p i t u i t a r i a  e s  u n a  g l â n d u l a  d e  s e c r e c i ô n  i n  

t e r n a  a s e n t a d a  e n  l a  s i l l a  t u r c a ,  u n a  c o n c a v i d a d  d e l  h u e  

s o  e s f e n o i d e s ;  e s t à  c o n s t i t u i d a  p o r  t r è s  z o n a s  muy d é f i n i ^  

d a s  : l a  p a r t e  a n t e r i o r  o a d e n o h i p ô f i s i s  q u e  e s t â  r e l a c i o  

n a d a  c o n  e l  h i p o t â l a m o  a  t r a v é s  d e  l o s  v a s o s  p o r t a l e s  h i -  

p o t a l a m o - h i p o f i s a r i o , l a  p a r t e  p o s t e r i o r  o n e u r o h i p ô f i s i s  

i n e r v a d a  p o r  f i b r a s  d e s d e  l o s  n û c l e o s  p a r a v e n t r i c u l a r  

p r a ô p t i c o  d e l  h i p o t â l a m o  y  l a  p a r t e  i n t e r m e d i a  o l ô b u l o  

i n t e r m e d i o , q u e  s e  a d h i e r e  a  l a  p a r t e  a n t e r i o r  e n  l a  - d a d  

a d u l t a  ( 1 5 3 , 1 5 4 ) .

La a d e n o h i p ô f i s i s  e s  u n a  c o n f e d e r a c i ô n  d e  v a —  

r i a s  u n i d a d e s  f u n c i o n a l m e n t e  i n d e p e n d i e n t e s , c a d a  u n a  corn 

p u e s t a  d e  u n  t i p o  d e  c é l u l a s  q u e  s i n t e t i z a n  y  s e g r e g a n  l a s  

h o r m o n a s  p o l i p e p t i d i c a s .  La c l a s i f i c a c i ô n  t r a d i c i o n a l  d e  

e s t a  c é l u l a s ,  e n  f u n c i ô n  d e  l a  r e a c c i ô n  m a n i f i e s t a  e n  e l  

t i n t e  c o n  h e m a t o x i l i n a  o e o s i n a ,  e n  a c i d ô f i l a s ,  b a s ô f i l a s  

y  c r o m ô f o b a s ,  no  e s  a d e c u a d a  p a r a  e x p l i c a r  l a  l i b e r a c i ô n
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i n d e p e n d i e n t e  d e  l a s  s e i s  h o r m o n a s  c o n o c i d a s  y  d e  l a  s e -  

c r e c i ô h  d e  o t r o s  p é p t i d o s ,  c u y a  s i g n i f i c a c i ô n  f i s i o l ô —  

g i c a  a û n  n o  e s t a  e s t a b l e c i d a .  Es  mâs l ô g i c o  c l a s i f i c a r  

l a s  c é l u l a s  s e g û n  l a s  h o r m o n a s  c o n o c i d a s  q u e  s e g r e g a n ,  -  

q u e  a c t u a l m e n t e  s o n  l a s  s i g u i e n t e s  : s o m a t o t r o p i n a  u  h o r  

mona  d e  c r e c i m i e n t o  (GH),  c o r t i c o t r o p i n a  (ACTH ) ,  t i r o —  

t r o p i n a  (T SH ) ,  p r o l a c t i n a  (P R L ) ,  h o r m o n a  f o l i c u l a r  ( F S H ) , 

h o r m o n a  l u t c i n i z a n t e  (L H ) ,  y  h o rm o n a  e s t i m u l a n t e  de  m e l a -  

n o c i t o s  (MSH) ( 1 5 5 , 1 5 6 ) .

I I .  2 .  A n a l o q i a  e s t r u c t u r a l  e n t r e  l a s  H o rm o n as  G l i c o p r o -  

t e i c a s  : FSH, LH, y  HCG

L a s  h o r m o n a s  FSH, LH, TSH, j u n t o  c o n  l a  h o rm o ­

n a  p l a c e n t a r i a  HCG e s t â n  c o n s t i t u i d a s  p o r  c a d e n a s  c o n s t i -  

t u i d a s  p o r  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  c o n  g r u p o s  s u s t i t u t i v o s  

d e  c a r b o h i d r a t o s , e n  u n a  r e l a c i ô n  d e  15 a  30 % r e s p e c t e  de  

s u  p e s o  m o l e c u l a r .  Los  a z û c a r e s  q u e  c o n t i e n e n  s o n  f u c o s a ,  

m a n o s a  y  g a l a c t o s a ,  y  e n  s u  c o m p o s i c i ô n  i n t e r v i e n e n  e l  

â c i d o  s i â l i c o  e n  u n a  p r o p o r c i ô n  no  c o n s t a n t e  ( 1 5 7 , 1 5 8 )



87

C ada  m o l é c u l a  d e  e s t a s  h o r m o n a s  e s t a  f o r m a d a  p o r  d o s  

s u b u n i d a d e s  d é s i g n a d a s  p o r  a l f a  y  b e t a ;  l a  s e c u e n c i a  d e  -  

l a s  c a d e n a s  e s  i d é n t i c a  o muy s i m i l a r  e n t r e  e l l a s  y  e s  l a  

Que c o n f i e r e  l a s  f u n c i o n e s  mâs g é n é r a l e s ,  como e l  t r a n s p o r ­

t e  o a c t i v a c i ô n  d e  s u  r e c e p t o r  ( 1 5 9 ,  1 6 0 ) .  La s u b u n i d a d  , 

c u y a  s e c u e n c i a  e s  muy d i f e r e n t e  d e  u n a  h o rm o n a  a  o t r a ,  da  -  

l a  e s p e c i f i c i d a d  a  l a  m o l é c u l a  c o m p l é t a ,  y  p o s e e  l i g e r a  a c ­

t i v i d a d  b i o l ô g i c a  q u e  l a  c o m p l é t a  c o n  l a  u n i ô n  d e  l a  c a d e n a  

( 1 6 1 ,  1 6 2 ) .

Los  h l b r i d o s  f o r m a d o s  p o r  c o m b i n a c i ô n  d e  u n a  s u b u n i ­

d a d  oL d e  u n a  h o r m o n a  y  d e  l a f S  d e  o t r a ,  p o s e e n  l a  a c t i v i d a d  

b i o l ô g i c a  p r o p i a  d e  l a  q u e  d o n a  l a  - .ubun idad  (3 ; a s i  e l  h i -  

b r i d o  f o r m a d o  p o r  l a  u n i ô n  d e  l a  c a d e n a  d  d e  TSH y  d e  l a  (3 

d e  LH, p o s e e r â  a c t i v i d a d  l u t e n e i z a n t e  ( 1 6 3 ) .  E l  c o n o c i m i e n  

t o  d e  l a  s e m e j a n z a  e s t r u c t u r a l  d e  l a s  c a d e n a s  ck d e  l a s  h o r ­

m onas  g l i c o p r o t e i c a s  e x p l i c a  l a  r e a c c i ô n  c r u z a d a  e n t r e  e l l a s  

e n  s u  v a l o r a c i ô n  r a d i o i n m u n o l ô g i c a .

r p % C a r a c t e r i z a c i ô n  B i o q u i m i c a  d e  LH.

Los  p r o c e d i m i e n t o s  mâs u s a d o s  p a r a  l a  e x t r a c c i ô n  d e  

FSH y  LH f u e r o n  d e s c r i t o s  p o r  W i l h e l m i  e n  1 . 9 6 1  ( 1 6 4 ) ,  p o r  

P a r l o w  ( 1 6 5 )  y  p o r  H a r t r e e  e n  1 . 9 6 6  ( 1 6 6 ) .  Uno d e  l o s  p a -  

s o s  mâs l a b o r i o s o s  e n  s u  e x t r a c c i ô n  e s  l a  s e p a r a c i ô n  d e  —
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e s t a s  d o s  h o r m o n a s ,  i n d e p e n d i e n t e m e n t e ,  s i n  c o n t a m i n a c i ô n  

e n t r e  e l l a s ,  y  a  s u  v e z ,  l a  o b t e n c i ô n  d e  LH p u r a  s i n  p r e -  

s e n c i a  d e  TSH. En e s t a s  s e p a r a c i o n e s  s e  u s a  c r o m a t o g r a f i a  

e n  c e l u l o s a  DEAE ( l 6 7 )  y  c r o m a t o g r a f î a  e n  c o lu m n a  d e  S e p h a d e x  

G-lOO ( 1 5 8 ) .

Una v e z  e x t r a i d a s  y  p u r i f i c a d a s  s e  p r o c e d i ô  a l  e s t u  

d i o  d e  s u s  c a r a c t e r î s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  y  b i o q u î m i c a s .  La 

LH e s  u n a  h o rm o n a  g l i c o p r o t é i c a  d e  p e s o  m o l e c u l a r  a p r o x i m a -  

d o  d e  3 0 . 0 0  y  c o n  u n  c o n t e n i d o  e n  c a r b o h i d r a t o s  d e l  20% —

( 1 6 8 ) .  Su c o m p o s i c i ô n  e n  a m i n o â c i d o s  h a  s i d o  c a l c u l a d o  p o r  

v a r i o s  a u t o r e s :  R e i c h e r t  e n  1 . 9 6 8  ( 1 6 9 )  B e l l  e n  1 . 9 6 9  ( 1 7 0 ) ,  

e t c ................

E l  c o n t e n i d o  e n  â c i d o  s i â l i c o  e s  d e l  1%; e s t e  â c i d o  

j u e g a  u n  p a p e l  muy i m p o r t a n t e  e n  l a  p r o l o n g a c i ô n  d e  l a  v i d a  

m e d i a  d e  l a s  g l i c o p r o t e l n a s  y  c o n t r i b u y e  a  l a  p r o p i e d a d e s  -  

b i o l ô g i c a s  d e  s u s  m o l é c u l a s ;  a l  s e p a r a r  e s t e  â c i d o  d e  l a  mo 

l é c u l a  d e  LH, é s t a  p i e r d e  g r a n  p a r t e  d e  s u  a c t i v i d a d  b i o l ô ­

g i c a  ( 1 7 1 ) .

La LH o v i n a ,  b o v i n a ,  p o r c i n a  y  d e  r a t a  c o n t i e n e n  rne- 

n o s  c a n t i d a d  de  â c i d o  s i â l i c o  q u e  l a  hum ana  y  m a y o r  c o n t e n i  

d o  en  p r o l i n a .  E l  p u n t o  i s o e l é c t r i c o  d e  LH e s  d e  7 , 5  y  e s  

m âs  â c i d o  e l  d e l  LH d e  l a s  e s p e c i e s  p r i m a t e s  q u e  n o  p r i m a —  

t e s  ( 1 7 2 ) .
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Howard  y  P i e r c e  e n  1 . 9 6 9  ( 1 6 2 ) ,  d e s c r i b i e r o n  l a s  d o s  

s u b u n i d a d e s  d e  TSH y  LH b o v i n a s  p o n i e n d o  d e  m a n i f i e s t o  l a s  

a n a l o g i a s  e n  l a s  s e c u e n c i a s  d e  s u s  a m i n o â c i d o s .  L a s  s u b u n i  

d a d e s  o( d e  TSH, LH y  FSH s o n  muy a n a l ô g a s  y  p r é s e n t a  r e a c c i ô n  

c r u z a d a  ( l 6 l ) .

E l  p e s o  m o l e c u l a r  d e  l a s  d o s  s u b u n i d a d e s  ÿ 0  d e  LH, 

e s t i m a d a s  p o r  R e i c h e r t  e n  1 . 9 7 1  ( 1 7 3 )  s o n  d e  1 5 . 3 0 0  y  d e  -  

1 4 . 6 0 0 ,  r e s p e c t i v a m e n t e . La s e c u e n c i a  c o m p l é t a  d e  l o s  96 

a m i n o â c i d o s  d e  l a  s u b u n i d a d  d  y  d e  l o s  120 d e  l a  (3 d e  LH -  

o v i n a  h a n  s i d o  d é t e r m i n a d o s  p o r  S a i r a m ,  P a c k o f f ,  LY y  c o l  -  

e n  1 . 9 7 2  ( 1 7 4 ,  1 7 5 )  y  1 . 9 7 3  ( 1 7 6 ) .
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I I .  4 .  CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE FSH

La FSH e s  u n a  h o rm o n a  p o l i p e p t i d i c a  d e  p e s o  m o l e c u l a r  

a p r o x i m a d o  d e  3 6 . 0 0 0  ( 1 7 7 )  y  s u  c o n t e n i d o  e n  c a r b o h i d r a t o s  

e s  d e  25%. La C o m p o s i c i ô n  d e  a m i n o â c i d o s  f u é  d e t e r m i a d o  —  

p o r  Roos e n  1967  ( 1 7 8 ) ,  p o r  P e r c k h a n  y  P a r l o w  en  1 9 6 9  ( 1 7 9 )

E l  5%, e n  p e s o ,  de  FSH humana  e s  d e  â c i d o  s i â l i c o ,  —  

q u e  e s  n e c e s a r i o  p a r a  su  a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  p e r o  no  inm uno  

l ô g i c a .  La m o l é c u l a  de  FSH e s  â c i d a ,  c o n  u n  p u n t o  i s i o e l é c  

t r i c o  e n t r e  4  y  5 ( l 8 0 )  y  a l  p a r e c e r  no  h a y  d i f e r e n c i a s  c o n  

e l  de  l o s  n o - p r i m a t e s .

La LH s e  i n a c t i v a  p o r  d i g e s t i ô n  p o r  q u i m i o t r ô p i c a , -r 

m i e n t r a s  l a  FSH no  s u f r e  e s t e  p r o c e s o  ( l 8 l ) .  A! i g u a l  q u e  

l a  LH, l a  FSH c o n s i s t e  e n  d o s  s u b u n i d a d e s  d  ^  , i n i c i a l -

m e n t e  s eparacfes  p o r  S a x e n a  y  R o thm an  ( l 8 2 ) .  La s e c u e n c i a  -  

de  l a  s u b u n i d a d  d d e  FSH h u m a n a ,  c a r a c t e r i z a d a ( e n  1 . 9 7 4 )  —  

p o r  Shomey y  P a r l o w ,  ( 1 8 3 )  t i e n e  89 a m i n o â c i d o s  y  e s  t o t a l  

m e n t e  i d é n t i c a  a  l a  s u b u n i d a d  d  d e  LH; l a  s e c u e n c i a  d e  l a  

s u b u n i d a d  (5 , c a r a c t e r i z a d a  p o r  l o s  m ism os  a u t o r e s  t i e n e  -  

115 a m i n o â c i d o s  y  p r é s e n t a  mâs a n a l o g î a  c o n  l a  u b u n i d a d  ^  

d e  TSH q u e  c o n  l a  s u b u n i d a d  d e  LH.
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La T a b l a  2 m u e s t r a  l a  c o m p o s i c i ô n  d e  a m i n o â c i d o s  

d e  FSH humano y  s u s  s u b u n i d a d e s  e n  c o m p a r a c i ô n  c o n  l a  ■ 

c o m p o s i c i ô n  d e  LH, TSH hum ana  y  s u s  s u b u n i d a d e s  ( l 8 4 ) .
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COMPOSICION AMINOACIDA DE FSH Y SUS SUBUNIDADES 
COMPARACION CON LAS SUBUNIDADES DE LH Y TSH

INOACIDOS F S H - O f  LH-Of TSH-CX FSH -{3 LH-f9 T S H -p  F S H
( m o l e s / l O O  m o l e s  d e  a m i n o â c i d o s  a n a l i z a d o s )  compléta

s i n a 7 . 3 5 . 8 4 . 9 6 . 2 2 . 6 6 . 3 6 . 1

s t i d i n a 3 . 4 3 . 3 2 . 7 3 . 0 3 . 2 2 . 5 2 . 7

g i n i n a 3 . 6 4 . 4 4 . 4 5 . 0 1 2 . 3 4 . 7 3 .8

i d o  a s p a r t i c o 6 . 4 6 . 1 7 . 2 7 . 9 6 . 6 8 . / '/'. u

e o n i n a 8 . 8 8 . 6 8 . 5 1 0 . 6 5 . 6 9 . 7 9 . 2

r i n a 7 . 8 7 . 9 8 . 0 5 . 7 4 . 6 5 . 2 6 . 7

i d o  g l u t a m i c o 9 . 9 1 0 . 7 1 0 . 2 9 . 1 8 . 5 7 . 4 1 0 . 0

o l i n a 7 . 3 8 . 0 8 . 1 5 . 5 1 1 . 9 6 . 2 6 .  :

i c i n a 4 . 9 4 . 9 5 . 5 5 . 9 3 . 4 4 . 5 5 . 5

a n i n a 5 . 2 4 . 5 5 . 2 6 . 4 2 . 8 6 .  3 6 . 9

s t i n a 9 . 9 1 0 . 5 7 . 9 8 . 9 9 .  3 7 . 1 9 . 1

l i n a 7 . 6 8 . 1 8 . 3 5 . 8 9 . 2 4 . 2 6 . 5

t i o n i n a . 2 . 9 2 . 6 2 . 5 0 . 6 1 . 9 1 . 6 1 . 7

o l e u c i n a 1 . 2 1 . 7 2 . 5 5 . 1 4 . 2 7 . 0 :. 6

u c i n a 4 . 7 5 . 1 5 . 3 5 . 0 7 . 4 5 . 8 5 . 4

l ' o s i n a 4 . 4 3 . 8 4 .  3 6 . 2 2 . 8 8 . 8 5 . 2

n i l a l a n i n a 4 . 7 3 . 9 4 . 2 3 . 2 2 . 5 3 . 8 3 .8

i p t ô f a n o —■—— 0 . 3 ——— 0 . 9 1 . 6 ------ ! .1

TABLA 2
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I I .  5 .HOEMONAS HIPOTALAMICAS

El  h i p o t a l a m o  e s  u n  a r e a  d e l  d i e n c é f a l o  s i t u a d o  e n  

l a  b a s e  d e l  c e r e b r o ,  v e n t r a l  - a l  t â l a r n o  y  q u e  f o r m a  e l  s u e  

l o  y  p a r t e  d e  l a s  p a r e d e s  l a t é r a l e s  d e l  t e r c e r  v e n t r i c u l e ;  

a n t e r i o r m e n t e  e s t a  l i m i t a d o  p e r  e l  q u i a s m a  ô p t i c o  y  p o s t e  

r i o r m e n t e  p o r  l o s  c u e r p o s  m a m i l a r e s  ( I 8 5 ) .

L a s  b a s e s  a n a t ô m i c a s  d e l  c o n t r o l  d e  l a  a d e n o h i p ô f i -  

s i s  f u e r o n  c l a r a m e n t e  e s t a b l e c i d a s  p o r  H a r r i s  e n  1 . 9 5 5  —  

( 1 8 6 ) .  T a n t o  e n  e l  h o n b r e  como e n  l o s  dem âs  m a m i f e r o s  e 

i n c l u s o  e n  l o s  v e r t e b r a d o s  i n f e r i o r e s ,  l a  c o n e x i ô n  e n t r e  

e l  h i p o t â l a m o  y  l a  a d e n o h i p ô f i s i s  s e  e s t a b l e c e  a  t r a v é s  -  

d e  u n  s i s t e m a  p o r t a  s e n g u i n e o ;  l a  t e o r i a  mâs a c e p t a d a  e x -  

p l i c a  e s t a  c o n e x i ô n  d e l  modo s i g u i e n t e :  l a s  t e r m i n a c i o n e s  

n e r v i o s a s  d e  l a s  c é l u l a s  d e  l o s  n û c l e o s  h i p o t a l â m i c o s  l i -  

b e r a n  s u s t a n c i a s  h o r m o n a l e s ,  e n  l o s  c a p i l a r e s  d e  l a  e m i —  

n e n c i a  m e d i a ,  q u e  s e  d i s t r i b u y e n  e n  l a s  v e n a s  d e l  t a l l o  y  

s o n  t r a n s p o r t d a s  a  l a  a d e n o h i p ô f i s i s  a  t r a v é s  d e  u n  s e g u n  

d o " p l e x u s " d e  c a p i l a r e s  q u e  f o r m a n  e l  s i s t e m a  p o r t a  h i p o f i  

s o - h i p o t a l â m i c o .

La a c c i ô n  d e  e s t a s  s u s t a n c i a s  h i p o t a l â m i c a s  e s  l a  e s  

t i m u l a c i ô n  o i n h i b i c i ô n  d e  l a  s i n t e s i s  y  s e c r e c i ô n  d e  l a s



94

h o r m o n a s  p i t u i t a r i a s ,  p o r  l o  q u e  s e  l a s  d e n o m i n a :  H orm o-

n a s  l i b e r a d o r a s  o i n h i b i d o r a s  h i p o t a l â m i c a s ; ( 1 8 7 ) .

L a s  h o r m o n a s  l i b e r a d o r a s  c o n o c i d a s ,  h a s t a  e l  p r e s e n  

t e  s o n  l a s  s i g u i e n t e s :

Hormona  l i b e r a d o r a  d e  l a  c o r t i c o t r o p i n a  (ACTH): CRH o CRF

Hormona  l i b e r a d o r a  d e  l a  t i r o t r o p i n a  (T S H ) :  TRH o TRF

Hormona  l i b e r a d o r a  d e  l a  h o rm o n a  l u t e n e i z a n t e  (LH) y  de  -  
l a  h o rm o n a  f o l i c u l o - e s t i m u l a n t e  ( F S H ) : LH-RH o LH-RF

Hormona l i b e r a d o r a  d e  l a  h o rm o n a  d e  c r e c i m i e n t o ( G H ) : GH-RH 
o GH—RF

Hormona i n h i b i d o r a  d e  l a  h o rm o n a  d e  c r e c i m i e n t o ( G H ) : GIH 
o GIF

Hormona l i b e r a d o r a  d e  l a  P r o l a c t i n a  (P R L ) :  PRH o PRF

Hormona i n h i b i d o r a  d e  1,\ P r o l a c t i n a  (P R L ) :  PIH o P IF

Hormona l i b e r a d o r a  d e  l a  h o rm o n a  m e l a n o c i t o - e s t i m u l a n t e  —  
(MSH): MRH o MRF

Hormona i n h i b i d o r a  d e  l a  h o rm o n a  m e l a n o c i t o - e s t i m u l a n t e  —  
(MSH): MIH o MIF

De t o d a s  e s t a s  h o r m o n a s ,  s o l a m e n t e  t r e s  d e  e l l a s  hari  

s i d o  a i s l a d a s  y  c a r a c t e r i z a d a s  y s i n t e t i z a d a s :

TRH : e s  u n  t r i p é p t i d o ,  a i s l a d o  d e  e x t r a c t o s  h i p o t a l â m i
c o s  p o r c i n o s  y  c a r a c t e r i z a d o  p o r  S c h a l l y  y  c o l  e n  
1 . 9 6 9  y  1 . 9 7 0  ( 1 8 8 , 1 8 9 , 1 9 0 ) .

GIH : o s o m a t o s t a t i n a , c o m p u e s t a  d e  14  a m i n o â c i d o s .  Pué
a i s l a d o  d e  e x t r a c t o s  h i p o t a l â m i c o s  o v i n o s  y p o r ­
c i n o s  ( 1 9 1 , 1 9 2 ) ,  p o r  S h a l l y  y  C o l . , y  G u i l l e m i n  y  
C o l .



LH-RH : La p r e s e n c i a  d e  LH-RH e n  e x t r a c t o s  h i p o t a l â m i c o s  de  

r a t a s  s e  d e m o s t r ô  p o r  p r i m e r a  v e z  e n  e l  a h o  1 . 9 6 0  ( 1 9 3 )  y  -  

f u e  a i s l a d o  d e  h i p o t â l a m o s  d e  c e r d o  p o r  S c h a l l y  y  c o l .  ( 1 9 4 )  

y  p o r  G u i l l e m i n  y  c o l .  ( l 9 5 ) ,  e n  1 9 7 1 .  Su d e t e r m i n a c i ô n  d e  

a m i n o â c i d o s  y  s u  s i n t e s i s  s e  r e a l i z a r o n  e n  e l  mismo a h o  

( 1 9 6 , 1 9 7 ) .  La F i g u r a  7 m u e s t r a  l a  e s t r u c t u r a  d e  LH,RH y  TRH:

H; H2 Hg

/ “ \  %  M% / ' - f
0 = C  C - C - N - C - C - N  I

V - , J -  y
J  \  '̂ "2

jh; c ciHj
\ /

C -H

C=M) C=M2 C-M^ c

I  7  î î  I  7  ?  R  I  1  ?  R
N  — c — ç —N - C - C - N - C  t  - N - C - C — N - C - C - N - C - C — N - C - C  — N - C - C — N ---------- C ---- C - N - Ç — Ç

I I A I A ü
Ç=Hj y?

M -Ç ïC  O-W C ^ M ,

r »

M-N*̂ N=Ĥ
H
I

P Y R O G L U - H I S -  T R P - S E R - T  Y R - G L Y -  LE U - A R G  -  P R O  -  G L Y  -  N

:

F I G . 7 : ( A ) :  FORMULA DE LA HORMONA L I B E R A D O R A  DE TS H : T RF
( B ) :  FORMULA DE LA HORMONA L I B E R A D O R A  DE LH : L H - R H

De l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p a r a  r e l a c i o n a r  l a  e s ­

t r u c t u r a  c o n  s u  a c t i v i d a d ,  s e  h a  l l e g a d o  a  l a  c o n c l u s i o n  d e  

q u e  e l  a n i l l o  i m i d a z o l  d e  h i s t i d i n a  e n  p o s i c i ô n  ^  y  e l  a n i -  

l l o  i n d ô l i c o  e n  p o s i c i ô n  _3, s o n  n e c e s a r i o s  p a r a  l a  a c t i v i —  

d a d  b i o q u l m i c a  d e l  LH-RH ( 1 . 9 7 5 )  ( l 9 8 ) .
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A u nque  s u  a i s l a m i e n t o  s e  b a s 6  e n  l a  c a p a c i d a d  d e  -  

l i b e r a c i ô n  d e  LH, t a m b i é n  e s t i m u l a  l a  s e c r e c i ô n  d e  F S H , -  

p e r o  e n  m e n e r  g r a d e .

A r i m u r a  y  c o l  e n  1 . 9 7  3 ( 1 9 9 ) , e f e c t u a r o n  u n  r a d i o i n  

m u n o e n s a y o  e s p e c î f i c o  y  s e n s i b l e  p a r a  s u  v a l o r a c i ô n  e n  —  

s u e r o s .  Los  a n t i c u e r p o s  s e  o b t u v i e r o n  e n  c o n e j o s ,  q u e  —  

d e s a r r o l l a r o n  a t r o f i a  d e  l a s  g ô n a d a s  p o r  n e u t r a l i z a c i ô n  -  

d e l  LH-RH e n d ô g e n a  c o n  l o s  a n t i c u e r p o s  f o r m a d o s .

Se  h a n  s i n t e t i z a d o s  c o m p u e s t o s  a n â l o g o s  a l  LH-RH, -  

q u e  s e  d i f e r e n c i a n  e n  a l g û n  a m i n o â c i d o  y  p o s e e n  u n a  a c c i ô n  

mâs p r o l o n g a d a  e n  l a  s e c r e c i ô n  d e  LH y  FSH. ( 2 0 0 )  E n t r e  

e l l e s  :

D—A l a  —d e s —G ly  —LH-RH e t i l a m i d a ;  u —Leu —d e s —G l y — -LH-RH
s

e t i l a m i d a ;  y  D - T r p  -LH-RH.

O t r o s  c o m p u e s t o s  s i n t é t i c o s ,  c o n  d i s t i n t a s  v a r i a c i o  

n é s  e n  a l g u n  a m i n o â c i d o  p r e s e n t a n  u n a  a c c i ô n  i n h i b i d o r a  -  

d e l  LH-RH, e n t r e  e l l e s :

D-Phe^LH-RH y  D -L eu^-L H -R H ,  s i n t e t i z a d o s  p o r  e l  g r u p o  d e  

S c h a l l y  ( 2 0 1 )  i n h i b e n  e l  p i c o  d e  LH y  FSH d u r a n t e  l a  o v u -  

l a c i ô n  e n  IfHmsiiers. E s t e s  i n h i b i d o r e s  p u e d e n  p r e s e n t a r  —  

u n a  g r a n  i m p o r t a n c i a  e n  e l  f u t u r e  p a r a  su  u s e  como a n t i c o n  

c e p t i v o s  e n  h u m a n e s .



97

I I I .  ACCION DE LAS GONADOTROPINAS

I I I .  1 .  GENERALIDADES

La FSH y  LH, s i n t e t i z a d a s  y  l i b e r a d a s  p o r  l a  a d e  

n o h i p ô f i s i s ,  e j e r c e n  s u  a c c i ô n  e n  l a s  g ô n a d a s  s e x u a l e s ,  

o v a r i o s  y  t e s t i c u l e s ,  e s t i m u l a n d o  s u  d i f e r e n c i a c i ô n  y  e  

v o l u c i ô n  d u r a n t e  l a  v i d a  f e t a l ,  s u  d e s a r z o l l o  e n  l a  i n —  

f a n c i a  y  p u b e r t a d  y  e l  m a n t e n i m i e n t o  d e  s u  f u n c i ô n  horm o 

n a l  y  r e p r o d u c t i v a  e n  e l  e s t a d o  d e  m a d u r e z .  ( 2 0 2 )

C uando  l a  FSH y  LH l l e g a n  a  l a s  g l â n d u l a s  d i a n a ,  

e l  p r i m e r  p a s o  q u e  s e  p r o d u c e  e s  u n a  i n t e r a c c i ô n  h o r m o n a -  

r e c e p t o r  e s p e c i f i c o ,  l o c a l i z a d o  e n  l a s  m e m b ra n a s  d e  l a s  -  

c é l u l a s  d e  l a  g l â n d u l a .  E l  s e g u n d o  p a s o  h a  s i d o  e x p l i c a -  

do  p o r  l a  t e o r i a  d e s a r r o l l a d a  p o r  S u t h e r l a n d  ( 2 0 3 , 2 0 4 ) ,  -  

a p l i c a b l e  a  l a  g r a n  m a y o r i a  d e  l a s  h o r m o n a s .  E s t a  t e o r i a  

s u p o n e  qu e  e l  r e s u l t a d o  d e  e s t a  i n t e r a c c i ô n ,  e s  u n  a u m e n -  

t o  ( o ,  a  v e c e s ,  d i s m i n u c i ô n )  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  e n z i m a  

a d e n i l - c l i c l a s a ,  e n z i m a  m o r f o l ô g i c a m e n t e  r e l a c i o n a d a  co n  

e l  r e c e p t o r  y  q u e  c a t a l i z a  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  d e  ATP e n  -  

c - A h r  e n  l a  m em brana  c e l u l a r .

E s t e  a u m e n t o ,  p o r  t a n t o ,  p r o v o c a  u n a  s u b i d a  d e  -  

l o s  n i v e l e s  d e  c-AMP, q u e  a  s u  v e z  i n d u c e  a l t e r a c i o n e s  -
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e n z i m â t i c a s  y  o t r o s  p r o c e s o s  c e l u l a r e s  q u e  c o n d u c i r â n  a 

l a  r e s p u e s t a  b i o l ô g i c a  e s p e c î f i c a  a l  m e n s a j e  t r a n s m i t i -  

do p o r  l a  h o r m o n a .

En t o d o  e l  p r o c e s o  g l o b a l ,  l a  h o rm o n a  s é r i a  e l  

p r i m e r  m e n s a j e r o  m i e n t r a s  e l  c-AMP e l  s e g u n d o ,  r a z ô n  —  

p o r  l a  que  s e  c o n o c e  e s t a  t e o r i a  c o m o " T e o r i a  d e l  s e g u n d o  

m e n s a j e r o u  Se  h a  p e n s a d o  q u e  l a s  P r o s t a g l a n d i n a s  a c t û a n  

t a m b i é n  c o n t r o l a n d o  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  a d e n i l - c r i a s a ( 20 5 )

K r e b s  y  c o l  ( 2 0 6 )  d e m o s t r a r o n  q u e  e l  c-AMP f o r m a d o  

a c t i v a  u n a s  e n z i m a s  c a t a l i z a d o r a s  d e  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e l  

f o s f a t o  t e r m i n a l  d e l  ATP a  u n a  p r o t e i n a ,  a  l a s  qu e  denom i  

n a r o n :  " p r o t e i n - k i n a s a s  d e p e n d i e n t e s  d e l  c-AMP".

A p o y a d o s  e n  e s t a s  o b s e r v a c i o n e s  B r o n s t o m  y  c o l  —  

( 2 0 7 )  p r o p o n e n  q u e  e s t a s  k i n a s a s  e s t â n  c o m p u e s t a s  d e  u n a  

s u b u n i d a d  r e g u l a d o r a  ( P) y  o t r a  c a t a l i t i c a  (G) y  que  e l  -  

c-AMP a l  a c t u a r  s o b r e  e l l a s  s e  u n i r i a  a  l a  s u b u n i d a d  R d e  

j a n d o  l i b r e  l a  s u b u n i d a d  c a t a l i t i c a  G a c t i v a  p a r a  d e s e n c a  

d e n a r  r e a c c i o n e s  e n z i m â t i c a s  p r o p i a s  d e  l a  c é l u l a :

(RC) + c-AMP R-c-JVMP + G:
■s------

La F i g u r a  8 m u e s t r a  u n  e s q u e m a  d e l  p r o c e s o .
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E X T E R IO R

DE LA

MEMBRANA

A D E N IL

HORMONA
C I O A S A

C - A M P
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DE LA
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P R O T E I N A

K I N A S A

E N Z IM A
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C
E N Z I M A  j 

A C T I V O C
S U S T R A T O

P R O O U C T O

F I G . 8 :  MODELO DE LA E 5 T I M U L A C I 0 N  DE LA REACCÎ ON E S P E C I F I C A  E N Z I M A T I C A  HORMONAL 
V I A  c - A M P .
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I I I .  2 .  ACCCION DE LH Y FSH EN LOS OVARIOS

L o s  o v a r i o s  t i e n e n  d o s  f u n c i o n e s  p r i m o r d i a l e s  : u n a  

h o r m o n a l ,  c o n  p r o d u c c i ô n  d e  e s t r ô g e n o s  y  p r o g e s t e r o n a  f u n d a -  

m e n t a l m e n t e ,  c o n t r o l a d a  p o r  l a s  c é l u l a s  t e c a l e s  y  l a s  de  l a  

g r a n u l o s a  d e  l o s  f o l î c u l o s  y  p o r  e l  c u e r p o  l û t e o ,  y  o t r a  -  

r e p r o d u c t i v a  que  c o n s i s t e  e n  e l  d e s a r r o l l o  y  m a d u r a c i ô n  d e l  

f o l î c u l o  y  m a d u r a c i ô n  y  e x p u l s i ô n  d e l  ô v u l o  p a r a  su  p o s i b l e  

f e c u n d a c i ô n  ( 2 0 8 )

Los  e s t r ô g e n o s  s o n  e s t e r o i d e s  c o n  18 â t o m o s  d e  C a r ­

b o n e  y  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  p o s e e r  u n a  a n i l l o a r o m â t i c o  A y  

u n  g r u p o  h i d r o x i f e n ô l i c o  e n  e l  C a r b o n o - 3 .  La F i g u r a  9 mues  

t r a  u n  e s q u e m a  de  l a  b i o s i n t e s i s  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  qu e  s e  

p r o d u c e  e n  l a s  c é l u l a s  d e  l a  t e c a  ( 2 0 9 )  p o r  m e d io  d e  u n  —  

s i s t e m a  e n z i m â t i c o  c a p a z  d e  h i d r o l i z a r  l a  p r o g e s t e r o n a  y  

L r a n s f o r m a r  l o s  e s t e r o i d e s  d e  21 â t o m o s  d e  C a r b o n o  e n  -  

t e r o i d e s  d e  19 â t o m o s  d e  C ( a n d r ô g e n o s )  y  de  18 â t o m o s  de  

C ( e s t r ô g e n o s ) .
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L a s  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a ,  p o c o  n u m e r o s a s  e n  

l a  f a s e  f o l i c u l a r  y  q u e  c o n s t i t u y e n  l a  p a r t e  e s e n c i a l  -  

d e l  c u e r p o  l û t e o ,  c o n v i e r t e n  m i s  e f i c a z m e n t e  l a  5 - p r e g  

n e n o l o n a  e n  p r o g e s t e r o n a ,  p e r o  su  h i d r ô l i s i s  p o s t e r i o r  

n o  s e  v e r i f i c a  o l o  h a c e  c o n  muy p o c o  r e n d i m i e n t o  ( 2 1 0 ) .

Es  p o s i b l e  q u e  l a  p r o g e s t e r o n a  d e  l a  g r a n u l o s a  -  

s e a  u t i l i z a d a  p o r  l a  t e c a  como p r e c u r s o r  d e  p r o d u c c i ô n  -  

d e  e s t r ô g e n o s .  ( 2 1 1 ) .

A u n q u e  e s t a  b i e n  c o m p r o b a d o  q u e  l a  LH a c t û a  e n  -  

l a  l u t e n e i z a c i ô n  d e l  f o l î c u l o  ( 2 1 2 ) y  e n  l a  e s t e r o i d o g é -  

n e s i s  a  n i v e l  d e  l a s  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a  y  d e  l a  t e  

c a  ( 2 1 3 ) ,  q u e d a  p o r  e x p l i c a r  e l  m é c a n i s m e  d e  a c c i ô n  com­

p l è t e .

L o s  p r i m e r o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  M arch  y  c o l  

( 2 1 4 ,  2 1 5 ) ,  i n  v i t r o ,  d e m o s t r a r o n  q u e  l a  LH a u m e n t a  -  -  

l a  s i n t e s i s  d e  p r o g e s t e r o n a  e n  c u e r p o s  l û t e o s  b o v i n o s  —  

( 2 1 6 ) .  E s t e s  t r a b a j o s ,  j u n t e  co n  o t r o s  mas  r e c i e n t e s  —  

( 2 1 7 , 2 1 8 ) ,  a p o y a n  l a  i d e a  d e  q u e  l a  a c t u a c i ô n  d e  l a  LH 

e n  l a  e s t e r o i d o g é n e s i s  e s t a  m e d i a d a  p o r  e l  c-AMP, s e g û n  

l a  t e o r i a  d e  S u t h e r l a n d .
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E s t a  a c c i ô n  m e d i a d o r a  d e l  c-AMP p a r e c e  s e r  q u e  s e  

s i t û a  e n  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  d e  c o l e s t e r o l  a  p r e g n e n o l o n a , -  

t a l  como i n d i c a  l a  F i g u r a  10 ( 2 1 9 ) :

OH

Colesterol

TPNh I
0 2  J

2 0 »  Hidroxi- 

Colesterol

OH

Pt p n h
L 0 2

2 0 » , 22 Edihidroxi- 

Colesterol

C H»

I
C «0

Pregnenolona

F I G . 1 0 : V I A  H I P O T E T I C A  DE LA C O N V E R S I O N  DE C O L E S T E R O L  A 
P R E G N E N O L O N A  .( R E P R O D U C I D O  DE P . F . H A L L , E N  ; T H E  
A N D R O G E N S  OF THE T E S T I S ,E D ITADO POR K . B . E I K - N E S S  
N E W  Y O R K , 1970). T P N H : F O R M A  R E D U C I D A  DEL N U C L E O -  
T I D O  T R I F O S F O P I R I D I N A .

La h i p ô t e s i s  d e  q u e  l a s  p r o s t a g l a n d i n a s  p u e d e n  j u -  

g a r  u n  p a p e l  i m p o r t a n t e  e n  e s t e  a û n  o b s c u r o  m e c a n i s m o  d e  -  

a c c i ô n  d e  LH, s e  a p o y a  e n  t r a b a j o s  q u e  d e m u e s t r a n  q u e  e s —  

t a s  s u s t a n c i a s  e s t i m u l a n  l a  s i n t e s i s  d e  p r o g e s t e r o n a  i n d u -  

c i e n d o  l a  f o r m a c i ô n  d e  c-AMP e n  o v a r i o  d e  g a t o  y  c u e r p o  l u  

t e o  b o v i n o  ( 2 2 0 )  y  d e  q u e  LH, i n  v i t r o ,  y  c-AMP a u m e n t a n  -  

l a  s i n t e s i s  d e  p r o s t a g l a n d i n a s  e n  f o l i c u l o s  d e  c o n e j o s  —  

( 2 2 1 ) .
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S i g u i e n d o  l o s  t r a b a j o s  d e  K r e b s  y  c o l  ( 2 0 6 ) ,  Me- 

n o n  ( 2 2 2 ) p u r i f i e d  u n a  k i n a s a  d e l  c u e r p o  l û t e o  b o v i n o  y  

a l  c o m p r o b a r  q u e  e r a  a c t i v a d a  p o r  LH, i n  v i t r o ,  i n d e p e n -  

d i e n t e m e n t e  d e  CtAMP s u g i r i ô  q u e  l a  LH e j e r c e  u n  c o n t r o l  

d i r e c t o  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  e s t a  k i n a s a .

La FSH p a r e c e  s e r  l a  r e s p o n s a b l e  d e  l a  m a d u r a c i ô n  

f o l i c u l a r ,  c r e c i m i e n t o  d e l  ô v u l o  y  p r o l i f e r a c i ô n  d e  l a s  -  

c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a ,  n o  i n t e r v i n i e n d o ,  a l  p a r e c e r  en  

l a  b i o s i n t e s i s  d e  l o s  e s t r ô g e n o s .  E x p é r i m e n t e s ,  i n  v i v o  

e  i n  v i t r o ,  ( 2 2 3 ) ,  h a n  d e m o s t r a d o  q u e  e s t a  a c c i ô n  s e  e j e r  

c e  p o r  l a  i n d u c c i ô n  d e  l a  s i n t e s i s  de  ADN ( â c i d o  d e x o s i —  

r r i b o n u c l é i c o )  e n  3a d i v i s i ô n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  f o l i c u l o  

y  c é l u l a s  g e r m i n a l e s ,  y  d e  m-ARN ( â c i d o  r i b u n u c l é i c o - m e n -  

s a j e r o ) ,  q u e  e s t a  i m p l i c a d o  e n  l a  s i n t e s i s  d e  p r o t e i n a s . -  

A u n q u e  s e  c o n o c e  muy p o c o  s o b r e  e l  m e c a n i s m o  d e  a c c i ô n  d e  

l a  FSH p a r e c e  q u e  e s t a  m e d i a d a  t a m b i é n  p o r  e l  c-A.MP(2 2 4 )  

L a s  a c c i o n e s  d e  l a  FSH y  LH s o n  c o m p l e m e n t a r i a s  y  e s  impo 

s i b l e  u n a  f u n c i ô n  n o r m a l  d e  l a s  g ô n a d a s  s i  s u s  a c t u a c i o n e s  

g ô n a d o - e s t i m u l a n t e s  n o  e s t â n  b i e n  e q u i l i b r a d a s  ( 2 2 5 ) .  La 

FSH p r o d u c e  c r e c i m i e n t o  d e  l o s  c o m p o n e n t e s  d e l  f o l i c u l o ,  

q u e  u n a  v e z  d e s a r r o l l a d o  e s t a r â  e n  c o n d i c i o n e s  d e  a s u m i r  

s u  f u n c i ô n  e n d o c r i n a  b a j o  e l  c o n t r o l  d e  l a  LH.
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I I I .  3 .  ACCION DE LH y  FSH EN LOS TESTICULOS

L o s  t e s t i c u l o s  e j e r c e n  d o s  f u n c i o n e s  p r i n c i p a l e s ,  

u n a  h o r m o n a l  y  o t r a  r e p r o d u c t i v a .  En l a  p r i m e r a  e s t a  -  

i n v o l u c r a d a  l a  s i n t e s i s  y  s e c r e c i ô n  d e  l a  t e s t o s t e r o n a ,  

p o r  l a s  c é l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s  d e  L e y d i n g ,  y  e n  l a  s e —  

g u n d a  l a  e s p e r m a t o g e n e s i s , e s  d e c i r ,  e l  d e s a r r o l l o  y  ma 

d u r a c i ô n  d e  l a s  c é l u l a s  g e r m i n a l e s  en  e l  e p i t e l i o  d e  —  

l o s  t û b u l o s  s e m i n i f e r o s  ( 2 2 6 ) .

El e s q u e m a  d e  l a  F i g u r a  11 m u e s t r a  l a s  d o s  v i a s  d e  

p r o d u c c i ô n  d e  l a  t e s t o s t e r o n a ,  a n d r ô g e n o  p r i n c i p a l  s e c r e  

t a d o  e n  l o s  t e s t i c u l o s .  ( 2 2 7 ,  2 2 8 ) .

ColMterol
C H ,
I

Pregnenolona

Progesterona

OH

F I G . l l :  R E P R E S E N T A C I O N  E S Q U E M A T I C A  DE LA B I O S I N T E S I S  DE 
LA T E S T O S T E R O N A  POR LAS C E L U L A S  DE L E Y D I N G  DEL 
T E S T I C U L O .
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Se  h a  d e m o s t r a d o  q u e  l a  LH ( I . C . S . H . )  y  HCG e s t i m u ­

l a n  l a s  e s t e r o i d o g é n e s i s  i n  v i v o ,  ( 2 2 9 ) ;  e x p e r i m e n t o s  r e a  

l i z a d o s ,  i n  v i t r o ,  c o n  c é l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s  a i s l a d a s  d e  

r a t ô n  a p o y a n  l a  h i p ô t e s i s  d e  q u e  e s t a  a c c i ô n  e s t a  m e d i a d a  

p o r  e l  c-AMP ( 2 3 0 ,  2 3 1 ) .

S i n  e m b a r g o ,  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  c o n  p e q u e h a s  d o s i s  

d e  HCG y  LH ( 2 3 2 ,  2 3 3 ) ,  r e v e l a n  q u e  l a  e s t e r o i d o g é n e i s  â i

c a n z a  s u  mâximo s i n  q u e  s e  o b s e r v e  i n c r e m e n t o  d e  l o s  n i v e

l e s  d e  c-AMP, l o  q u e  h a c e  p e n s a r  q u e  o t r o  s i s t e m a ,  d i s t i n  

t o  d e l  d e  l a  a d e n i l c i c l a s a ,  p u e d e  r e g u l a r  l a  a c c i ô n  d e l  -  

LH, o q u e  l a s  t é c n i c a s  u s a d a s  no  s e a n  c a p a c e s  d e  d e t e c t a r  

p e q u e h a s  d i f e r e n c i a s  e n  l o s  v a l o r e s  d e  c-AMP.

A l  i g u a l  q u e  e n  e l  o v a r i o ,  l a  LH a c t û a  e n  l a  e s t e —

r o i d o g é n e s i s  e n  e l  p a s o  d e  c o l e s t e r o l  a  p r e g n e n o l o n a ,  —  

( 2 3 4 ) .

En e s t a s  r e a c c i o n e s ,  e l  p r o c e s o  mas l e n t o  y  c o m p l e j o  

e s  l a  (X - h i d r o x i l a c i ô n  y  p u e d e  s e r  d o n d e  r é s i d a  l a  c l a ­

v e  d e l  m e c a n i s m o  d e  e s t i m u l a c i ô n  t r ô p i c a  d e l  LH ( 2 3 5 ) .
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A u n q u e  s e  s a b e  d e s d e  h a c e  mucho q u e  l a  FSH e s t i m u l a  

e l  e p i t e l i o  g e r m i n a l , e l  s i t i o  d e  a c c i ô n  no  e s t a  d e f i n i d o  —  

c o n  e x a c t i t u d  ( 2 3 6 ) .  E x i s t e n  C l a r a s  e v i d e n c i a s  d e  q u e  l a  -  

FSH e s t i m u l a  e l  s i s t e m a  a d e n i l c i c l a s a  ( 2 3 7 )  y  l a  s i n t e s i s  -

d e  p r o t e i n a s  e n  l o s  t û b u l o s  s e m i n i f e r o s  ( 2 3 8 ) .  Aûn q u e d a  -

p o r  e s c l a r e c e r  q u é  p r o c e s o s  d e  l a  e s p e r m a t o g ê n e s i s  s o n  no  -  

d e p e n d i e n t e s  d e  FSH.

D e s d e  h a c e  v a r i e s  a h o s ,  h a n  s u g e r i d o  q u e  e l  e p i t e —  

l i o  g e r m i n a l  s e g r e g a  u n a  s u s t a n c i a ,  a  l a  q u e  d e n o m i n a r o n  —  

" i n h i b i n ” , q u e  p u e d e  a c t u a r  b l o q u e a n d o  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH 

( 2 3 9 ) .  F r a n c h i m o n t  y  c o l  ( 2 4 0 ) ,  L u g a r o  y  c o l  ( 2 4 1 ) ,  muy l e  

c i e n t e m e n t e ,  h a n  c o n f i r m a do e s t a  h i p ô t e s i s  d e m o s t r a n d o  q u e  

e s  u n a  s u s t a n c i a  p e p t i d i c a .

Es  i n t e r e s a n t e  h a c e r  n o t a r  q u e  l a s  e x p e r i e n c i a s  d e ­

m u e s t r a n  q u e  l a  FSH y  LH a c t û a n  s i n e r g é t i c a m e n t e  e n  l a  e s t e

r o i d o g é n e s i s  ( 2 4 2 ) ;  é s t o  mismo p o d r i a  s u c e d e r  e n  e l  c a s o  d e

l a  e s p e r m a t o g é n e s i s .
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IV .  RECEPTORES GONADALE'

IV . 1 .  RECEPTORES

L o s  r e c e p t o r e s  s o n  m o l é c u l a s  o c o m p l e j o s  m o l e c u l a -  

r e s ;  c u y a  m i s i ô n  e s  r e c o n o c e r  e  i n t e r a c c i o n a r  e s p e c l f i c a —  

m e n t e  c o n  l a  h o rm o n a  q u e  a c t û a  e n  l a  c é l u l a  d i a n a .  E s t e  -  

p r i m e r  c o n t a c t e  d e  l a  h o rm o n a  c o n  e l  r e c e p t o r ,  p r é s e n t a  en  

l a  c é l u l a ,  e s  l a  p r i m e r a  s e h a l  que  i n i c i a  u n a  c a d e n a  de  p r o  

c e s o s  d e s t i n a d o s  a  u n a  r e s p u e s t a  b i o l ô g i c a  e s p e c i f i c a .

Es  e s t u d i o  d e  l o s  r e c e p t o r e s  e s p o c i f i c o s  t e s t i c u l a

r e s  de  LH y  HCG s e  h a n  l l e v a d o  a  c a b o , " i n  v i t r o ' , '  p o r  i n c u -

125b a c i ô n  d e  LH y  HCG m a r c a d o s  c o n  I  c o n  h o m o g e n e i z a d o s  de  

t e s t i c u l o s  d e  r a t ô n  y  c é l u j  a s d e  L e y d i n g  a i s l a d a s  ( 2 4 3 ) ,  a 

" i n  v i v o y  i n y e c t a n d o  l a s  h o r m o n a s  m a r c a d a s  a l  a n i m a l  ( 2 4 4 ) .

Una v e z  c o m p r o b a d a  su  e x i s t e n c i a ,  s e  l e s  h a  e x t r a i

do c o n  d e t e r g e n t e s  no  i ô n i c o s  ( T r i t o n  X) y  c a r a c t e r i z a d o  -

b i o q u i m i c a m e n t e .  ( 2 4 5 ) .

Se  h a  d e m o s t r a d o  t a m b i é n  q u e  l a  LH y  FSH s e  u n e n  de  

u n a  f o r m a  muy e s p e c i f i c a  a  r e c e p t o r e s  p r é s e n t e s  e n  e l  o v a —  

r i o  ( 2 4 6 ,  2 4 7 )  l o c a l i z â n d o s e  e n  l a s  m e m b ra n a s  p l a s m a t i c a s  -  

( 2 4 8 ) .
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Los  r e c e p t o r e s  t e s t i c u l a r e s  d e  FSH, d e m o s t r a d o s  p o r  

l a  u n i ô n  d e  FSH m a r c a d a  c o n  t r i t i o ,  p a r e c e n  e s t a r  s i t u a d a s  

e n  l a s  m e m b ra n a s  c e l u l a r e s  d e  l o s  t û b u l o s  s e m i n i f e r o s  d e  r a

t ô n  ( 2 4 9 ) .

E i  e s t u d i o  d e  l o s  r e c e p t o r e s  g o n a d a l e s  h a  c o n d u c i d o  

a  C a t t  y  c o l  ( 2 5 0 , 2 5 1 )  a l  d e s a r r o l l o  d e  u n  a n â l i s i s  muy e s  

p e c i f i c o  d e  l a s  g o n a d o t r o p i n a s ,  b a s û n d o s e  e n  l a  i n h i b i c i ô n  

c o m p e t i t i v a  d e  l a  h o rm o n a  e n d ô g e n a  a  v a l o r a r  o l a  h o rm o n a  -  

s t a n d a r d , e n  l a  u n i ô n  h o rm o n a  m a r c a d a - r e c e p t o r  y  a l  e s t u d i o  

d e  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  b i o q u i m i c a s  d e  e s t a  u n i ô n  h o r m o n a - r e  

c e p t o r .
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V. CONTROL DE LA SECRECION DE FSH y  LH

V. 1 .  MECANISMOS DE FEEDBACK

La l i b e r a c i ô n  d e  l a s  g o n a d o t r o f i n a s ,  no  s e  r e a l i z a  

d e  u n a  f o r m a  t ô n i c a  s i n o  p u l s â t i l  ( 2 5 2 ) ,  mas a c u s a d a  e n  

LH q u e  e n  FSH, q u i z â s  d e b i d o  a  l a  v i d a  mas l a r g a  d e  FSH 

( 2 5 3 ) .  E s t a  s e c r e c i ô n  p u l s â t i l ,  s e g û n  Vande  W i e l e  y  F e -  

r i n  ( 2 5 4 ) ,  p a r e c e  s e r  d e p e n d i e n t e  de  u n  m e c a n i s m o  p r o p i o  

d e  l a  a d e n o h i p ô f i s i s  mas b i e n  qu e  d e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  -  

c e n t r a l .

La r e g u l a c i ô n  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH y  LH p o r  l o s  

e s t e r o i d e s  g o n a d a l e s ,  t i e n e n  d i f e r e n t e s  m é c a n i s m e s  e n  —  

h o m b r e s  y  m u j e r e s ;  su  c o n t r o l ,  e n  ambos  c a s o s ,  e s t a  b a j o  

l a  a c c i ô n  d e  l a s  h o r m o n a s  l i b e r a d o r a s  d e l  h i p o t a l a m o  y  a  

s u  v e z  b a j o  l a  i n f l u e n c i a  de  l o s  c e n t r e s  c o r t i c a l e s  d e l  -  

s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l .

Los  m é c a n i s m e s  d e  F e e d b a c k ,  q u e  r e g u l a n  l a  a c t i v i ­

d a d  d e l  e j e  h i p o t û l a m o - h i p ô f i s i s - g o n a d a l , p u e d e n  c l a s i f i  

c a r s e  d e  l a  m a n e r a  s i g u i e n t e :

M e c a n i s m o s  " F e e d b a c k  l a r g o s " ,  e n  l o s  c u a l e s  l o s  m e n -

s a j e s  d e  i n h i b i c i ô n  p r o v i e n e n  d e  l o s  e s t e r o i d e s  p r o d u c i d o s  

p o r  l a s  g ô n a d a s .

M e c a n i s m o s  " F e e d b a c k  c e r t e s " ,  e n  l e s  c u a l e s  l o s  m e n -

s a j e s  de  i n h i b i c i ô n  v i e n e n  d a d o s  p o r  l a s  g o n a d o t r o f i n a s  —  

s i n t e t i z a d a s  e n  l a  a d e n o h i p ô f i s i s .
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M e c a n i s m o s  " F e e d b a c k  u l t r a c o r t o s " , e n  l o s  c u a l e s  

l a s  h o r m o n a s  l i b e r a d o r a s  d e l  h i p o t â l a m o  c o n t r o l a n  s u  p r o -  

p i a  s i n t e s i s .

L o s  m e c a n i s m o s  d e  " F e e d b a c k  c o r t o s " ,  f u e r o n  o b -  

s e r v a d o s  p o r  Mott a  y  c o l .  ( 2 5 5 ) a l  c o m p r o b a r  qu e  l o s  v a l o  

r e s  de  LH, muy a l t o s ,  e n  r a t a s  c a s t r a d a s ,  e r a n  r e d u c i d o s  

a l  h a c e r  u n a  i m p l a n t a c i ô n  d e  LH e n  l a  e m i n e n c i a  m e d i a ,  su  

g i r i e n d o  q u e  é s t a  c o n t i e n e  r e c e p t o r e s  s e n s i b l e s  a l  c a m b io  

d e  LH y  q u e  a c t u a r i a n  i n h i b i e n d o  l a  s e c r e c i ô n  d e  LH a ï  s e r  

a c t i v a d a s  p o r  a l t o s  n i v e l e s  d e  e s t a  h o r m o n a .  D e l  mismo -  

modo,  F r a s c h i n i  y  c o l .  ( 2 5 6 )  h a n  d e s c r i t o  u n  m e c a n i s m o  —  

a n à l o g o  p a r a  FSH.

Los  m e c a n i s m o s  d e  " F e e d b a c k  u l t r a c o r t o s " ,  f u e r o n  

d e s c r i t o s  p o r  e l  g r u p o  d e  M a r t i n i  y  M o t t a  ( 2 5 7 , 2 5 8 ) ,  a l  -  

c o m p r o b a r  u n a  d i s m i n u c i ô n  d e l  c o n t e n i d o  d e  l a  h o r m o n a  l i ­

b e r a d o r a  d e  LH y  FSH, e n  r a t a s  h i p o f i s e c t o m i z a d a s  y  c a s ­

t r a d a s ,  d e s p u é s  de  l a  a d m i n i s t r a c i ô n  s u b c u t â n e a  d e  e x t r a c  

t o s  h i p o t a l â m i c o s ,  l o  q u e  h a c e  s u p o n e r  q u e  e l  c e r e b r o  con  

t i e n e  r e c e p t o r e s  s e n s i b l e s  a  l a s  h o r m o n a s  l i b e r a d o r a s ,  y  

qu e  e l l a s  m i s m a s  r e g u l a n  s u  p r o p i a  p r o d u c c i ô n .

V. 2 .  CONTROL DE LA SECRECION DE FSH Y LH EN MUJERES.

E l  f u n c i o n a m i e n t o  d e l  e j e  h i p o t â l a m o - h i p ô f i s o g o -  

n a d a l  e n  l a  m u j e r ,  c o n s t i t u y e  u n  m e c a n i s m o  muy c o m p l e j o
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e n  e l  q u e  e s t â n  i n v o l u c r a d o s  e f e c t o s  d e  F e e d b a c k  p o s i t i ­

v e s  y  n e g a t i v e s  d e  l o s  e s t e r o i d e s  o v â r i c o s ,  s o b r e  e l  c o n  

t r o l  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH y  LH,

La f i g u r a  12 p r é s e n t a  l a  s e c r e c i ô n  d e  e s t e s  e ^  

t e r o i d e s ,  j u n t e  c o n  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH d u r a n t e  u n  -  

c i c l o  m e n s t r u a l  n o r m a l  ( 2 5 9 ) .  En l a  1  ̂ p a r t e  d e  l a  f a s e  

f o l i c u l a r ,  q u e  m o r f o l o g i c a m e n t e  c o m i e n z a  p o r  u n  c r e c i m i e n  

t o  d e l  f o l i c u l o ,  h a y  u n a  s u b i d a  e n  l o s  n i v e l e s  d e  FSH —  

q u e  v a  d e s c e n d i e n d o  l e n t a m e n t e  a  m e d i d a  que  a s c i e n d e n  —  

l o s  d e  LH.

En t o d o s  l o s  c i c l o s  n o r m a l e s  e x i s t e  u n  p i c o  m ax i  

mo d e  LH y  FSH, c o i n c i d e n c e  c o n  e l  d i a  e n  qu e  l a  t e m p e r a  

t u r a  b a s a i  e s  mâs b a j a .  La r o t u r a  d e l  f o l i c u l o  ( o v u l a c i ô n )  

o c u r r e  e n t r e  16 y  24  h o r a s  d e s p u é s  d e l  p i c o  d e  LH ( 2 6 0 ) .  

Ambas c o n c e n t r a c i o n e s  m â x im a s  d e  FSH y  LH, h a b i t u a l m e n -  

t e  a p a r e c e n  e l  mismo d i a ,  a û n  c u a n d o  a l g u n o s  a u t o r e s  co  

mo F r a n c h i m o n t  ( 2 6 1 ) ,  M i g d l e y  y  J a f f e  ( 2 6 2 ) ,  h a n  e n c o n —  

t r a d o  q u e  e n  c a s i  e l  40% d e  l a s  j ô v e n e s  e s t u d i a d a s  e l  pi^ 

co  d e  LH p u e d e  p r e c e d e r  a l  d e  FSH. E l  p i c o  d e  LH p a r e c e  

s e r  u n a  d e s c a r g a  b i f â s i c a  d e  d u r a c i ô n  48 h o r a s  ( 2 6 3 ) .

D u r a n t e  l a  f a s e  l u t e i n i c a ,  g e n e r a l m e n t e ,  no  —

h a y  c a m b i o s  n o t a b l e s  e n  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH, l o  que

s u g i e r e  l a  i d e a  d e  q u e  e l  c u e r p o  l û t e o  e s  a u t ô n o m o ;  e n

e s t a  f a s e  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH s o n  m e n o r e s  q u e  e n  l a  

f a s e  f o l i c u l a r  ( 2 6 1 ,  2 6 2 ) ,
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FIG. 12: REPRESENT AC ION  ESQU EMATICA DE EOS CAMBIOS DE 
FSH,LH,E ST RAD IO L Y PROGESTERONA EN 25 CICLOS 
MEN ST RU ALE S NORMALES. EL DIA CERO CORRESP ON DE 
AL DIA DE MAXIMA  CON CE NTRACION DE LH (REPRODU 
CIDO DE P.FRANCHIMONT, EN METHODS IN I N V ESTI­
GATIVE AND DIAGNOSTIC E N D O C R I N O L O G Y ,EDITADO 
POR S.A. BERSON Y R.S. YALOW . NEW Y O R K , 1973)
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E l  m e c a n i s m o  d e  a c c i ô n  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  s o b r e  l a  

s e c r e c i ô n  d e  FSH y  LH n o  e s t a  a û n  c l a r a m e n t e  e s t a b l e c i d o .  

Los  n i v e l e s  a l t o s  d e  e s t r a d i o l  q u e  p r e c e d e n  a l  p i c o  d e  LH, 

h a n  s u g e r i d o  l a  h i p ô t e s i s  d e  u n  e f e c t o  d e  F e e d b a c k  p o s i t i ­

v e  s o b r e  e l  e j e  h i p o t â l a m o - h i p o f i s a r i o  ( 2 6 4 , 2 6 5 ) ,  m i e n t r a s  

q u e  l a  s u b i d a  d e  FSH e n  l a  p r i m e r a  p a r t e  d e  l a  f a s e  f o l i c u  

l a r  p o d r i a  e x p l i c a r  u n  e f e c t o  d e  F e e d b a c k  n e g a t i v e  p r o d u c i  

do p o r  e l  d e s c e n s o  d e  l o s  n i v e l e s  e s t r o g é n i c o s  e n  l a  f a s e  

l u t e i n i c a  a n t e r i o r .

Con e l  f i n  d e  e s c l a r e c e r  e s t e  m e c a n i s m o  d e  a c c i ô n  -  

s e  h a n  a d m i n i s t r a d o  c o m p u e s t o s  e s t r o g é n i c o s ,  e n  m u j e r e s  -  

n o r m a l e s  y  p a t o l ô g i c a s ,  y  s e  h a n  o b s e r v a d o  l a s  v a r i a c i o n e s  

e n  l o s  n i v e l e s  d e  g o n a d o t r o f i n a s . Los  r e s u l t a d o s  d a d o s  —  

p o r  l o s  ü i v e r s o s  a u t o r e s  d i s c r e p a n  n o t a b l e m e n t e ,  e n  p a r t e ,  

d e b i d o  a  l a s  d o s i s  e m p l e a d a s  y  a  l a  f a s e  d e l  c i c l o  e n  q u e  

r e a l i z a r o n  l o s  e x p e r i m e n t o s .

En m u j e r e s  p o s t - m e n o p a û s i c a s , d o s i s  b a j a s  d e  e s t r ô g e  

n o s  ( e t i n i l - e s t r a d i o l ) F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 2 6 6 )  c o n s i g u i e  

r o n  u n a  d i s m i n u c i ô n  d e  l o s  n i v e l e s  d e  FSH, s i n  v a r i a c i ô n  

de  l o s  de  LH; e n  m u j e r e s  n o r m a l e s  T o c i  y  c o l .  ( 2 6 7 )  o b s e r -  

v a r o n  u n a  d i s m i n u c i ô n  d e  l o s  n i v e l e s  d e  FSH c o n  d o s i s  s u f i  

c i e n t e s  de  e s t r ô g e n o s .



115

La a c c i ô n  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  s o b r e  l a  s e c r e c c i ô n  d e  LH e s  

mucho mâs d i f î c i l  d e  a n a l i z a r .  En m u j e r e s  p o s t - m e n o p a û s i ­

c a s  d o s i s  e l e v a d a s  p r o d u j e r o n  u n a  d i s m i n u c i ô n  d e  LH e n  -  

l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  C a r g i l l e  ( 2 6 9 ) ;  e s t u d i o s  r e a ­

l i z a d o s  e n  m u j e r e s  n o r m a l e s  m a n i f i e s t a n  q u e  l a  s e n s i b i l i -  

d a d  d e l  e j e  h i p o t â l a m o - h i p o f i s a r i o  a  l o s  e s t r ô g e n o s ,  v a —  

r î a  d u r a n t e  l a s  d i s t i n t a s  f a s e s  d e l  c i c l o  m e n s t r u a l .

A l o s  3 - 4  d i a s  d e s p u é s  d e l  p i c o  o v u l a t o r i o ,  l o s  n i ­

v e l e s  d e  p r o g e s t e r o n a  a l c a n z a n  u n  mâximo y  d e s c i e n d e n  d e s ­

p u e s  r a p i d a m e n t e  ( 2 7 0 ,  2 7 1 ) .  I n y c c c i o n e s  d e  p r o g e s t e r o n a  

n o  p r o d u c e n  n i n g û n  c a m b i o  e n  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH, s i n  

e m b a r g o  s u s  d e r i v a d o s ,  como a c e t a t o  d e  n o r e t i s t e r o n a , b l o  

q u e a n  l a  s e c r e c i ô n  mâxim a d e  FSH y  LH e n  l a  m i t a d  d e l  ci^ 

c i o  ( 2 7 2 ,  2 7 3 ) ,  r a z ô n  p o r  l a  que  s e  l e s  h a  e m p l e a d o  como 

a g e n t e s  c o n t r a c e p t i v e s .

E l  t r a t a m i e n t o  n o - s e c u e n c i a l  c o n  a g e n t e s  c o n t r a c e p  

t i v o s  que  c o n t i e n e n  e s t r ô g e n o s  y  p r o g e s t â g e n o s ,  s u p r i m e n  

e l  p i c o  mâximo d e  am bas  g o n a d o t r o p i n a s  a s i  como l o s  v a l o ­

r e s  a l t o s  d e  FSH e n  l a  p r i m e r a  p a r t e  d e  l a  f a s e  f o l i c u l a r

(2 7 4 ,2 7 3,2 7 1).

La F i g u r a  1 3 A m u e s t r a  l o s  d i f e r e n t e s  M e c a n i s m o s  de  

F e e d b a c c  q u e  r e g u l a n  e l  e j e  H i p o t â l a m o - h i p o f i s o - o v â r i c o .
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E s t u d i o s  , i n  v i t r o ,  d e m u e s t r a n  que  l o s  e s t e r o i d e s  p u e d e n  

a c t u a r  t a n t o  a  n i v e l  h i p o t a l â m i c o  como h i p o f i s a r i o . ( 2 7 5 ,  

2 7 6 ) .

C M C

HIPOTALAMO

FASE FOLICULAR OVULACION FASE LUTEINICA

L _

HIPOFISIS

OVARIO

E S T R O G E N O S PRO G EST ERO N A -

F I G .  13  ( A ) :  MECANISMOS DE FEEDBACK QUE CONTROLAN EL E JE HlKUlALAMO- 

H I P O F I S I S  -  OVARICO.

FEEDBACK LAKCÜ 

fEEDBACK CORTO 

FEEDBACK ULTRA-CORTO 

S . N . C .  : SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
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V. 3 .  CONTROL DE LA SECRECION DE FSH Y LH EN HOMBRES

La d i s m i n u c i ô n  d e  l o s  v a l o r e s  d e  LH o b s e r v a d o s  a l  i n -  

y e c t a r  p r o p i o n a t o  d e  t e s t o s t e r o n a  a  h o m b r e s  ( 2 7 7 , 2 7 8 ) ,  y  l a  

r e l a c i ô n  i n v e r s a  e n t r e  l o s  v a l o r e s  d e  LH y  t e s t o s t e r o n a  exi_s 

t e n t e s  e n  e l  c i c l o  d i u r n o  n o r m a l  ( 2 7 9 ) ,  d e m u e s t r a n  q u e  l a  -  

t e s t o s t e r o n a ,  p e r  s e ,  o p o r  s u  t r a n s f o r m a c i ô n  p e r i f é r i c a  e n  

e s t r ô g e n o s ,  e s  e l  f a c t o r  mâs i m p o r t a n t e  e n  e l  m e c a n i s m o  d e  

F e e d b a c k  l a r g o  d e  c o n t r o l  d e  LH.

E x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  " i n  v i t r o "  p o r  M assa  y  c o l  

( 2 8 0 ) ,  d e m u e s t r a n  q u e  l a  a d e n o h i p ô f i s i s  y  e l  h i p o t a l a m o  s o n  

c a p a c e s  d e  t r a n s f o r m a r  l a  t e s t o s t e r o n a  e n  d i h i d r o t e s t o s t e r o  

n a  (DHT) y  a p o y a n  l a  h i p ô t e s i s  d e  q u e  e s t a  t r a n s f o r m a c i ô n  -  

e s  n e c e s a r i a  p a r a  l a  i n d u c c i ô n  d e  l o s  e f e c t o s  d e  F e e d b a c k  

y  p a r a  u n  c o m p o r t a m i e n t o  s e x u a l  n o r m a l .

La n a t u r a l e z a  e x a c t a  d e l  c o n t r o l  d e  l a  FSH a û n  n o  s e  

c o n o c e  muy b i e n ;  l o s  v a l o r e s  a l t o s  d e  FSH e n c o n t r a d o s  e n  a l  

g u n o s  c a s o s  c l l n i c o s ,  como e n  e l  c a s o  d e l  S i n d r o m e  d e  K l i —  

n e l f e l t e r ,  c o n  l e s i o n e s  e n  l o s  t û b u l o s  s e m i n i f e r o s ,  y  e n  l o s  

c a s o s  de  A z o o s p e r m i a  y  O l i g o s p e r m i a ,  c o n  e s p e r m a t o g é n e s i s  

a n o r m a l  (281 ) ,  h a c e n  s u p o n e r  q u e  l a s  c é l u l a s  g e r m i n a l e s  s e -  

g r e g a n  u n a  s u s t a n c i a , d e  n a t u r a l e z a  p r o t e i c a ,  q u e  e j e r c e r i a  

u n  e f e c t o  d e  F e e d b a c k  n e g a t i v e  e n  l a  l i b e r a c i ô n  d e  FSH (281,



118

240  Y 2 4 1 ) .  A u n q u e  a p a r e n t e m e n t e  p a r e c e  s e r  q u e  l a  t e s t o s -  

t e r o n a  n o  i n t e r v i e n e  e n  l a  r e g u l a c i ô n  d e  FSH, a l q u n o s  t r a b a  

j o s ,  b a s a d o s  e n  l a  d i s m i n u c i ô n  d e  FSH p o r  a l t a s  d o s i s  d e  e s  

t e  a n d r ô g e n o  ( 2 7 8 )  d e m u e s t r a n  qu e  p u e d e  e x i s t i r  u n  m é c a n i s ­

me d e  f e e d b a c k  n e g a t i v e  d e  l a  t e s t e s t e r e n a  s o b r e  l a  s e c r e —  

c i ô n  d e  FSH.

La l e c a l i z a c i ô n  d e  e s t e s  m é c a n i s m e s  d e  F e e d b a c k  p e r  

l a  t e s t e s t e r e n a  s e  h a n  l l e v a d e  a  c a b e  c e n  e s t u d i e s  a u t o r a d i o  

g r â f i c e s  ( 2 8 2 ,  2 8 3 ) .  La c e n c e n t r a c i ô n  d e  a n d r ô g e n e s  m a r c a d a s  

c e n  T r i t i e  e n  e l  h i p e t â l a m e ,  h i p e c a m p e  y  a m i g d a l a ,  a s î  ceme 

e n  l a  p i t u i t a r i a  de  r a t a  s e s t i e n e  l a  h i p ô t e s i s  d e  q u e  e s t e s  

m é c a n i s m e s  s e  r e a l i z a n  a  n i v e l  d e l  s i s t e m a  n e r v i e s o  c e n t r a l  

y  a  n i v e l  d e  l a  p i t u i t a r i a

La F i g u r a  13 B m u e s t r a  l e s  d i f e r e n t e s  m é c a n i s m e s  

d e  F e e d b a c k  q u e  c e n t r e l a n  e l  e j e  h i p e t â l a m e - h i p ô f i s i - t s s t i ~  

c u l a r .
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V. 4. INFLUENCIA DE LAS CATECOLA MINAS EN LA SECRECION DE

LAS GONADOTROPINAS.

S a w y e r  y  c o l .  ( 2 8 4 )  f u e r o n  l o s  p r i m e r o s  e n  d e m o s t r a r  

u n a  i n f l u e n c i a  d e  l a s  c a t e c o l a m i n a s  e n  e l  c o n t r o l  d e  FSH y 

LH, a l  c o n s e g u i r  i n h i b i r  l a  o v u l a c i ô n  p o r  m e d io  d e  u n  b l o -  

q u e a n t e  a d r e n ê r g i c o  ( d i b e n a m i n a ) . E s t u d i o s  p o s t e r i o r e s  

" i n  v i t r o "  d e m o s t r a r o n  q u e  l a  a d r e n a l i n a  y  n o r e p i n e f r i n a  e s  

t i m u l a b a n  l a  l i b e r a c i ô n  d e  FSH e n  p i t u i t a r i a s  de  r a t a s ,  s i n  

e m b a r g o  l a  d o p a m i n a  n o  l a  a l t e r a b a  ( 2 8 5 ) .  C uando  s e  a n a d i a  

a l  c u l t i v o  d e  p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  e x t r a c t o s  de  h i p o t a l a m o  -  

l a  d o p a m in a  i n c r e m e n t a b a  l o s  n i v e l e s  d e  FSH y LH ( 2 8 6 ) ,  d e l  

mismo modo q u e  c u a n d o  s e  i n y e c t a b a  d o p a m i n a  e n  e l  3- v e n t r i  

c u l o  de  r a t a  ( 2 8 7 ,  2 8 8 ) .

T o d o s  e s t o s  t r a b a j o s  h a c e n  s u p o n e r  q u e  l a  a c c i ô n  d e  -  

l a s  c a t e c o l a m i n a s  s e  l o c a l i z a  p r i n c i p a l m e n t e  a  n i v e l  h i p o t a  

l a m i c o .  E s t a  a c c i ô n  p u e d e  i n h i b i r s e  c o n  b l o q u e a d o r e s  —  

a d r e n é r g i c o ,  p e r o  no  c o n  *  ( 3 ( 2 8 9 ) .

Un t e m a  d e  g r a n  c o n t r o v e r s i a  e s  e l  de  g u é  t i p o  d e  c a t e  

c o l a m i n a s  e s  e l  mas a c t i v e  e n  e l  c o n t r o l  d e  l a  a d e n o h i p ô f i —  

s i s .

Füxe  y  c o l .  ( 2 9 0 )  s o s t i e n e n  q u e  l a  c a t e c o l a m i n a  Que —  

c o n t r ô l a  e l  p i c o  o v u l a t o r i o  e s  l a  n o r e p i n e f r i n a ,  l u i e n t r a s  —
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S a w y e r  y  c o l .  ( 2 9 1 )  o p i n a n  q u e  e s  l a  e p i n e f r i n a ;  o t r o s  a u t o -  

r e s ,  como K a m b e r i  ( 2 8 7 ) ,  K o rd o n  y  G l o w i n s k i  ( 2 9 2 )  p i e n s a n  —  

q u e  e s  l a  d o p a m i n a  l a  c o n t r o l a d o r a  d e  l a  d e s c a r g a  c i c l i c a  go 

n a d o t r ô p i c a .

E l  e s t l m u l o  p r o v o c a d o  p o r  e s t r ô g e n o s  y  p r o g e s t e r o n a  e n  

l a  s e c r e c i ô n  d e  g o n a d o t r o p i n a s  o b s e r v a d o  p o r  K a l r a  y  Me Caan  

( 2 9 3 )  f u é  i n h i b i d o  c o n  u n  b l o q u e a n t e  a d r e n é r g i c o ,  l o  que  h a -  

c e  s u p o n e r  q u e  e l  m e c a n i s m o  p r o d u c i d o  p o r  l o s  e s t r ô g e n o s  s e  —  

r e a l i z a  a  t r a v é s  d e  u n  m e c a n i s m o  ^  a d r e n é r g i c o  y  p a r e c e  s e r  po 

s i b l e  q u e  e s t é  m e d i a d o  p o r  l a  e p i n e f r i n a .

En c o n c l u s i ô n  Me C aan  ( 2 9 4 )  e x p l i c a  e l  m e c a n i s m o  de  —  

a c c i ô n  a  t r a v é s  de  u n a  s i n a p s i s  n o r e p i n e f r i n i c a  p r é s e n t e  e n  -  

l a  r e g i ô n  p r e ô p t i c a ,  qu e  m e d i a  e l  e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  de  p r o  

g e s t e r o n a  y  e s t r ô g e n o s  e n  l a  l i b e r a c i ô n  d e  LH y  FSH, y  de  u n a  

s i n a p s i s  d o p a m i n e r g i c a  l o c a l i z a d a  e n  l a  e m i n e n c i a  m e d i a  qu e  -  

m e d i a r i a  e l  e s t l m u l o  d e  LH y  FSH a  t r a v é s  d e  u n a  a c c i ô n  s o b r e  

LH-RH.
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V. 5» PUBERTAD.

E l  c o m i e n z o  d e  l a  p u b e r t a d  e s  u n o  d e  l o s  mas i n i s t e r i o -  

s o s  p r o c e s o s  d e  l a  b i o l o g l a  a n i m a l ;  e n  e l  h o m b r e  l a  p u b e r t a d  

l l e v a  c o n s i g o  c a m b i o s  d e  m a d u r a c i ô n  q u e  e n v u e l v e n  s e c u e n c i a l  

m e n t e  a l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  s u p r a h i p o t a l a m i c o ,  e l  h i p o  

t a l a m o ,  l a  p i t u i t a r i a  y  l a s  g ô n a d a s .  A c t u a l m e n t e  l o s  i n v e s -  

t i g a d o r e s  en  e s t e  campo e n f o c a n  l a  a t e n c i ô n  e n  e l  p a p e l  d e l  

s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  p a r a  l l e g a r  a  l a  e x p l i c a c i ô n  d e  e s ­

t e  f e n ô m e n o .

E l  e s t u d i o  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH y  LH d u r a n t e  l a  i n -  

f a n c i a ,  a d o l e s c e n c i a  y  p u b e r t a d  h a  c o n d u c i d o  a l  d e s a r r o l l o  -  

de  v a r i a s  h i p ô t e s i s  p a r a  e x p l i c a r  l a  c l a v e  d e  l o s  p r o c e s o s  -  

qu e  l l e v a n  a c a b o  l a  m a d u r a c i ô n  s e x u a l .

D u r a n t e  l a  v i d a  f e t a l  s e  d e t e c t a n  v a l o r e s  d e  FSH y  LH, 

a l c a n z a n d o  e n t r e  l o s  1 1 0 - 1 4 0  d l a s  de  g e s t a c i ô n  u n o s  n i v e l e s  

t a n  a l t o s  como l o s  o b s e r v a d o s  e n  s u j e t o s  c a s t r a d o s ,  s i e n d o  -  

l o s  v a l o r e s  d e  FSH mâs a l t o s  e n  f e t o s  f e m e n i n o s  q u e  e n  m ascu  

l i n o s  ( 2 9 5 ) .  A p a r t i r  d e  e s t a  f e c h a  c o m i e n z a n  a  b a j a r ,  l o  -  

qu e  s u g i e r e  q u e  c o m i e n z a  a  f u n c i o n a r  u n  e f e c t o  d e  f e e d b a c k  -  

n e g a t i v e  d e  l o s  e s t e r o i d e s  g o n a d a l e s .
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D u r a n t e  l a  i n f a n c i a  l o s  v a l o r e s  s o n  muy b a j o s ,  co n  l a  

p a r t i c u l a r i d a d  d e  q u e  e l  r a n g o  d e  v a l o r e s  d e  FSH e n  n i n a s  -  

e s  m a y o r  q u e  e n  l o s  n i n o s  ( 2 9 6 ) .

A m e d i d a  que  s e  v a  a l c a n z a n d o  l a  p u b e r t a d  l o s  v a l o r e s  

d e  l a s  g o n a d o t r o p i n a s  a u m e n t a n ,  s i e n d o  l a  s u b i d a  d e  FSH s i e m  

p r e  a n t e r i o r  a  l a  d e  LH ( 2 9 6 ,  2 9 7 ,  2 9 8 )  l o  qu e  h a c e  p e n s a r  -  

e n  e l  p a p e l  p r é d o m i n a n t e  de  l a  FSH e n  e l  c r e c i m i e n t o  y  d e s a ­

r r o l l o  de  l a s  g ô n a d a s .  En p a r a l e l o  c o n  e s t e  i n c r e m e n t o ,  l o s  

e s t e r o i d e s  g o n a d a l e s  v a n  a u m e n t a n d o  s u s  n i v e l e s .

A l a  e d a d  d e  10 a n o s  p a r a  FSH y  13 p a r a  LH s e  a l c a n z a n  

l o s  v a l o r e s  n o r m a l e s  d e  l a  e d a d  a d u l t a  p a r a  e l  v a r ô n  y  d e  14 

a  16 a n o s  p a r a  l a s  h e m b r a s ,  s e g û n  l o s  t r a b a j o s  de  F a im a n  y  -  

W a i n t e r  ( 2 9 6 ) .

E l  m e c a n i s m o  q u e  d e s e n c a d e n a  l a  p u b e r t a d  ha  s i d o  a s o —  

c i a d o  c o n  u n  c a m b i o  d e  s e n s i b i l i d a d  e n  e l  e j e  h i p o t â l a m o - h i -  

p o f i s a r i o  a l  e f e c t o  d e  f e e d b a c k  n e g a t i v e  d e  l o s  e s t e r o i d e s  -  

( 2 9 5 ,  2 9 9 ) .  D u r a n t e  l a  i n f a n c i a ,  l a  s e n s i b i l i d a d  a  e s t e  —  

e f e c t o  s é r i a  muy g r a n d e  y  p o r  t a n t o  muy b a j o s  l o s  n i v e l e s  de  

FSH y  LH, m i e n t r a s  q u e  e n  l a  p u b e r t a d  l a  s e n s i b i l i d a d  d i s m i -  

n u i r i a  a u m e n t a n d o ,  p o r  t a n t o ,  l a  c e n c e n t r a c i ô n  d e  FSH y LH.
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O t r o  c a m b i o  d e  m a d u r a c i ô n  q u e  s e  m a n i f i e s t a  e n  l a  p u ­

b e r t a d  e s  e l  a u m e n t o  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  LH d u r a n t e  e l  s u e n o  

( 3 0 0 ) ,  f e n ô m e n o  q u e  no  s e  o b s e r v a  e n  l a  e d a d  a d u l t a ;  e s t e  -  

h e c h o  c o n f i r m a  l a  i d e a  de  q u e  l o s  c e n t r e s  c e r e b r a t e s :  h i p o ­

t a l a m o ,  s i s t e m a  l i m b i c o  e  i n c l u s e  l a  g l â n d u l a  p i n e a l  ( 3 0 1 )  

e s t â n  i n v o l u c r a d o s  e n  e l  c o n t r o l  d e  l a  i n i c i a c i ô n  d e  l a  p u ­

b e r t a d .

E l  m e d i o  h o r m o n a l  e x i s t a n t e  d u r a n t e  l a  v i d a  f e t a l  y  -  

n e o n a t a l  j u e g a  u n  g r a n  p a p e l  e n  l a  d i f e r e n c i a c i ô n  s e x u a l  —  

d e l  h i p o t a l a m o .  P a r e c e  s e r  q u e  l a  p r e s e n c i a  de  a n d r ô g e n e s  

e n  r a t a s  m a ch o s  e n  l a  p r i m e r a s  f a s e s  d e l  d e s a r r o l l o  e s  e s e n  

c i a l  p a r a  e s t a b l e c e r  u n  c o m p o r t a m i e n t o  m a s c u l i n e  d e  l a  a c t i  

v i d a d  h i p o t a l â m i c a  ( 3 0 2 ) ;  l a  a d m i n i s t r a c i ô n  d e  t e s t e s t e r e n a  

e n  r a t a s  h e m b r a s  d u r a n t e  e l  p é r i o d e  n e o n a t a l  a n u l a  e l  r i t m o  

c i c l i c o  n o r m a l  d e  s e c r e c i ô n  d e  LH, y  p o r  t a n t o  i n d u c e  c i c l o s  

a n o v u l a t o r i e s  ( 3 0 3 ) .

V. 6. MENOPAUSIA.

La m e n o p a u s i a  e s  l a  f e c h a  s e h a l a d a  p o r  l a  û l t i m a  r é ­

g l a .  Se  e n c u e n t r a  i n c l u i d a  d e n t r o  d e l  p é r i o d e  c l i m a t é r i c o  

q u e  r e p r é s e n t a  e l  d e c l i n a r  s e x u a l  d e  l a  m u j e r  y  s e  a c o m p a r a  

h a b i t u a l m e n t e  d e  c i c l o s  a n o v u l a t o r i e s .
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En l a s  m u j e r e s  p o s t m e n o p a û s i c a s  l o s  n i v e l e s  d e  PSH -  

s o n  m u c h o s  mâs e l e v a d o s  q u e  l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  m u j e r e s  

n o r m a l m e n t e  r e g l a d a s ,  d e b i d o  a  l a  p é r d i d a  d e  l a  f u n c i ô n  —  

g e r m i n a t i v a  d e l  o v a r i o  e n  e s t e  p é r i o d e ;  l o s  v a l o r e s  d e  LH 

t a m b i é n  s o n  e l e v a d o s ,  a u n q u e  no  t a n t o  como l o s  d e  FSH, y a  

q u e  n o  h a y  u n  c e s e  t o t a l  d e  l a  s e c r e c i ô n  o v â r i c a  y  a l  m i s ­

mo t i e m p o  l a s  g l â n d u l a s  s u p r a r r e n a l e s  s u m i n i s t r a n  e s t r ô g e ­

n o s  a l  o r g a n i s m e .  ( 2 6 8 ,  304 ,  3 0 5 ) .

La s e c r e c i ô n  r i t m i c a ,  c a r a c t e r i s t i c a  de  u n  c i c l o  mens 

t u r a l  n o r m a l ,  de  am bas  g o n a d o t r o p i n a s  s e  p i e r d e  t o t a l m e n t e  en  

e s t a  f a s e ,  y  l o s  v a l o r e s  a l t o s  d e  FSH y  LH p e r s i s t e r  d u r a n ­

t e  m u ch o s  a n o s  d e s p u é s  d e  l a  i n i c i a c i ô n  d e  l a  m e n o p a u s i a  —  

( 2 6 8 ) .

Los  v a l o r e s  a l t o s  d e  FSH y  LH c o n s t i t u y e n  u n  b u e n  a r g u ­

m e n t e  p a r a  d i a g n o s t i c a r  m e n o p a u s i a  p r e c o z  e n  p r e s e n c i a  de  u n a  

a m e n o r r e a .
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V I .  APLICACION EN LA CLINICA HUMANA DE LA DETERMINACIüN DE 

GONADOTROPINAS POR R . I . A .

En e l  momento  a c t u a l ,  e l  d i a g n ô s t i c o  s i n d r ô m i c o  de  

l o s  d i f e r e n t e s  t i p o s  d e  H i p o g o n a d i s m o s  e n  e l  h o m b re  y  e n  -  

l a  m u j e r ,  d e p e n d e  f u n d a m e n t a l m e n t e  d e  l a s  d e t e r m i n a c i o n e s  

d e  LH y  FSH.

En l o s  H i p o g o n a d i s m o s  h i p o t â l a m o - p i t u i t a r i o s , e x i s  

t e  u n  d e f e c t o  d e  s e c r e c i ô n  d e  LH, FSH o am bas  a  l a  v e z ,  —  

qu e  s e  t r a d u c e  e n  c i f r a s  muy b a j a s  d e  e s t a s  h o r m o n a s  e n  e l  

s u e r o  o p l a s m a ;  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e n  l a s  e n f e r m e d a d e s  p r i -  

m a r i a s  d e l  t e s t i c u l o  y  o v a r i o ,  a l  a l t e r a r s e  l o s  m e c a n i s m o s  

de  f e e d b a c k  qu e  r e g u l a n  e l  e j e  h i p o t â l a m o - h i p o f i s o g o n a d a l , 

n o s  c o n d u c e n  a  un  c u a d r o  d e  H i p o g o n a d i s m o - H i p e r g o n a d o t r ô p i  

C O S ,  c o n  e n o r m e  a u m e n t o  d e  l a s  c i f r a s  d e  LH y  FSH e n  s a n —  

g r e  p e r i f é r i c a .  ( 3 0 6 ,  3 0 7 , 3 0 8 , 3 0 9 )

La d i f e r e n c i a c i ô n  d e l  o r i g e n  d e l  H i p o g o n a d i s m o ,  s e  

gûn  s u  l o c a l i z a c i ô n  h i p o t a l â m i c a  o h i p o f i s a r i a ,  s e  p u e d e  -  

h a c e r  h o y  e n  d i a  m e d i a n t e  l o s  t e s t s  d i n â m i c o s  c o n  c l o m i p h e  

no  y  LH-RH y  co n  l a s  v a l o r a c i o n e s  e n  s u e r o  d e  l a s  g o n a d o —  

t r o f i n a s .  ( 3 1 0 ,  3 1 1 ,  31 2 ,  y  313)

A s î  mismo l o s  p r o b i e m a s  de  e s t e r i l i d a d ,  t a n t o  rnas-  

c u l i n o s  como f e m e n i n o s ,  p u e d e n  s e r  e n  d e t e r m i n a d a s  s i t u a —
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c l o n e s  f a v o r a b l e m e n t e  e n c a u z a d a s  p o r  e l  e s t u d i o  d i n â m i c o  de  

l a  s e c r e c i ô n  d e  g o n a d o t r o f i n a s ,  a s l  como p o r  e l  a n a l i s i  s de  

t e n i d o  d e  l o s  r i t m o s  d e  s e c r e c i ô n  h o r a r i a  de  LH y  FSH ( 3 1 ^ ,  

3 1 5 , .  3 1 6 ) .

O t r o  a s p e c t o  d e  e n o r m e  t r a n s c e n d e n c i a  e s  e l  q u e  s e  . 

r e f i e r e  a l  i n i c i o  d e  l a  p u b e r t a d  y  s u  p a t o l o g i a ,  p u b e r t a d  -  

r e t r a s a d a ,  p r o b l e m a  q u e  s e  e s t a  e m p e z a n d o  a c o m p r e n d e r  me­

d i a n t e  l a  m o n i t o r i z a c i ô n  e l e c t r o e n c e f a l o g r â f i c a  c o o r d i n a d a  

co n  l a s  t o m a s  d e  s a n g r e  p a r a  v a l o r a c i ô n  d e  g o n a d o t r o f i n a s  

( 317 ,  3 1 8 ) .

Es i n d u d a b l e m e n t e  û t i l  e n  e l  d i a g n ô s t i c o  p r e c o z  d e l  

e m b a r a z o ; p o r  l a  r e a c c i ô n  c r u z a d a  d e  l a  HCG c o n  l a  LH, p o -  

d re m o s  s u p o n e r  u n  e m b a r a z o  c u a n d o  l o s  n i v e l e s  d e  e s t a  û l t i ­

ma e s t é n  e l e v a d a s  ( 3 1 9 ,  3 2 0 ) .

P o r  û l t i m o ,  s e  m u e s t r a  i m p r e s c i n d i b l e  p a r a  e l  c o n ­

t r e  e f i c a z  d e  l a  t e r a p i a  c o n  c l o m i p h e n ô  y  LH-RH ( 3 2 0 , 3 2 1 ) .
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L a s  d e t e r m i n a c i o n e s  d e  l a s  h o r m o n a s  p i t u i t a r i a s  q u e  -  

c o n t r o l a n  e l  d e s a r o l l o  y  f u n c i o n a m i e n t o  d e  l o s  o v a r i o s  y  t e s t i ­

c u l e s ,  e s  f u n d a m e n t a l  p a r a  e l  e s t u d i o  d e  l a s  d i v e r s a s  p a t o l o g i a s  

g o n a d a l e s  y  p a r a  a n a l i z a r  l a s  c a u s a s  que  p r o d u c e r  l a  e s t e r i l i d a d .

H a S t a  e l  momento  a c t u a l  en  n u e s t r o s  h o s p i t a l e s ,  s e  —  

v i e n e n  u t i l i z a n d o  m e t o d o s  b i o l o g i c o s  q u e , d e  u n a  f o r m a  g r o s e r a ,  

s i r v e n  p a r a  v a l o r a r  l a  s e c r e c i ô n . g l o b a l  e n  l a  o r i n a , d e  e s t a s  

g o n a d o t r o p i n a s  (FSH y  L H ) .

La n e c e s i d a d  d e  d i s p o n e r  de  u n  m é t o d o  a n a l i t i c o  a  n u e s  

t r o  a l c a n c e ,  c a p a z  d e  d e t e c t a r ,  p o r  s e p a r a d o ,  v a l o r e s  d e  FSH y  -  

LH c o n  l a  mâxima p r e c i s i ô n  y  r e p r o d u c i b i l i d a d ,  h a  s i d o  l a  r a z ô n  

p r i m o r d i a l  d e  e s t a  T e s i s .

L a s  t é c n i c a s  mâs e m p l e a d a s  hoy en  d i a ,  p a r a  e l  a n a l i —  

s i s  de  s u s t a n c i a s  b i o l ô g i c a s  p r é s e n t e s  e n  muy p e q u e h a s  c o n c e n t r a  

c l o n e s ,  s o n  l a s  r a d i o i n m u n o l ô g i c a s . E l  m a t e r i a l  n e c e s a r i o  p a r a  e l  

d e s a r r o l l o  d e  e s t a s  t é c n i c a s  p u e d e  s e r  o b t e n i d o  a t r a v é s  d e l  

N . I . H .  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h )  o b i e n  e n  f o r m a  de  " K i t s "  

c o m e r c i a l e s  d e  l o s  L a b o r a t o r i e s  S e r o n o .

La p u e s t a  e n  m a r c h a  d e l  R . I . A .  c o n  e l  m a t e r i a l  d o n a d o  

p o r  NIH e x i g e  :
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1 2 )  La p r e p a r a c i ô n  d e  l a s  h o r m o n a s  m a r c a d a s  c o n  l o d o  r a d i o a c t i v o ,  

c o n  e l  m a y o r  g r a d o  d e  p u r e z a  p o s i b l e .

2 2 )  La t i t u l a c i ô n  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  : A n t i - F S H  y A n t i -  

-LH, p a r a  e l e g i r  a Q u é l l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  q u e  p r o p o r c i o n e n  me-  

j o r e s  c u r v a s  s t a n d a r d  o p a t r o n e s .

3 2 ) La e v a l u a c i ô n  d e  l a  s e n s i b i l i d a d ,  r e c u p e r a b i l i d a d ,  v a r i a b i l i -  

d a d  y  p r e c i s i ô n  d e  e s t a s  c u r v a s .

La c o m p a r a c i ô n  d e  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  c o n  e s t e  ma­

t e r i a l  y  e l  a d q u i r i d o  a  t r a v é s  de  " K i t s "  c o m e r c i a l e s ,  c o n v e n i e n t e _  

m e n t e  p r e p a r a d o s  p a r a  s u  u s o  i n m e d i a t c  ( a u n q u e  muy c o s t o s o s ) ,  n o s  

p e r m i t i r â n  c o n s i d e r a r  s u s  v e r t a j a s  e  i n c o n v e n i e n t e s .

Una v e z  d e s a r r o l l a d a  l a  m e t o d o l o g i a ,  hemos  p r e t e n d i d o  -  

a n a l i z a r  n u e s t r o s  p a t r o n e s  d e  n o r m a l i d a d  p a r a  a s i  p o d e r  c l a s i f i c a r  

l o s  d i f e r e n t e s  s l n d r o m e s  d e  h i p o g o n a d i s m o  m a s c u l i n o s  y  f e m e n i n o s .

A l  mismo t i e i n p o ,  e s t o s  r e s u l t a d o s  a n a l i t j c o s  n o s  v a n  a 

p e r m i t i r  a d e n t r a r n o s  en  a l g u n o s  a s p e c t o s  de  i n v e s t i g a c i ô n  b â s i c a  

y  a p l i c a d a ,  t a n  a t r a c t i v o s  como s o n  : c o n t r o l  d e  l a  s e c r e c i ô n  de  

LH y  FSH, p u b e r t a d  m a c u l i n a  y  f e m e n i n a ,  y  t e s t s  d i n â m i c o s  d e  a p l i -  

c a c i ô n  c l i n i c a ,  a û n  m al  c o n o c i d o s .

I n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e  l a s  a p o r t a c i o n e s  m e t o d o l ô g i c a s  -
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y  c l i n i c a  q u e  h a y a m o s  p o d i d o s  r e a l i z a n ,  hemos  i n t e n t a d o  h a c e r  una  

r e v i s i ô n  d e t a l l a d a  y  e x h a u s t i v a ,  a s i  como u n a  p u e s t a  a l  d i a  d e  l o s  

t e m a s  mâs d i s c u t i d o s  e n  l a  a c t u a l i d a d ,  e n  e l  a p a s i o n a n t e  campo de  

La E n d o c r i n o l o g i a  s e x u a l .
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I .  RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL METQDQ 

DE N . I . H .  (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH)

I .  1 .  lODACION 0 MARCAJE DE FSH Y LH 

MATERIALES EMPLEADOS 

A . -  SOLUCIONES TAMPON :

1 )T am p6n  f o s f a t o  o ,5M , p H = 7 ,5  (Na^HPO^ IZH^O : 1 5 5 , 76g ;  

NaH^PO^ H^O : 9 , 4 g ;  s e  e n r a s a  a  1 l i t r o  co n  a g u a  d e s  

t i l a d a  y  s e  a j u s t a  e l  p H . )

2 )T am p 6 n  f o s f a t o  o ,o5M ,  pH =7 ,5  ( Se  o b t i e n e  d i l u y e n d o  -  

l a  s o l u c i ô n  a n t e r i o r  1 : 1 o  y  s e  a n a d e  m e r t i o l a t o  s 6 d i  

CO a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  1 : 1 0 . 0 0 0 )

3 )Tamp6n f o s f a t o  o , o l M ,  o ,14M  NaCl (P B S ) ,  pH =7 ,6  : 

(Na^HPO 12H2 O : 4 , 1 1 g ;  NaH^PO^ H^O : o , l l 7 g ,  s e  e n ­

r a s a  c o n  a g u a  d e s t i l a d a  h a s t a  1 l i t r o  y  s e  ■; p a s t a  e l  

pH. )

4 )T am p 6 n  ESA-PBS a l  5%, p H = 7 ,6 ;  e s  e l  t a m p ô n  a n t e r i o r  

a l  q u e  s e  l e  a n a d e  a l b û m i n a  b o v i n a  (BSA, S igm a F r a -  

c c i o n  V ) , a l  5 %.

5 )T am pdn  BSA-PBS a l  1% y  0 ,1 % ,  pH =7 , 6 (  Se  . - p r e p a r a n  d i ­

l u y e n d o  l a  s o l u c i ô n  a n t e r i o r  1 : 5  y  1 : 1 o ,  r e s p e c t i v e  

m e n t e .
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3 . -  HORMONAS :

FSH : LER - 1 3 6 6  ( 1 mg: 3400 lU , 2 n d  IRP-HM G).Se  r e c i -  

b i ô  100 pig e n  1 ml y  s e  d i v i d i ô  e n  a l i c u o t a s  d e  -  

25 Ml ( 2 , 5  MU), g'ue s e  g u a r d a r o n  c o n g e l a d a s  a  - 2 o e c  

e n  u n o s  m i c r o t u b o s  d o n d e  s e  r e a l i z a r â n  s u s  i o d a c i o -  

n e s .

LH : LER- 960 ( 1 mg: 4 6 2 0  lU de  LH, 2 n d  IRP-HMG), Se  r e  

c i b i ô  200 M9 e n  1 ml y  s e  d i v i d i ô  e n  a l i c u o t a s  de  -  

25 Ml ( 5 MU) cl - 2 o 9 C .

E s t a s  d o s  h o r m o n a s ,  p u r a s ,  e x t r a i d a s  d e  p i t u i t a r i a s  h u m a -  

n a s  p o r  e l  D r .  R e i c h e r t ,  f u e r o n  d o n a d a s  p o r  "Human P i t u i ­

t a r y  A g e n c y  o f  t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h  ( NLAMD, -  

N I H , B e t h e s d a , U . S . A . )

C . -  MATERIAL RADIOACTIVO :

1 25 IN a ,  f a b r i c a d o  e s p e c i a l m e n u  p a r a  e l  m r c a j e  d e  p r o t e i  

n a s ,  p r o c e d e n t e  d e  A m ersham  ( I n g l a t e r r a ) , d i l u i d o  en  s o l u  

c i ô n  NaOH pH: 8 -11  y  c o n  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  d e  14 

m C l /  Mg*

D . -  SUSTANCIAS QUIMICAS :

C l o r a m i n a - T  (CH^ C^H SO^N N a )C l  3H^0. BDA. Se  p r é p a r a  

u n a  s o l u c i ô n  d e  50 mg e n  10 ml de  t a m p ô n  f o s f a c o  o ,o5M , 

p H = 7 ,5 .

M e t a b i s u l f i t o  s ô d i c o  : Na^S^O^.  Se  p r é p a r a  u n a  s o l u c i ô n  

d e  120 mg en  25 ml d e  t a m p ô n  f o s f a t o  o ,o5M .
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E s t a s  d o s  s o l u c i o n e s  h a n  d e  p r e p a r a r s e  i n m e d i a t a m e n t e  -  

a n t e s  d e  su  u s o ,  y a  q u e  l a  p r e s e n c i a  d e  p o l v o  y  a i r e  —  

p u e d e n  a l t e r a r  s u  e s t a b i l i d a d .

I K : Se p r é p a r a  u n a  s o l u c i ô n  q u e  c o n t e n g a  100  mg d e  IK y

1 , 8  g d e  s a c a r o s a  e n  t a m p ô n  0 , 0 5 M .

E . -  S e p h a d e x  G-75  y  S e p h a d e x  G -1 0 0  ( P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s  

U p p s a l a ,  S w e d e n ) .

P r e p a r a c i ô n  d e  l a s  c o l u m n a s  d e  S e p h a d e x  G-75

Se p e s a ,  a p r o x i m a d a m e n t e ,  1 g d e  S e p h a d e x  y  s e  d i l u y e  

e n  e x c e s o  d e  t a m p ô n  f o s f a t o  0 ,0 5 M .  Con e l  f i n  d e  q u e  e l  g e l  -  

s e  h i n c h e . s e  d e j a ,  p o r  l o  m e n o s ,  d u r a n t e  u n  p e r i o d o  d e  24 h o -  

r a s  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ,  o d u r a n t e  3 h o r a s  e n  b a n o  m a r i a .

E l  g e l ,  a s i  p r e p a r a d o ,  s e  a h a d e  a  u n a  c o lu m n a  d e  c r i s t a l  d e -

0 , 9  X 15 cm; u n a  v e z  e m p a q u e t a d a  l a  c o lu m n a  s e  é q u i l i b r a  co n  

0 , 5  ml d e  t a m p ô n  BSA-PBS a l  5% y  s e  l a v a  c o n  40  ml d e  t a m p ô n  

f o s f a t o  0 ,0 5 M .  P a r a  e v i t a r  l a  f o r m a c i ô n  d e  b u r b u j a s  e s  c o u v e  

n i e n t e ,  a n t e s  d e  a h a d i r l o  a  l a  c o l u m n a ,  c a l e n t a r  e l  g e l  e n  -  

b a n o  m a r i a .

P r e p a r a c i ô n  d e  l a s  c o l u m n a s  d e  S e p h a d e x  G -100

Se d i l u y e n  4 g d e  S e p h a d e x  G -  100 e n  e x c e s o  d e  t a m  

p ô n  f o s f a t o  0 ,0 5 M .  Se  d e j a ,  como m in im o ,  t r è s  d i a s  a t e m
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- p e r a t u r a  a m b i e n t e ,  o ,  5 h o r a s  e n  b a n o  m a r i a ,  y  a c o n t i n u a -  

c i ô n  s e  a h a d e  a  l a  c o lu m n a  d e  1 , 2  x 40  cm. Se é q u i l i b r a  c o n  

3 ml d e  t a m p ô n  BSA -  PBS y  s e  l a v a  c o n  80 ml d e  t a m p ô n  f o s ­

f a t o  0 ,0 5 M .

La a l b û m i n a  a h a d i d a  a  l a s  c o l u m n a s  s a t u r a  l o s  s i —  

t i o s  d e  a d s o r c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  a  l a s  p a r e d e s  y  p o r  t a n t o  -  

a u m e n t a  e l  r e n d i m i e n t o  d e l  m a r c a j e .

PROCEDIMIENTO DE lODACION 0 MARCAJE

En e s e n c i a ,  s e  s i g u e  e l  m é t o d o  o r i g i n a l  d e  G re e n w o o d ,

H u n t e r  y  C l o v e r  ( 9 1 )  m o d i f i c a d o . En u n  m i c r o t u b o ,  s e  a h a d e n  -

l o s  s i g u i e n t e s  r e a c t i v o s  e n  e l  o r d e n  e n  q u e  s e  d e s c r i b e n :

1 ° . -  25 Ml (5  u g )  d e  LER-960 d e  LH, o

25 Ml ( 2 , 5  Mg) d e  L E R -1 366 d e  FSH, r e c i é n  d e s c o n g e l a —

d a s .

2 9 . -  10 Ml ô.e t a m p ô n  f o s f a t o  0 ,5M  . E s t a  s o l u c i ô n  s e  a h a d e

p a r a  a u m e n t a r  l a  c a p a c i d a d  d e  t a m p ô n  d e  l a  m e z c l a .

3 9 . -  10 Ml (1 mCi) d e  ^ ^ ^ I N a .

4 9 . -  10 Ml ( 5 0  Mg) d e  l a  s o l u c i ô n  d e  C l o r a m i n a - T .

Se a g i t a  l a  m e z c l a  d u r a n t e  8 5 - 1 2 0  s e g u n d o s .

5 9 . -  25 Ml ( t  0 Mg) d e  l a  s o l u c i ô n  d e  m e t a b i s u l f i t o  s ô d i c o .

6 9 . -  100 Ml d e  l a  s o l u c i ô n  d e  IK.

PURIFICACION DE LH y  ^^^FSH

La s e p a r a c i ô n  e n t r e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  p u r a ,  l a  h o r

1 25mona d e t e r i o r a d a  y  e l  I  l i b r e ,  s e  r e a l i z a  p o r  c r o m a t o g r a -
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- f i a  e n  b e p h a d e x  G-75 .

Todo  e l  c o n t e n i d o  d e l  V i a l  a n t e r i o r  s e  l l e v a  a l a  

c o l u m n a ,  p r e v i a m e n t e  p r e p a r a d a ,  d e  S e p h a d e x  G - 7 5 ;  a l  v i a l  

v a c i o  s e  l e  a h a d e n  75 d e  l a  s o l u c i ô n  de  IK, p a r a  l a v a r  

l o s  r e s i d u o s  y  s e  t r a n s f i e r e n  a  l a  c o l u m n a .  A c o n t i n u a c i ô n  

s e  e l u y e  l a  c o l u m n a  c o n  t a m p ô n  0 ,05M  y  s e  r e c o g e n  f r a c c i o -  

n e s , d e l  e l u a t o ,  de  0 , 5  m l ,  e n  t u b o s  q u e  c o n t i e n e n  0 ,1  ml -  

d e  t a m p ô n  BSA -  PBS a l  5%, c o n  e l  f i n  d e  e v i t a r  l a  a d s o r —  

c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  a  l a s  p a r e d e s .  Se  r e c o g e n  40 f r a c c i o n e s  

u s a n d o  u n  c o l e c t o r  de  f r a c c i o n e s  " G i l s o n ,  1AMTDC".

De c a d a  f r a c c i ô n  s e  t o m a n  10 Y s e  c u e n t a  su  i j  

d i o a c t i v i d a d  e n  u n  c o n t a d o r  d e  r a d i a c i o n e s  gamma ( N u c l e a r -  

C h i c a g o )  d u r a n t e  0 ,1  m i n u t o .

Los  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  e n  u n o s  e j e s  c a r t e s i a -  

n o s ;  en  e l  e j e  de  a b c i s a s  s e  r e p r é s e n t a  e l  n u m é ro  de  l a  —  

f r a c c i ô n ,  y  e n  e l  e j e  d e  o r d e n a d a s  s u  r a d i o a c t i v i d a d ,  e x —  

p r e s a d a  e n  c u e n t a s  p o r  0 ,1  m i n u t o .

CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

P a r a  c a l c u l a r  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  c o n  e x a c t i t u d ,  e s  —  

p r e c i s e  t e n e r  e n  c u e n t a :

1 9 . -  Que l a s  h o r m o n a s  FSH y  LH, d e l  mismo modo que  o t r a s  -  

p r o t e i n a s ,  s e  a d s o r b e n  a  l a s  p a r e d e s  d e  v i d r i o  d e  i a s  

c o l u m n a s  d e  c r o m a t o g r a f i a ,  a  l a s  p i p e t a s  y  a  l o s  t u b o s
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u s a d o s  e n  e l  e n s a y o  d u r a n t e  l a  i o d a c i ô n .

2 2 . -  Que l a  m e d i c i ô n  d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  c o m p r e n d i d a  e n ­

t r e  l i m i t e s  muy e x t e n s o s  y  d i s u e l t a  e n  d i f e r e n t e s  vo  

l û m e n e s  r é s u l t a  e n  v a r i a c i o n e s  d e  c o n t a j e .

E s t o  s i g n i f i c a  q u e  p a r a  t e n e r  u n  v a l o r  e x a c t e  —  

h a b r i a  q u e  a p l i c a r  e l  m é t o d o  u s a d o  p o r  G reen w o o d  y  C o l . ( 9 1 )  

q u e  c o n s i s t e  e n  c o n t a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  d e l  l o d o  

r a d i o a c t i v o ,  e l  v i a l ,  l a s  p i p e t a s ,  l a  c o lu m n a  y  l a s  f r a c c i n i  

n é s  d e l  e l u a t o .  S u p o n i c n d o  q u e  e l  l o d o  r a d i o a c t i v o  l i b r e  -  

n o  s e  a d s o r b e ,  s e  p o d r i a  c a l c u l a r  l a  c a n t i d a d  d e  h o r m o n a  -  

m a r c a d a  a d s o r b i d a  a l  m a t e r i a l  u s a d o .

U t i l i z a n d o  u n  c o n t a d o r  G e i g e r - M u e l l e r ,  m o d e l o  -

2 6 5 2 ,  s e  c u e n t a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  d e l  v i a l  q u e  c o n

1 25t i e n e  l a  h o rm o n a  y  e l  I ,  y  a l  r e s u l t a d o  s e  l e  r e s t a  l a  

suma d e  r a d i o a c t i v i d a d e s  o b t e n i d a s  a l  c o n t a r  e l  v i a l  v a c i o ,  

l a s  p i p e t a s  y  l a  c o lu m n a  u s a d a s  d e s p u é s  d e l  p r o c e s o .  L a s  -  

p é r d i d a s  de  l a  h o rm o n a  p o r  a d s o r c i ô n  s e  e x p r e s a n  e n  % r e s ­

p e c t e  d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l .  La e f i c a c i a  d e  l a  i o d a

1 25
c i ô n ,  e s  d e c i r ,  l a  i n c o r p o r a c i ô n  d e  I  a l a  h o r m o n a ,  s e  

c a l c u l a  i n t e g r a n d o  l a s  â r e a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  h o rm o n a  

m a r c a d a  y  a l  l o d o  l i b r e  y  c a l c u l a n d o  e l  % d e  l o d o  i n c o r p o -  

r a d o  a  l a  h o r m o n a .

P a r a  c a l c u l a r  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a ,  e n  n u e s t r a s  

c o n d i c i o n e s ,  s e  a p l i c a  l a  f ô r m u l a  :
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1 25% d e  I - i n c o r p o r a d o
A . E ,  = -----------------------------------------  X 1 mCi.

u g  d e  h o rm o n a

Como l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  d e l  p r o c e s o  -  

s e  m a n t i e n e n  s i e m p r e  c o n s t a n t e s ,  l a s  p é r d i d a s  d e  l a  h o rm o ­

n a  p o r  a d s o r c i ô n  s e r â n  t a m b i é n  c o n s t a n t e s ,  de  e s t a  m a n e r a  

l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  d e  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  s e r â n  m e-  

d i d a s  r e l a t i v a s  q u e  s i r v e n  d e  c o n t r o l .

CRITERIOS DE PURIFICACION DE ^^ ^ 1 -L H  y  ESTUDIO -

DE LAS DIFERENTES FRACCIONES CORRESPONDIENTES A LA HORMONA 

MARCADA.

E l  g r a d o  d e  p u r e z a  q u e  d e b e n  d e  t e n e r  l a s  h o r m o n a s

m a r c a d a s ,  p a r a  p o d e r  s e r  a p l i c a d a s  a  u n  r a d i o i m u n o e n s a y o  -

s e n s i b l e  y  e s p e c i f i c o ,  d e b e  s e r  p o r  l o  menos  d e  un 90 %. -

Cada  u n a  d e  l a s  f r a c c i o n e s , r e c o g i d a s  e n  l a  p u r i f i c a c i ô n

e n  S e p h a d e x  G - 7 5 ,  s e  s o m e t e n  a  u n a  e v a l u a c i ô n  u t i l i z a n d o  -

l o s  s i g u i e n t e s  m é t o d o s :

1) E l e c t r o f o r e s i s :

Se  r e a l i z a  e n  p a p e l  Whatman n2 1 , u s a n d o  t a m p ô n  v e r o n a l

d e  pH 8 , 6 .  La m u e s t r a ,  c o n s i s t e n t e  e n  10 u l  de  c a d a  - r

f r a c c i ô n ,  s e  c o l o c a  e n  e l  c e n t r e  d e  l a s  t i r a s  d e  p a p e l

( 2 , 3  X 26 cm) j u n t o  c o n  10 jul d e  s u e r o .  Se  h a c e  p a s a r

u n a  c o r r i e n t e  d e  400  V, s e  s e c a n  l a s  t i r a s ,  s e  c o r t a n

f r a g m e n t e s  d e  2mm y  s e  l l e v a n  a  c o n t a r  e n  e l  c o n t a d o r  

gamma. .
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La h o rm o n a  p u r a  no  s e  d e s p l a z a  d e l  p u n t o  d e  a p l i -  

c a c i ô n ,  p o r  l o  q u e  c u a n t o  mas p u r a  s e a  l a  f r a c c i ô n  p r o t e i -  

c a  a p l i c a d a ,  mas d e f i n i d o  s e r a  e l  p i c o  d e  r a d i o a c t i v i d a d  -  

o b t e n i d o  e n  e s e  p u n t o ,  y  m e n o r  e l  c o d e n t  e  e n t r e  su  b a s e  -  

y  s u  a l t u r a .  La h o rm o n a  d e t e r i o r a d a  y  e l  l o d o  l i b r e  s e  de_s 

p l a z a n  a  l a  r e g i ô n  a n ô d i c a .  O t r o  I n d i c e  d e  p u r e z a  l o  i n d i -  

c a  e l  % d e  r a d i o a c t i v i d a d  a d s o r b i d a  e n  e l  o r i q e n ,  en  r e l a -  

c i ô n  c o n  l a  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  d e  l a  m u e s t r a .

2 )  I n m u n o p r e c i p i t a c i ô n  c o n  â c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  (TCA)

Se  to m a  u n  v o l u m e n  d e t e r m i n a d o  d e  c a d a  f r a c c i ô n  -

y  s e  d i l u y e  h a s t a  1 m l ( 2 0 . 0 0 0  c p m ) , a  c o n t i n u a c i ô n  s e  a h a

d e  0 ,1  ml d e  a l b û m i n a  b o v i n a  a l  22%, e n  h i e l o ;  d e s p u é s  d e  

a h a d i r  4 ml d e  â c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  a l  10%, s e  a g i t a  y s e  

d e j a  e n  r e p o s e ,  e n  h i e l o ,  d u r a n t e  30 m i n u t e s .  Se  c e n t r i f u -  

ga a  2 . 5 0 0  r . p . r n .  d u r a n t e  20 m i n u t e s .

E l  p r e c i p i t a d o  s e  l a v a  c o n  6 ml d e  TCA a l  10% y  -

s e  c e n t r i f u g a ,  d e s p u é s  d e  d e c a n t a r  s e  a h a d e  u n  v o l u m e n  d e

NaOH 4N i g u a l  a l  v o l u m e n  d e  u n a  m u e s t r a  d e  r e f e r e n d a ,  que  

s e  e s t a b l e c e  p a r a  c a l c u l a r  u n  f a c t o r  d e  c o r r e c c i ô n  e n t r e  -  

l a s  c . p . m .  a n t e s  y  d e s p u é s  d e l  a n â l i s i s .

E l  TCA p r é c i p i t a  l a  p r o t e i n a  p u r a ,  c u y o  p o r c e n t a -  

j e  s e  c a l c u l a  h a l l a n d o  e l  % d e  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  p r e c i p i ­

t a d o ,  e n  r e l a c i ô n  co n  e l  c o n t a  je i n i c i a l .
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3) E s t u d i o  I n m u n o l ô g i c o

Se  i n c u b a n ,  p o r  t r i p l i c a d o ,  0 , 1  ml d e  h o rm o n a  -  

m a r c a d a  ( 1 0 . 0 0 0  cpm) c o n  0 , 2  ml d e  a n t i c u e r p o  e s p e c i f i c o  

a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e t e r m i n a d a  ( d i l u c i ô n  f i n a l  d e  a n t i -  

F S H , 1 : 1 0 . 0 0 0 ,  y  d e  a n t i - L H  1 : 4 0 . 0 0 0 ) ,  y  c o n  0 , 5  ml d e  tam  

p ô n  PBS -  BSA a l  1%, d u r a n t e  2 4 - 3 6  h o r a s ;  a  c o n t i n u a c i ô n  

s e  a h a d e n  0 , 2  ml d e  a n t i - g a m m a - g l o b u l i n a  d e  c o n e j o  (22  —  

a n t i c u e r p o ) .  A l  c a b o  d e  24 h o r a s ,  s e  a h a d e  1 ml de  t a m —  

p ô n  PBS, s e  c e n t r i f u g a  a  3 . 5 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  1 5 - m i n u t e s ,  

s e  d e c a n t a  y  s e  c u e n t a  e l  p r e c i p i t a d o .

En p a r a l e l o ,  s e  p o n e n  t u b o s  a  i n c u b a r ,  d u r a n t e  -  

e l  mismo p e r i o d o  d e  t i e m p o ,  a  l o s  q u e  s e  l e  a h a d e  l o s  mi_s 

mos r é a c t i v é s ,  e x c e p t e  e l  a n t i c u e r p o  e s p e c i f i c o  ( e n  s u  l u  

g a r  s e  a h a d e  0 , 2  ml d e  t a m p ô n ) ,  p a r a  e s t u d i a r  l a  u n i ô n  no 

e s p e c i f i c a .  A l  c o n t a j e  d e  l o s  t o  o s  q u e  c o n t i e n e n  a n t i -  -  

LH, o ,  a n t i - F S H ,  s e  l e  r e s t a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  t u ­

b o s  a n t e r i o r e s .  La r e a c c i ô n  n o  e s p e c i f i c a  y  l a  de  l a  -  

h o rm o n a  m a r c a d a  a l  a n t i c u e r p o  s e  e x p r e s a  e n  % e n  r e l a c i ô n  

a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a .

ALMACENAMIENTO DE LA HORMONA MARCADA

D e s p u é s  d e  c a d a  i o d a c i ô n ,  s e  g u a r d  on l a s  f r a c c i o ­

n e s  que  r e u n e n  l o s  c r i t e r i o s  e s t a b l e c i d o s ,  d i v i d i d a s  e n  a l i  

c u o t a s ,  c u y o  v o l u m e n  d e p e n d e  d e l  n u m é r o  d e  t u b o s  que  v a y a n
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a  e n s a y a r s e  e n  a n â l i s i s  p o s t e r i o r e s ;  é s t a s ,  s e  c o n g e l a n  

y  s e  g u a r d a n  a  - 2 0 2 C .  Es c o n v e n i e n t e  a h a d i r  u n a s  g o t a s  de  

s o l u c i ô n  PBS a l  5% d e  BSA a  l o s  r e c i p i e n t e s  p a r a  p r é v e n i r  

l a  a d s o r c i ô n  d e  l a  h o r m o n a  a  l a s  p a r e d e s .

ESTABILIDAD DE LA HORMONA MARCADA

A n t e s  d e  p r o c é d e r  a  u t i l i z a r  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  

e n  u n  r a d i o i n m u n o e n s a y o ,  s e  d e b e  d e  r e p u r i f i c a r  l a  a l l c u o  

t a  e n  l a  c o l u m n a  d e  S e p h a d e x  G- lOO, d e l  modo s i g u i e n t e :  -  

E s t a ,  s e  a h a d e  a  l a  c o l u m n a  y  s e  e l u y e  c o n  t a m p ô n  f o s f a t o  

0 ,05M  y  s e  r e c o g e  e n  f r a c c i o n e s  d e  1 ml e n  t u b o s  q u e  c o n ­

t i e n e n  0 , 2  ml d e  t a m p ô n  BSA-PBS a l  5%. De c a d a  f r a c c i ô n  -  

r e c o g i d a  s e  t o m a n  10 p i  y  s e  l l e v a n  a  c o n t a r .  I n t e g r a n d o  

l a s  a r e a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  y  a l  l o d o  

l i b r e  s e  c a l c u l a  e l  % d e  é s t e .

L a s  f r a c c i o n e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  h o rm o n a  mar  

c a d a  s e  s o m e t e n  a  e v a l u a c i ô n ,  s i g u i e n d o  l o s  c r i t e r i o s  a n -  

t e r i o r m e n t e  e s t a b l e c i d o s ,  y  l a  f r a c c i ô n  s e l e c c i o n a d a ,  s e  

d i l u y e  en  t a m p ô n  BSA-PBS a l  0 ,1 % ,  d e  modo qu e  0 ,1  ml d e  -  

l a  s o l u c i ô n  d e n , a p r o x i m a d a m e n t e ,  1 2 . 0 0 0 - 1 0 . 0 0 0  c . p . m .  . -  

S i  l a  h o rm o n a  s e  u s a  i n m e d i a t a m e n t e  d e s p u é s  d e  -  

s u  i o d a c i ô n  y p u r i f i c a c i ô n  e n  S e p h a d e x  G - 7 5 ,  s e  r e p u r i f i -  

c a  d e  n u e v o  e n  S e p h a d e x  G - 1 0 0 ,  d e l  modo d e s c r i t o ,  c o n  e l  

f i n  d e  a u m e n t a r  s u  g r a d o  d e  p u r e z a .
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I .  2 .  TITULACION DE ANTICUERPOS \

MATERIALES EMPLEADOS

A . -  SOLUCIONES TAMPON :

1) Tampôn EDTA-PBS, pH = 7 , 6  (

^ 1 0 ^ 1 2 ^ 2 ^ ^ 4 ^ 8  : 9 , 5  g ;  s e  e n r a s a  c o n  t a m p ô n  PBS 

h a s t a  1 ml y  s e  a j u s t a  e l  p H ) .

2) Tampôn EDTA-PBS-NRS, pH = 7 , 6  : 1 s u e r o  d e  c o n e  

j o  n o r m a l  ( N R S ) , s e  d i l u y e  e n  e l  t a m p ô n  a n t e r i o r  

e n  l a  p r o p o r c i ô n  d e  1 :4 0 0  .

B . -  ANTICUERPOS :

A n t i - F S H :  p r e p a r a d o  e n  c o n e j o s ,  c o n t r a  FSH p i t u i t a  

r i a  y  a d s o r b i d o  c o n  HOG.

A n t i - L H  : p r e p a r a d o  e n  c o n e j o s ,  c o n t r a  LH p i t u i t a -  

r i a .

Ambos a n t i c u e r p o s  s e  r e c i b i e r o n  e n  1 f r a c c i ô n  d e  -  

1 m l ,  d i l u i d o  1 : 2 ;  u n a  v e z  d i l u i d o s  e n  t a m p ô n  BSA- 

PBS a  1 : 1 0 0 ,  s e  g u a r d a r o n  e n  f r a c c i o n e s  d e  1 m l ,  -  

a  - 2 0 9 C .  E s t e  m t e r i a l  f u é  g e n e r o s a m e n t e  d o n a d o  p o r  

NIAMDH,NIH ( B e t h e s d a ,  U . S . A . ) .

2Q a n t i c u e r p o :  A n t i - g a m m a - g l o b u l i n a  d e  c o n e j o  ( a n -  

t i - R G G ) ,  o b t e n i d o  e n  c a b r a s ,  s u m i n i s t r a d o  p o r  Ant_i 

b o d i e s  I n c . D a v i s , ( C a l i f o r n i a ) .



142

PROCEDIMIENTO DE TITULACION DE ANTI-FSH Y ANTI-LH

Se h a c e n  d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  d e  a n t i c u e r p o s  e n  -  

e l  t a m p ô n  EDTA-PBS-NRS, y  0 , 2  ml d e  c a d a  d i l u c i ô n  s e  i n c u —  

b a n  c o n  0 ,1  ml d e  h o rm o n a  m a r c a d a  y  c o n  0 , 5  ml d e  t a m p ô n  -  

BSA-PBS a l  1%, d u r a n t e  4  d i a s  . A c o n t i n u a c i ô n  s e  a n a d e  0 , 2  

ml d e  a n t i - R G G  d e  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  f i j a  ( 1 : 1 2 0  d i l u i d o  e n  

P B S ) ,  y  a l  c a b o  d e  24  h o r a s  s e  c e n t r i f u g a  a  4 . 0 0 0  r . p . m . ,  -  

d e s p u é s  d e  l a v a r  c o n  1 ml d e  PBS d u r a n t e  40  m i n u t e s ;  s e  d e  

c a n t a  e l  s o b r e n a d a n t e  y  s e  c u e n t a  e l  p r e c i p i t a d o .

E l  % d e  l a  h o r m o n a  m a r c a d a  l i g a d a ,  s e  c a l c u l a  t o —  

mando como 100 x  100 l a  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  p u e s t a  e n  l o s  

t u b o s  y  r e s t a n d o , d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  c a d a  p r e c i p i t a d o , -  

l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l o s  t u b o s  e n  q u e  n o  s e  a n a d e  e l  p r i m e r  

a n t i c u e r p o  ( t u b o s  " b l a n c o " ) .

Se  s e l e c c i o n a n  l a s  d i l u c i o n e s  d e  a n t i c u e r p o  q u e  -  

d e n  u n a  u n i ô n , c o n  l a  h o rm o n a  m a r c a d a ,  e n t r e  30 y  50 %, y  s e  

h a c e n  d i f e r e n t e s  c u r v a s  s t a n d a r d s  c o n  c a d a  d i s o l u c i ô n  d e l  -  

a n t i c u e r p o .  A q u e l l a  c o n c e n t r a c i ô n  q u e  c o r r e s p o n d a  a  l a  c u r -  

v a  s t a n d a r d  d e  mâxima p e n d i e n t e  y  q u e  p e r m i t a  d e t e c t a r  l a  -  

m in im a  d o s i s  d e  h o rm o n a  f r i a  ( s t a n d a r d )  s e r a  l a  mâs i d ô n e a  

p a r a  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o .

PROCEDIMIENTO DE TITULACION DEL ANTI-RGG ( 2 °  ANTICUERPO)

La p o t e n c i a  d e l  a n t i - R G G  v a r i a  e n  c a d a  l o t e  r e c i b i
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- d o ,  p o r  l o  q u e  e s  p r e c i s e  e v a l u a r l o  a n t e s  d e  s u  a p l i c a —  

c i ô n  e n  e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o .

P a r a  e l l o  s e  i n c u b a n  0 , 2  ml d e  a n t i - F S H  o ,  a n t i -  

LH e n  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  f i j a  ( s e  e l i g e  l a  s e l e c c i o n a d a  e n  

l a  t i t u l a c i ô n  a n t e r i o r )  c o n  0 , 1  ml d e  h o rm o n a  m a r c a d a ,  y  

0 , 5  ml d e  t a m p ô n  BSA-PBS a l  1%, d u r a n t e  24  h o r a s .  A con t i_  

n u a c i ô n ,  s e  a n a d e  0 , 2  ml d e  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  

a n t i - R G G ,  y  s e  p r o c é d é  d e l  mi.smo modo qu e  l a  t i t u l a c i ô n  -  

d e  a n t i - F S H  y  a n t i - L H .  Se  e l i g e  a q u e l l a  c o n c e n t r a c i ô n  que  

d é  u n a  mâxima u n i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  a  l a  h o rm o n a  m a r c a d a .

I .  3. PREPARA CION DE LA CURVA STANDARD 0 PATRON 

HORMONA STANDARD:

LER-907 : Se  r e c i b i ô  1 mg d e  e x t r a c t o  p u r i f i c a d o ,  

p r o c e d e n t e  d e  p i t u i t a r i a s  h u m a n a s ,  e n  1 ml d e  t a m  

pôn  f o s f a t o  PBS, como p r e p a r a c i ô n  d e  r e f e r e n d a  -  

p a r a  FSH y  LH. Su p o t e n c i a  b i o l ô g i c a  e s  d e  20 lU

d e  FSH y  60 lU d e  LH p o r  c a d a  m i l i g r a m o  ( d é t e r m i ­

na  c i ô n  p o r  b i o e n s a y o ,  2 n d  IRP-HMG).

E l  mismo d i a  e n  q u e  s e  r e c i b i ô ,  s e  d i l u y ô  e n  t a m ­

p ô n  BSA-PBS a l  1% a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  200 p ig /m l ,  a h a d i e n

do  4 ml a l  v i a l  r e c i b i d o ,  y  s e  d i v i d i ô  e n  a l i c u o t a s  d e  0 .1  

m l ,  q u e  s e  c o n g e l a r o n  y  s e  a l m a c e n a r o n  a  - 2 0 9 C .

A p a r t i r  d e  e s t a s  a l i c u o t a s  s e  p r e p a r a n  l o s  d i f e -
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- r e n t e s  p u n t o s  d e  l a  c u r v a  s t a n d a r d ,  q u e  t i e n e n  l a s  s i —  

g u i e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  en  m i u / m l . :

FSH: 40 20 10 5 , 0  1 , 2  0 , 6  0 , 3 .

LH: 120 30 15 7 , 5  3 , 7 5  1 , 8  0 , 9  0 , 4 .

Con e l  f i n  d e  q u e  l a  c a n t i d a d  d e  p r o t e i n a s  p r é ­

s e n t e s  en  t o d o s  l o s  t u b o s  s e a  l o  mâs h o m o g én ea  p o s i b l e ,  

s é r i a  c o n v e n i e n t e  h a c e r  l a s  d i l u c i o n e s  a n t e r i o r e s ,  c o n  -  

s u e r o s  h u m a n o s ,  p r o c é d a n t e s  d e  s u j e t o s  h i p o f i s e c t o m i z a d o s ,  

o p a c i e n t e s  h i p o g o n a d a l e s - h i p o g o n a d o t r ô p i c o s ,  e s  d e c i r , -  

l i b r e s  de  FSH y  LH; p e r o  p a r a  e l l o  s e  n e c e s i t a r i a  g r a n d e s

c a n t i d a d e s  d e  e s t o s  s u e r o s  q u e ,  e n  l a  p r â c t i c a  s o n  muy -

d i f i c i l e s  d e  c o n s e g u i r .

P a r a  r e s o l v e r  e s t e  p r o b l e m a ,  y  v e r  l a s  i n u e r f e -  

r e n c i a s  p r o d u c i d a s  p o r  l a s  p r o t e i n a s  s é d i c a s ,  hemos  d i —  

s u e l t o  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  e n  : t a m p ô n  BSA-PBS a l  1%, —  

s u e r o  de  c a b a l l o ,  s u e r o  d e  b u e y  y  s u e r o  d e  u n  h i p o f i s e c -  

t o m i z a d o .

I .  4 .  FORMA EXPERIMENTAL DE REALIZAR EL RADIOINMUNOEN­

SAYO DE FSH Y LH

Se  u s a n  t u b o s  d e  p o l i e t i l e n o  d e  1 x  7 cm, y  s e  

a h a d e n  l o s  r e a c t i v o s ,  p o r  t r i p l i c a d o ,  s e g û n  s e  i n d i c a  -  

e n  l a s  t a b l a s  3 y  4 . Es  c o n v e n i e n t e  r e a l i z a r  l o s  e n s a y o s  

a  4 9 0 .
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TABLA 3

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA 

EN EL RADIOINMUNOENSAYO DE FSH (NIH)

1 * . -  200 Ail DE LAS DILUCIONES DE LA CURVA STANDARD, 0

200 Ail DE LAS MUESTRAS A VALORAR.

2 ° . -  500 Ail DE UNA MEZCLA QUE CONTIENS: 40% DE TAMPON

EOTA-PBS-NRS, Y 60% DE TAMPON BSA-PBS AL 1%.
EN ESTE ULTIMO TAMPON ESTA OILUIOO EL ANTI-FSH 
EN UNA CONCENTRACION DE 1 :6 .0 0 0  (DILUCION FINAL 
1 :3 0 .0 0 0 )

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN 24 HORAS A 4°C

3 ° . -  100 Ail DE ^^^ I -FS H  PURIFICAOA Y OILUIOA EN TAM­
PON BSA-PBS AL 0,1%, DE MODO QUE 0 ,1  m l .  DEN 

10.000 c .p .m .

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 4 DIAS 
A 4°C.

4 ° . -  200 Ail DE ANTI- RGG EN LA DILUCION ADECUAOA OB- 
TENIOA EN SU TITULACION.

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 48 HO­
RAS A 4°C.

5 ° . -  SE AnADE un m l.  DE TAMPON PBS PARA LAVAR; SE 

CENTRIFUGAN A 4 .000  r . p . m .  DURANTE 40 MINUTOS.

SE ASPIRA EL SOBRENADANTE Y SE CUENTAN LAS RA- 

OIOACTIVIOAOES DE LOS PRECIPITAOOS.
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TABLA 4

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA 

EN EL RADIOINMUNOENSAYO DE LH (NIH)

1 ° . -  200 |ul DE LAS DILUCIONES DE LA CURVA STANDARD, 0 

200 jul DE LAS MUESTRAS A VALORAR.

2 ° . -  500 Ail DE UNA MEZCLA QUE CONTIENE: 40% DE TAMPON 

EDTA-PBS-NRS. Y 60% DE TAMPON BSA-PBS AL 1%.
EN ESTE ULTIMO TAMPON ESTA DILUIDO EL ANTI-LH EN 
UNA CONCl HTRACION DE 1 :4 0 .0 0 0  (DILUCION FINAL 

1 : 1 2 0 . 0 0 0 ) .

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN 24 HORAS A 4°C.

3 ° . .  100 u l  DE ^^ ^ I -L H  PURIFICADA Y DILUIDA EN TAMPON 
BSA-PBS A 0,1%, DE MODO QUE 0 ,1  m l .  DEN 10.000 
c .p .m .

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 4 DIAS 
A 4°C.

4 ° . -  200 / i l  DE ANTI- RGG EN LA DILUCION ADECUADA OBTE 

NIDA EN SU TITULACION.

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 24 HORAS 

A 4°C.

5 ° . -  SE ARADE 1 m l .  DE TAMPON Pb: PARA LAVAR; SE CEN­

TRIFUGAN A 4 .000  r .  p.m. DURANTE 40 MINUTOS. SE 

ASPIRA EL SOBRENADANTE Y SE CUENTAN LAS RADIOAC- 

TIVIDADES DE LOS PRECIPITAOOS.
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J u n t o  c o n  l o s  t u b o s  q u e  c o n t i e n e n  l a s  s o l u c i o n e s  

s t a n d a r d  y  l o s  s u e r o s  a  v a l o r a r ,  s e  p r e p a r a n  l o s  c o r r e s —  

p o n d i e n t e s  a l  p u n t o  c e r o  ( q u e  n o  c o n t i e n e n  h o rm o n a  s t a n —  

d a r d ) ,  y  l o s  t u b o s  c o n t r o l  ( t u b o s  " b i a n c o " ) ;  e n  p a r a l e l o  

c o n  l o s  a n t e r i o r e s  s e  p o n e n  t u b o s  q u e  s o l a m e n t e  t i e n e n  —  

h o r m o n a  m a r c a d a  ( t u b o s  " c u e n t a s  t o t a l e s " ) .  Los  t u b o s  d e l  

p u n t o  c e r o  s e  p r e p a r a n  d e l  mismo modo q u e  s e  i n d i c a  e n  —  

l a s  t a b l a s  3 y  4 ,  c o n  l a  p a r t i c u l a r i d a d  de  q u e  e n  v e z  d e  

a h a d i r  2 0 0  pil d e  s t a n d a r d  o s u e r o ,  s e  a n a d e  l a  misma c a n ­

t i d a d  d e  t a m p ô n  BSA-PBS a l  1%. Los  t u b o s  " b l a n c o "  s e  p r e ­

p a r a n  i g u a l  q u e  l o s  a n t e r i o r e s ,  p e r o  e n  l a  m e z c l a  d e  l o s  

500  u l , n o  s e  a n a d e  a n t i c u e r p o  a n t i - F S H  o a n t i - L H .  En l o s  

t u b o s  " c u e n t a s  t o t a l e s "  s e  a n a d e  0 ,1  ml de  h o rm o n a  m a r c a ­

da  y  0 , 9  ml d e l  t a m p ô n  d e l  e n s a y o .

I .  5 .  FORMA DE EXPRESAR LOS REGULTADOS

De c a d a  p u n t o  d e  l a  c u r v a  s t a n d a r d ,  a n a l i z a d o  p o r  

t r i p l i c a d o ,  s e  h a c e  u n a  m e d i a  d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  

p r e c i p i t a d o s ,  d e s e c h a n d o  l o s  v a l o r e s  q u e  s e  d e s v i a n  e n  —  

mâs d e  u n  5% d e  l a  m e d i a .

Una m a n e r a  d e  n o r m a l i z a r  l a  c u r v a  s t a n d a r d  e s  —  

r e p r e s e n t a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  p r e c i p i t a d o s  e n  %, -  

t o m a n d o  como 100 x  100 l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  t u b o s  c e r o ,  

e s  d e c i r ,  a q u e l l o s  q u e  c o n t i e n e n  h o rm o n a  m a r c a d a  s o l a m e n t e .
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A t o d a s  l a s  r a d i o a c t i v i d a d e s  d e  l o s  p r e c i p i t a d o s  s e  l e s  -  

r e s t a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n e s p e c i f i c a ,  e s  d e c i r ,  l a  d e  l o s  

t u b o s  " b l a n c o "  q u e  no  c o n t i e n e n  e l  p r i m e r  a n t i c u e r p o .

E l  c â l c u l o  s e  r e a l i z a  s e g û n  l a  e x p r e s i ô n :

RPB ( R e l a t i v e  P e r c e n t  Bound)  =------------------------- x 100 -  x 100
C -  N Bo o

S i e n d o :  C l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  t u b o s  c e r o ,  C l a  r a —  
o

d i o a c t i v i d a d  d e  l o s  t u b o s  s t a n d a r d  o s u e r o s  a  v a l o r a r ,  y 

N l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n e s p e c i f i c a  ( d e  l o s  t u b o s  " b l a n c o " ) .

Los  r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d ! e n t e s  a  l a s  c o n c e n t r a ­

c i o n e s  d e  l a s  d i f e r e n t e s  s o l u c i o n e s  s t a n d a r d ,  s e  r e p r e s e n  

t a n  e n  e j e s  d e  c o o r d e n a d a s ,  e n  e l  e j e  d e  a b c i s a s  s e  e x p r e  

s a  e l  l o g a r i t m o  de  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  

y  e n  e l  e j e  d e  o r d e n a d a s  e l  RPB c o r r e s p o n d i e n t e  a  c a d a  — 

c o n c e n t r a c i ô n ;  u n i e n d o  l o s  p u n t o  o b t e n i d o s  s e  o b t i e n e  u n a  

c u r v a  s i g m o i d e a ,  d e f i n i d a  como c u r v a  s t a n d a r d .

P a r a  c a l c u l a r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  l o s  s u e r o s  

a  v a l o r a r ,  s e  l l e v a  a l  e j e  de  o r d e n a d a s  de  l a  c u r v a  s t a n ­

d a r d  s u  RPB c o r r e s p o n d i e n t e ,  o b t e n i d o  s e g û n  l a  f ô r m u l a  —  

a n t e r i o r ; l a  a b c i s a  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n t o  d e  i n t e r s e c —  

c i ô n  c o n  l a  c u r v a  d a r â  l a  d o s i s  de  FSH o LH p r é s e n t e s  en  

e l  s u e r o .

Con e l  f i n  d e  l i n e a l i z a r  l a  c u r v a  s i g m o i d e a ,  u t  

l i z a m o s  l a •t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g ,  b a s a d a  e n  l a  e x p r e —
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• s i ô n  m a t e m â t i c a  s i g u i e n t e

RPB B
l o g  Y = __________  =   X 100

^ 100-RPB Bo

En u n  e j e  d e  c o o r d e n a d a s ,  s e  r e p r e s e n t a n  e s t o s  v a

l o r e s  e n  e l  e j e  d e  o r d e n a d a s  y  e n  e l  e j e  d e  a b c i s a s  l o s  —

l o g a r i t m o s  d é c i m a l e s  d e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  —  

s t a n d a r d .  L os  v a l o r e s  d e  RPB, a  l o s  q u e  s e  a p l i c a  l a  t r a n s _  

f o r m a c i ô n  l i n e a l  d e b e n  d e  e s t a r  c o m p r e n d i d o s  e n t r e  10 y  90% 

E l  r e s u l t a d o  o b t e n i d o  s e r a  u n a  l i n e a  r e c t a ,  c u y a  p e n d i e n t e  

s e  c a l c u l a  p o r  e l  m é t o d o  d e  l o s  , ; ; in imos c u a d r a d o s  e n  u n a  -  

c o m p u t a d o r a  H P - 6 5 .  P a r a  q u e  e s t a s  r e c t a s  s e a n  v a l i d a s  y  —  

a p l i c a b l e s  a l  c a l c u l e  a u t o m â t i c o  de  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  —  

h o r m o n a ,  e n  u n  d é t e r m i n a d o  s u e r o ,  s u  c o e f i c i e n t e  d e  r e g r e -  

s i ô n  no  d e b e  d e  s e r  m e n o r  d e  0 , 9 9 .

I .  6 .  EVALUACIQN DE LA CURVA STANDARD

La m in im a  c a n t i d a d  d e  h o rm o n a  s t a n d a r d  qu e  d é  u n

v a l o r  d e  RPB (B /B ^  x  1 0 0 ) ,  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  d i f e r e n t e  -  

d e l  v a l o r  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n t o  c e r o  ( t u b o  s i n  h o rm ona  

s t a n d a r d )  d é t e r m i n a  l a  m in im a  d o s i s  d e t e c l u b l e  e n  e l  e n s a ­

y o .  Se  e l i g e n  l o s  t é r m i n o s  d e  c o n f i a n z a  d e l  95%. La fo r m a ,  

e x p e r i m e n t a l  d e  r e a l i z a r l o  s e  h a c e  d e l  modo s i g u i e n t e :  e n  

u n  mismo e n s a y o  s e  p o n e n  10 t u b o s  c e r o  ( s i n  h o rm o n a  s t a n —
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- d a r d ) ,  10 t u b o s  q u e  c o n t e n g a n  0 , 6 2 5  m l u / m l  d e  FSH y  o t r o s  

10 c o n  1 , 2 5  m i u / m l .  A l o s  r e s u l t a d o s  s e  l e s  a p l i c a  l a  " t  " 

d e  s t u d e n t  p a r a  o b s e r v a r  l a  a i g n i f i c a n c i a  e s t a d i s t i c a .  —  

E s t o  mismo s e  a p l i c a  p a r a  e l  c a l c u l o  d e  l a  s e n s i b i l i d a d  —  

d e l  r a d i o i n m u n o e n s a y o ,  c o n  t u b o s  q u e  c o n t e n g a n  0 , 4 6  y  0 , 9 '  

m i u / m l .

E x i s t e n  d i f e r e n t e s  f o r m a s  d e  c a l c u l a r  l a  r e p r o d u -  

c i b i l i d a d  i n t e r  e i n t r a - e n s a y o .  N o s o t r o s  hem os  a p l i c a d o  e l  

m é t o d o  d e s c r i t o  p o r  R o d b a r d  ( 1 4 6 ) . P a r a  e l l o  s e  h a c e  u n a  -  

m e z c l a  d e  s u e r o s ,  s e  d i v i d e r  e n  a l i c u o t a s  y  s e  g u a r d a n  con  

g e l a d o s  a  - 2 0 5 0 .  Cada u n a  d e  e s t a s ,  j u n t o  c o n  s u  d i l u c i ô n  

1 : 2 ,  s e  i n t r o d u c e r  como m u e s t r a s  a v a l o r a r ,  p o r  d u p l i c a d o ,  

e n  t o d o s  l o s  e n s a y o s  que  s e  r e a l i c e n .  U t i l i z a n d o  l a s  c o n —  

c e n t r a c i o n e s  d e  FSH y  L' .-n m i u / m l ,  o b t e n i d a s  p a r a  c a d a  -  

d u p l i c a d o ,  s e  p r o c é d é  a  c a l c u l a r  l o s  s i g u i e n t e s  p a r â m e t r o s :

1) La m e d i a  d e  c a d a  d u p l i c a d o  e n  c a d a  e n s a y o

2) La d i f e r e n c i a  e n t r e  ] .os d o s  v a l o r e s  d e  l o s  d u p l i c a d o s

3) La d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d ,  s e g û n  l a  f ô r m u l a :

En e l  c a s o  d e  q u e  s e  p o n g a n  mâs d e  2 t u b o s  p o r  s u e r o ,  s e  -

a p l i c a  l a  f ô r m u l a  s i g u i e n t e :

2 ^  — 2
s"“= ?  ( X -  X ) /  ( r  -  1 ) s i e n d o  r = n 5  d e  m u e s t r a s

4 )  La v a r i a n z a  o r e p r o d u c i b i l i d a d  i n t e r - e n s a y o ,  s e  c a l c u ­

l a  s e g û n  l a  f ô r m u l a  s i g u i e n t e :
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( n -  1) 1 ).

La v a r i a b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o ,  l o  d a  e l  c o e f i c i e n ­

t e  d e  v a r i a c i ô n  :

%C.V. = 100 K I

s i e r i d o  _s l a  d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d  y  X l a  m e d i a  t o t a l  d e  t o d o s  

l o  v a l o r e s  e n  t o d o s  l o s  e n s a y o s .  G e n e r a l m e n t e ,  e s t e  %C.V. 

s e  d i v i d e  p o r  l a  r a i z  c u a d r a d a  d e l  n5 d e  r e p l i c a d o s  y  e l  r e  

s u l t a d o  e s  e l  f a c t o r  q u e  s e  u s a  p a r a  e x p r e s a r  l a  r e p r o d u c i ­

b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o .

La v a r i a n z a  i n t e r - e n s a y o ,  c u a n d o  l a s  m u e s t r a s  s e  

a n a l i z a n  e n  d u p l i c a d o ,  e s  e l  c u d r a d o  d e  l a  d e s v i a c i ô n  s t a n  

d a r d  t o t a l ,  e s  d e c i r ,  c o n s i d e r a n d o  t o d o s  l o s  v a l o r e s  e n  t o  

d o s  l o s  e n s a y o s ,  y  l a  r e p r o d u c i b i l i d a d  i n t e r - e n s a y o  s e  e x -  

p r e s a  como e l  %C.V, c a l c u l a d o  s e g û n  l a  f ô r m u l a  a n t e r i o r ,  -  

d o n d e  ^  s é r i a  l a  d e s v i a c i ô n  s t a n d a r d  t o t a l  y  X l a  m e d i a  d e  

t o d o s  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  e n  t o d o s  l o s  e n s a y o s .

La r e c u p e r a b i l i d a d  (%R) l a  hem os  c a l c u l a d o  a h a —  

d i e n d o  0 , 5  ml d e  u n a  d i l u c i ô n  d e l  s t a n d a r d  d e f i n i d a  a  1 ml 

d e  u n  s u e r o  ( c u y a  c o n c e n t r a c i ô n  s e  a n a l i z a )  y  o t r o s  0 , 5  ml 

a  1 ml d e  t a m p ô n  f o s f a t o  BSA-PBS a l  1 , 0  %. En l a s  d e t e r m i -  

n a c i o n e s  d e  FSH y  LH d e l  s u e r o  s e  a h a d e n  0 , 5  ml d e  é s t e  a
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1 ml d e l  t a m p ô n ,  p a r a  e v i t a r  v a r i a b i l i d a d  d e b i d a  a  l a  f o r ­

ma d e  d i l u c i ô n .

E l  %R s e  c a l c u l a  s e g û n  l a  f ô m u l a  s i g u i e n t e :

%R = c o n c e n t r a c i ô n  ( m i u / m l )  d e  l a  m e z c l a  s t a n d a r d  + s u e r o /  

/  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s t a n d a r d  + c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e r o

P a r a  e l  c â l c u l o  d e  l a  r e p r o d u c i b i l i d a d  e n  e l  e n s a y o  d e  FSH 

hem os  u t i l i z a d o  u n  s t a n d a r d  c u y a  d i l u c i ô n  n o s  h a  d a d o  u n a  

c o n c e n t r a c i ô n  d e  2o m i u / m l ,  y  p a r a  e l  d e  LH u n a  c o n c e n t r a ­

c i ô n  d e  15 m i u / m l .

P a r a  q u e  u n a  r e c u p e i u s i l i d a d , o b t e n i d a  e n  u n  e n —  

s a y o , s e a  u n  b u e n  i n d i c e  d e  q u e  l a  c a n t i d a d  ,de ho rm o n a  que 

s e  d é t e r m i n a  e s  l a  p r é s e n t e  e n  l a  m u e s t r a ,  h a  d e  e s t a r  —  

c o m p r e n d i d a  e n  u n o s  v a l o r e s  muy p r ô x i m o s  a l  100%.

I .  7 .  ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL R . I . A .

En e l  R . I . A .  d e  LH, s e  e s t u d i a  l a  p o s i b l e  i n t e r -

f e r e n c i a  d e  FSH p i t u i t a r i a ,  HCG, TSH y  LH d e  o r i g e n  u r i n a -

1 25
r i o ,  e n  l a  u n i ô n  d e  I -L H  c o n  A n t i - L H ,  y  e n  e l  d e  FSH,

l a  d e  LH p i t u i t a r i a ,  HCG, TSH y  FSH d e  o r i g e n  u r i n a r i o ,  en  

1 25l a  u n i ô n  d e  I -F S H  c o n  A n t i - F S H .
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Con e s t e  f i n ,  s e  h a c e n  c u r v a s  s t a n d a r d ,  s u s t i t u  

y e n d o  l o s  200  jul d e  LH o FSH s t a n d a r d s  p o r  l o s  s t a n d a r d s  

d e  l a s  d i f e r e n t e s  h o r m o n a s  c u y a  i n t e r f e r e n c i a  s e  va  a  e s  

t u d i a r ;  l o s  t i e m p o s  d e  i n c u b a c i ô n  a  q u e  s e  r e a l i z a n  e s t o s  

e s t u d i o s  s o n  l o s  m ism o s  q u e  s e  u s a n  e n  l o s  R . I . A .  p r o p i o s  

d e  FSH y  LH .

L a s  i n t e r f e r e n c i a s  o b s e r v a d a s  s e  e x p r e s a n  como 

l a  r e l a c i ô n  e n t r e  l a  c a n t i d a d  d e  h o rm o n a  s t a n d a r d  p r o p i a  

d e l  e n s a y o  y  l a  d e  l a  h o r m o n a  qu e  i n t e r f i e r e  qu e  d â n  u n  

mismo v a l o r  d e  RPB; o t r a  f o r m a  e s  l a  e x p r e s i ô n  e n  %, t o ­

mando como 100 X 100 l a  c a n t i d a d  d e  h o rm o n a  s t a n d a r d  p r o  

p i a  d e l  e n s a y o .

O t r a  f o r m a  d e  c a l c u l a r  l a  e s p e c i f i c i d a d  y  v a l i ­

d e z  d e  t o d o  R . I . A .  e s  d e t e r m i n a n d o  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  

h o rm o n a  p r é s e n t e  e n  e l  s u e r o  y  e n  s u s  d i f e r e n t e s  d i l u c i o  

n é s .

De d o s  s u e r o s , p r o c è d e n t e s  d e  m u j e r e s  m e n o p a û s i -  

c a s  ( c o n  d o s i s  a l t a s  d e  g o n a d o t r o f i n a s ) , s e  h a c e n  d i f e —  

r e n t e s  d i l u c i o n e s  e n  e l  t a m p ô n  d e l  e n s a y o  (BSA-PBS a l  1%) 

y  s e  v a l o r a n  l a s  m u e s t r a s  e n  u n  mismo e n s a y o .  Los  r é s u l t a  

d o s  o b t e n i d o s  s e  r e p r e s e n t a n  g r a f i c a m e n t e ,  a s o c i a d o s  c o n  

l a  c u r v a  s t a n d a r d  d e l  e n s a y o  p a r a  o b s e r v a r  e l  p a r a l e l i s -  

mo que  d e b e  d e  e x i s t i r ;  o t r a  f o r m a  d e  r e p r e s e n t a c i ô n  e s  

c o l o c a r  l a s  c a n t i d a d e s  d e  pil d e  s u e r o  r e a l  q u e  s e  v a l o r a
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e n  r e l a c i ô n  c o n  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de  FSH o LH, e n  m i u / m l  -  

d e t e r m i n a d a s ;  u n i e n d o  l o s  p u n t o s  o b t e n i d o s  s e  d e b e  d e  c o n  

s e g u i r  u n a  l i n e a  r e c t a  q u e  p a s e  p o r  e l  o r i g e n .
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I I .  RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR 

"KITS"  COMERCIALES DE SERONO

S i m u l t a n e a m e n t e  c o n  e l  m é t o d o  a n t e r i o r  hem os  u t i ­

l i z a d o  l o s  " K i t s " ,  p r o c e d e n t e s  d e  l o s  l a b o r a t o r i o s  S e r o n o  

( I t a l i a ) ,  p a r a  l a  v a l o r a c i ô n  d e  FSH y  LH h u m a n as  e n  s u e r o .  

E s t o s  " K i t s " ,  s e  b a s a n  e n  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e l  c o m p l e j o  —  

a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  p o r  e l  m é t o d o  d e l  d o b l e  a n t i c u e r p o .

I I .  1 .  COMPOSICION DE LOS " K I T S ' / .  KIT DE FSH: 

125 I - F S H

ANTI-FSH

FSH-STANDARD

P r e p a r a d a  p o r  l a  i o d a c i ô n  d e  FSH humana  de

1 25o r i g e n  u r i n a r i o  c o n  I ,  p o r  e l  m é t o d o  d e  

c l o r a m i n a  - T , s e g û n  e l  m é t o d o  d e  G r e e n w o o d -  

y  c o l . ( 9 1 )  y  p u r i f i c a d a  e n  c e l u l o s a - D E A E ,  

p o r  e l  m é t o d o  d e s c r i t o  p o r  D o n i n i  (3 0 6 ) . La 

a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  e s  d e  1 5 0 - 2 5 0  ) x Z /  p g  

La s o l u c i ô n  r e c i b i d a  s e  d i l u y e  1 : 1 2 , 5  p a r a  

c o n s e g u i r  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  1 n g / m l .  

P r e p a r a d o  e n  c o n e j o s  i n y e c t a n d o  FSH humana 

s e m i p u r i f i c a d a  d e  o r i g e n  u r i n a r i a .  

P r e p a r a d a  co n  g o n a d o t r o f i n a s  h u m a n a s  p r o —  

c e d e n t e  d e  o r i n a s  d e  m u j e r e s  m e n o p a û s i c a s . 

La s o l u c i ô n  r e c i o i d a ,  a l  d i l u i r l a  1 : 2 5  —  

t i e n e  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  50  mTU/ml d e
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"KITS"  DE LH

1 2 5
^I-HMG

ANTI-HCG

LH STANDARD

FSH ( 2 n d  IRP-HMG). L o s  dem as  p u n t o s  d e  -  

l a  c u r v a ,  s e  o b t i e n e n  p o r  d i l u c i ô n  1 : 2  de  

l a  a n t e r i o r .

: P r e p a r a d a  p o r  l a  i o d a c i ô n  d e  HCG, a l t a m e n  

t e  p u r i f i c a d a ,  s e g û n  e l  m é to d o  d e  G reen w o o d  

y  C o l  ( 9 l ) ,  y  p u r i f i c a d a  e n  c e l u l o s a  DEAE

( 3 2 2 ) .  La a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  e s  d e  1 5 0 —  

250  u C / u g .  La s o l u c i ô n  r e c i b i d a  s e  d i l u y e  

1 : 1 2 , 5  p a r a  o b t e n e r  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  de  -  

1 n g / m l .

: P r e p a r a d o  e n  c o n e j o s ,  p o r  i n y e c c i ô n  d e  u n a  

p r e p a r a c i ô n  a l t a m e n t e  p u r i f i c a d a  d e  HMG —

( 3 23 ) .

: C o n s i s t e  e n  HMG o o t e n i d a  d e  g o n a d o t r o f i n a s  

h u m a n a s  p r o c e d e n t e s  d e  o r i n a s  d e  m u j e r e s  -  

m e n o p a û s i c a s .  La s o l u c i ô n  r e c i b i d a  s e  d i l u  

y e  1 : 2 5 ,  p a r a  o b t e n e r  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  de  

50  m i u / m l  ( LH 2nd  IRP-HMG ) .  Los  d em as  —  

p u n t o s  d e  l a  c u r v a  s t a n d a r d  s e  p r e p a r a n  —  

p o r  d i l u c i o n e s  s u c e s i v a s  1 : 2 .

La p r e c i p i t a c i ô n  d e l  c o m p l e j o  a n t l g e n o - ^ n t i c u e r p o ,  e n  ambos 

" K i t s " ,  s e  r e a l i z a  p o r  l a  u d i c i ô n  d e l  29 a n t i c u e r p o ,  a n t i -
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RGG, q u e  c o n s i s t e  e n  a n t i - g a m m a - g l o b u l i n a s  d e  c o n e j o  o b ­

t e n i d o s  e n  o v e j a s .

E l  t a m p ô n  u s a d o  e n  l a s  d i l u c i o n e s  d e l  m a t e r i a l  

a n t e r i o r  y  e n  e l  R . I . A . ,  e s  t a m p ô n  f o s f a t o  0 , 0 1 M a l  —  

0 ,2 5 %  d e  BSA, q u e  c o n t i e n e  5 , 8 2 7  g d e  EDTA^ y  0 , 1  g d e

a z i d a  s ô d i c a ,  e n  1 l i t r o  d e  a g u a  d e s t i l a d a .

E l  c u a d r o  q u e  s e  r e p r é s e n t a  e n  l a  T a b l a  5 ,  e x  

p l i c a  e  s  quernâ t i c a m e n t e  l a  f o r m a  d e  r e a l i z a r  e s t o s  r a d i o  

i n m u n o e n s a y o s .  Los  t u b o s  s t a n d a r d ,  m u e s t r a ,  y " c e r o y  t i e  

n e n  e l  mismo s i g n i f i c a d o  q u e  e n  e l  m é t o d o  a n t e r i o r m e n t e  

d e s c r i t o  d e  d e l  mismo modo e n  c a d a  e n s a y o  s e  po

n e n  l o s  t u b o s  " b l a n c o " ,  p a r a  e l  c â l c u l o  d e  l a  r a d i o a c t i f  

v i d a d  i n e s p e c i f i c a .

L os  c â l c u l o s  n e c e s a r i o s  p a r a  c o n s t r u i r  l a  c u r ­

v a  s t a n d a r d ,  e v a l u a r  l o s  r e s u l t a d o s ,  e s t u d i a r  l a  e s p e c i  

f i c i d a d  y  v a l i d e z  d e l  m é t o d o ,  s e  r e a l i z a n  d e l  mismo mo­

do  q u e  s e  d e s c r i b i ô  e n  e l  m é t o d o  d e  N . I . H .



158

TABLA S

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA 

EN EL R . I .A  DE FSH(SERONO)

REACTIVOS TUBOS TUBOS TUBOS

STANDARD MUESTRA "CERO"

MUESTRA ........................... -  0 .2m l

FSH STANDARD ...................  0 ,2m l
TAMPON ........................... - -  0 ,2m l

ANTI-FSH ........................... 0,2ml 0 ,2m l D,2ml

MEZCLAR E INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE 

DE 6-20 HORAS

^^®I-FSH ..........................  0 ,1ml 0 , 1ml 0,1m l

MEZCLAR E INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE 

24 HORAS

ANTI-RGG ........................... 0,2ml 0,2ml 0,2ml

MEZCLAR E INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE 

24 HORAS

CENTRIFUGAR A 2 .5 D 0 -3 .0 0 0  r . p . m .
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I I I .  MATERIAL HUMANO

a ) s u j e t o s  NORMALES: E s t e  g r u p o  c o m p r e n d e  h o m b r e s  y  m u j e ­

r e s ,  q u e  n o  p a d e c i a n  d e  e n f e r m e d a d  e n d o c r i n o l ô g i c a  o -  

g e n e r a l  a l g u n a ,  y  c u y o s  a n â l i s i s  e l e m e n t a l e s  d e  s a n g r e  

y  o r i n a  e r a n  n o r m a l e s . E n  e s t e  g r u p o  s e  i n c l u y e r o n ,  e s -  

t u d i a n t e s  d e  M e d i c i n a  d e l  H o s p i t a l  C i l n i c o  d e  S a n  C a r ­

l o s ,  F a c u l t a d  d e  M e d i c i n a ,  y  e s t u d i a n t e s  d e  l a  E s c u e l a  

d e  e n f e r m e r a s  d e l  mismo H o s p i t a l .

B) PACIENTES: P r o c e d e n t e s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e ,  d e  l o s  Serv i^  

c i o s  d e  E n d o c r i n o l o g l a  d e  l a  15 C â t e d r a  d e  P a t o l o g i a  -  

G e n e r a l  ( P r o f .  A. F e r n â n d e z - C r u z ) , y  d e l  S e r v i c i o  d e  -  

E n d o c r i n o l o g l a  G i n e c o l ô g i c a  d e l  D p t .  d e  O b s t e t r i c i a  y  

G i n e c o l o g l a  ( P r o f .  J .  B o t e l l a - L L u s i a ) .
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IV .  TOMAS DE SANGRE Y TEST DE ESTUDIO DEL 

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAL

A) TOMAS DE SANGRE

Los  p a c i e n t e s ,  o s u j e t o s  n o r m a l e s ,  a  l o s  q u e  s e  l e s  v a  

a  r e a l i z a r  l a s  e x t r a c c i o n e s  d e  s a n g r e ,  n e c e s i t a n  e s t a r  

e n  a y u n o ;  l o s  n i v e l e s  d e  F S H ,y  LH, n o  e s t â n  a f e c t a d o s  

p o r  l a  p o s t u r a ,  s t r e s s  o a c t i v i d a d  f i s i c a .  D e b i d o  a  —  

l a s  f l u c t u a c i o n e s  p u l s â t i l e s  d e  e s t a s  h o r m o n a s ,  mâs —  

a c u s a d a s  e n  LH qu e  e n  FSH y  t e n i e n d o  e n  c u e n t a  q u e  no  

p r e s e n t a n ,  a l  p a r e c e r ,  r i t m o  c i r c a d i a n o ,  l a s  m u e s t r a s  

s e  p u e d e n  t o m a r  a  c u a l q u i e r  h o r a  d e l  d i a ,  a u n q u e  e s  —  

p r e f e r i b l e  t o m a r l a s  e n  l a  s  p r i m e r a s  h o r a s  d e  l a  m a h a -  

n a .  N o s o t r o s ,  p o r  r u t i n a ,  hem os  h e c h o  l a s  e x t r a c c i o n e s  

d e  8 a  9 d e  l a  m a h a n a .  Una v e z  c e n t r i f u g a d a  l a  s a n g r e ,  

s e  g u a r d a n  l o s  s u e r o s ,  e n  e], c o n g e l a d o r  a  - 2 0 5 0 ,  h a s t a  

e l  d i a  e n  q u e  s e  v a y a  a r e a l i z a r  s u  v a l o r a c i ô n .  i l i d a  -  

s u e r o  s e  a n a d e  p o r  d u p l i c a d o  e n  c a d a  e n s a y o .

Se  d e b e n  d e  h a c e r  p o r  l o  m enos  2 o 3 t o m a s  d e  s a n  

g r e ,  e n  c a d a  s u j e t o ,  e n  d i a s  d i f e r e n t e s ,  s o b r e t o d o  e n  

m u j e r e s  , y a  q u e ,  d e b i d o  a  l a s  v a r i a c i o n e s  d e  e s t a s  —  

h o r m o n a s , l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  d e  u n a  s o l a  to m a  b a s a i  —  

n o s  l l e v a r i a  a  f a l s a s  c o n c l u s i o n e s .
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B) TEST DE CLOMIFENO

D e s p u é s  d e  e f e c t u a r  u n a  e x t r a c c i ô n  b a s a i ,  s e  a d m i n i ^  

t r a n ,  p o r  v i a  o r a l , 100 mg d e  c l o m i f e n o ,  r e p a r t i d o s  -  

e n  4 t o m a s ,  d u r a n t e  5 d i a s ;  e n  e l  15 y  25 d i a  p o s t  -  

c l o m i f e n o  s e  h a c e n  n u e v a s  e x t r a c c i o n e s  p a r a  l a  d e t e r  

m i n a c i ô n  d e  FSH y  LH .

C) TEST DE LH-RH

P o r  v i a  i n t r a v e n o s a  s e  a d m i n i s t r a  u n a  d o s i s  d e  100 u g  

de  LH-RH s i n t é t i c o ,  y  s e  e f e c t u a n  e x t r a c c i o n e s  a n t e s  

y  d e s p u é s  d e  1 5 ,  30 ,  4 5 ,  6 0 ,  90 y  120 m i n u t e s  d e  l a  

i n y e c c i ô n .

D) EFECTO DE LOS ESTROGENOS EN LA RESPUESTA DE FSH Y -

LH AL TEST DE LH-RH EN MUJERES NORMALES.

Se r e a l i z a  u n  g o t e o ,  i . v .  de  s u e r o  f i s i o l ô g i c o ,  d u ­

r a n t e  4  h o r a s ,  e n  e l q u e  s e  d i s u e l v e n  20 mg d e  Cone_s 

t r ô n  ( e s t r ô g e n o s  e q u i n o s ) ,  q u e  e s  u n a  d o s i s  s o b r a d a  

m e n t e  s u p e r i o r  a  l a  f i s i o l ô g i c a .

A l a s  2 h o r a s  d e  c o m e n z a r  e l  g o t e o ,  s e  i n y e c t a n  

100 jug d e  LH-RH; l a s  e x t r a c c i o n e s  s e  r e a l i z a n  d e l  -  

modo s i g u i e n t e :  u n a  to m a  b a s a i  y  d i f e r e n t e s  t o m a s  -  

a  l o s  3 0 ,  6 0 ,  9 0 ,  y  120 m i n u t o s  d e s p u é s  d e  c o m e n z a r  

e l  g o t e o  c o n  C o n e s t r ô n ;  s e  s i g u e n  t o m a n d o  m u e s t r a s
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a  l o s  1 5 ,  30 ,  4 5 ,  9 0 ,  y  120 m i n u t o s  d e s p u é s  d e  l a  -  

i n y e c c i ô n  d e  LH-RH e n  a l g u n a s  m u j e r e s  s e  c o n t i n u a n  

l a s  t o m a s  a  l o s  1 5 0 ,  1 8 0 ,  210  y  240 m i n u t o s .

E) EFECTO DE LA TESTOSTERONA EN LA RESPUESTA DE FSH Y 

LH AL TEST DE LH-RH EN HOMBRES NORMALES.

De f o r m a  s i m i l a r  a l  t e s t  d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e ,  s e  

i n y e c t a n  12 mg d e  t e s t o s t e r o n a  d i s u e l t a  e n  0 , 5  ml -  

d e  a l c o h o l  a b s o l u t o ,  d o s i s  c o n  l a  que  s e  l o g r a  un  -  

e f e c t o  f a r m a c o l ô g i c o .



MMMM
iJM
MMMM

V  'V

MMMM
V

qMMM

MMMM UJMM̂

V V
'V P' V y
IMM

M VV
MMMI

MMMM
MMMR,
MMMR



164

I .  RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL METODO 

DE N . I . H .  (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH)

I .  1 .  IODACION 0 MARCAJE DE FSH Y LH

125 125L a s  p u r i f i c a c i o n e s  d e  I - F S H  y  I - L H ,  d e s p u é s  de

su  i o d a c i ô n  e n  S e p h a d e x  G - 1 0 0 ,  s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a s  F i g u r a s  -

14 y  1 5 ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  q u e  m u e s t r a n  l a s  r a d i o a c t i v i d a d e s ,  en

3
c u e n t a s  x  10 , d u r a n t e  o , 1 m i n u t o s ,  d e  c a d a  10 p l  d e  l a s  f r a —  

c c i o n e s  d e  0 , 5  m l ( T u b o  n 5 ) r e c o g i d a s  d e  l a s  c o l u m n a s .  En am bas  

F i g u r a s  a p a r e c e n  d o s  p i c o s  d e  r a d i o a c t i v i d a d ,  e l  p r i m e r o  ( m a r -

c a d o  c o n  c l r c u l o s )  c o r r e s p o n d e  a  l a  h o rm o n a  m a r c a d a ,  y  e l  s e —

125 125gun d o  a l  I  l i b r e  ( e n  f o r m a  d e  Na I ) ,  no  i n c o r p o r a d o .

125  • .
C uando  s e  a n a d e  a  l a s  c o l u m n a s  IN a ,  e n  l a s  m ism as

c o n d i c i o n e s  d e  l a  i o d a c i ô n  p e r o  s i n  h o r m o n a ,  l a  d i s t r i b u c i ô n  -  

d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  e l u a t o  c o i n c i d e  c o n  e l  s e g u n d o  p i c o —  

d e  l a s  F i g u r a s .

La c a n t i d a d  d e  l o d o  r a d i o a c t i v e  i n c o r p o r a d o  a  l a  —  

h o r m o n a ,  e x p r e s a d o  e n  % d e  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  p r i m e r  p i c o  e n -  

r e l a c i ô n  c o n  l a  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l , q u e  d a  u n  i n d i c e  d e  l a  -  

e f i c a c i a  d e  l a  i o d a c i ô n ,  j u n t o  c o n  l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c i f i c a s  

c o n s e g u i d a s  e n  c u a t r o  i o d a c i o n e s  d e  FSH y  LH s e  i l u s t r a  e n  l a -  

T a b l a  6 .
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TABLA 6
125,VALORES DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA Y DEL % DE * ^ ' I  INCORPORADO 

A LA HORMONA EN CUATRO IODACIONES DE FSH Y LH,

% DE 1251 i n co rp o r ad o  a 2 ,5  /jg DE FSH ACTIVIDAD ESPECIFICA 
RELATIVA

51,9 207
40 ,6 162
46,5 185
38,5 160

MEDIA ± D . S . =  44 ,38 + 6,05 178,5 t  22,13

% DE 125% incorporado A 5 ^ ^  DE LH ACTIVIDAD ESPECIFICA
RELATIVA

41,6 83,2
59,5 119,0
75,5 153
76 151

MEDIA± D.S.  = 63,15 ± 16,28 126,55 ± 32,83



166

zoo H - F S H

%
o

E
160O

O
140

I: 120u

100

8 0

6 0

4 0

20

6  8  10 e  14 16 18 2 0  2 2  2 4  2 6  2 8  3 0  3 2  3 4  9 82  4

125 , 125F IG .1 4 : SEPARACION DE “ • 'I-F S H  V DE “ ■ ' I  LIBRE .DESPUES DE UNA lODACION 

DE 2 ,5  f i g  DE FS H (LE R -1366 ) CON 1 aC t DE N » * ^ ® I ,  EN SEPHADEX G -75 

( 0 ,9  X 15 c a ) .  EL PRIMER PICO ES DE ^^^1 -F S H  Y EL SECUNDO DE

L IB R E . LAS FRACCIONES RLC06IDAS EN CAOA TUBO SON DE 0 ,5  a l .
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H - LH160-

8 140-

120 -

100 -

80-

60-

4 0 -

2 0 -

4  6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28  3 02

TUBO N*

1 2 5 , 1 2 5 ,F I G . 1 5 :  SEPARACION DE “ ■■' I-LH Y DE “ •'1 LIBRE .DESPUES DE UNA lODACION
. 125DE 5 V9 DE L H ( L E R - 9 6 o )  CON 1 mCi DE N a ^ ^ ^ l ,  EN SEPHADEX G- 7 5  

( 0 , 9  X 15 c m ) .  EL PRIMER PICO ES DE ^ ^ ^ I - L H  Y EL SEGUNDO DE 

I LI BRE.  LAS FRACCIONES RECOGIDAS EN CADA TUBO SON DE 0 , 5  ml1 2 5 ,
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1 25E l  % d e  I  inowDpporado a  FSH e s  m e n o r  q u e  e l  d e  LH

l o  q u e  d e m u e s t r a  q u e  l a  FSH e s  mas d i f î c i l  d e  i o d a r ,

Con e l  f i n  d e  c o n o c e r  q u é  f r a c c i o n e s  d e l  p r i m e r  p i c o

( h o r m o n a  m a r c a d a )  s o n  l a s  mas p u r a s ,  y  p o r  t a n t e  l a s  m i s  i d ô —

n e a s  p a r a  e l  R . I . A . ,  hem os  r e a l i z a d o  e l e c t r o f o r e s i s ,  e n  p a p e l -

1 25Whatman n^ 1 ,  d e  l e s  t u b o s  6 , 7  y  8 d e  l a  p u r i f i c a c i ô n  d e  I -  

FSH; como p u e d e  o b s e r v a r s e  e n  l a  F i g u r a  1 6 ,  q u e  e x p r e s a  l a s  r a

3
d i o a c t i v i d a d e s ,  e n  c u e n t a s  x  10 , d u r a n t e : 0 , 1  m i n u t e s ,  d e  c a d a

u n a  d e  l a s  f r a c c i o n e s  d e  2 mm d e  l a s  t i r a s  d e l  p a p e l  e l e c t r e f o

r é t i c e ,  l a  h o rm o n a  p u r a  no  s e  d e s p l a z a  d e l  p u n t o  d e  a p l i c a c i ô n

1 25( p u n t o  0 ) ,  m i e n t r a s  e l  I  l i b r e  ( I  ) s e  d e s p l a z a  h a c i a  l a  r e  

g i ô n  a n ô d i c a  ( + ) .

E l  g r a d e  d e  p u r e z a  d e  c a d a  t u b e ,  e x p r e s a d o  p o r  R ( r e -  

l a c i ô n  e n t r e  l a  b a s e  y  l a  a l t u r a  d e l  p r i m e r  p i c o  s i t u a d o  e n  e l  

p u n t o  0 ) y  p o r  %E ( % d e  r a d i o a c t i v i d a d  e n  e l  o r i g e n  e n  r e l a -  

c i ô n  c o n  l a  t o t a l ) ,  o b t e n i d o s  e n  l a  e l e c t r o f o r e s i s ,  j u n t e  c o n -  

l o s  r e s u l t a d o s  c o n s e g u i d o s  a l  s o m e t e r l o s  a  l a  p r e c i p i t a c i ô n  —  

p o r  TCA ( A c i d e  t r i c l o r o a c é t i c o )  e  I n m u n o p r e c i p i t a c i ô n  co n  A n t i  

-FSH ( v e r  M a t e r i a l  y  M é t o d o s ) ,  s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a  T a b l a  7 .

Los  t u b o s  7 y  8 ,  q u e  d a n  m a y o r  p r e c i p i t a c i ô n  co n  —  

TCA (%TCA) y  c o n  A n t i - F S H  ( % b / t ) ,  m e n o r  R e n  l a  e l e c t r o f o r e —  

s i s  ( y  p o r  t a n t e  m a y o r  % E )  y  m e n o r  p r e c i p i t a c i ô n  i n e s p e c i f i c a
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TABLA 7

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA ELECTROFORESIS,PRECIPITACION POR TCA.  

E INMUNOPRECIPITACION DE LOS TUBOS 6 . 7  Y 8 DE LA PURIFICACION DE 

4 - F S H  ( F I G . 1 4 )  y de  LOS TUBOS 7 . 8  Y 9 DE LA PURIFICACION DE 

( F I G . 1 5 )  EN SEPHADEX G - 7 5 .

1 25 ,

TUBOS ELECTROFORESIS TCA INMUNOPRECIPITACION

R %E ITCA %B/T X R . I ( N )

6 0 , 7 1  35 83 38 6

1 2 5 j . p s H  7 0 .3 1  42 90 46 3 ,2
8 0 , 3 4  37 90 45 3

7 0 , 6 9  33 83 58 8

1 2 5 j _ lh  Ü 0 , 2 8  45 91 65 3 , 8
9 0 , 3 1  38 90 62 2 , 5

R'COCIENTE ENTRE LA BASE Y ALTURA DEL PICO DE LA HORMONA MARCADA
%E % DE RADIOACTIVIDAD EN EL ORIGEN DE APLICACION DE LA MUESTRA
%TCA=% DE RADIOACTIVIDAD EN EL PRECIPITADO OBTENIDO POR TCA.
%B/T= % DE RADIOACTIVIDAD PRECIPITADA POR EL ANTICUERPO ESPECIF I

CO Y RESTADA DE N. (TUBOS CERO) .

% R . I  % DE RADIOACTIVIDAD PRECIPITADA EN AUSENCIA DEL ANTICUERPO

ESPECIFICO (TUBOS BLANCO)

TUBO n* 8

I

6  2 6  2 «  3 0  9 22  0  2 4  6  26  2 6  9 0  32

T U B O  n*  9

2 6  2 6  9 0  92

FRACCIONCS DE 2 i

F IG . 1 6 :  ELECTROFORESIS ER FAPEL UHATHAH N ' I .O E  LUS 1Ut>0S 6 , 7 .  Y 8  OE LA P U R IF IC A C IO N  EN SEPHADEX 6 - 7 *  DE FSH ( F I 6 . I 4 )  

EL PUNTO CERO ES EL PUNTO OE A P LIC A C IO N  DE LA HUESTRA.EL " ^ I  L IB R E  SE DESPLAZA A LA REGION A N O D IC A (- )  Y LA 

HORMONA PURA MARCADA SE QUEDA EN EL D R IG EN .
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s o n  l o s  d e  m a y o r  p u r e z a .  En l a  misma T a b l a  a n t e r i o r

a p a r e c e n  l o s  r e s u l t a d o s ,  b a s a d o s  e n  l o s  m ism os  c r i t e r i o s  d e -

p u r e z a  , a p l i c a d o s  a  l o s  t u b o s  7 , 8  y  9 d e  l a  p u r i f i c a c i ô n  d e -  

1 25
I - L H ;  l o s  t u b o s  mas a d e c u a d o s  p&^'a R . I . A .  d e  LH s o n  l o s  

8 y  9 .

E s t o s  r e s u l t a d o s  n o s  l l e v a n  a  l a  c o n c l u s i ô n  d e  q u e ,  

e n  a m b a s  p u r i f i c a c i o n e s  d e  FHH y  LH, e n  S e p h a d e x  G -7 5 ,  de  

b e n  d e  e l e g i r s e  l o s  t u b o s  q u e  c o r r e s p o n d e n  a  l a  mâxima r a d i o a c  

t i v i d a d  d e l  p r i m e r  p i c o ( h o r m o n a  m a r c a d a )  y  l o s  mas p r ô x i m o s  en  

l a  p a r t e  d e s c e n d i e n t e  d e  l a  c u r v a .

Una v e z  e l e g i d a s  l a s  f r a c c i o n e s  d e  m a y o r  p u r e z a  i e -

l a  h o rm o n a  m a r c a d a ,  s e  m e z c l a n  y  d i v i d i d a s  e n  a l î c u o t a s  s e  —

g u a r d a n  c o n g e l a d a s  a  - 2 0 9 C .  p a r a  s u  u s o  e n  e n s a y o s  p o s t e r i o r e s

A n t e s  d e  c o m e n z a r  u n  R . I . A .  s e  d e b e  d e  r e p u r i f i c a r  c a d a  a l i —

c u o t a  e n  S e p h a d e x  G - 1 0 0 .  Como s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i g u r a

17 , a  m e d i d a  que  t r a n s c u r r e  e l  t i e m p c  d e s p u é s  d e  l a  i o d a c i ô n

1 25
d e  l a  h o r m o n a ,  a u m e n t a  e l  s e g u n d o  p i c o  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  I

1 25l i b r e  ; a l  c a b o  d e  2 d i a s  d e  l a  i o d a c i ô n  d e  I -F S H  e l  %- 

d e  l o d o  l i b r e  e s  d e  7 , 2 ,  d e  22 d i a s  e s  d e  29 ,6%  y  d e  44  d i a s  

d e  38% . P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  b a s e  d e l  p r i m e r  p i c o ( h o r m o n a  m ar  

c a d a )  v a  a u m e n t a n d o  y  a p a r e c e  u n  t e r c e r  p i c o ,  e n  l a  p a r t e  a s  

c e n d i e n t e  d e l  p r i m e r o ,  q u e  c o r r e s p o n d e  a  h o rm o n a  d e t e r i o r a d a .
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H-FSH

^  100

s
9

SO

70

6 0

50
4 0

30
20

25 3 015 20 3 5 4 0 4 5

H - FS H *

15 20 2 5 30 3 5 4 0 4 5 15 20 2 5 3 0 3 5 4 0 4 5

F I G . 1 7 ; R EPU R IF IC A C IO N  EH SEPHADEX G -1 0 0  OE ‘ ^ ^ 1 -F S H  OESPUES OE SO lOOAClON Y PU R IF IC A C IO R  ER SEPHAOEX G -7 5 .  

A ) ;  AL CARO OE DOS OlAS OESPUES OE SU lO O A C lO R . t ) . -  AL CARO OE 2 2  D IA S OESPUES OE SU lO O AC lO R.

C ) :  AL CARO OE 4 4  O lA S OESPUES OE SU lO O AC lO R.
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E s t u d i a n d o  l a s  f r a c c i o n e s  d e l  p r i m e r  p i c o  de  l a  h o r  

mona m a r c a d a ,  s e g û n  l o s  c r i t e r i o s  d e  p u r e z a  e s t a b l e c i d o s ,  s e  

o b s e r v a  q u e ,  a l  i g u a l  q u e  e n  l a  p u r i f i c a c i ô n  c o n  S e p h a d e x  G- 

- 7 5 ,  e l  t u b o  d e  m âxim a  r a d i o a c t i v i d a d  y  l o s  mas p r ô x i m o s  e n  

l a  p a r t e  d e s c e n d a n t e  d e  l a  c u r v a  s o n  l o s  mâs i d ô n e o s  p a r a - -  

e l  R . I . A .  Con e l l o s  s e  h a c e  u n a  m e z c l a  y  s e  d i l u y e  e n  t a m p ô n  

BSA-PBS a l  0 ,1%  d e  modo q u e  0 , 1  ml d e n ,  a p r o x i m a  d a m en t  e ,  10-. 000 

- 1 2 . 0 0 0  c . p . m . ( c u e n t a s  p o r  m i n u t o ) .

I .  2 .  TITULACION DE ANTI-FSH y  ANTI-LH

125 125La u n i ô n  d e  I - F S H  y  I -L H  a  s u s  a n t i c u e r p o s  -

e s p e c i f i c o s  a u m e n t a  a  m e d i d a  q u e  l a  c o a c e n t r a c i ô n  de  é s t o s  

e s  m a y o r .  L a s  d i l u c i o n e s  d e  A n t i - F S H  q u e  d a n  u n a  u n i ô n  com - 

p r e n d i d a  e n t r e  30 y  50% v a r i a n  d e  1 : 6 0 . 0 0 0  a 1 : 5 . 0 0 0  ( F i g .

18 )  y  l a s  d e  A n t i - L H  d e  1 : 9 0 . 0 0 0  a  1 : 2 0 0 . 0 0 0  ( F i g .  1 9 ) .

Con d i l u c i o n e s  d e  am bos  a n t i c u e r p o s ,  c o m p r e n d i d a s  

e n  l o s  i n t e r v a l o s  a n t e r i o ^ e s ,  1 : 9 0 . 0 0 0  y  1 : 2 0 0 , 0 0 0  p a r a  A n t i -  

FSH y  1 : 1 0 . 0 0 0 ,  1 : 2 0 . 0 0 0 ,  1 : 3 0 . 0 0 0  y  1 : 6 0 . 0 0 0  p a r a  A n t i - L H ,  

s e  h a n  r e a l i z a d o  d i f e r e n t e s  c u r v a s  s t a n d a r d s .  Como p u e d e s -  

o b s e r v a r s e  e n  l a s  F i g u r a s  21 y  2 2 ,  l a  p e n d i e n t e  y  s e n s i b i h i  

d a d  ( d e f i n i d a  como l a  m in im a  d o s i s  d e  h o rm o n a  s t a n n d a r d  d e ­

t e c t a b l e ) ,  d e  e s t a s  c u r v a s  s o n  m a y o r e s  c o n  c o n c e n t r a c i ô n  me­

n o r  d e  a n t i c u e r p o .
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TITU LA C IO N  DEL ANTI -  F S H

I I f 5 l :2fS 1:9 1:10 1:20 1:40 I #0 DikCiOH finol  X tO ’

F 1 G . 1 8 : T I T UL A CI 0 N DEL ANTISUERO ANTI - F SH. LAS DILUCIONES DE ANTI-FSH 

CDMPRENDIDAS ENTRE 1 : 6 0 . ODD y  1 : 5 . ODD, QUE DAN UNA UNION CON 

^ ^ ®I - F S H OE 3 0 - 5 0 *  SON LAS MAS ADECUADAS PARA EL ENSAYO.

TITULACION DE ANTI -  LH

& 8 0 -

I

7 0 -

«
6 0 -

§
3 0

Î»
4 0 -

3 0 -

2 0 -

O llw cidm  f in a l  x  1 0

FIG.19:TITULACI0N DEL ANTISUERO ANTI-LH.LAS DILUCIONES OE ANTI-LH
CONPRENOIOAS ENTRE 1 :80.000 V I -.120.000 .QUE OAN UNA UNION CON 
^^^I-LH  OE 30-50*. SON LAS NAS AOECUAOAS PARA EL ENSAYO.
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I ;  «100
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20 400 ^  0 ,612  1 ,2 5  2 ,5 105

FSH m iU /ffll.

2 n d  I .R .R - H M O

FI G. 2 o : CURVAS  STANDARDS CON DIFERENTES CONCENTRACCIONES DE ANTI -FSH

( # — • ) 1 : 1 0 . 0 0 0 ,  (O 0 )1 :  2 0 . 0 0 0 .  (0----0)1:30 .000 , (< -« > ) l:
6 0 . 0 0 0 .  l a  CURVA PUNTEAOA(1 : 3 o . o o o ) E S  LA MAS AOECUADA PARA 

LA VALORACION OE FSH.
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E * " »

100-

90-

00-

70-

60-

50

40-

30-

2 0 -

10 -

LH m lU /m l15 300,11 0,23 0,46 0,93 1,81 3,75 7,5

2nd I . RP- HMQ

F I G . 2 1 :  CURVAS STANDARDS CON DIFERENTES CONCENTRACCIONES DE ANTI-LH

( # ------# )  1 : 9 0 . 0 0 0 ,  ( O - - O ) l :  1 2 0 . 0 0 0 ,  ( A — û )  1 : 2 2 0 . 0 0 0 .  LA CURVA

P U N T E A D A ( 1 : 1 2 0 . 0 0 0 )  ES LA MAS ADECUADA PARA LA VALORACION DE 

LH.
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L a s  d i l u c i o n e s  d e  A n t i - F S H  1 : 3 0 . 0 0 0  y  d e  A n t i - L H  

1 : 1 2 0 . 0 0 0  p r o p o r c i o n a n  c u r v a s  s t a n d a r d s  ( d i b u j a d a s  e n  pun-  

t e a d o )  c o n  muy b u e n a  s e n s i b i l i d a d ,  p e n d i e n t e  y  p r e c i s i ô n ,  y  

s o n  l a s  q u e  e l e g i m o s  p a r a  l o s  R . I . A .  d e  FSH y  LH.

I .  3.  TITULACION PE ANTI-RGG ( SEGUNDO ANTICUERPO)

En e l  e j e  d e  a b c i s a s  d e  l a  F i g u r a  22 s e  r e p r e s e n

t a n  l a s  d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  d e l  A n t i -R G G  y  e n  e l  e j e  d e  -

125o r d e n a d a s  e l  % d e  I -F S H  u n i d o  a l  a n t i c u e r p o  A n t i - F S H .  a 

u n a  d i l u c i ô n  d e  1 :  3 0 . 0 0 0 ,  ± l a  D . S .  La r a d i o a c t i v i d a d  u n i -  

d a  a l  a n t i c u e r p o  a u m e n t a  a  m e d i d a  q u e  a u m e n t a  l a  c o n c e n t r a ­

c i ô n  d e  A n t i -R G G  h a s a  l l e g a r  a  u n  p u n t o  ( l : 2 5 )  e n  e l  q u e  co  

m i e n z a  a  d e c r e c e r ;  e s t a  c o n c e n t r a c i ô n ,  q u e  dâ  u n  mâximo d e  

u n i ô n  d e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  a l  a n t i c u e r p o  e s  l a  q u e  s e  e l i -  

ge e n  e l  R . I . A .  d e  FSH.
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TITULACION DEL 2® ANTICUERPO : Anti - RCG

-40

Anti-FSH 1:30.000

-30

-  20

-  10

Diluciôn final1:6,25 1:12,5 1:25 1:50 1:100 1:200

F I G .  2 2 :  T IT U L A C IO N  DE A NT I-R G G (2 » A N T IC U E R P 0 ) .  LA CONCENTRACCION 

1 : 2 5  QUE DA UNA MAXIMA UNION DE ^ ^ ® I - F S H  AL ANTICUERPO  

A N T I - F S H  ( 1 :  3 0 . 0 0 0 )  ES LA QUE SE USA EN EL R . I . A .  DE 

FSH.
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I .  4 .  CURVAS STANDARDS PE FSH Y LH

La m e d i a  d e  12 c u r v a s  s t a n d a r d s  d e  FSH y  d e  14 

d e  LH, l a  D . S . , E . S . M . , y  e l  % C .V .  ( c o e f i c i e n t e  de  v a r i a -  

c i ô n )  s e  i l u s t r a n  e n  l a s  T a b l a s  8 y  9 .  La r e p r e s e n t a c i ô n  

g r â f i c a  d e  e s t a s  c u r v a s  ( F i g u r a s  23 y  24 )  e x p r e s a n  l o s  va  

l o r e s  d e  b / B q  x  100 ( i  D . S . )  p a r a  c a d a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  -  

l a  h o r m o n a  s t a n d a r d  ( e n  m i u / m l ,  2 n d  TRP-HMG). Los  %C.V. -  

o b t e n i d o s  d e  l a s  d i f e r e n t e s  c u r v a s  s t a n d a r d  s o n  m e n o r e s  -  

e n  l o s  p u n t o s  d e  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  h o r m o n a  s t a n d a r d  mâs 

p e q u e h o s .

B a s a n d o n o s  e n  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g ,  h e ­

mos t r a n s f o r m a d o  l a s  c u r v a s  s i g m o i d e a s  a n t e r i o r e s  e n  l i —  

n e a s  r e c t a s  muy b i e n  d e f i n i d a s .  La r e c t a  r e p r e s e n t a t i v a  d e  

l a  c u r v a  d e  FSH, como s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i g u r a  2 5 ,  

t i e n e  u n a  p e n d i e n t e  de  - 2 , 7 7  y  u n  c o e f i c i e n t e  d e  r e g r e s i ô n  

d e  0 , 9 9 0 .  L a s  p e n d i e n t e s  de  l a s  r e c t a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  

l a s  12 c u r v a s  d e  FSH v a r i a n  e n t r e -3 ,0  y  - 2 , 3 .

La r e c t a  r e p r e s e n t a t i v a  d e  LH s e  a j u s t a  a  l a

e c u a c i ô n  y=  - 2 , 5 5 X  + 1 , 4 6  y  e l  c o e f i c i e n t e  de  r e g r e s i ô n  e s  

d e  0 , 5 9 9 1 ,  mâs  p r ô x i m o  a  l a  u n i d a d  q u e  e l  d e  FSH ( F i g u r a  -  

2 6 ) .  L o s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s  d e  l a s  p e n d i e n t e s  d e  l a s  14

c u r v a s  s t a n d a r d s  d e  LH v a r i a n  d e  - 3 , 0  a  - 2 , 2 . E s t o ,  q u e  d e -
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TABLA 8

VALORES DE RPB(B/Bq x  100)C0RRESP0NDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACCIONES 

DE FSH STANDARD (NIH)  OBTENIDOS EN 12 CURVAS STANDARDS

ml U/ml 0* 4o 20 10 5 2 , 5 1,25 0 ,61

39. 4o 11 ,26 39 ,12 66 .1 3  71 ,47 84 ,95 88 ,62 91 ,4 0

29 . 80 10 ,10 23 ,21 40 .2 5  64 ,0 5 83 ,75 89 ,81 9 2 ,9 3

42 . 89 12 .02 24 , 67  44 , 32  6 4 ,9 8 75 ,40 88 ,44 93 ,1 6

50 . 12 14 .61 30 ,15 54 ,16 70 , 83 86 , 93 90 ,56 94 , 37

36. 16 15 .21 29 ,0 0  51 ,69  6 6 . 2 8 82 ,41 84 ,71 9 0 , 1 8

30. 10 5 .84 16 ,69 41 , 86  63 , 84 79 ,17 88 ,00 9 3 ,2 0

37. 28 9 .20 25 ,3 2  45 , 37  68 ,07 80 , 69 87 ,93 88 ,57

31. 10 15 .11 26 . 73  4 7 .0 3  62 ,1 9 75 ,83 85,37 8 9 , 5 3

22. 36 21 .93 28 ,87  53 ,49  60 . 40 83 ,1 3 86 ,44 89 ,42

29. 58 9 .92 20 ,77  41 ,1 6  62 ,0 7 76 ,18 85 ,10 9 1 ,8 1

26 , 20 5 .21 18 ,60 39 ,92 61 ,11 76 ,o6 86 ,19 88 ,5 1
35. 99 7 .68 18 ,03  40 ,2 6  52 ,64 69 ,42 84 ,60 88 , 87

MEDIA 34. 25 11 .51 25 ,1 0  47 ,1 4  6 3 ,9 9 79 ,49 87 , 15 9 0 ,9 6

D. S. 7. 65 4 .69 6 ,3 2  7 ,93  5 ,0 7 5 ,üb 2 , 0 3 2 , 1 2

E .S.M. 2 . 21 1 .35 1 .8 3  2 , 2 9  1 .46 1,46 0 , 5 8 0 , 6 1

%C.V. 2 2 . 34 40 .75 2 5 .1 8  16 .82 7 .92 6 ,3 5 2 , 3 3 2 , 3 3

*  LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN B/T CORRESPONDIENTES 
TUBOS CERO (SIN HORMONA STANDARD)

TABLA 9

A LOS

VALORES DE RPB 

DE

(B/Bj j  X 100) CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACCIONES 

LH STANDARD (NIH) OBTENIDOS EN 14 CURVAS STANDARDS.

mlU/ml 0 * 30 15 7.5 3,75 1,875 0,937 0,468

29.90 9 ,,55 12,25 28.61 52.77 72,35 91,61 95,14
36,30 9.,29 17,56 31.50 49,26 65,37 79,89 86,43
26,41 7,,19 9,41 24,26 42,31 63,91 79,48 87,23
24,20 7, 87 10,29 26,53 46.26 69,87 86,89 95,37
40,30 1C1,93 18,46 34,14 55,32 69,47 79,56 83,01
47,79 10, 58 19,54 38,04 54,84 75,79 89,97 96,56
37,58 10, 16 19,50 33,76 55,44 70,75 82,88 90,00
38,00 9, 53 18,62 35,30 53,03 68,99 83,52 87,81
47,81 9, 36 18,05 36,85 59,74 78,59 93,19 94,29
42,50 9. 49 19,84 32,44 51,18 68,79 76,07 85,31
36.20 9. 54 15,22 30,00 42,03 62,56 81,94 85,96
41,75 8. 50 16,19 31,32 51,83 65,50 80,49 95,31
36.80 6. 35 12,70 22,19 42,55 59,93 73,65 86,47
42.79 9. 84 21,23 40,10 61.70 76,40 87,56 91,60

MEDIA 37.74 9. 16 16,35 31,79 51,30 69,14 83,34 90,04
O.S. 7.08 1, 27 3,79 5,16 6,22 5,40 5,80 4,57
E.S.M. 1.89 0 . 34 1,01 1,38 1,66 1,44 1,55 1,22
%C.V. 18.76 13. 86 23.18 16.23 12.12 7,81 6,96 5,08

LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN B/T CORRESPONDIENTES A LOS TUBOS 
CERO (SIN HORMONA STANDARD)
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m u e s t r a n  l a  l i n e a l i d a d  d e  l a s  c u r v a s ,  n o s  p e r m i t e  c a l c u l a r  de  

u n a  f o r m a  a u t o m â t i c a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  FSH y  LH e n  u n  —  

s u e r o ,  c o n  u n a  c a l c u l a d o r a  H P -7 5 .

La s e n s i b i l i d a d  d e  l o s  r a d i o i n m u n o e n s a y o s  s e  c a l c u ­

l a  t a l  c6mo e x p r e s a  l a  T a b l a  1 0 ,  d o n d e  s e  s e n a l a n  l o s  v a l o r e s  

d e  l a  r e l a c i ô n  b / T  ( r a d i o a c t i v i d a d  d e l  p r e c i p i t a d o / r a d i o a c t i v i  

d a d  t o t a l ) ,  d e  c a d a  u n o  de  l o s  10 t u b o s  s i n  h o rm o n a  s t a n d a r d  

( t u b o s  c e r o )  y  d e  l o s  10 q u e  c o n t i e n e n  d o s i s  muy p e q u e h a s  de  

FSH y  LH, s u s  m é d i a s  y  l o s  v a l o r e s  e s t a d i s t i c o s  ( D . S . ,  E . S . M . )  

La s e n s i b i l i d a d  d e l  R . I . A .  de  FSH e s  1 , 2 5  m i u / m l , ya  qu e  e s  -  

l a  m in im a  d o s i s  q u e  p r o p o r c i o n a  u n a  m e d i a  d e  l a  r e a c i ô n  b/ t  -  

q u e  d i f i e r e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  de  l a  m e d i a  c o r r e s p o n d i e n t e  —  

a  l o s  t u b o s  c e r o  d e l  e n s a y o ;  p o r  e s t a  misma r a z 6 n  l a  s e n s i b i ­

l i d a d  d e l  R . I . A .  d e  LH e s  0 , 4 6 8  m i u / m l ,  m a y o r  qu e  l a  de  FSH.

En e l  c a l c u l e  d e  l a  r e c u p e r a b i l i d a d  ( t a l  como s e  i n  

d i c a  e n  M a t e r i a l  y  M é t o d o s )  d e  FSH, l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e ­

r o  u s a d o  f u é  d e  M= 5 m i u / m l ,  l a  d e  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  M =20  

m i u / m l ,  l a  d e  l a s  m e z c l a s  d e  l o s  a n t e r i o r e s  M = 2 6 , 0  m i u / m l  

( d e  l o s  v a l o r e s  : 2 6 , 3  ; 2 7 , 4  ; 2 4 , 5  ; 2 5 ) ,  p o r  t a n t o  l a  r e ­

c u p e r a b i l i d a d  , o %R ^  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l a  m e z c l a _______________
c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e r o  + l a  d e l  s t a n ­

d a r d

= 2 6 , 0  /  20 +5 = 104  °/o.



184

TABLA 10

ESTUOIO DE LA SENSIBILIDAD EN EL R . I .A .  DE FSH Y LH (NIH)

FSH mlU/ml LH mlU/ml

0 0,6125 1,25 0 0,468 0,937

44,06 43,25 40,14 36,37 32,33 30,35

43.47 42,44 40,48 38,93 32,63 31,40

41,94 41,99 38,70 36,95 33,39 29,71

42,72 42,27 40,26 36,25 33,10 30,39

B/T 42,70 41,44 40,14 34,91 34,40 30,35

41,85 41,54 40,20 39,84 35,00 32,25

42,81 41,07 40,81 34,53 35,60 30,73

41,47 41,47 39,78 45.40 31,20 31,87

42,63 41,34 38,80 34,20 35,20 30,15

40,81 42,81 40.27 36,53 34.80 28,80

MEDIA 42,44 41,96 39,96 36.39 33,77 30,60

D.S. 0,94 0,71 0,69 1.83 1,45 1 .02

E.S.M. . 0,30 0,23 0,22 0.58 0,46 0,32

" t " 1.27 6 , 7 f * 3,56 * 8,74 *

n = 18

* SIGNIFICATIVAMENTE DISTINTO DE CERO P< 0 ,0 1

**  SIGNIFICATIVAMENTE DISTINTO DE CERO PcQ.OOl

TABLA 11

R E P R O D U C I B I L I D A D  EN EL R . I . A . DE FSH Y LH ( N I H ) SEGUN EL METODO DE RODBARD ( 1 4 6 )

FSH m I U / m l ( N I H ) LH f f l l U / m l ( N I H )

ENSAYO

n "
Xl ^ 2 % D . S . ENSAYO

n ”
* 2 X D . S .

1 8 . 0 8 . 0 8 . 0 0 . 0 1 5 . 2 5 , 6 5 , 4 0 , 2 8
2 7 , 5 8 . 5 8 . 1 0 0 . 7 1 2 5 . 0 4 a 4 , 7 5 0 , 3 5
3 1 0 , 5 1 1 . 0 1 0 , 7 5 0 . 3 5 3 5 . 8 6 , 0 5 , 9 0 , 1 4
4 9 . 3 9 . 0 9 , 1 5 0 . 2 1 4 7 , 0 7 , 4 7 , 2 0 , 2 8

5 1 1 , 0 1 1 . 5 1 1 . 2 5 0 . 3 5 5 6 . 2 6 . 8 6 , 5 ) 0 , 4 2
6 1 1 , 0 1 0 . 2 1 0 . 6 0 0 , 5 7 6 6 , 0 6 , 4 6 , 2 0 , 2 8

MEDI A 9 . 5 5 9 . 7 9 , 6 3 0 . 3 7 MEDI A 5 , 8 7 6 , 1 2 5 , 9 9 0 , 2 9
D . S . 1 . 5 3 1 . 4 1 1 . 4 4 D . S . 0 . 7 2 1 , 0 1 0 , 8 6

E . S . M . 0 . 6 3 0 , 5 8 0 , 5 9 E . S . M . 0 . 3 o 0 , 4 1 0 , 3 5

R .  I NT R A- E NS AYO

O . S .  = 0 . 3 7 /  \ / 7  = 0 , 2 6  ; * C . V . = ^ ®  = 2 . 6 6
9 . 6 3

O . S . = 0 . 2 9 /  V T  = 0 , 2 0 5  ; t C  . V . = § - t | ^ 3 . 4 4

R .  I N T E R . ENSAYO:

V-  = 1 4 . 9 5 * C ^  - 14.35
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En e l  c â l c u l o  d e  l a  r e c u p e r a b i l i d a d  d e  LH, l a  

c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e r o  f u é  d e  M= 9 m i u / m l  , l a  d e l  s t a n  

d a r d  M= 15 m i u / m l ,  y  l a  d e  l a  m e z c l a  M=22,65mIU/ml ( de  

l o s  v a l o r e s  : 2 3 , 2  ; 2 2 , 5  ; 2 1 , 9  ; 2 3 ) ,  p o r  l o  t a n t o  l a  7 

%R = 2 2 , 6 5  /  9 + 15 = 1o7 %. Ambas r e c u p e r a b i l i d a d e s  o b t e  

n i d a s ,  p o r  e n c i m a  d e l  100% s o n  muy a c e p t a b l e s .

La r e p r o d u c i b i l i d a d  i n t r a  e  i n t e r - e n s a y o  s e  h a  

c a l c u l a d o  s e g û n  l o s  d a t o s  d e  l a  T a b l a  11 ;  l o s  v a l o r e s —  

X y  r e p r e s e n t a d o s  e n  u n a  f i l a  s o n  l a s  c o n c e n t r a ­

c i o n e s  d e  u n  mismo s u e r o ,  o b t e n i d o s  e n  e l  mismo e n s a y o ,  y  

l o s  r e p r e s e n t a d o s  e n  l a s  d i s t i n t a s  c o l u m n a s  s o n  l a s  c o n —  

c e n t r a c i o n e s  d e  e s t o s  s u e r o s o b t e n i d a s  e n  e n s a y o s  d i f e r e n  

t e s .  La r e p r o d u c i b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o  ( o b t e n i d a  s e g û n  l a s  

f ô r m u l a s , d a d a s  e n  M a t e r i a l  y  M é t o d o s ,  d e  R o d b a r d ) p a r a  FSH 

e s  d e  2 , 6 6  % y  p a r a  LH 3 ,44% , q u e  e s  mucho m e n o r  que  l a  

i n t e r - e n s a y o  : 14 ,9% p a r a  FSH y  14,5% p a r a  LH; e s  n e c e s a -  

r i o  s e h a l a r  q u e  am b as  r e p r o d u c i b i l i d a d e s  c o r r e s p o n d e n  a  -  

u n a  c o n c e n t r a c i ô n '  m e d i a  d e  l o s  s u e r o s  e n  l o s  q u e  s e  -  

h a n  b a s a d o  e s t o s  c â l c u l o s ,  d e  9 , 6 3  m i u / m l  de  FSH y  5 , 9 9  -  

m i u / m l  d e  LH.

D e l  mismo modo i n d i c a d o ,  s e  h a n  c a l c u l a d o  

l a s  r e p r o d u c i b i l i d a d e s  p a r a  l a s  d i l u c i o n e s  1 : 2  d e  l o s  s u e  

r o s  a n t e r i o r e s  y  s e  h a  o b t e n i d o  p a r a  FSH : 1,5% y  11,2% -
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d e  i n t r a -  e  i n t e r - e n s a y o ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  y  p a r a  LH : 1 ,3  

% y  1 0 , 5  %. E s t a  d i s m i n u c i ô n  d e  v a r i a b i l i d a d ,  a l  d i s m i n u i r  

l a  c o n c e n t r a c i ô n ,  c o i n c i d e  c o n  l a  o b s e r v a d a  e n  l o s  %C.V 

( c o e f i c i e n t e s  d e  v a r i a c i ô n )  p a r a  p e q u e n a s  d o s i s  d e  h o rm o n a  

s t a n d a r d  r e p r e s e n t a d o s  e n  l a s  T a b l a s  8 y  9 .

L a s  i n t e r a c c i o n e s  d e  TSH h u m a n a ,  FSH u r i n a r i a (S e  

1 25r o n o )  e n  l a  u n i ô n  d e  I - F S H  y  A n t i - F S H  (NIH) s e  r e p r e s e n

t a n  e n  l a  F i g u r a  2 7 ,  q u e  e x p r e s a  l a  r e l a c i ô n  B/B^ x  100 pa

r a  c a d a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  l a s  d i f e r e n t e s  h o r m o n a s  s t a n d a r d s .

La c u r v a  o b t e n i d a  c o n  FSH u r i n a r i a  p r é s e n t a  r e a c c i ô n  c r u z a -

d a  c o n  l a  d e  FSH p i t u i t a r i a  , de  t a l  modo q u e  l a  i n h i b i c i ô n

( o % d e  p r e c i p i t a d o  r a d i o a c t i v e )  q u e  p r o d u c e  1 , 2  m i u / m l  de

FSH p i t u i t a r i o  e s  l a  misma qu e  p r o d u c e  8 , 5  m i u /  ml d e  FSH -

u r i n a r i o .  La TSH p r é s e n t a  i n t e r f e r e n c i a  e n  e l  e n s a y o ,  q u e  -

no  s e  m a n i f l e s t a  a  c o n c e n t r a c i o n e s  m e n o r e s  d e  40 m i u / m l ;  e ^

t a  r e a c c i ô n  c r u z a d a  e s  d e  t a l  modo q u e  p a r a  o b t e n e r  u n a  i n -

125h i b i c i ô n  d e l  c o m p l e j o  I - F S H - A n t i - F S H  i g u a l  qu e  l a  qu e

p r o d u c e  1 , 2 5  m i u / m l  d e  FSH s e  n e c e s i t a n  60 ^ l i / m l  d e  TSH.

En l a  v a l o r a c i ô n  d e  FSH d e  u n  s u j e t o  t i r o i d e c t o m i z a d o  ( c o n  

v a l o r e s  d e  TSH muy e l e v a d o s ) ,  s e  e n c o n t r a r o n  c o n c e n t r a c i o n e s  

e n  e l  r a n g o  d e  l o s  n o r m a l e s ,  r e s u l t a d o ,  q u e  a s o c i a d o  a  l o  a n  

t e r i o r  p o n e  d e  m a n i f i e s t o  q u e  l a  i n t e r f e r e n c i a  p r o d u c i d a  p o r  

TSH n o  e s  p r e c i s e  t e n e r l a  e n  c u e n t a  a l a  h o r a  d e  e v a l u a r  l o s  

r e s u l t a d o s  o b t e n d i o s  e n  e l  R . I . A .
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La HCG n o  p r é s e n t a  ' n i n g u n a  i n t e r f e r e n c i a ,  c o s a  -  

q u e  e r a  d e  e s p e r a r ,  y a  q u e  e l  R . I . A .  e s t â  b a s a d o  e n  l a  u t i -  

l i z a c i ô n  d e  u n  A n t i - F S H  p r e p a r a d o  p o r  a d s o r c i ô n  c o n  HCG.

L a s  i n t e r f e r e n c i a s  d e  LH u r i n a r i a ( S e r o n o ) , de  HCG

( S o r i n ,  1mg= 1300  UI b i o l ô g i c a ,  y  6600  UI i n m u n o l ô g i c a )  e n  
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l a  u n i ô n  d e  I -L H  y  A n t i - L H  ( N I H ) ,  s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a  -  

F i g u r a  2 8 ;  l a  LH u r i n a r i a  i n t e r f i e r e  e n  e l  e n s a y o ,  d e  modo 

q u e  20m i u /  ml p r o d u c e n  l a  misma i n h i b i c i ô n  q u e  2 m i u / m l  d e  

LH p i t u i t a r i o .  La HCG r e a c c i o n a  c o m p l e t a m e n t e  c o n  e l  A n t i -  

LH d e  modo q u e  2 n g / m l  d e s p l a z a n  a  1 , 8  m i u / m l  d e  LH p i t u i ­

t a r i a ;  l a  r e c t a  p u n t e a d a  e n  l a  f i g u r a  r e p r é s e n t a  l a  i n h i b i ^  

c i ô n  o b t e n i d a  c o n  d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  d e  u n  s u e r o  d e  u n a  

e m b a r a z a d a ,  q u e ,  como p u e d e  o b s e r v a r s e ,  e s  p a r a l e l a  a  l a  - -  

c u r v a  d e  i n h i b i c i ô n  d e  HCG y  no  a  l a  d e  LH p i t u i t a r i a ;  l a  -  

d i l u c i ô n  d e  e s t o s  s u e r o s ,  p o r  l o  m e n o s ,  a  1 :  100 p a r a  s u  v a  

l o r a c i ô n  d e  LH y  e l  no  p a r a l e l i s m o  c o n  l a  c u r v a  s t a n d a r d  d e  

LH, d e m u e s t r a n  c l a r a m e n t e  l a  p r e s e n c i a  d e  HCG. En e l  e s t u —  

d i o  d e  l a  p o s i b l e  i n t e r f e r e n c i a  c o n  TSH humana  no  s e  h a  o b -  

s e r v a d o  n i n g u n a  i n h i b i c i ô n  co n  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  é s -  

t a .

L a s  i n t e r f e r e n c i a s  o b t e n i d a s  c o n  l a s  h o r m o n a s  d e  

o r i g e n  u r i n a r i o ,  t a n t o  d e  FSH como d e  LH d e m u e s t r a n  q u e  e l  

a n t i c u e r p o  A n t i - L H  y  A n t i - F S H  o b t e n i d o s  p o r  i n y e c c i ô n  d e  -
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I NHIBICION PRODUCIDA POR DIFERENTES DILUCIONES DE UN SUERO 

DE EMBARAZADA QUE ES PARALELA A LA'CURVA DE HCG.
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e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  s o n  mucho mâs e s p e c i f i c o s  p a r a  l a s  

h o r m o n a s  p r é s e n t e s  e n  l o s  s t a n d a r d s  p i t u i t a r i o s  que  e n  

l o s  d e  o r i g e n  u r i n a r i o .

E l  p a r a l e l i s m o  e x i s t e n t e  e n t r e  l a s  c u r v a s  s t a n ­

d a r d s  y  l a s  o b t e n i d a s  c o n  d i f e r e n t e s  d i l u c i o n e s  de  s u e r o s  

d e  m u j e r e s  m e n o p a ü s i c a s  s e  p o n e n  d e  m a n i f i e s t o  e n  l a s  s e -  

c c i o n e s  A d e  l a s  F i g u r a s  29 y  30 ,  q u e  r e p r e s e n t a n  l a s  ^ e c  

t a s  o b t e n i d a s  d e  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g ,  d e  FSH y  LH, 

r e s p e c t i v a m e n t e .  L a s  s e c c i o n e s  B d e  l a s  F i g u r a s  a n t e r i o r e s  

r e p r e s e n t a n  e n  e l  e j e  d e  a b c i s a s  l o s  u l d e  s u e r o  a v a l o r a r  

y  e n  e l  e j e  d e  o r d e n a d a s  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  c o r r e s p o n d i e z  

t e s  o b t e n i d a s  e n  e l  e n s a y o ;  l a s  l i n e a s  r e c t a s  , q u e  p a s a n  

p o r  e l  o r i g e n , d e m u e s t r a n  l a  r e l a c i ô n  p r o p o r c i o n a l  e x i s t e n ­

t e  e n t r e  a m b o s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  d e m u e s t r a n  e l  c o m p o r t a —  

m i e n t o  s i m i l a r , e n t r e  l a  h o rm o n a  p r e s e n t e  e n  e l  s u e r o  y  l a  

h o r m o n a  s t a n d a r d ,  e n  s u  r e a c c i ô n  i n m u n o l ô g i c a  c o n  e l  A n t i  

c u e r p o  e s p e c l f i c o ,  c o n d i c i ô n  q u e  e s  n e c e s a r i a  p a r a  que  u n  

R . I . A .  s e a  v â l i d o .

P a r a  c o n o c e r  h a s t a  q u é  p u n t o  p u e d e n  i n t e r f e r i r  

l a s  p r o t e i n a s  p r é s e n t e s  e n  e l  s u e r o  e n  e l  R . I . A ,  s e  h a n  —  

d i l u i d o  l o s  s t a n d a r d s  d e  FSH y  LH e n  s u e i o  d e  b u e y ,  d e  c a -  

b a l l o  y  e n  s u e r o  d e  s u j e t o s  h i p o f i s e c t o m i z a d o s . L a s  c u r v a s
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s t a n d a r d s  o b t e n i d a s  e n  c a d a  d i l u c i ô n  d e l  p a t r ô n  d e  FSH y 

l a  o b t e n i d a  d i l u y e n d o  é s t e  e n  e l  t a m p ô n  d e l  e n s a y o :  BSA—  

PBS a l  0 , 1  % s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a  F i g u r a  31 ;  como p u e d e  -  

o b s e r v a r s e ,  l a  c u r v a  o b t e n i d a  p o r  d i l u c i ô n  c o n  s u e r o  d e  -  

c a b a l l o  p r é s e n t a  u n a  i n h i b i c i ô n  m e n e r , q u e  l a  d i l u i d a  e n  e l  

t a m p ô n ,  e n  l a  p a r t e  mâs s e n s i b l e  d e  l a  c u r v a ,  q u e  p u e d e  i n  

t e r p r e t a s e  como u n a  i n t e r f e r e n c i a  d e  FSH d e  c a b a l l o  e n  d e ^  

p l a z a m i e n t o  d e  FSH Hum ana . La c u r v a  o b t e n i d a  p o r  d i l u c i ô n  

e n  s u e r o  d e  b u e y  e s  p r a c t i c a m e n t e  i g u a l  a  l a  o b t e n i d a  p o r  

d i l u c i ô n  e n  e l  t a m p ô n ,  a u n q u e  a l g u n o s  p u n t o s  n o  s e  a j u s -  

t a n  a l  t r a z a d o  d e  l a  c u r v a ,  p o r  l o  q u e  no  e s  c o n v e n i e n t e  

e l e g i r  e s t e  s u e r o  como d i s o l v e n t e  d e l  s t a n d a r d .

La c u r v a  r e a l i z a d a  p o r  d i l u c i ô n  e n  s u e r o  d e  u n  

h i p o f i s e c t o r n i z a d o  e s  c o m p l e t a m e n t e  p a r a l e l a  a l a  d i l u i d a  

e n  t a m p ô n  y  p r é s e n t a  u n a  i n h i b i c i ô n  m a y o r ,  d e l  1 4 % ,que  

p u e d e  e x p l i c a r s e  p o r  e l  FSH, e n  muy p e q u e h a s  d o s i s ,  p r é ­

s e n t e  e n  e l  s u e r o .

E l  e f e c t o  d e  e s t a s  m is m a s  d i l u c i o n e s  d e l  s t a n ­

d a r d  e n  l a  c u r v a s  d e  LH, s e  r e p r é s e n t a  e n  l a  F i g  32 ;  t o  

d a s  l a s  r e a l i z a d a s  e n  s u e r o s  d e  b u e y ,  c a b a l l o  y  s u e r o  d e  

h i p o f i s e c t o r n i z a d o  p r o d u c e n  u n  d e s p l a z a m i e n t o  p a r a l e l o  a l  

o b t e n i d o  p o r  d i l u c i ô n  d e l  s t a n d a r d  en  e l  t a m p ô n ,  p e r o  e_s 

t a  d i f e r e n c i a  d e  d e s p l a m i e n t o ,  m a y o r  e n  l a  d e l  s u e r o  d e l
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FIG.31:EFECT0 DE LAS PROTEINAS SERICAS EN EL DESPLAZAMIENTO DE 
LA CURVA STANDARD DE FSH.
0— -----0 :  CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERO DE HIPOGONADAL

X— ----- K: CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERO DE BUEY
#— ---- #  : CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN TAMPON PBS-BSA 1%

y — — 9 :  CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERO DE CABALLO
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h i p o f i s e c t o r n i z a d o  n o , e s  s i g n i f i c a t i v a .

E s t o s  r e s u l t a d o s  n o s  l l e v a n  a  l a  c o n c l u s i ô n  d e  

q u e  , d e b i d o  a  l a  d i f i c u l t a d  d e  p o s e e r  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  

d e  s u e r o s  l i b r e s  d e  FSH y  LH, s e  p u e d e n  r e a l i z a r  l a s  d i l u  

c l o n e s  d e  l o s  s t a n d a r d s  e n  e l  tamp6hBSA-PBS a l  0 ,1%  , c o n  

t a l  d e  q u e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  s e g u n d o  a n t i e u e r p o  —  

s e a n  l a s  q u e  p r o p o r c i o n e n  l a  mâxima p r e c i p i t a c i ô n  d e l  corn 

p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o ,  q u e  s o n  l a s  c o n d i c i o n e s  c o n  —  

q u e  hemos r e a l i z a d o  l a s  c u r v a s  a n t e r i o r e s ,  p a r a  u n a  c o n —  

c e n t r a c i ô n  d e  A n t i - F S H  1 : 3 0 . 0 0 0  y  d e  A n t i - L H  1 :  1 2 0 . 0 0 0 .

Con e l  f i n  d e  a h o r r a r  t i e m p o  y  a u m e n t a r  l a  r e —  

p r o d u c i b i l i d a d  d e  l o s  e n s a y o s ,  s e  p r e p a r a n  l a s  d i f e r e n t e s  

d i l u c i o n e s  d e  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  e n  u n  mismo d i a ,  s e  —  

g u a r d a n  c o n g e l a d a s  a  -20QC,  y  d e  e s t e  modo e l  d i a  e n  que  

s e  v a y a  a  r e a l i z a r  u n  R . I . A .  s e  p u e d e  u t i l i z a r  u n a  de  l a s  

d i f e r e n t e s  a l l c u o t a s  p r e v i a m e n t e  d e s c o n g e l a d a s .

L a s  c u r v a  s t an d a rd , . -  r e a l i z a d a  / c o n  e s t a s  d i l u -  

c i o n e s  a l m a c e n a d a s  a  - 2 o 9 C ,  s e  p r é s e n t a  e n  l a  F i g u r a  33 ,  

e n  r e l a c i ô n  c o n  u n a  c u r v a  s t a n d a r d  d i l u i d a  e l  mismo d i a  

d e l  e n s a y o .  En e s t a  misma F i g u r a  s e  i n c l u y e  u n a  c u r v a  —  

s t a n d a r d  , e n  l a  q u e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  u t i l i z a d a  h a b i a  

e s t a d o  a l m a c e n a d a  d u r a n t e  40 d i a s  a  -20QC, d e s p u é s  d e  -  

s u  i o d a c i ô n ;  e l  mismo d i a  a n t e s  d e l  e n s a y o  s e  r e p u r i f i c ô
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—  : CURVA STANDARD R E A L IZ A D A  CON HORMONA STAHDAD T HOR­
MONA MARCADA RECXEN P R E P A R A D A S.

X : CURVA STANDARD PREPARADA CON HORMONA STANDARD P R E ­
VIA M EN TE CONGELADA.

Q :  CURVA STANDARD PREPA RA D A  CON HORMONA MARCADA P R E ­
VIAM ENTE CONGELADA.
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e n  S e p h a d e x - G 1 0 0 .  La o b s e r v a c i ô n  d e  l a  F i g u r a  p o n e  d e  ma- 

n i f i e s t o  e l  t o t a l  p a r a l e l i s m o  e i d e n t i d a d  d e  l a s  c u r v a s  

o b t e n i d a s  c o n  l a s  m o d i f i c a c i o n e s  d e  d i l u c i ô n  d e  s t a n d a r d  

p r e v i o  a l  e n s a y o  y  a l m a c e n a m i e n t o  d e  é s t a  y  d e  l a  hormorr 

n a  m a r c a d a ,  l o  q u e  n o s  l l e v a  a  u n  a h o r r o  c o n s i d e r a b l e  de  

m a t e r i a l  y  d e  t i e m p o .
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I I .  RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL METODO PE 

SERONO.

I I .  1 .  CURVAS STANDARD PE FSH Y LH

La m e d i a ,  D . S . ,  E . S . M .  y  % C .V .  ( C o e f i c i e n t e  d e  v a r i a -  

c i 6 n ) d e  23 c u r v a s  d e  FSH y  20 d e  LH s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a s  T a ­

b l a s  12 y  1 3 ,  La r e p r e s e h t a c i ô n  g r â f i c a  d e  am b as  c u r v a s  s i g -  

m o i d e a s  a p a r e c e  e n  l a s  F i g u r a s  34 y  35 .  A l  i g u a l  q u e  e n  e l  -  

m é t o d o  a n t e r i o r ,  e l  c o e f i c i e n t e  d e  v a r i a c i ô n  e n  l o s  p u n t o s  co  

r r e s p o n d i e n t e s  a  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  h o rm o n a  s t a n d a r d  mâs p e ­

q u e h a s  s o n  m e n o r e s  q u e  e n  l o s  r e s t a n t e s .

B a s â n d o n o s  e n  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g ,  s e  h a n  c o n ­

v e r t  i d o  l a s  c u r v a s  a n t e r i o r e s  e n  l i n e a s  r e c t a s .  L a * F i g u r a  36 

r e p r é s e n t a  l a  r e c t a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  c u r v a  d e  FSH, q u e  s e  

a j u s t a  a  l a  e c u a c i ô n :  y= 2 , 7 1 2  x  + 2 , 2 9 ,  c o n  e l  c o e f i c i e n t e  -  

d e  r e g r e s i ô n  d e  0 , 9 9 7 ;  l a s  p e n d i e n t e s  d e  l a s  r e c t a s  i n d i v i d u a  

l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a s  2 3 c u r v a s  d e  FSH v a r l a n  d e  - 3 , 0  a 

-  2 , 4 .

D e l  mismo modo l a  t r a n s f o r m a c i ô n  d e  l a  c u r v a  d e  LH en  

u n a  l l n e a  r e c t a ,  d e  a c u a c i ô n :  -  2 , 5 1  x +  2 , 7  y  c o e f i c i e n t e  de  

r e g r e s i ô n  -  0 , 9 9 8 ,  s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i g u r a  3 7 .  L a s  p e n  

d i e n t e s  d e  l a s  r e c t a s  i n d i v i d u a t e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a s  20 

c u r v a s  d e  LH v a r l a n  d e  -  3 , 2  a  -  2 , 5 .  E s t o s  r e s u l t a d o s  —
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TABLA 12

VALORES OE RPB (B/B^ x 100) CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES 
OE FSH STANDARD OBTFNIDOS EN 23 CURVAS STANDARDS (SERONO)

■lU/a1 0* 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56

14.58 11.26 28.26 49.43 62.67 88.74 96.56

11.(3 7.36 31.12 56.44 71.29 77.09 97,45

14.47 19.39 27.47 39.41 57,18 67,95 83.75

13.95 5.96 14.16 27.71 50.00 69.43 77.40

18.43 7.60 22.02 37.46 55.73 74,23 88.99

35.15 4.07 16.97 30.03 45.81 78,31 86.07

23.44 7,96 17.65 32.67 55.39 73,88 85,30

34.52 11.68 24.32 38,77 52.00 84,59 98.05

47,39 12.88 27.19 42.53 65.68 84.61 99.90

39.92 15.38 20.25 33,42 58,53 86.12 96.11

12.40 11.26 25.08 38,14 62.46 83,18 90.09

22.24 6,50 16.49 24,90 45,72 73.62 99,56

25.20 5.84 10,12 22,20 35.75 61,19 89.61

25.51 7.61 12,76 20,54 37,57 59.69 84,23

16.65 7.60 16.36 24.12 55,15 68.28 88.21

25,73 8,65 14.61 25,43 42.66 61,50 79,20

33.40 12.51 15,71 19,49 36,22 70.52 73.97

25.67 8.48 13,00 21,15 39.23 64.94 91.36

35.15 7.32 10.92 19,23 33,58 52.96 72.36

27.82 5.91 10.21 16.99 31.34 52,38 74.82

29.08 7.89 11.13 19.82 32.79 53.72 81.22

16.28 8,65 15.78 26,34 44.88 62.38 84.49

19.53 17,31 29,32 53,28 70.92 74.29 95.04

MEDIA 24,74 9.52 19,36 31,24 49.68 70.60 87,30

O.S. 9.61 3.87 7.32 11,50 12.36 10,87 8.49

E.S.M. 2.00 0,81 1,53 2,40 2.58 2.27 1.77
ï  C.V. 38,84 40,65 37,81 36,81 24.88 15.40 9.73

* LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN 8/T CORRESPONDIENTES A LOS TUBOS CERO
(SIH HORMONA STANDARD)
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TABLA 13

VALORES OE RPB ( B / B *  x 1 0 0 )  CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE LH STANDARD OBTENIDOS EN 20  CURVAS STANDARDS (SERONO)

m l U / m l  0* 50 25 1 2 . 5 6 , 2 5 3 , 1 2 1 , 5 6

1 2 . 3 2 1 9 , 9 8 2 9 . 1 5 3 1 . 7 1 4 1 , 6 2 5 5 , 4 9 8 0 , 4 3

1 6 . 6 3 1 4 . 0 8 3 0 . 2 3 5 5 . 1 8 7 2 , 1 5 8 7 , 8 9 9 7 , 0 0

1 4 , 3 9 2 3 . 1 2 3 3 . 5 5 4 9 , 1 3 7 3 , 1 6 8 9 , 2 3 9 5 , 1 1

2 2 , 3 7 1 5 . 6 5 2 4 . 9 4 4 4 , 6 0 5 9 . 0 8 7 9 , 4 1 8 9 , 1 2

2 0 . 3 6 1 3 . 5 1 2 3 . 6 0 4 4 . 2 4 6 4 , 7 0 7 8 , 7 8 9 0 , 4 9

2 2 . 1 0 3 0 . 5 9 4 3 . 7 2 6 1 . 0 9 8 1 , 1 8 9 0 , 7 2 9 3 , 7 4

1 8 . 6 5 1 3 . 1 6 2 8 . 0 4 4 1 . 8 6 6 9 . 5 7 8 0 , 9 2 9 7 , 8 6

1 9 . 7 6 2 3 , 8 8 4 2 . 9 7 7 5 , 5 1 8 1 , 7 5 9 0 , 7 2 9 6 , 8 1

1 8 , 5 9 1 7 , 9 7 2 9 . 9 3 4 9 , 1 0 6 8 . 5 5 8 0 , 0 6 8 7 , 3 1

1 6 , 5 2 2 0 , 3 8 3 3 , 8 5 5 2 , 0 2 7 7 , 4 7 9 1 , 0 5 9 7 , 5 7

1 8 , 0 2 1 8 , 4 8 3 0 . 7 8 5 2 . 2 9 7 1 , 4 4 8 6 , 8 8 9 4 , 9 6

2 6 , 7 1 1 4 . 4 5 2 5 . 7 2 4 8 . 9 0 6 9 , 7 4 8 4 , 7 7 9 4 , 6 7

2 0 , 2 4 1 6 , 1 5 2 2 . 7 5 3 8 . 1 6 6 1 . 6 9 8 2 , 8 0 9 1 , 7 2

2 4 . 9 8 3 6 , 3 0 4 8 . 0 5 6 2 . 6 7 7 8 . 3 3 8 3 , 6 3 9 0 , 1 4

3 3 . 4 9 1 1 . 2 5 1 8 . 4 3 3 1 , 5 3 4 9 , 4 6 6 9 , 5 9 8 8 , 0 1

3 8 , 3 4 1 4 , 3 0 2 2 . 8 8 3 7 , 7 5 5 8 , 1 2 7 6 , 5 3 8 6 , 2 8

4 3 . 6 2 1 4 , 2 0 2 5 , 3 9 4 8 . 0 6 6 6 , 8 3 7 9 , 6 1 8 9 , 8 4

2 0 , 4 3 1 3 , 5 0 3 3 . 1 8 5 5 , 2 3 6 7 , 2 3 7 6 , 7 7 8 2 , 5 4

3 9 . 7 7 1 4 . 0 6 2 3 . 9 5 3 2 . 7 0 5 5 , 1 3 7 6 , 0 9 9 2 , 3 5

4 5 . 5 3 1 1 . 9 9 2 0 . 0 1 3 2 . 7 0 5 8 , 9 5 7 1 , 3 1 8 1 , 8 2

MEDIA 2 4 . 6 4 1 8 . 7 6 2 9 , 4 6 4 7 . 2 2 6 6 , 2 8 8 0 , 6 1 9 0 , 8 8

O . S .  9 . 9 7 6 . 4 0 8 , 0 2 1 1 . 5 7 1 0 , 4 9 8 , 6 1 5 , 2 9

E . S . M .  2 . 2 3 1 . 4 3 1 . 7 9 2 . 5 9 2 , 3 4 1 , 9 3 1 , 1 8

* C . V .  4 0 . 4 6 3 4 . 1 2 2 7 , 2 2 2 4 . 5 0 1 5 , 8 3 1 0 , 6 8 5 , 8 2

* LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN1 B / T  CORRESPONDIENTES A LOS TUBOS CERO ( S I N  HORMONA STANDARD)
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d e m u e s t r a n  l a  l i n e a l i d a d  d e  l a s  c u r v a s  s e g û n  l a  t r a n s f o r m a -  

c i ô n  e l e g i d a ,  l o  q u e  n o s  p e r m i t e  c a l c u l a r ,  a l  i g u a l  q u e  e n  

e l  m é t o d o  d e  NIH, a u t o m â t i c a m e n t e  l o s  r e s u l t a d o s .

La s e n s i b i l i d a d  d e  e s t e  m é t o d o  s e  h a  c a l c u l a d o  s e g u n  

l o s  d a t o s  s e h a l a d o s  e n  l a  T a b l a  1 4 .  La m in im a  d o s i s ,  t a n t o  

d e  LH como d e  FSH c o r r e s p o n d i e n t e  a  u n a  r e l a c i ô n  b / t  ( r a d i o  

a c t i v i d a d  d e l  p r e c i p i t a d o / r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l )  s i g n i f i c a t i  

v a m e n t e  d i s t i n t a  d e  l a  r e l a c i ô n  b / t  q u e  s e  h a n  o b t e n i d o  e n  

l o s  t u b o s  s i n  h o r m o n a  s t a n d a r d  ( t u b o s  c e r o ) ,  e s  d e  1 , 2 5  —

m i u / m l ,  y  e s  e l  v a l o r  q u e  s e  to m a  como s e n s i b i l i d a d  d e  e s t o s  

r a d i o i n m u n o e n s a y o s .

E l  c a l c u l o  d e  l a  r e p r o d u c i b i l i d a d ,  r e p r e s e n t a d o  e n  -  

l a  T a b l a  1 5 ,  s e  h a  c a l c u l a d o  d e  i g u a l  modo que  e n  e l  m é t o d o  

a n t e r i o r .

Ls  r e p r o d u c i b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o  ( 3 ,0 3 %  p a r a  FSH, y  -  

4 ,2 0 %  p a r a  LH) e s  s i e m p r e  mucho m e n o r  q u e  l a  i n t e r - e n s a y o  -  

( 1 7 ,4 8 %  p a r a  FSH y  16 ,8 5 %  p a r a  LH),  a  s u  v e z  am b as  s o n  l i g e  

r a m e n t e  s u p e r i o r e s  a  l a s  d e l  m é t o d o  d e  NIH.
t

En e l  c â l c u l o  d e  l a  r e c u p e r a b i l i d a d  d e  FSH, l a  c o n —  

c e n t r a c i ô n  d e  h o rm o n a  s t a n d a r d  u s a d a  f u é  d e  M = 1 2 , 5 m I U / m l ,
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TABLA 14

ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD EN EL R . I . A .  DE FSH Y LH(SERONC)

FSH mlU/ml LH mlU/ml

0 1.5 0 1.5

2 5 ,1 0 20 , 26 33 ,00 29 , 19

28 ,6 5 22 ,81 34 ,72 31 ,71

27 ,82 20 ,52 36 ,22 30 .96

%B/T 27 , 67 22 ,69 35 ,40 28 ,2 0

29 ,32 22 ,95 35 ,20 29 ,4 0

26 ,4 0 23 ,1 6 37 ,40 27 ,2 5

34 ,2 0 21 ,4 0 34 ,20 29 . 80

MEDIA 27 ,42 21 ,97 35 ,16 29 .50
D.S .  1 ,41 1 ,22 1.41 1 ,53
E.S .M.  0 , 5 3 0 ,4 6 0 , 5 3 0 , 5 8

*
" t " 7 ,73 7 ,2 0

n=12

SI6NIFICATIVAMENTE DISTIHTO DE CERO P<  0 ,0 01

TABLA 15

REPRODUCIBILIDAD EN EL R.I.A. DE FSH Y LH (SERONO) SEGUN EL METODO DE R00BAR0(U6)

FSH m l U / m l ( S E R O N O ) LH ralU/ml(SERONO)

ENSAYO
n°

*1 *2 % D.S. ENSAYO
n“

*1 *2 X O.S.

1 14,0 14,5 14,25 0,35 1 14,8 16.0 15,40 0,85
2 15.5 16,5 16,0 0.71 2 18,0 16,0 17,0 1,41
3 18,0 18,8 18,4 0,57 3 17.5 16.0 16,75 1.06
4 16,0 17,0 16,5 0,71 4 22,0 21.0 21.5 0.71
5 12,5 11,0 11,75 1,06 5 23,5 21,5 22.5 1.41
6 20,0 19,0 19.5 0,71 6 16,5 15.D 15,75 1.06

MEDIA 16,0 16,13 16,07 0,69 MEDIA 18.72 17,58 18.15 1.08
D.S. 2,7 3,01 2,81 O.S. 3,34 2.87 3.06 0.29

E.S.M. 1.1 1,23 1.15 E.S.M. 1.17 1.25

R. INTRA -ENSAYO :
O.S.- 0,69/ 2 -0,,487. XC. D.S.-l ,08/ 2-0,,763 ;XCV, » 4.20

R. INTER-ENSAYO
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l a  d e l  s u e r o  M = 20 m i u / m l  y  l a  d e  1 s  m e z c l a s  d e  l o s  a n t e ­

r i o r e s  M 3 1 , 5  m i u / m l  ( d e  l o s  v a l o r e s :  3 2 , 5 ;  3 0 , 8 ;  2 9 , 5 ;  3 3 ) ,  

p o r  l o  t a n t o  l a  r e c u p e r a b i l i d a d ,  o % R e s :

c o n c e n t r a c i ô n  d e  l ^ _ m e z c l a _______  ____  _ 3 1 , 5  _
c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s u e r o  + l a  d e l  s t a n d a r d  ~ 3 1 , 5  + 2 0 "  '

En e l  c â l c u l o  d e  l a  r e c u p e r a b i l i d a d  d e  LH, l a  c o n c e n ­

t r a c i ô n  d e  l a  h o im o n a  s t a n d a r d  f u é  d e  1 2 , 5  m i u / m l ,  l a  d e l  s u e

r o  6 m i u / m l ,  y  l a  d e  l a  m e z c l a  M = 1 8 , 7 5  m i u / m l  ( d e  l o s  v a l o -

l 8  75
r e s :  1 9 , 5 ;  2 0 ;  1 8 ;  1 7 , 5 )  p o r  l o  t a n t o ,  l a  % R= ,

le- ,  5+ U

L a s  s e c c i o n e s  A d e  l a s  F i g u r a s  38 y  39 m u e s t r a n ,  e n  

e s c a l a  l o g i t - l o g ,  e l  p a r a l e l i s m o  e x i s t e n t e  e n t r e  l a s  c u r v a s  -  

s t a n d a r d s  d e  FSH y  LH y  l a s  o b t e n i d a s  c o n  d i f e r e n t e s  d i l u c i o -  

n e s  d e  s u e r o s .  L a s  S e c c i o n e s  B d e  l a s  F i g u r a s  a n t e r i o r e s  d e ­

m u e s t r a n  l a  r e l a c i ô n  p r o p o r c i o n a l  q u e  e x i s t e  e n t r e  l o s  u l  d e  

s u e r o  a  v a l o r a r  y  s u s  c o n c e n t r a c i o n e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  o b t e n i  

d a s  e n  e l  e n s a y o .  E s t o s  r e s u l t a d o s  d e m u e s t r a n  q u e  l a  h o rm o n a  

p r é s e n t e  e n  e l  s u e r o  y  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  t i e n e n  u n a  r e a c c i ô n  

i n m u n o l ô g i c a  s i m i l a r ,  c o n d i c i ô n  que  e s  n e c e s a r i a  p a r a  l a  v a l i ­

d e z  d e l  R . I . A .

I I .  2 .  EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LOS DIFERENTES ESTA-  

DIOS DEL R . I . A .
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S e  h a  e s t u d i a d o  l a  c i n é t i c a  d e  l a  r e a c c i ô n  a n t i g e n o -  

a n t i c u e r p o  e n  l o s  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  e n  q u e  s e  d e s a r r o l l a -  

e l  R . I . A .  d e  FSH y  LH.

La F i g u r a  40  y  41 (a ) d e m u e s t r a  q u e  l a  u n i ô n  a n t i g e ­

n o - a n t i c u e r p o  d i s m i n u y e  a  m e d i d a  q u e  a u m e n t a  e l  t i e m p o  t r a n s  

c u r r i d o  e n t r e  l a  a d i c i ô n  d e l  p r i m e r  a n t i e u e r p o  y  l a  h o rm o n a  

m a r c a d a ;  l a  F i g u r a  40  y  41 (B) d e m u e s t r a  q u e  é s t a  u n i ô n  a u —  

m e n t a  c o n  e l  t i e m p o  q u e  t r a n s c u r r e  e n t r e  l a  a d i c i ô n  d e  l a  —  

h o r m o n a  m a r c a d a  y  e l  s e g u n d o  a n t i e u e r p o .  P o r  o t r a  p a r t e  e s ­

t a  u n i ô n  s e  f a v o r e c e  a  m e d i d a  q u e  a u m e n t a  e l  t i e m p o  q u e  p a s a

y
e n t r e  l a  a d i c i ô n  d e l  s e g u n d o  a n t i e u e r p o  y  l a  c e n t r i f u g a c i ô n

/

d e  l o s  t u b o s  ( F i g .  40  y  41 ( C ) .
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I I I . APLICACION EN LA CLINICA HUMANA 

DEL R . I . A .  DE FSH Y LH

I I I .  1 .  CONCENTRACION DE FSH Y LH EN HOMBRES

A) POR EL METODO DE NIH

S e  h a n  d e t e r m i n a d o  l o s  v a l o r e s  d e  am b as  h o r m o n a s

e n  :

1)  Nombres  n o r m a l e s  d e  e d a d  c o m p r e n d i d a  e n t r e  18 y  35 a h o s .

2 )  P a c i e n t e s  c o n  H i p o g o n a d i s m o s  p r i m a r i o  y  s e c n . m d a r i o .

3) E s t é r i l e s  ( c o n  A z o o s p e r m i a  y  ' ^ O l i g o s p e r m i a ) .

L o s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s ,  m e d i a ,  D. S .  y  E. S .  M. 

d e  FSH y  LH d é t e r m i n a d o s  e n  u n  g r u p o  d e  h o m b r e s  n o r m a l e s ,  

s e  p u e d e n  o b s e r v a r  e n  l a s  F i g u r a s  42  y  43  y  e n  l a  T a b l a  16 .

En e s t a s  m is m a s  F i g u r a s  s e  r e p r e s e n t a n  g r â f i c a m e n -  

t e  l o s  v a l o r e s  d e  RH y  FSH e n  h o m b r e s  q u e  p a d e c e n  d i f e r e n t e s  

t i p o s  d e  H i p o g o n a d i s m o s  y  E s t e r i l i d a d ;  l o s  p a c i e n t e s  a f e c t o s  

de  H i p o g o n a d i s m o s . h i p o t â l a m o - p i t u i t a r i o s  t i e n e n  c i f r a s  muy 

b a j a s  d e  LH y  FSH, a  menudo  i n d é t e c t a b l e s ,  m i e n t r a s  q u e  l o s
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HIPOGONADALES.
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FIG.  43 :  CONCENTRACIONES ( m lU / m l - N I H )  DE LH 

EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES 

HIPOGONADALES.
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s u j e t OS c o n  H i p o g o n a d i s m o s  p r i m a r i o  ( S i n d r o m e  d e  K i n e l f e l -  

t e r ,  R e i f e n s t e i n ,  e t c . )  t i e n e n  c i f r a s  muy e l e v a d a s  d e  am­

b a s  g o n a d o t r o p i n a s ,  e s p e c i a l m e n t e  d e  FSH.

En l o s  p a c i e n t e s  c o n  p r o b l e m a s  d e  E s t e r i l i d a d  

( A z o o s p e r m i a  y  O l i g o s p e r m i a ) ,  l o s  v a l o r e s  d e  FSH s o n  l i g e -  

r a m e n t e  s u p e r i o r e s  a  l o s  n o r m a l e s .  S i n  e m b a r g o  l o s  d e  LH 

e s t a n  d e n t r o  d e  l o s  i n t e r v a l o s  d e  n o r m a l i d a d .  E s t o s  d a t o s  

f a v o r e c e n  s i n  d u da  l a  e x i s t e n c i a  d e  u n  m e c a n i s m o  d e  c o n t r o l  

g o n a d a l  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH.

B) p o r  e l  METODO PE SERONO

De l a  misma m a n e r a  que  e n  e l  m é t o d o  a n t e r i o r m e n t e  

d e s c r i t o ,  Se  h a n  r e a l i z a d o  d e t e r m i n a c i o n e s  d e  LH y  FSH e n  

u n  g r u p o  d e  h o m b r e s  n o r m a l e s ,  c u y o s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s ,  

m é d i a s ,  D.S y  E . S .M .  s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a  T A b la  1 6-A y  e n  

l a s  F i g u r a s  4 4  y  4 5 .  En e s t a s  m i s m a s  f i g u r a s  s e  p u e d e  o b s e r ­

v a r  q u e  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o s  Hipo-  

g o n a d i s m o s - h i p o f i s a r i o s  s o n  mâs b a j o s  q u e  l o s  n o r m a l e s ,  s i n  

e m b a r g o  l o s  o b t e n i d o s  e n  l o s  p a c i e n t e s  q u e  p a d e c e n  d e  H i p o ­

g o n a d i s m o s  p r i m a r i o s  s o n  muy e l e v a d o s ,  t a n t o  d e  FSH como d e  

LH.

En am bos  m é t o d o s  e s  i n t e r e s a n t e  h a c e r  n o t a r  q u e
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TABLA 1 6 - A

VALORES DE FSH Y LH EN HOMBRES NORMALES (NIH)

FSH mIU/n1(NIH) LH n lU / m K N I H )

2.3 2.9 2.1 1.2 1.4 2 .5  3 .0  3 ,0
4 ,5 1.6 1.5 3.8 1.3 3 .5  2,1 2.1
2.5 2.9 2 .5 2.1 3,2 3.4 2 .9  2 .0
5.1 2.4 3.8 2,3 1.1 4 .3
3.2 1.3 2,0 3.0 2 ,0  3,3
4 .6 2.9 2,5 1.0 2 ,4  4 .2
3,0 1.8 2,2 4,3 2 ,6  3,0
3.8 1,2 2,4 2,4 3,6 3 ,0

MEDIA : 2,67 MEDIA : 2,7
D.S. : 1,05 D.S : 0 ,9

E.S.M. : 0,20 E.S.M . :  0 ,18
n“ : 27 n° : 27

TABLA lo -  b

VALORES DE FSH Y LH EN HOMBRES NORMALES( SERONO)

FSH mlU/ml(SERONO) LH mlU/ml(SERONO)

7.5 8,0 16 7,0 15 9,5
6,5 7,0 11,8 5,5 18
5,5 6,8 8,0 9,5 4,4

14,5 19,0 13,0 5,7 4,5
8,7 7,5 6 ,0 6,1

MEDIA : 9,99 MEDIA : 8,29
D.S. : 4,15 D. S. : 4,45

E.S.M : 1,11 E.S .M : 1,34
; 14 n ° : 11
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FSH m lU /m l. 
SERONO HombrM norm olM  M i  OS

HipogonadwmM
HipogonodotropiCM

HipogonodisinM
Hipargonodotropicoa

30-

28

20

FIG.  44:  CONCENTRACIONES (mlU/ml-SERONO) DE FSH 
EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES 
HIPOGONADALES.
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3 0 -

25"

20
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LH m l U / m !  
SERONO

Hombrts normalM MîDS

O  Hipogonoditmos 
Hi pogonodot ropicot

#  Hipogonodimmo# 
Hipwgonodotropicot

□ □
□ □

FIG . 45: C O N C E N T R A C I O N E S ( m I U / m l - S E R O N O )  DE LH 
EN N O M B R E S  N O R M A L E S  Y EN P A C I E N T E S  
H I P O G O N A D A L E S .



217

l a  r e l a c i ô n  d e  L H /  FSH , e n  h o m b r e s  n o r m a l e s  y  e n  H ipogo--  

n a d i s m o s -  H i p o f i s a r i o s ,  e s  muy p r ô x i m a  a  l a  u n i d a d ,  s i t u a -  

c i ô n  q u e  s e  a l t e r a  e n  l o s  H i p o g o n a d i s m o s  d e  o r i g e n  g o n a d a l ,

I I I . 2 .  CQNCENTRACION DE FSE Y LH EN MUJERES

A) FOR EL METQDO DE NIH

S e  h a n  d e t e r m i n a d o  l o s  v a l o r e s  d e  am bas  h o r m o n a s

e n  :

1) C i c l o s  m e n s t r u a l e s  n o r m a l e s

2 )  F a s e  f o l i c u l a r  y  F a s e  l u t e î n i c a  e n  M u j e r e s  n o r m a l e s

3) A m e n o r r e a s  d e  d i f e r e n t e s  c a u s a s .

L a s  c i f r a s  n o r m a l e s  d e  LH y  FSH, e n  l o s  d i f e r e n  

t e s  d i a s  d e  u n  c i c l o  n o r m a l  m e n s t r u a l  , e s t â  r e p r e s e n t a d o  

e n  l a  F i g u r a  4 6 .  Cada  p u n t o  d e  l a  F i g u r a  e x p r e s a  l a  M edia  

y  E . S . M .  d e  l a s  d e t e r m i n a c i o n e s  d e  LH y  FSH e n  u n  g r u p o  

d e  m u j e r e s  ; s e  h a  t o m a d o  como r e f e r e n d a  e l  d i a  d e  m a x i ­

ma c o n c e n t r a c i ô n  d e  LH y  FSH, d i a  0 .

En l a  p r i m e r a  p a r t e  d e  l a  F a s e  f o l i c u l a r  ( d i a s  

p r i m e r o s  d e l  c i c l o )  s e  n o t a  u n a  c o n c e n t r a c i ô n  a l t a  d e  FSH, 

q u e  v a  d e s c e n d i e n d o  h a s t a  l o s  d i a s  p r ô x i m o s  a l  d i a  0 , e n  e l  

qu e  l o s  n i v e l e s  m âx im os  d e  FSH ( 7 m i u / m l )  y  LH ( 3o m i u /  

m l )  c o i n c i d e n  ( d i a  d e  l a  o v u l a c i ô n ) . A p a r t i r  d e  e s t a  f e  

c h a ,  l o s  v a l o r e s  d e s c i e n d e n  a  u n o s  . n i v e l e s  q u e ,  c o n  p e —
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q u e h a s  f l u c t u a c i o n e s ,  s e  m a n t i e n e n  d u r a n t e  l o s  d i a s  p o s t e r  

r i o r e s  ( f a s e  l u t e î n i c a ) ,  p a r a  c o m e n z a r  d e  n u e v o  a  s u b i r  e n  

e l  i n i c i o  d e l  p r ô x i m o  c i c l o .

Los  v a l o r e s  d e  LH e n  l o s  d i a s  a n t e r i o r e s  a  l a  -  

o v u l a c i ô n  p r e s e n t a n  v a r i a c i o n e s ,  a l  i g u a l  que  FSH, l o  q u e  

d e m u e s t r a  s u  s e c r e c c i ô n  p u l s â t i l ;  d e s p u é s  d e l  mâximo p i c o ,  

e n  e l  d i a  0 ,  s u s  v a l o r e s  v a n  d e s c e n d i e n d o  e n  p a r a i e l o  c o n  

l o s  d e  FSH.

Lo s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s ,  d e  34 d e t e r m i n a c i o n e s ,  

e n  l a  f a s e  f o l i c u l a r  y  l u t e î n i c a ,  a s î  como l a s  M, D . S .  y  

E . S . M .  , a p a r e c e n  e n  l a  T a b l a  1 7 -A .  La r e p r e s e n t a c i ô n  g r â  

f i c a  d e  e s t a s  m é d i a s  ( i  D . S . )  d e  FSH y  LH, e n  m u j e r e s  n o r  

m a i e s ,  y  l o s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s  e n  m u j e r e s  co n  d i f e r e n ­

t e s  t i p o s  d e  A m e n o r r e a s  e s t â n  r e p r e s e n t a d a s  e n  l a s  F i g u —  

r a s  47 y  4 8 ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  Los  v a l o r e s  d e  FSH y  LH d u ­

r a n t e  l a  f a s e  f o l i c u l a r  s o n  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r e s  a  l o s  

d e  l a  f a s e  l u t e î n i c a ,  p e r o  n o  h a y  d i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i f  

v a .  L a s  m u j e r e s  c o n  A m e n o r r e a  d e  o r i g e n  h i p o t à l a m o - h i p o ^ '  

f i s a r i o  t i e n e n  c o n c e n t r a c i o n e s  muy b a j a s  d e  FSH y  LH, s i n  

e m b a r g o  l a s  m u j e r e s  c o n  A m e n o r r e a s  g o n a d a l e s  ( m e n o p a û s i —  

c a s )  p r e s e n t a n  c i f r a s  muy a l t a s  d e  FSH ( 38 ,  36 m i u / m l )  

y  d e  LH ( 1 2 ,  11 m i u / m l ) ,  s i e n d o  é s t a s  m enos  e l e v a d a s  que  

l a s  d e  FSH, y  l a  r e l a c i ô n  de  LH/FSH e s  m e n o r  que  l a  u n i -  

d a d .
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"1—

10 It  ic n  MI 0 I19 I t  11 B
DIM DEL CICLO

CONCENTRACIONES ( m I U / » 1 A E . S . N . - N I H )  DE LH EN 3 MUJERES T DE FSH EN 4 MUJERES 

EN D IFE R E N TE S  D IA S  DE C IC L D S  MENSTRUALES NORMALES.EL D IA  CERD CDRRESPDNOIENTE  

AL R IC O  MAXIMO DE FSH Y LH SE TOMA COMO R E FE R E N C IA .
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TABLA 17-A

VALORES DE FSH Y LH EN MUJERES NORMALES (NIH)

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

LH(*IU/m1) FSH ( a lU /a l ) LH(mIU/m1) FSH (mlU/ml)
2 . 9 3 . 6 4 . 0 3 . 1 3 . 7 2 . 4 3 . 5 3 . 1  3 . 9 3 . 4 2 . 3 2 . 6 1 . 5
1 . 5 2 . 8 3 . 2 0 . 4 4 . 5 4 . 0 5 . 8 5 . 5  3 . 9 1 . 8 4 . 7 4 . 4 3 . 2
4 . 1 2 . 4 1 . 3 2 . 6 1 . 6 2 . 4 4 . 1 1 . 6  2 . 1 4 . 6 2 . 9 4 . 5 2 . 2
1 . 8 3 . 4 3 . 2 2 . 5 2 . 6 1 . 5 2 . 3 2 . 5  2 . 1 2 . 3 1 . 8 1 . 5 2 . 3
2 . 5 3 . 1 6 . 4 2 . 0 1 . 2 1 . 7 2 . 4 0 . 7  5 . 0 1 , 9 0 . 7 0 . 6 2 . 6
2 . 4 3 . 1 3 . 2 1 . 4 2 . 6 3 . 5 6 . 5 3 . 0  3 . 0 0 . 6 1 . 2 1 . 8
1 . 8 4 . 6 1 . 7 3 . 2 2 . 1 1 . 7 1 . 5 1 . 7  2 . 4 0 . 6 0 . 6 1 . 3
3 . 3 5 . 0 2 . 0 3 . 0 3 . 1 2 . 9 2 . 0 2 . 5  2 . 0 1 . 3 3 . 0 2 . 9
2 . 5 4 . 9 3 . 1 2 . 7 4 . 0 3 . 0 3 . 0 1 . 3  1 . 6 2 . 5 3 . 6 2 . 7
5 . 9 3 . 2 2 . 9 5 . 0 4 . 5 4 . 8 1 . 9 1 . 3  1 . 0 3 . 5 2 . 0 9 . 0
5 . 0 4 . 0 1 . 5 4 . 2 3 . 8 3 . 2 1 . 5 0 . 8  1 . 0 4 . 6 3 . 6 3 . 4
3 . 2 4 . 3

2 . 8
3 . 4
2 . 3

4 . 2
2 . 4

1 . 4 3 . 1
3 . 4

3 . 4
2 . 6

3 . 1
2 . 6

MEDI A : 3 . 2 3 MEDI A : 2 . 9 8 MEDI A : 2 . 5 9 MEDI A : 2 . 56
O . S . : 0 . 5 1 D . S . : 0 . 6 1 D . S . : 0 . 8 0 D . S . : 0 . 77

E . S . M . : 0 . 1 4 E . S . M : 0 . 1 7 E . S . M , . :  0 , 2 2 E . S . M . : 0 . 21n * : 3 4 n “ : 3 9 n * : 3 i n ° : 4 4

TABLA 17-8.

VALORES DE FSH Y LH EN MUJERES NORMALES (SERONO)

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

LH(mIU/m1) FSH(mIU/ml) LH(mIU/m1) FSH(biIU/«I)

9 . 0 1 0 . 0 5 . 1 3 . 0 6 . 2 1 8 . 8 1 6 . 3 1 5 . 5 4 . 9 5 . 4 3 . 5 3 . 2
8 . 7 8 . 7 7 . 7 6 . 4 6 . 4 1 3 . 5 1 3 . 2 9 . 9 3 . 8 3 . 8 2 . 0 2 . 8

1 2 . 5 1 7 . 3 4 . 9 6 . 5 3 . 8 1 5 . 4 1 2 . 7 1 2 . 7 5 . 0 5 . 3 3 . 4 3 . 0
9 . 7 8 . 0 3 . 7 2 . 2 2 . 9 1 2 . 8 1 0 . 0 1 1 . 1 3 . 7 3 . 4 2 . 0 2 . 8

1 2 . 0 9 . 5 5 . 2 3 . 1 6 . 1 1 3 . 5 9 . 9 5 . 5 2 . 5 2 . 8 1 . 7 2 . 7

1 4 . 5 1 1 . 5 7 . 5 6 . 3 0 . 3 1 8 . 3 1 5 . 4 1 5 . 0 5 . 0 4 . 1 4 . 0 2 . 8
8 . 1 1 3 . 5 4 . 8 5 . 4 3 . 8 1 2 . 5 1 3 . 0 2 . 5 1 . 9 2 . 6 4 . 2
8 . 0 9 . 0 3 . 4 2 . 0 2 . 7 1 4 . 3 1 2 . 0 5 . 0 4 . 2 4 . 0 1 . 6
7 . 8 9 . 0 5 . 3 3 . 2 6 . 0 1 2 . 6 1 2 . 9 4 . 9 5 . 0 3 . 6 5 . 1
9 . 0 1 5 . 6 7 . 4 6 . 5 6 . 5 1 0 . 2 1 1 . 0 3 . 0 3 , 8 3 . 7

1 3 . 0 1 4 . 0 5 . 0 6 . 3 3 . 6 1 4 . 0 1 0 . 5 1 . 9 2 . 7 2 , 4
1 0 . 0 1 1 . 0 3 . 5 2 . 4 3 . 0 5 . 6 9 . 5 2 , 7 2 . 5 4 . 3

MEDI A : 1 0 . 8 MEDI A : 4 , 8 6 MEDI A : 1 2 . 5 2 MEDI A : 3 . 4 0
D . S . : 2 . 6 7 D . S . : 1 69 D . S . : 3 . 0 5 D . S . : 1 . 0

E . S . M . : 0 . 5 5 E . S . M : 0 2 8 E . S . M . : 0 . 5 7 E . S . M : 0 . 1 4
n “ : 2 4 : 3 6 n “ : 30 n “ : 4 5
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FSH mlU /m l.

NIH39

3#

37

36

^  Muitrat normal## M 1 OS 

#  Amanorrao#

Q  AmtfMrrao# d# origan hipoWomo- hipofiaorio

gonadal

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

F IG . 4 7 : CONCENTRACIONES ( m lU /a l- N IH )  DE FSH EN MUJERES AHENORREICAS Y EN LAS 

EASES FOLICULAR Y LU TEIN IC A CORRESPONDIENTES A CICLOS MENSTRUALES 

NORMALES.
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LH mlU/ml. 
NIH Ml##* normal#* M 1 DS

0  Am#norr#a* d# origon gonadal 

Q  Amtnorroo* d#
14

hipolalamo- hipofiaorio

12

41

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

F I G .  4 7 :  CONCENTRACIONES ( n l U / m l - N I H )  DE LH EN MUJERES AHENORREICAS Y EN LAS 

FASES FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES A CICLOS MENSTRUALES 

NORMALES.
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mlU/ml.
SERONO

2#

22
20

2 4  2 6  2 i12 18 20 222 6 8 10
DMS DEL CICLO

F I G .  4 d :  CONCENTRACIONES ( m l U / m l - S E R O N O )  DE LH Y FSH DE 3 MUJERES EN 

DIFERENTES DIAS DE CICLOS HESTRUALES NORMALES.SE TOMA COMO 

DIA 1 EL PRIMER DIA DE LA MESTRUACION.
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90

46

40-

20
16
16
*4

12
to

6'
6
4

2

FSH m IU /  ml. 
SERONO

^  MUJERES NORMALES A t  OS

#  AMENORREAS DE ORtSEN 60NA0AL

□  AMENORREAS DE ORNEN HIROTALAMD- 
HtRDPISARIO

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FI G.  SO: CONCENTRACIONES (mlU/ml-SERONO) DE FSH EN MUJERES AHENORREICAS 

Y EN LAS FASES FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES A CICLOS 
MENSTRUALES NORMALES.
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LH m lU/m l. 
SERONO

Wm Mu^ts normales M l  OS 

0  Amenorreas de origen gonodoi 

r~l Amenorreos de origen hipotoiamo* hipofisorio

SO

404

20
18

16

14

12
10
8

6
4
2

F A S E  FO LICU LA R FASE LU TEIN IC A

F I G . 51;  CONCENTRACIONES(mIU/ml-SERONO) DE LH
EN MUJERES AMENORREICAS Y EN LAS FASES 
FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES 

A CICLOS MENSTRUALES NORMALES.
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B) FOR EL METQDO DE SERONO

S e  h a n  d e t e r m i n a d o ,  i g u a l  q u e  e n  a l  m é to d o  a n t e ­

r i o r ,  LH y  FSH e n  :

1) C i c l o s  m e n s t r u a l e s  n o r m a l e s

2)  F a s e  f o l i c u l a r  y  F a s e  l u t e î n i c a  e n  M u j e r e s  n o r m a l e s

3) A m e n o r r e a s  d e  d i f e r e n t e s  c a u s a s .

Tomando como d i a  1 e l  1 2 d i a  d e  c o m i e n z o  d e  l a  

m e n s t r u a c i ô n , s e  r e a l i z a r o n  d e t e r m i n a c i o n e s  d e  FSH y  LH du 

r a n t e  t o d o s  l o s  d i a s  d e l  c i c l o  h a s t a  e l  c o m i e n z o  d e  l a  —  

m e s t r u a c i ô n  s i g u i e n t e  e n  t r è s  m u j e r e s  ( F i g . 4 9 ) . E n  l o s  —  

t r è s  c a s o s  l a s  m â x im a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  FSH y  LH c o i n ­

c i d e n  e n  e l  d i a  1 3 .  E l e g i m o s  e s t a  f o r m a  d e  r e p r e s e n t a c i ô n  

p a r a  h a c e r  n o t a r  l a  c o i n c i d e n c i a  d e  l o s  p i c o s  d e  FSH y  LH 

e n  e l  mismo d i a ,  q u e  n o  p o d i a  s e r  o b s e r v a d a  e n  l a  f o r m a  -  

d e  r e p r e s e n t a c i ô n  d e l  M é to d o  a n t e r i o r ,  e n  e l  qu e  h a b î a m o s  

e l e g i d o  e s t e  d i a  como r e f e r e n c i a .

La M, D . S ,  y  E .S .M ,  y  l o s  v a l o r e s  i n d i v i d u a l e s  

e n  l a  F a s e  f o l i c u l a r  y  l u t e î n i c a  s e  p r e s e n t a n  e n  l a  T a b l a  

17 - B .  G r a f i c a m e n t e , e s t o s  r e s u l t a d o s  p u e d e n  s e r  o b s e r v a —  

d o s  e n  l a s  F i g u r a s  50 y  5 1 ,  j u n t o  c o n  l o s  v a l o r e s  i n d i v i ­

d u a l e s  d e  m u j e r e s  c o n  d i f e r e n t e s  A m e n o r r e a s .

Los  v a l o r e s  d e  FSH y  LH e n  A m e n o r r e a s  de  o r i —
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g e n  h i p o t a l â m i c o - h i p o f i s a r i o  s o n  muy b a j o s  y  e n  l a s  d e  

o r i g e n  g o n a d a l  ( d i s g e n e s i a s  g o n a d a l e s )  s o n  mucho mâs  a l ­

t o s  q u e  l o s  n o r m a l e s ,  s i e n d o  g e n e r a l m e n t e  l o s  d e  FSH 

( 5 0 ,  48 m lu / J n l )  mâs  e l e v a d o s  q u e  l o s  d e  LH ( 2 5 ,  19 m i u /  

m l .
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I I I .  3 . DINAMICA DE LA SECRECION DE FSH Y LH 

EN MUJERES CON CICLOS ANOVULATORIOS

Se  d e t e r m i n a r o n  l a s  c i f r a s  d e  FSH y  LH e n  d o s  

m u j e r e s  q u e  p r e s e n t a b a n  b a c h e s  a m e n o r r e i c o s  c o n  c i c l o s  

a n o v u l a t o r i o s ,  c o n f i r m a d o s  c o n  e s t u d i o s  d e  t e m p e r a t u r a  

b a s a l  y  v a l o r a c i o n e s  d e  p r e g n a n d i o l ,  d u r a n t e  p e r i o d o s  

d e  5 a  8 m e s e s ,  y  q u e  s e  p u e d e n  o b s e r v a n  e n  l a s  F i g u r a s  

52  y  5 3 .

La c a r a c t e r i s t i c a  comûn d e  ambos  c i c l o s  e s  q u e  

e l  p i c o  o v u l a t o r i o  d e  FSH y  LH s e  p r é s e n t a  muy t a r d e ( d i a s  

29 y  31)  y  qu e  l a  f a s e  l u t e î n i c a  e s  muy c o r t a , p o s i b l e m e n -  

t e  d e b i d o  a  qu e  e l  c u e r p o  l û t e o  q u e  s e  f o r m a ,  e s  i n s u f i -  

c i e n t e  h o r m o n a l m e n t e .
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FIG. 52: CONCENTRACIONES (m lU /m l-N IH ) DE LH Y FSH EN UNA HUJER CON CICLOS
ANOVULATORIOS. SE TOMA COMO DIA 1 EL PRIMER DIA DE LA MENSTRUACION.

HiIU/mi.

SERONO

— LH

-  FSH

O

t  4 •  •  W »  H  l« M tO U  t4  M  t f

FIG .53: CONCENTRACIONES (mIU /mI-SERONO) OE LH Y FSH EN UNA MUJER CON CICLOS 
ANOVULATORIOS. SE TOMA COMO DIA 1 EL PRIMER DIA DE LA MENSTRUACION.
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I I I .  4 .  COMPARACION CUANTITATIVA PE LAS CONCENTRACIONES 

PE FSH Y LH OBTENIDAS FOR AMBOS METODOS EN SU-  

JETOS NORMALES

A) FSH

En l a  F i g u r a  54  s e  e x p r e s a n  c o m p a r â t i v a m e n t e  l o s  

v a l o r e s  d e  FSH e n  m u j e r e s ,  e n  l a s  d i f e r e n t e s  f a s e s  d e l  c i ­

c l o  m e n s t r u a l  , a s î  como e n  l o s  h o m b r e s .  Como s e  p u e d e  v e r , -  

l o s  v a l o r e s  m e d i o s  o b t e n i d o s  p o r  e l  m é t o d o  d e  NIH, s o n  —  

s i e m p r e  i n f e r i o r e s  a  l o s  o b t e n i d o s  p o r  e l  m é t o d o  d e  S e r o -  

n o ,  y  s u  d i s p e r s i é n ,  e n  t é r m i n o s  g e n e r a t e s ,  e s  t a m b i e n  me 

n o r .  S i n  e m b a r g o  e x i s t e  s i e m p r e  u n a  b u e n a  c o r r e l a c i ô n  e n ­

t r e  l o s  d a t o s  c o n s e g u i d o s  p o r  am bos  m é t o d o s .

B) JÆ

De i g u a l  f o r m a ,  e n  l a  F i g u r a  5 5 ,  s e  e x p r e s a n  -  

g r a f i c a m e n t e  y  d e  u n a  m a n e r a  c o m p a r a t i v a  l o s  r e s u l t a d o s  

p o r  am bos  m é t o d o s .  La d i f e r e n c i a  a p r e c i a d a  e n t r e  l a s  mé­

d i a s ,  més  e l e v a d a s  e n  e l  d e  S e r o n o  q u e  e n  e l  NIH, e s  mâs 

a c u s a d a  q u e  l a  o b s e r v a d a  p a r a  LH. La d i s p e r s i é n  d e  l o s  ■ 

d a t o s  d e l  m é t o d o  d e  NIH e s  m e n o r  q u e  e l  d e  S e r o n o ,  a u n q u e  

e x i s t e  b u e n a  c o r r e l a c i ô n  e n t r e  l o s  r e s u l t a d o s .
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m l U / m l  FSH MIDS SERONO
25 -

M Î OS NIH

20 -

15-

10-

F. LUTEIMCAF. FOLICULAR PICO OVULATORIO HOMBRCS

F I G .  5 4 :  COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FSH OBTENIDAS POR EL 

R . I .  A .  UT ILIZAND O EXTRACTOS P I T U I T A R I O S ( N I H )  Y EL R . I . A .  

UT ILIZAND O EXTRACTOS URINAR IOS (SERO NO) EN SUEROS DE MUJERES 

Y HOMBRES NORMALES.

m l U / m l  LH

40

30

20

KD

B

I

M 1 OS SERONO

M i  OS NIH

I 
I

F. FOLICULAR PICO OVULATORIO F. LUTEINICA

FIG . 5 5 :  COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE LH OBTENIDAS POR EL 
R . I .A .  UTILIZANDO EXTRACTOS PITUITARIOS(NIH) Y EN EL R . I . A .  
UTILIZANDO EXTRACTOS URINARIOS (SERONO) EN SUEROS DE NUJERES 

Y NOMBRES NORMALES.
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IV .  RESPUESTA DE LH Y FSH AL TEST DE LH-RH SINTETICO

IV .1. EN HOMBRES NORMALES

A) FOR EL METODO PE NIH

La r e s p u e s t a  d e  LH a  l a  i n y e c c i ô n  i . v .  d e  LH-RH 

c o n s i s t e  e n  u n a  e l e v a c i ô n ,  e s t a d i s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a ,  

e n  s ix  c o n c e n t r a c i ô n  q u e  c o m i e n z a  a  m a n i f e s t a r s e  a  l o s  15 

m i n u t o s  y  q u e  d u r a , a p r o x i m a d a m e n t e ,  h a s t a  l o s  4 5 . ( F i g .

5 6 . y  T a b l a  1 8 ) .  Los  n i v e l e s  d e  FSH e x p e r i m e n t a n  t a m b i e n  -  

u n a  s u b i d a  p o r  e n c i m a  d e  l o s  b a s a l e s ,  p e r o  mucho m e n o r ,  

mâs r e t r a s a d a  ( e n t r e  l o s  90  y  120  m i n u t o s ) ,  y  s i n  s i g n i  

f i c a n c i a  e s t a d l s t i c a .

B) POR EL METODO PE SERONO

De l a  misma m a n e r a  que  e n  e l  m é t o d o  a n t e r i o r ,  

l a  F i g u r a  57  y  l a  T a b l a  19 r e p r e s e n t a n  l a s  r e s p u e s t a s  de  

FSH y  LH e n  9 h o m b r e s  n o r m a l e s .  La r e s p u e s t a  d e  LH e s  m â- !  

x im a  a  l o s  30 - 4 5  m i n u t o s  y  l a  d e  FSH a l o s  6 0 - 9 0 ,  s i e n d o  

é s t a  m e n o r  q u e  l a  d e  LH y  s i n  s i g n i f i c a n c i a  e s t a d î s t i c a .
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m lU /m l. (NIH)

10

#
7

«
B
4

3
t'

1

HOMBRES NORMALESLH

FSHL H - R H  (100 |i« .)

16' SO* 48* •O' ISO'

FIG.56: VALORES BASALES Y A LOS 15,30,45,60 90 Y 120 MINUTOS DE FSH
Y DE LH ( nIU/nl ±D.S.-NIH) DESPUES DE LA ADMINISTRACION I.V, 
DE 100 >ig DE LH-RH EN 3 NOMBRES NORMALES.

TABLA 18

VALORES DE LH Y FSH EN HOMBRES NORMALES DESPUES 
DE LA ADMINISTRACION DE 100 AiQ DE LH-RH

MINUTOS
n° Basai 15 30 45 60 90 120

LH mlU/tnl (NIH)

1
2
3

2,0
1.8
0,85

6,5
10,5
8,4

8,8
9,5
8,0

8,5
10,0
7,9

6,7
7,1
6.6

5.6
5.5
4.6

4.6
4.2
4.0

MEDIA
D.S.
E.S.M

% A

1,55
0,61
0,35

8,47**
2,0
1,16

446

8,77**
0,75
0,43

465

8,8**
1 ,08 
0,62 

467

6,8** 5,23* 
0,26 0,55 
0,15 0,32 

338 237

4.27 * 
0.31 
0.18 

175
FSH mlU/ml (NIH)

1
2
3

4,5
2,9 
1 ,6

3,2
3,4
2,0

3,6
4.2
2.3

3,8
4.0
2.0

3,0
3.6
2.6

3.6
3.2
2.4

5.4
3.6
2.6

MEDIA
D.S.
E.S.M.

% A

3
1,45
0,84

2,87
0,76
0,44

-4

3,37
0,97
0,56

12

3,27
1,10
0,64
9

3,07
0,50
0,29
2

3.07
0.65
0.35
2

3.87
1,42
0.82

29

**OIFERENCIA SIGNIFICATIVA 
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA

P - 0,001 
P« 0.01 DE LOS VALORES BASALES
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nW /iM  (SERONO)

— LH 
- ——FSH

h o m b r e s  n o r m a l e s  ( n * 9 )

W R20'

F I G .57 : VALORES BASALES Y A LOS I S , 3 0 . 4 5 . 6 0 , 9 0  Y 120 MINUTOS 
DE FSH Y LH ( h I U / b I i O . S . -SERONO) DESPUES OE LA 
ADMINISTRACION I . V .  DE lOD |Hg DE LH-RH EN 9 NOMBRES 
NORMALES.
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TABLA 19

VALORES OE LH T FSH EH HONORES HORNALES DESPUES 
DE LA ADNIHISTRACIOH DE 100 fig DE LH-RH

NIHUTDS

« • BASAL 15 30 45 60 90 120

LH a l U / a l  (SERONO)

1 7 29 30 27 2 2 . 5 22 1 6 . 5

2 4 22 26 2 7 . 5 35 17 1 5 . 5
3 6 . 5 40 45 36 34 37 34
4 13 23 24 29 26 23 21

S 7 . S 20 1 8 . 5 18 18 14 11
6 16 22 23 20 24 21 19
7 13 3 0 . 8 2 8 . 2 25 2 2 . 4 1 9 . 6 1 5 . 5
8 12 2 8 . 2 2 8 . 5 2 4 . 4 19 19 1 7 .2

MEDIA 9 , 8 8 2 6 . 8 8 * * 2 7 . 9 * * 2 5 . 8 6 * * 2 5 . 1 1 * * 2 1 . 5 8 * * 1 8 .7 1 *

D .S . 4 , 1 6 6 . 5 9 7 . 8 2 5 . 5 5 6 . 3 3 6 . 8 6 6 . 8 3
E .S .M . 1 . 4 7 2 . 3 3 2 . 7 7 1 . 9 6 2 . 2 4 2 . 4 3 2 . 4 1

% A 172 182 161 154 118 89

FSH B l U / a l  (SERDNO)

1 3 . S 6 . 3 6 . 2 6 . 2 6 . 5 5 . 7 7 . 5
2 2 , 9 3 . 0 3 . 4 3 . 1 4 . 2 2 . 9 3 .2
3 S .S 1 0 . 0 1 2 . 0 1 2 . 5 1 1 . 0 8 . 5 1 0 . 0
4 2 . 2 2 . 3 2 . 6 2 . 8 2 . 9 2 . 8 3 . 5
S 6 . 9 6 . 5 5 . 0 6 . 0 6 . 5 8 . 5 7 . 5
6 1 , 8 2 . 0 1 . 5 1 .0 2 . 1 2 . 8 1 . 8
7 4 . 2 6 . 0 5 . 8 7 . 2 7 . 8 6 . 0 5 . 5
8 3 . 4 5 . 5 6 . 0 6 . 7 7 . 2 5 . 5 4 . 6

MEDIA 3 . 8 5 . 2 5 . 3 1 5 . 6 9 5 . 5 3 5 . 3 3 5 . 4 5
D .S . 1 .7 2 . 6 8 3 . 2 3 . 5 2 . 8 2 . 3 7 2 . 7 3

E .S .M . 0 . 6 0 . 9 5 1 . 1 3 1 . 2 5 1 .0 2 0 . 8 4 0 . 9 3
% A 36 39 49 45 40 43

**  DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P-c 0 . 0 0 1

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P-c 0 . 0 1 DE LOS VALORES BASALES
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IV .  2 .  EN HOMBRES CON DIVERSAS PATOLOGIAS ENDOCRINAS~

E l  t e s t  d e  LH-RH s e  h a  r e a l i z a d o  e n  d o s  s u j e t o s  

q u e  s u f r î a n  h i p o g o n a d i s m o  s e c u n d a r i o  c o n  l o s  d i a g n ô s t i c o s  

d e  O b e s i d a d  h i p o t a l â m i c a ,  e n  u n  c a s o ,  y  S î n d r o m e  d e  K a l l —  

man, e n  e l  o t r o ;  e n  am bos  c a s o s ,  como s e  v e  e n  l a  F i g u r a  

5 8 ,  s e  a p r e c i a  u n a  r e s p u e s t a  d i s m i n u i d a  a l  t e s t ,  t a n t o  de  

FSH como d e  LH.

Es i n t e r e s a n t e  s e h a l a r ,  s i n  e m b a r g o ,  q u e  s i e m —  

p r e  h a y  a l g d n  g r a d o  d e  r é s e r v a  g o n a d o t r ô p i c a ,  l o  que  f a -  

v o r e c e  q u e  l a  p i t u i t a r i a  e s t a  I n t a c t a  e n  am bas  s i t u a c i o -  

n e s .
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—  NOMBRES NORMALES ( n « 9 )

—  OBESIDAD 

•........ KALLMAN

LH(Serono)

3 5 .

2 5 .

15-

5 -

LH

FSH (Serono)

LH RH(K)OAgr)i

B lë" ' 45' ' 95* B 15' ' 45'* ’ 90* '

FIG. 58: RESPUESTA OE FSH Y LH (mlU/ml-SERONO) A LA ADMINISTRACION I.V . 
DE IDD ng  DE LH-RH EN UN OBESD Y UN SINDROME DE KALLMAN EN 
COMPARACION CON LA RESPUESTA EN HOMBRES NORMALES.
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I V .  3 .  EN MUJERES NORMALES

A) POR EL METODO DE NIH

La r e s p u e s t a  d e  LH y  FSH a l  t e s t  d e  LH-RH e n  u n  

g r u p o  d e  m u j e r e s  n o r m a l e s  s e  r e p r é s e n t a  e n  l a  F i g u r a  59 y  

e n  l a  T a b l a  2 0 ,  A l  i g u a l  q u e  e n  l o s  h o m b r e s ,  l a  r e s p u e s t a

d e  LH e s  m âxim a  a  l o s  3 0 - 4 5  m i n u t o s  y  e s  e s t a d i s t i c a m e n t e

s i g n i f i c a t i v a .  La r e s p u e s t a  d e  FSH e s  m e n o r  y  mâs r e t r a s a  

d a ,  s i e n d o  mâxima  e n t r e  l o s  90 y  120 m i n u t o s .  Es  i n t e r e ­

s a n t e  c o m e n t a r  q u e  l a  r e s p u e s t a  d e  FSH e s  mâs a c u s a d a  e n  

l a s  m u j e r e s  q u e  e n  l o s  h o m b r e s ,  p u e s  e n  e l l a s  s e  a p r e c i a  

q u e  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l o s  v a l o r e s  b a s a l e s  y  l o s  o b t e n i ­

d o s  d e s p u é s  d e  l a  i n y e c c i ô n  i . v .  d e  LH-RH e s  e s t a d i s t i c a ­

m e n t e  s i g n i f i c a t i v a ,  c o s a  qu e  n o  s u c e d i a  e n  l o s  h o m b r e s .

B) POR EL METODO DE SERONO

En l a  F i g u r a  60 y  e n  l a  T a b l a  21 s e  i l u s t r a n  -

l a  r e s p u e s t a  d e  LH, q u e  e s  m âxima a  l o s  30 m i n u t o s  y  e s t a

d i s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a ,  y  l a  d e  FSH, q u e  e s  mâxima  e n  

t r e  l o s  90 y  120 m i n u t o s ,  m e n o r  y  mâs r e t r a s a d a  q u e  l a  d e  

LH, a u n q u e  d e  n u e v o  mâs a c u s a d a  que  e n  l o s  h o m b r e s .
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m lU /m l. (NIH)

MUJERES NORMALES 
nU C  FOLICUUM

IS LH

L H -R H  0 0 0  p a )14 FSH

IS

18 SO' 4 1 ' #0 #0f ISO'

FIG. 59: VALORES BASALES Y A LOS 15.30.45,60,90 Y 120 MIUNTOS OE FSH 
Y DE LH (a lU /a l 2 0 .S.-NIH) DESPUES DE LA ADMINISTRACION I.V . 
DE 100 jug OE LH-RH EN 7 NUJERES NORMALES DURANTE LA FASE 
FOLICULAR

TABLA 20

VALORES OE LH Y FSH EN NUJERES NORMALES (FASE FOLICULAR) OESPUES DE 
______________ LA ADMINISTRACION OE 100 pfl OE LH-RH.________________

MINUTOS

n* BASAL 15 30 45 60 90 120

LH mlU/ml (NIH)

1 1.82 10.0 11.0 11,0 9.2 _ 5.6
2 1.5 4,8 5.6 5,7 5.1 4,7 4.5
3 0.95 19,0 18.0 15,0 11.8 11.2 -
4 2.2 8.4 11.5 11 10,2 11,8 11.8
5 4.8 10.0 14.0 - 12,0 9,5 6,5
6 1.78 8.0 10.6 10.8 9,7 7,1 6.5
7 2.7 6.2 11,3 11,7 12,0 11,4 9.0

MEOIA 2.24 8,2**
** ♦*

11,71 10,87 10.0 9.28** 7.32**
O.S. 1,25 2,06 3,74 2,98 2,45 2.84 2.65

E.S.M 0.47 0,78 1,41 1,22 0,93 1.16 1,08
i  A 226 422 385 346 314 226

FSH mlU/ral (NIH)

1 5,0 6,9 8,0 7,1 8.1 6,6
2 3.1 3,2 3,7 3,7 3,9 4.5 4,6
3 3.1 3,2 4.4 5 5,8 6.3 6.3
4 4.5 5,0 6,0 6,4 6,2 7,0 6.4
5 4.2 5,5 6,8 6,7 5,7 6,5 5,3
6 3,7 5.7 7,2 8,3 8,5 7,9 8.0
7 4,7 5,2 7,0 6,8 8,0 9,2 9,3

MEDIA 4,04 4,96 6,16 6,03 6,6* 6,9* 6,64 *
D.S. 0,76 1.35 1,57 1,42 1,67 1,59 1,58

E.S.M, 0,29 0,51 0,59 0,54 0,63 0,65 0,6
% A 22 52 49 63 70 64

DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P < 0 ,001

DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P < 0 ,01 DE LOS VALORES BASALES
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fltlU 'm l (SERONO)

— LH 
FSH

45.
M UJERES NORMALES ( n > 9 )  

X Û n  «Î (F4SE FOLICULAR)

T5 ® *30 •45’ •eo' w  *120

FIG.  6 0 :  VALORES BASALES Y A LOS 1 5 , 3 0 , 4 5 . 6 0 , 9 0  Y 120 MINUTOS DE
FSH Y LH (mlU/ml t 0 . S . -SERONO) DESPUES OE LA ADMINISTRACION 
OE 100 i jg OE LH-RH EN 9 MUJERES NORMALES DURANTE LA FASE 
FOLICULAR.
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T A B U  21

VALORES DE IN  V ESN E l  NUJERES NORMALES (EASE EOLICULAR) DESPUES DE LA 

ADNIHISTRACION DE 1 0 0  H f  DC LN-RH

NINUTOS

BASAL 15 30 4 5 40 90 120

LH a l U / a l (SERONO)

1 § 17 1 8 . 4 21 19 17 11

z 14 27 29 2 5 27 27 25

3 9 24 34 31 25 24 22

4 4 19 2 4 1 0 . 5 11 9 . 2 7

5 4 . 2 1 0 . 5 14 17 14 I B . S 1 2 . 5

6 B 3 0 . 5 34 3 7 , 5 32 38 31

7 5 . 3 14 23 27 32 14 18

8 3 . 1 25 38 44 44 39 28

9 14 34 34 32 34 36 30

NEOIA 7 . 9 4 2 2 . 3 3 * * 2 8 . 2 9 * * 2 7 . 2 2 * * 2 7 . 1 1 * * 2 4 . 9 7 * * 2 0 . 5  *

O . S . 4 . 4 1 7 . 7 7 8 . 2 1 0 . 3 2 1 0 . 8 2 1 0 . 7 7 8 . 8 2
E . S . N . 1 . 4 7 2 . 5 9 2 . 7 3 3 . 4 4 3 . 6 1 3 . 5 9 2 , 9 4

S A 180 2 62  241 240 213 157

FSH m lU /m l  (SERONO)

1 6 . 2 1 0 . 7 19 1 4 . 5 1 9 . 1 2 1 . 7 1 9 . 3

2 7 . 5 1 1 . 0 14 1 3 . 5 12 13 14

3 4 , 5 5 . 7 4 . 7 6 . 8 5 . 7 5 . 9 5 . 7

4 4 . 0 3 . 5 5 . 5 5 . 8 6 , 0 6 . 5 7 . 0

S 6 . 5 1 0 . 0 9 . 5 1 1 . 0 1 0 . 0 1 6 . 0 1 7 . 0
6 5 . 2 6 . 2 8 . 0 8 . 2 1 0 . 5 1 0 . 2 7 . 5
7 3 . 0 4 . 2 5 . 0 6 . 4 5 . 5 5 . 3 5 . 4

8 9 . 5 9 . 0 1 0 . 5 1 1 . 5 1 3 . 5 1 2 . 0 1 0 . 5

9 8 . 1 1 1 . 0 1 1 . 5 1 1 . 5 1 1 . 0 1 1 . 0 1 0 . 2

MEDIA 6 . 0 6 7 . 9 2 9 . 9 7 * * * 9 . 9 1 * * * 1 0 .3 7 * * * r 1 1 . 2 9 * * * *  1 0 . 7 3 * *

D . S . 2 . 0 9 3 . 0 0 4 . 4 7 3 . 2 0 4 . 3 9 5 . 2 8 5 . 0 2

E . S .M . 0 . 7 0 0 . 9 8 1 . 4 9 1 . 0 7 1 . 4 6 1 . 7 4 1 . 4 7

% A 30 44 63 71 84 77

**** p<o,oz
* * *  P < 0 ,0 5

**  P < 0 , 0 0 1

* P < 0 . 0 1  DIEERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LOS VALORES BASALES
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I V .  4 .  BN MUJERES CON P I VERSAS PATOLOGIAS ENDOCRINAS

La r e s p u e s t a  a l  t e s t  d e  LH-RH e n  u n  g r u p o  d e  mu 

j e r e s  c o n  S i n d r o m e  d e  S H e e h an  s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i ­

g u r a  6 1 .  En l o s  t r è s  c a s o s  e s t u d i a d o s  l o s  v a l o r e s  b a s a l e s  

d e  LH y  FSH s o n  m e n o r e s  q u e  l o s  n o r m a l e s ,  y  e x i s t e  s i e m —  

p r e  r e s p u e s t a  a l  t e s t  a u n q u e  e n  u n  g r a d o  i n f e r i o r  a l  que  

p r e s e n t a n  l o s  s u j e t o s  n o r m a l e s .

Hemos e s t u d i a d o  t a m b i e n  u n  g r u p o  d e  m u j e r e s  que  

p a d e c i a n  d e  S i n d r o m e  d e  C u s h i n g  p o r  h i p e r p l a s i a  s u p r a r r e -

n a l  y  c o n  a m e n o r r e a  d e  v a r i o s  a h o s  d e  d u r a c i ô n .  Como s e  -

p u e d e  a p r e c i a r  e n  l a  F i g u r a  6 2 ,  l a  r e s p u e s t a  a l  t e s t  d e  -

LH-RH , s o b r e t o d o  e n  d o s  d e  e l l a s ,  e s  muy p o b r e  e n  r e l a —

c i ô n  c o n  l a  d e  l o s  n o r m a l e s ,  q u e  s e  m a n i f i e s t a  m i s  c l a r a -  

m e n t e  e n  l a  d e  LH,
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FSH
LH-RH ( lO O /y , ) .LH-RH

4*.

40.

MUJERES NORMALES ( n * 9 )

SINDROME ■ DE SHEEHAN (n > 3 )SO.

so

F IG . 6 1 ; RESPUESTA OE FSH Y LH (■ lU /n l-S E R O H O ) A LA AONINISTRACION I . V .  

DE 100 MS  OE LH-RH EN 3 SINOROHES OE SHEEHAN COHPARAOA CON 

LA RESPUESTA EN MUJERES NORMALES.
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m ,U/mL (SERONO) 
LH FSH

LH-RH (100 Kqrs.) |LH-RHILH-RM

r
MUJERES NORMALES (n > 9)

SINDROME DE CUSHING ( n « 3 )

M ± D .S .

— I I I I  I -  r
8 IS' ZO 4S' 60 ' 90r w y

F IG . 6 2 :  RESPUESTA DE FSH Y LH ( n lU /a 1  -SERONO) A LA ADNIHISTRACION I . V .  

DE 100 * ig  DE LH-RH EN 3 SINDRONES DE CUSHING COHPARAOA CON 

LA RESPUESTA EN NUJERES NORNALES.
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IV . 5 .  EFECTO DE LA TESTOSTERONA I . V .  EN LA RESPUESTA 

DE FSH Y LH AL TEST DE LH-RH EN HOMBRES NORMA­

LE S.

T e s t o s t e r o n a  c r i s t a l i n a  d i s u e l t a  e n  0 , 5  ml d e  -  

a l c o h o l  e t l l i c o ,  e n  d o s i s  f a r m a c o l ô g i c a s  ( 12 mg) f n é  a d —  

m i n i s t r a d a  e n  i n f u s i ô n  i . v .  d u r a n t e  c u a t r o  h o r a s  c o n  e l  -  

f i n  d e  c o m p r o b a r  s u  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  s o b r e  l a  s e c r e c c i ô n  

d e  FSH y  LH y  s o b r e  l a  r e s p u e s t a  a  l a  i n y e c c i ô n  d e  LH-RH.

Como s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i g u r a  63 y  e n  l a  -  

T a b l a  2 2 ,  l a  a d m i n i s t r a c i ô n  d e  t e s t o s t e r o n a  i . v . ,  d u r a n t e -  

d o s  h o r a s ,  d i s m i n u y e  n o t a b l e m e n t e  l o s  n i v e l e s  b a s a l e s  d e  

LH s i n  q u e  s e  v a r i a n  l o s  d e  FSH. P o r  e l  c o n t r a r i o , l a  t e s ­

t o s t e r o n a  e s  i n c a p a z  d e  m o d i f i c a r  l a  r e s p u e s t a  d e  am bas go 

n a d o t r o p i n a s  a l  e s t i m u l o  d e  LH-RH d e  u n a  m a n e r a  n e g a t i v a ,  

e  i n c l u s o  s e  p u e d e  d e c i r  q u e  l a  f a v o r e c e , a û n  c u a n d o  l a  d i -  

f e r e n c i a  r e s p e c t o  a l  g r u p o  c o n t r o l  n o  e s  s i g n i f i c a t i v a .
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LH
mlU/nril (NIH)

IS
14

LH - RH (100 PS)19
It
II
10

TtSTOSTEWOm ( I t # , ) ,

T
S
a
4'

9
t

FSH

- - 4  HOMMES NORMALES (m •9)
— 0  TESTOSTERONA (A •9)

A » E S  M.

.LH-RH (K>0|tf.)

r -
tnONA

J J -U C ZJ-Lu A,.

•  90* Stf s t f  I t t f M* aof 4 f  SOT SOT *0" ■ 90* sdf

FIG. 57: EFECTO DE LA AONINISTRACION DE 12 mg DE TESTOSTERONA EN LA RESPUESTA OE FSH Y LH(NIH) 
A LA INYECCION INTRAVENOSA DE 100 919 DE LH-RH EN 3 HONORES NORNALES. LAS DIFERENCIAS 
DE RESPUESTAS EN ANBOS CASOS NO SON SIGNIFICATIVAS ESTADISTICANENTE.

TABLA 22

VALORES DE LH Y FSH EN HOMBRES NORMALES DESPUES OE LA 
ADMINISTRACION DE 100 pg DE LH-RH 12 mg DE TESTOSTERONA

MINUTOS
n“ BASAL 30 60 90 120 15 30 45 60 90 120

LH mlU/ml (NIH)

1 4.3 3 2.8 2.7 2.3 11.2 12.0 11.0 10.0 7.5 6.5
2 3,0 2.1 2.0 1.4 1.7 6.4 6.0 5.4 5.5 5.5 4.2
3 3.0 2.1 2.0 1.6 2.8 17.0 20.0 18 17 11.5 9,0

MEDIA 3.43 2.4 2.27 1.9 2.27 11.53 12.33 11.47 10.83 8.17 6,57
O.S. 0.75 0.52 0.46 0.70 0.55 5,31 7.09 6.71 5.80 3,06 2.4

E.S.M. 0.43 0 .30 0.27 0.4 0.32 3,06 4.10 3.88 3.35 1,76 1.39

FSH mlU/ml (NIH)

1 3 1,7 2.7 2.3 2.5 2,6 2.4 3.2 3.4 2.5 2.7
2 3.8 4.5 5.0 6.0 5.5 6.5 6.2 6.1 6,0 8.0 -
3 2,3 - 1.9 2.7 2.8 3.8 4.5 4.0 4,0 4,5 5.0

MEDIA 3.03 3.1 3.2 3,67 3.6 4,3 4.37 4.43 4.47 5,0 3.85
D.S. 0.75 1.98 1.61 2.03 1.65 2.0 1.9 1.5 1.36 2,78 1.63

E.S.M. 0.43 1.4 0.93 1.17 0.95 1.15 1.1 0.86 0.79 1.61 1.15
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I V .  6 .  EFECTO DE LOS ESTROGENOS (E Q U I N O S )  EN LA R E S P U E S ­

TA DE F SH  Y LH A L T E S T  DE L H -R H  EN M UJERES NORMA—  

L E S  ( F A S E  F Q L IC U L A R )

E s t r ô g e n o s  e q u i n o s  c o n j u g a d o s  e n  d o s i s  f a r m a c o l ô g i ­

c a s  p a r a  s e r e s  h u m an o s  (2 0  mg) f u e r o n  a d m i n i s t r a d o s  i . v .  -  

d u r a n t e  c u a t r o  h o r a s  c o n  e l  f i n  d e  e s t u d i a r  s u  e f e c t o  i n h i  

b i d o r  e n  l a  s e c r e c i ô n  d e  F S H  y  L H , y  t a m b i é n  e n  l a  r e s p u e s  

t a  c o n  L H - R H .

Como p u e d e  a p r e c i a r s e ,  e n  l a s  F i g u r a s  64  y  65 y  e n  

l a  T a b l a  2 3 ,  e n  c o n d i c i o n e s  b a s a l e s  y  d e s p u é s  d e  d o s  h o ­

r a s  d e  l a  i n f u s i ô n  d e  e s t r ô g e n o s ,  l o s  v a l o r e s  d e  FSH y  LH 

e s t â n  m a r c a d a m e n te  d i s m i n u î d o s ,  s o b r e t o d o  l o s  d e  FSH. —  

T r a s  l a  i n y e c c i ô n  d e  LH-RH, l o s  e s t r ô g e n o s  s o n  c a p a c e s  de  

i n h i b i r  p r a c t i c a m e n t e  l a  r e s p u e s t a  d e  FSH y  LH a l  c i t a d o  

e s t i m u l o ,  d e  t a l  modo q u e  l a  d i f e r e n c i a  r e s p e c t o  a l  g r u p o  

c o n t r o l  e s  e s t a d i s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a ,  a u n q u e  m enos  -  

a c u s a d a  e n  l o s  v a l o r e s  d e  FSH.
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— NUJERES NORNAlEStoaT)
FASE FOLICULAR I T - f  DIA )

LH(NIH)
—^  ESTROGENOS l . i . l m S )  

6  N+ESM13

11

9 -

ESTROGENOS 
(20 mgr)

7

5

3

1 X  X X X  X  X

B 30 60 90 120 15 30 45 60 90 120 150 ISO 210 240 NINUTOS

FIG. 64; EFECTO DE LA AONINISTRACION DE 2o mg DE ESTROGENOS EN LA RESPUESTA 
DE LH (NIH) A LA INYECCION INTRAVENOSA OE 100 Mi OE LH-RH CN 5 
NUJERES NORNALES DURANTE LA FASE FOLICULAR. LA DIFERENCIA OE 
RESPUESTA PRODUCIDA NO ES SIGNIFICATIVA ESTADISTICANENTE.

mlU/m1 MUJERES NORMALES (n *7)
•  FASE F O L I C U L A R

— O  ESTROGENOS I . V . ( n « 5 )

3  -  E S M

  ■ |  . - y  ,  ,--------  I I • • .  • I I I I I ' ■

B 3 0  6 0  9 0  1 2 0  15  3 0  4 5  6 0  9 0  1 2 0  1 5 0  1 8 0  2 1 0  2 4 0  MI N U T O S

FIG. 6 5 :  EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 2o mg DE ESTROGENOS EN LA RESPUESTA
DE FSH (NIH) A LA INYECCION INTRAVENOSA DE IDO ug DE LH-RH EN 5
MUJERES NORMALES DURANTE LA FASE FOLICULAR. LA DIFERENCIA DE
RESPUESTA PRODUCIDA NO ES SIGNIFICATIVA ESTADISTICAMENTE.
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TA#l* 23

VALORES DE LH V FSH EN NUJERES NORMALES DESPUES DE LA ADNIHISTRACION 
OE lOOug DE LH-RH + 20 m g .  DE ESTROGENOS (CORESTRON) EQUINOS

LH mlU/ml  (NIH)

NINUTOS
n “ B a s a l 30 60 90 120 15 30 45 60 90 120 ISO 100 210 240

1 3 . 5 2 . 6 2 . 1 3 . 8 2 . 6 4 . 6 7 . 0 6 . 0 5 . 5 4 . 2 4 . 0 3 . 4 3 . 1 3 . 2 2 . 2
2 4 . 7 3 . 4 4 . 3 3 . 4 4 . 0 4 . 5 6 . 0 3 . 9 4 . 7 3 . 5 3 . 2 3 . 2 2 . 3 2 . 0 2 . 7
3 2 . 6 2 . 4 2 . 1 2 . 1 1 .5 3 . 2 2 . 7 2 . 4 1 . 8 2 . 4 2 . 2 1 . 4 2 . 0 1 . 5 2 . 0
4 3 . 0 3 .2 2 . 1 2 . 7 2 . 8 5 . 2 5 . 0 4 . 3 5 . 0 4 . 0 3 . 0 - - - -
5 4 . 5 3 . 8 4 . 0 2 . 8 3 . 0 4 . 5 4 . 4 3 . 8 2 . 7 2 . 6 2 . 2 - - - -

MEDIA 3 . 6 6 2 . 8 8 2 . 9 2 2 . 9 6 2 . 7 8 4 , 4 0 * 5 .0 2 * 4 . 0 8 * 3 . 9 5 * * 3 . 3 4 * ’ 2 . 9 2 * 2 . 6 7 2 . 4 7 2 . 2 3 2 . 3 0
O .S . 0 . 9 2 0 . 4 1 1 . 1 3 0 . 6 6 0 . 9 0 0 . 7 3 1 . 6 3 1 . 2 9 1 . 5 8 0 . 8 1 0 . 7 6 1 . 1 0 0 . 5 7 0 . 0 7 0 . 3 6
E.S .M . 0 . 4 1 0 , 1 9 0 . 5 0 0 . 2 9 0 . 4 0 0 . 3 3 0 . 7 3 0 . 5 8 0 . 7 1 0 , 3 6 0 . 3 4 0 . 6 4 0 . 3 3 0 . 5 0 0 . 2 1

FSH mlU/ml (NIH)

n* B a s a l 30 60 90 120 15 30 45 60 90 120 150 180 210 240

1 4 . 2 3 . 6 2 . 6 2 . 9 2 . 6 2 . 9 5 . 1 4 . 2 3 . 8 4 . 2 3 . 9 3 . 0 3 . 9 4 . 2 2 . 6
2 5 . 0 3 . 7 3 .1 3 . 1 2 . 3 3 . 9 2 . 7 3 . 6 4 . 7 4 . 2 4 . 2 4 . 7 4 . 6 3 . 8 -
3 4 . 5 4 . 0 4 . 0 3 . 7 4 . 7 5 . 0 4 . 5 4 . 3 4 , 0 3 . 8 3 . 5 4 . 7 2 . 3 4 . 4 3 . 8
4 4 . 5 5 . 0 3 . 8 4 . 1 3 . 8 6 . 0 5 . 5 4 . 5 3 . 8 5 . 0 5 . 0 - - - -
5 7 . 0 6 . 0 5 . 7 5 . 2 6 . 0 5 . 5 6 . 0 6 . 3 6 . 5 6 . 0 6 . 5 - - - *•

MEDIA 5 . 0 4 4 . 4 6 3 . 8 4 3 . 8 0 3 . 8 8 4 . 6 6 4 . 3 6 4 . 5 8 4 . 5 6 4 . 6 # * * 4 6 f  4 . 1 3 3 . 6 0 4 . 1 3 3 , 2 0
O .S . 1 . 1 3 1 . 0 2 1 . 1 8 0 . 9 2 1 . 5 3 1 . 2 5 1 . 4 4 1 . 0 2 1 . 1 5 0 . 8 8 1 . 1 9 0 . 9 8 0 . 8 9 0 . 3 1 0 . 8 5
E .S .M . 0 . 5 1 0 . 4 6 0 . 5 3 0 . 4 1 0 . 6 8 0 . 5 6 0 . 6 5 0 . 4 6 0 . 5 1 0 . 3 9 0 . 5 3 <1.57 0 . 5 1 0 . 1 8 0 . 6 0

•  P 
** P

«  0 . 0 1  
-c 0 . 0 0 1  
<  0 . 0 2  
<  0 . 0 5 DIFERENCIAS 

100 Mi  OE LH

SIFNIFICATIVAS 
-RH (TABLA 20)

DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES A LA AONINISTRACION DE



250

IV .  7 .  CONCENTRACION DE FSH Y LH EN NiROS.

Se  h a n  d é t e r m i n a do l a s  c i f r a s  b a s a l e s  d e  g o n a d o t r o  

f i n a s  e n  t i n  g r u p o  d e  n i n o s  n o r m a l e s  d e  e d a d e s  c o m p r e n d id a s  

e n t r e  7 y  13  a n o s .  Como p u e d e  o b s e r v a r s e  e n  l a s  F i g u r a s  -  

66 y  67 l a s  c i f r a s  v a n  a u m e n t a n d o  p a r a l e l a m e n t e  c o n  l a  —  

e d a d ,  t a n t o  l a  LH como l a  FSH; a  l o s  1 0 - 1 3  a n o s  l a s  c i f r a s  

d e  FSH y a  h a n  a l c a n z a d o  l a s  d e  l a  e d a d  a d u l t a ,  m i e n t r a s  —  

q u e  l a s  d e  LH, s u p e r i o r e s  a  l a s  d e  FSH, a  l o s  1 0 - 1 3  a h o s  -  

t o d a v i a  n o  h a n  a l c a n z a d o  l o s  l i m i t e s  d e  n o r m a l i d a d  d e  l o s  

h o m b re s  a d u l t o s .
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FSH - SERONOÏ
ml U /ml

30.

«1

QNombTM a t  SO 

#  NiMo# normales

14

15 
IS
1 I . 

lo­
s ­
s'
7-

6-
Si
4 <

5
2
I i

•  •  • •

7 -1 0  oAos 10-IS oAot

F IG.  6 6 :  VALORES DE FSH ( n lU /n l -S E R O N O )  EN NIROS NORMALES CONPARADOS 
CON LOS VALORES EN NOMBRES ADULTOS.
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LH S E R O N O

ml U/ml

y  HombrM normotos. 

#  Niltos nonnolw.
19

17

18

13

7

5

3

•  •

7 - 1 0  oAot 10-13 oAoa

F IG.  6 7 :  VALORES DE LH ( r I U / mI-SERONO) EN NIROS NORMALES CONPARADOS 

CON LOS VALORES EN HOMBRES ADULTOS.
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IV . 8 .  RESPUESTA DE LH Y FSH AL TEST DE LH-RH SINTE-  

TICO EN NINOS PREPUBERALES Y PUBERALES.

En l o s  t e s t s  d e  LH-RH r e a l i z a d o s  e n  n n  y r u p o -  

d e  n i n e s  p r e p u b e r a l e s  y  e n  o t r o  g r u p o  d e  n i n o s  p u b e r a l e s ,  

s e  h a n  i n y e c t a d o  i . v .  200  u g  d e  LH-RH, d i s u e l t o s  e n  300 

c . c .  d e  s u e r o  s a l i n o ,  d u r a n t e  c u a t r o  h o r a s ;  s e  h a n  d e t e r  

m in a d o  l o s  v a l o r e s  b a s a l e s  d e  FSH, LH y  T e s t o s t e r o n a  a  -  

l a  1 ,  2 ,  3 y  4  h o r a s  d u r a n t e  l a  i n f u s i ô n  y  30 m i n u t e s  de_s 

p u é s  d e  t e r m i n a d o  e l  e x p e r i m e n t o .  L o s  r e s u l t a d o s  s e  e s —  

p r e s a n  e n  l a  F i g u r a  68 y  e n  l a s  T a b l a s  24 y  2 5 .

En l o s  n i n o s  p r e p u b e r a l e s  l a  r e s p u e s t a  t a n t o  -

d e  FSH como d e  LH e s  muy p o b r e ,  n o  s i e n d o  e s t a d l s t i c a m e n  

t e  s i g n i f i c a t i v a .  Es i n t e r e s a n t e  c o m e n t a r  e l  h e c h o  d e  -  

q u e  l a  r e s p u e s t a  d e  FSH e s  mâs a c e n t u a d a  q u e  l a  d e  LH, 

a l  r ê v é s  d e  l o  q u e  s u c e d i a  e n  l o s  a d u l t o s .

En l a  p u b e r t a d ,  l a  r e s p u e s t a  a l  LH-RH e s  p r a c ­

t i c a m e n t e  i g u a l  a  l a  o b t e n i d a  e n  l o s  a d u l t o s .  E l  i n c r e —

m e n to  d e  l a  t e s t o s t e r o n a ,  como e s  l ô g i c o ,  s i g u e  p a r a l e l o  

a l  d e  LH t a n t o  e n  l o s  p u b e r a l e s  como e n  l o s  p r e p u b e r a l e s ,  

a u n q u e  e n  e s t o  û l t i m o s  e s  m e n o r .
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30

40

mlU/ml
LH
FSH

20 ,  4 0 0 -

14

12 300-

10

3 - 200*

3-

4 • 100*

2 '

0-* O'*
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Edod 13-14 ( n - 4 )  
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PREPUBERALES Y PUBERALES.
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3 0 FSH

4 0

2 0
1

4 0 0 -

14 -

12 3 0 0 -

10 -

3 ' 2 0 0 -
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4- 100 -

2 ■

o-* 0
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Edod 8 - 1 2  (n«3)

LH -  R h - 2 0 0  p o r

Ttttoatgrono 
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0 — LH 

0  FSH

É r -  T.

■ Ik 2k Bk 4k 4,80k
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TABLA 24

VALORES DE LH V FSH EH HIROS PUBERALES(13-14 AHOS) DESPUES DE 
LA AONIHISTRACIOH DE 200 jlfl DE LH-RH

n* BASAL 1 2 3 4 4.30

LH BlU/ a l (SERONO)

1 8.2 5.2 9.5 19.5 14,0 25
2 1.8 9.0 12.5 9.5 12.0 23
3 4.2 12.8 16.0 14,5 16.2 15
4 8.7 20 18.2 20.1 22.5 22
MEDIA 5.73 11.75 14.05**** 15.90**** 16.18* 21.25*
E.S.M. 1.65 3.16 1.92 2.48 2.28 2.17

FSH a lU /a l (SERONO)

1 6.2 5.9 7.5 5.2 6.4 5.5
2 1.5 2.4 1.8 2.9 3.5 4.0
3 2.1 4.4 . 3.7 5.5 3.8 5.4
4 5.7 7.2 8.0 7.2 8.2 6.5

MEDIA 3.88 4.98 5.25 5.2 5,47 5.35
E.S.M. 1.21 1.03 1,5 0.88 1.12 0.51

* * * *  p < 0.02
*  P < 0.01 DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LOS VALORES BASALES.

TABLA 25

VALORES DE LH Y FSH EN NIROS PREPUBERALES(8-12AR0S) DESPUES DE 
LA ADMINISTRACION DE 200 pg DE LH-RH

HORAS
n» BASAL 1 2 3 4 4 .3 0

LH m lU /n l (SERONO)

1 1.9 3 .2 2 .5 3 .5 3 ,8 3 ,4

2 1 .5 6 .0 11 .0 6 .2 8 .0 9 .5
3 3 ,5 16 .0 18 ,0 17.0 22 ,0 20

MEDIA 2 .3 8 .4 10 .5 8 .9 11.27 10.97

E.S.M . 0 .61 3.89 4 .4 8 4 .12 5 .5 4 ,85

FSH mlU/ml (SERONO)

1 1 .5 3 .6 4 .7 7 .0 7 .5 6 .8

2 1 .5 2 .0 1 .8 4 .0 8 .6 6 .8

3 3 .0 4 .6 8 .0 13 .0 11.1 10 .0

MEDIA 2 ,0 3 .4 4 .8 3 8 9 .07 7 ,87

E.S.M . 0 .5 0 .76 1.79 2 .65 1 .07 1,07
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V. TEST DEL CLOMIPHENO

V . l .  EN HOMBRES ADULTOS Y EN NINOS PREPUBERALES

La r e s p u e s t a  a l  t e s t  d e  G lo m ip h e n o  r e a l i z a d o  e n  

u n  g r u p o  d e  h o m b re s  a d u l t o s ,  c o n s i s t e  e n  u n  i n c r e m e n t o  d e  

l o s  n i v e l e s  d e  LH y  FSH, mâs a c u s a d o  e n  l o s  d e  LH l l e g â n -  

d o s e  a  d o b l a r  p r â c t i c a m e n t e  l a s  c i f r a s  b a s a l e s  ( P i g .  6 9 ) .

En e l  m ism o t e s t  r e a l i z a d o  e n  n i n o s  p r e p u b e r a l e s  

n o  s e  o b t i e n e  r e s p u e s t a  p o s i t i v a ,  e  i n c l u s o  p u e d e  d e c i r s e  

q u e  e x i s t e  u n  d e s c e n s o  e n  l a s  c i f r a s  d e  LH y  FSH ( F i g .  6 9 ) .

V. 2 .  EN PATOLOGIAS ENDOCRINAS MASCULÏNAS Y FEMENINAS

Como s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a  F i g u r a  7 0 ,  e n  e l  -  

S in d r o m e  d e  K a l lm a n  n o  h a y  r e s p u e s t a  d e  l a s  g o n a d o t r o f i n a s  

a l  e s t i m u l o  c o n  C lo m ip h e n o  d u r a n t e  c i n c o  d i a s ,  s i n  e m b a rg o  

como y a  hem os s e h a l a d o ,  e l  LH-RH e s  c a p a z  d e  i n d u c i r  a l g û n  

g r a d o  d e  r e s p u e s t a ,  l o  q u e  f a v o r e c e  q u e  e s t a  e n f e r m e d a d  s e a  

d e  o r i g e n  h i p o t a l â m i c o .

En l a s  d i s g e n e s i a s  g o n a d a l e s  m a s c u l i n a s  ( S in d r o m e  

d e  K l i n e l f e l t e r ) ,  l a s  c i f r a s  b a s a l e s  d e  FSH y  LH s o n  muy -  

e l e v a d a s  y  n o  r e s p o n d e n  a l  t e s t  d e l  C lo m ip h e n o  ( F i g ,  7 1 ) .
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TEST DEL CLOMIFENO : 100 mg /  5 d i o t

m lU /  ml

L H FSH
22 
20 
18-1 
16 
14 

12 - 
lO-l 
8 
6 -| 

4 .  

2

Q  Adultoa n • 3 

g  PrapubarolM n>4

BomI Poat Clof. Boaol Poat Oof. Boaol Poat Clof. Boaol Poat Clof.

F I G .  6 9 :  VALORES BASALES OE FSH Y LH(mIU/m1 Y MAXIMA RESPUESTA A LA ADMINISTRACION 

ORAL OE 1 0 0  n g  OE CLOMIPHENO EN 3 HOMBRES ADULTOS Y 4 NIROS PREPUBERALES.

LHhiIU/nI

SO.

4S.
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35.

30.
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TEST DEL mmPNENO( 100 mgd/5dias)

B A SA L  BA SA L M A X IM A  R E S P U E S T A  

P O S T  C LO M ID

N O R M A L  

I I K A L L M A N

FIG.70: VALORES BASALES OE LH(mIU/ml-SERONO) Y MAXIMA 
RESPUESTA A LA ADMINISTRACION ORAL OE 100 mg 
OE CLOMIPHENO EN HOMBRES NORMALES Y EN EL SIN 
OROME OE KALLMAN.
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TEST DEL CLOMiPHENECXX?mg/5(/JEN LA DISGENESIA GONADAL

F S H m U lm L
ISO-I

100

5 0 .

L H m U /m L
3 0 -

»ASAL MAX.KSA. BASAI MAX.I BASAL MAX.BBSR BASAL MAX. MBA

FIG.71: VALORES BASALES OE FSH Y LH(atU/Al-SERONO) Y HAXINA RESPUESTA A LA AONINISTRACION 
ORAL OE 100 ag OE CLOMIPHENO EN 2 HONORES CON DISGENESIA 60NA0AL.
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En u n  g r u p o  d e  m u j e r e s  c o n  d i s g e n e s i a  g o n a d a l  

( S in d r o m e  d e  T u r n e r ) ,  como s e  p u e d e  o b s e r v a r  e n  l a s  F i ­

g u r a s  72 A y  B y  73 A y  B , n o  h a y  r e s p u e s t a  a l  C lo m ip h e  

n o , m i e n t r a s  q u e  e l  LH-RH e s  c a p a z  d e  p r o v o c a r  r e s p u e s t a  

t a n t o  d e  FSH como d e  LH, l o  q u e  d e m u e s t r a  q u e  e l  e s t a d o  

f u n c i o n a l  d e  l a  p i t u i t a r i a  e s  n o r m a l .
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B

m l U / m l  FSH (SERONO)

M UJERES NORMALES ( n > 4 )  M IC  S

OISSfNEStAS GONADALES

22

20

MAXIMA RESPUESTAb a s a l

L H - R H  ( l O O l i g )

—  MUJERES NORMALES (n > » ) M t  D S. 

 DtSflWiaïAS GONADALES ( n > 3 )

B 19' 30' 4B' 60' aO' 120'

F IG .  7 2 :  (A )  RESPUESTA OE FSH AL TEST DEL CLOMIPHENO EN 3 CASOS OE NUJERES CON D IS G E N E S IA  GONADAL 

(B )  RESPUESTA OE FSH AL TEST DE LH -R H  EN 3 CASOS OE MUJERES CON D IS G E N E S IA  GONADAL 

AMBOS TESTS SE COMPARAN CON LAS RESPUESTAS OBTENIDAS EN MUJERES NORMALES

B
i l U / m l  LH (SERONO)

OiSGiNESIAS GONADALES
( n = 3 )  M î O S

L H - R H  I t OOvO)

—  MUJERES NORMALES ( « • » )  MtOS 

• -  DISGENESIAS GONADALES ( n * E )

MAXIMA RESPUESTA B 16' 30' 49' 60' GO' 120'

F I G . 7 3 : (A ) RESPUESTA OE LH AL TEST OE CLOMIPHENO EN 3 CASOS DE MUJERES CON DISGENESIA GONADAL 

(B )  RESPUESTA OE LH AL TEST OE LH-RH EN 2 CASOS OE MUJERES CON DISG ENESIA GONADAL 

AMBOS TESTS SE COMPARAN CON LAS RESPUESTAS OBTENIDAS EN MUJERES NORMALES.
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En p r i m e r  l u g a r ,  vam os a  d i s c u t i r  l a s  c o n d i c i o n e s  e x ­

p é r i m e n t a l e s  b a j o  l a s  q u e  hem os r e a l i z a d o  l a s  i o d a c i o n e s  d e  FSH 

y  LH p a r a  s u  u t i l i z a c i ô n  e n  e l  e m p le a n d o  m a t e r i a l  ho rm o

n a l  d o n a d o  p o r  N . I . H .  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h ) .

P a r a  l a  i o d a c i ô n  d e  FSH y  LH s e  p u e d e n  u s a r  l o s  i s ô t o

1 2 5 1 3 1  125
p o s  r a d i o a c t i v o s  I  y  I .  N o s o t r o s  hem os e l e g i d o  e l  I  —

p o r  s u  m a y o r  a b u n d a n c i a  i s o t ô p i c a ,  p o r  l a  b a j a  e n e r g i a  d e  s u s  -

r a d i a c i o n e s  T  (2 7  K ev) y  R o e t g e n  (3 5  K e v ) ,  p r o d u c i e n d o  a s i  me—

n o s  i r r a d i a c i ô n  d e l  a m b i e n t e  ( 3 2 4 ) ,  y ,  s o b r e  t o d o ,  p o r  s u  l a r g a

1 31
v i d a  m e d ia  (6 0  d i a s )  e n  c o m p a r a c i ô n  c o n  l a  d e  I  (8  d i a s ) ,  —  

p e r m i t i e n d o n o s  u t i l i z a r  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  v a r i o s  d i a s  d e s p u é s  

d e  s u  o i d a c i ô n .

L a s  d e t e r m i n a c i o n e s  r a d i o i n m u n o l ô g i c a s  d e  FSH y  LH r e  

q u i e r e n  h o rm o n a  m a r c a d a  d e  a l t a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a ,  p a r a  l o  -

c u a l  hem os u t i l i z a d o  e l  m é to d o  o r i g i n a l  d e  G reen w o d d  y  c o l .  -----

( 9 1 ) ,  c o n  a l g u n a  m o d i f i c a c i ô n  q u e  hem os i n t r o d u c i d o .

La c a n t i d a d  d e  C l o r a m i n a - T  y  e l  t i e m p o  d e  O x i d a c i ô n  -  

q u e  s e  e m p le a  e n  e l  p r o c e d i m i e n t o  ( t i e m p o  c o m p r e n d id o  e n t r e  l a  

a d i c i ô n  d e  l a  C l o r a m i n a - T  y  d e l  m e t a b i s u l f i t o )  e s  v a r i a b l e  p a r a  

c a d a  l a b o r a t o r i o .  S e g û n  Y a l lo w  ( 3 2 5 ) ,  n o  e s  c o n v e n i e n t e  q u e  l a



o x i d a c i ô n  s u p e r e  l o s  10 s e g u n d o s ;  s i n  e m b a r g o ,  e n  n u e s t r a s  c o n ­

d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  e n  q u e  hem os  s t a n d a r i z a d o  l a s  i o d a c i o —  

n é s  d e  FSH y  LH, p r é c i s â m e s  d o s  m i n u t e s  p a r a  o b t e n e r  u n a  a c t i y i  

d a d  e s p e c i f i c a  a d e c u a d a ,  t i e m p o  q u e  c o i n c i d e  c o n  e l  e m p le a d o  —  

p o r  R o ss  y  M id g le y  ( 3 2 5 )  y  D o n i n i  ( 3 2 2 ) ,  e n t r e  o t r o s .

La a c t i v i d a d  e s p e c i f i  a  q u e  ^ e n o s  c o n s e g u i d o ,  c o m p re n  

d i d a  e n t r e  100 y  200  p G / p g , c o i n c i d e  c o n  l a  o b t e n i d a  p e r  J e f f c o a  

t e  ( '326) y  A ono y  c o l  ( 3 2 7 ) . No s e  d e b e n  o b t e n e r  a c t i v i d a d e s  e s -  

p e c i f i c a s  m is  a l t a s ,  y a  q u e  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  c o m p o r ta m ie n  

t o  i n m u n o l ô g i c o  d e  l a  h o rm o n a  o r i g i n a l  y  e l  d e  l a  m a r c a d a  aum en 

t a r i a ,  d i s m i n u y e n d o  p o r  l o  t a n t o  s u  c a p a c i d a d  d e  u n i ô n  a l  a n t i -  

c u e r p o ,  t a l  como d e m o s t r a r o n  G re en w o d d  y  c o l .  ( 9 1 )  p a r a  GH y  —  

K o h l e r  ( 3 2 8 )  p a r a  LH. O t r a  v e n t a j a  q u e  o f r e c e  e l  o b t e n e r  a c t i y i  

d a d e s  n o  e x c e s i v a m e n t e  a l t a s ,  a u n q u e  s u f i c i e n t e s  p a r a  q u e  l a  —  

s e n s i b i l i d a d  d e l  e n s a y o  s e a  b u e n a ,  e s  l a  d i s m i n u c i ô n  d e l  e f e c t o  

" d e c a y  c a t a s t r o p h e "  d e s c r i t o  p o r  Y a l lo w  y  B e r s o n  ( 9 8 ) ,  q u e  c o n ­

s i s t e  e n  a l t e r a c i o n e s  e n  l a s  m o l é c u l a s  d e  l a  h o rm o n a  d e b i d o  a  -  

d e s i n t e g r a c i o n e s  e n  e l  â to m o  d e  i o d o  r a d i o a c t i v e  c u a n d o  l a  r e l a  

c i ô n  e s  d e  2 ô m i s  a to m o s  p o r  m o l é c u l a .

O t r o  a s p e c t o  i n t e r e s a n t e  q u e  e s  p r e c i s o  v i g i l a r  p a r a  

q u e  l a  i o d a c i ô n  s e a  c o r r e c t a  e s  e l  pH. F r e e d l e n d e r  ( 8 6 )  d e m o s—  

t r ô  q u e  a  u n  pH m a y o r  d e  8 p u e d e n  i o d a r s e  m is  g r u p o s  q u e  l a  t i -  

r o x i n a .  P a r a  H u n t e r  y  G re en w o o d  ( 9 0 )  e l  pH m is  i d ô n e o  e s  d e  7 ,5
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q u e  e s  e l  q u e  hem os  u t i l i z a d o  e n  n u e s t r a s  i o d a c i o n e s  s a t i s f a c ­

t o r  i a m e n t e .

E l  p r o c e d i m i e n t o  u t i l i z a d o  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  d e  l a  

h o rm o n a  m a r c a d a  d e l  r e s t o  d e  l o s  c o m p u e s to s  o b t e n i d o s  e n  l a  —  

i o d a c i ô n ,  v a r i a  s e g û n  l o s  d i v e r s o s  a u t o r e s .  S a x e n a  y  c o l .  ( 8 2 )

y  S c h l a f f  y  c o l .  ( 3 2 9 )  u t i l i z a n  S e p h a d e x  G -100  p a r a  l a  p u r i f i -

1 25
c a c i ô n  d e  I - F S H ,  m i e n t r a s  q u e  O d e l l  y  c o l .  ( 2 6 )  y  L e m a rc h a n d

1 25B é r a u d  y  Gômez ( 3 3 0 )  u s a n  S e p h a d e x  G-75 p a r a  I - L H .  T a m b ié n  

e s  f r e c u e n t e  l a  u t i l i z a c i ô n  d e  c o lu m n a s  d e  c e l u l o s a  ( ( J e f f c o a t e  

( 3 2 6 ) ) .  N o s o t r o s  hem os p r e f e r i d o  u t i l i z a r  S e p h a d e x  G -75 p a r a  -  

l a  p u r i f i c a c i ô n  d e  FSH y  LH i n m e d i a t a m e n t e  d e s p u é s  d e  s u  i o d a ­

c i ô n ,  y  S e p h a d e x  G -1 0 0  p a r a  s u  r e p u r i f i c a c i ô n  a n t e s  d e  a h a d i r  

l a  h o rm o n a  m a r c a d a  a l  e n s a y o .  De e s t a  f o r m a ,  l o s  r e s u l t a d o s  ob 

t e n i d o s  h a n  s i d o  muy b u e n o s ,  como hem os p o d i d o  c o m p r o b a r  a l  —  

a p l i c a r  l o s  c r i t e r i o s  d e  p u r e z a  a  l a s  f r a c c i o n e s  d e  h o rm o n e . —  

m a r c a d a  m i s  p u r a ,  e l e g i d a s  p o r  n o  c o n t e n e r  m is  d e l  5% d e  horm o 

n a  d e t e r i o r a d a  n i  d e  I o d o  l i b r e .

La e l e c t r o f o r e s i s  e n  p a p e l  W hatm an nG i , b a s a d a  e n  e l  

t r a b a j o  d e  L a n d o n  ( 3 3 1 ) ,  y  l a  p r e c i p i t a c i ô n  c o n  TCA ( t r i c l o r o -  

a c é t i c o ) ,  s o n  d o s  m é to d o s  muy r â p i d o s  p a r a  e s t a b l e c e r  l a  p u r e z a  

d e  l a  f r a c c i ô n  d e  h o rm o n a  e s t u d i a d a .  S i n  e m b a r g o ,  e s t o s  m é to d o s  

p a r e c e n  i n s u f i c i e n t e s  p a r a  v a l o r a r  l a  c a p a c i d a d  i n m u n o l ô g i c a  de
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l a s  h o r m o n a s  e s t u d i a d a s  y  d e b e n  s e r  a c o m p a h a d o s  p o r  u n  e s t u d i o  

d e  i n m u n o p r e c i p i t a c i ô n ,  c o n  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  a n t i c u e r -  

p o s  e s p e c i f i c o s ,  t a l  como i n d i c a  H u n t e r  ( 3 3 2 ) .  Con l o s  t r e s  mé 

t o d o s  c i t a d o s ,  l a s  f r a c c i o n e s  h o r m o n a l e s  d e  m a y o r  p u r e z a  f u e r o n  

l a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  p i c o  d e  p u r i f i c a c i ô n  y  r e p u r i f i c a c i ô n  

d e  m ix im a  r a d i o a c t i v i d a d ,  y  l a s  a d y a c e n t e s  e n  l a  p a r t e  d e s c e n ­

d a n t e  d e  l a  g r â f i c a .  E s t a s  f r a c c i o n e s  c o i n c i d e n  c o n  l a s  u t i l i -  

z a d a s  p o r  S a x e n a  y  c o l  ( 8 2 ) ,  G reen w o o d  y  c o l .  ( 9 1 )  y  S o b r i n h o  

( 3 3 ) ,  e n t r e  o t r o s  a u t o r e s .

S i g u i e n d o  l a s  i n d i c a c i o n e s  d e  G reen w o o d  y  c o l .  ( 9 1 ) ,  

hem os a h a d i d o  a  l a s  c o lu m n a s  d e  S e p h a d e x  s o l u c i o n e s  c o n  albûm i^  

n a  b o v i n a  o c o n  a l g û n  s u e r o ,  p a r a  e v i t a r  e n  t o d o  l o  p o s i b l e  l a  

a d s o r c i ô n  d e  l a s  h o rm o n a s  a  l a s  p a r e d e s .  P o r  l a  m ism a r a z ô n ,  l a  

h o rm o n a  m a r c a d a  s e  r e c o g e  e n  ta m p ô n  f o s f a t o  c o n  a l b û m i n a  b o v i ­

n a .  En n u e s t r a  o p i n i ô n ,  n o  e s  n e c e s a r i o  a h a d i r  m e r c a p t o e t a n o l  

p a r a  r e d u c i r  s u  d e t e r i o r o  d u r a n t e  s u  a l m a c e n a m i e n t o ,  como e n  -  

e l  c a s o  d e  o t r a s  h o r m o n a s ,  t a i e s  como ACTH, como i n d i c ô  Y a l lo w  

y  B e r s o n  ( 1 2 1 ) .

Con e l  f i n  d e  a h o r r a r  t i e m p o  y  m a t e r i a l ,  hem os u t i l i ^  

z a d o  l a s  f r a c c i o n e s  h o r m o n a l e s  m a r c a d a s ,  ( c o n s e r v a d a s  a  -2 0 9 C )  

a p r o x i m a d a m e n t e  h a s t a  u n  t i e m p o  m ix im o  a p r o x i m a d o  d e  7 s e m a n a s  

d e s p u é s  d e  s u  i o d a c i ô n ,  s i n  o b t e n e r  p é r d i d a s  c o n s i d e r a b l e s  e n
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l a  p r e c i s i ô n  y  s e n s i b i l i d a d  d e  l a s  d i f e r e n t e s  c u r v a s  s t a n d a r d .  

En c o n c o r d a n c i a  c o n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  Y a l lo w  ( 3 2 5 ) ,  a l  a u m en —  

t a r  e l  t i e m p o  d e  a l m a c e n a m i e n t o  a u m e n ta  e l  i o d o  l i b r e  y  l o s  —  

f r a g m e n t e s  p r o d u c i d o s  p o r  e l  d é t é r i o r e  d e  l a  h o rm o n a .  E s t e s  n e  

v a n  a  i n t e r f e r i r  e n  e l  e n s a y e  p e r  s e r  e l i m i n a d e s  e n  l a  r e p u r i -  

f i c a c i ô n .

En e l  d e s a r r e l l e  d e l  r a i e i n m u n e e n s a y e  d e  FSH, u n e  d e  

l e s  m a y e r e s  p r e b l e m a s  q u e  s e  ha :,  p r e s e n t a d e  h a  s i d e  l a  e b t e n —  

c i ô n  d e  a n t i c u e r p e s  e s p e c î f i c e s  a n t i - F S H .  S a x e n a  y  c o l  ( 8 2 )  y  

O d e l l  y  c o l .  ( 2 3 )  e b t u v i e r e n  a n t i c u e r p e s  d e  t l t u l e s  muy a l t o s ,  

p e r e  q u e  p r e s e n t a b a n  r e a c c i ô n  c r u z a d a  c o m p l é t a  c e n  LH, TSH y  -  

HCG. E l  a n t i c u e r p e  a n t i - F S H  u s a d e  e n  e s t e s  r a d i e i n m u n e e n s a y e s ,  

d e n a d e  p e r  NIH, n e  p r é s e n t a  i n t e r f e r e n c i a s  c e n  HCG, y a  q u e  e n  

s u  p r e p a r a c i ô n  h a  s i d e  a b s e r b i d e  p r e v i a m e n t e  c e n  e s t a  h e r m e n a .  

S i n  e m b a r g o ,  n e s e t r e s  h em es  e b s e r v a d e  i n t e r f e r e n c i a s  c e n  TSH -  

h u m a n a ,  l e  q u e  t a m b i é n  h a  s i d e  d e m e s t r a d e  p e r  e t r e s  a u t e r e s  —  

q u e  t r a b a j a n  c e n  e l  m ism e m a t e r i a l ( ( G a r c i a  y  c o l .  ( 3 3 4 ) ) .

E l  TSH h u m an e ,  e n  l a s  c e n d i c i e n e s  d e  n u e s t r e  RIA -----

125
( c e n c e n t r a c i ô n  d e  a n t i  FSH 1 : 3 0 . 0 0 0 ) ,  d e s p l a z a  a l  I -F S H  d e  

s u  u n i ô n  c e n  a n t i - F S H  û n i c a m e n t e  c u a n d e  s e  e n c u e n t r a  e n  d e s i s  

d e  10 a  8 v e c e s  m a y o r  q u e  l a  p r é s e n t e  e n  s u j e t e s  n o r m a l e s ,  p e r  

l e  q u e  p r â c t i c a m e n t e  n e  e s  p r e c i s e  t e n e r l e  e n  c o n s i d e r a c i ô n .  -
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L o s  v a l o r e s  n o r m a l e s  d e  FSH e n c o n t r a d o s  e n  u n  s u e r o  d e  u n  s u j e -  

t o  t i r o i d e c t o m i z a d o  ( c o n  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  TSH muy e l e v a d a s )  -  

c o r r o b o r a n  l a  p o c a  a f i n i d a d  d e  n u e s t r o  a n t i - F S H  p o r  TSH hum ano 

y  n o s  h a c e n  p e n s a r  q u e  l a  a f i n i d a d  e n c o n t r a d a  c o n  l a  m u e s t r a  d e  

TSH p u e d a  s e r  d e b i d o  a  q u e  é s t a  û l t i m a  p r é s e n t e  c o n t a m i n a c i ô n  -  

c o n  r e s i d u o s  d e  FSH.

D e sd e  q u e  e n  1 .9 6 1  W ide y  c o l  ( 3 3 5 )  p u s i e r o n  e n  m a rc h a  

s u  r a d i o i n m u n o e n s a y o ,  c o n  e l  q u e  e r a n  c a p a c e s  d e  d e t e c t a r  LH e n  

p l a s m a ,  u s a n d o  como a n t i c u e r p o  e s p e c î f i c o  a n t i - H C G ,  m uchos  a u t o  

r e s ,  como D j i a n  y  c o l  ( 3 3 6 )  y  R e u t e r  y  c o l .  ( 3 3 7 ) ,  h a n  s e g u i d o  

u s a n d o  e s t e  a n t i c u e r p o  p o r  l a  f a c i l i d a d  d e  o b t e n e r  HCG e n  e s t a -  

do  p u r o .  N u e s t r o s  e n s a y o s  d e  LH c o n  a n t i c u e r p o s  a n t i - L H  p r e s e n -  

t a n  r e a c c i ô n  c r u z a d a  c o m p l é t a  c o n  HCG. La c u r v a  o b t e n i d a  p o r  di^ 

l u c i ô n  d e  p l a s m a  d e  e m b a r a z a d a  e s  p a r a l e l a  a  l a  c o n s e g u i d a  co n  

HCG como h o rm o n a  s t a n d a r d ,  y  e n  m e n o r  g r a d o  c u a n d o  l a  h o rm o n a  -  

e m p l e a d a  e s  LH.

E s t a s  r e a c c i o n e s  c r u z a d a s  e n t r e  l a s  d i v e r s a s  h o rm o n a s  

g l i c o p r o t e i c a s  s e  h a n  e x p l i c a d o  p o r  l a  a n a l o g î a  d e  l a s  c a d e n a s  

d e  s u  e s t r u c t u r a .  S i n  e m b a r g o ,  e n  e l  c a s o  d e  LH y  HCG, J a c o b s  y  

c o l .  ( 3 3 8 )  h a n  d e m o s t r a d o  q u e  l a  r a z ô n  n o  e s  é s t a ,  s i n o  u n a  a n a  

l o g i a  e s t r u c t u r a l  d e  l a s  m o l é c u l a s  c o m p l é t a s .
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L a s  h o rm o n a s  u r i n a r i a s  FSH y  LH p r e p a r a d a s  p o r  D i n i n i

y  D o n i n i  ( 1 0 6 )  d e s p l a z a n  l a  u n i ô n  d e  FSH y  LH ( p r o c e d e n t e s  d e  -

1 25e x t r a c t o s  p i t u i t a r i o s  y  m a r c a d a s  c o n  I )  c o n  s u s  a n t i c u e r p o s  

e s p e c i f i c o s  a n t i - F S H  y  a n t i - L H  d e  u n a  m a n e r a  muy s i m i l a r  ( l a s  -  

c u r v a s  s t a n d a r d  s o n  p a r a l e l a s ) ,  p e r o  e n  m e n o r  g r a d o  q u e  l o  h a —  

c e n  l a s  h o rm o n a s  s t a n d a r d  d e  o r i g e n  p i t u i t a r i o .  E s t o  p u e d e  e x —  

p l i c a r s e  p o r  l a  h e t e r o g e n e i d a d  e x i s t e n t e  e n t r e  h o rm o n a s  d e  o r i ­

g e n  d i s  t i n t  o ,  como y a  e x p u s i e r o n  B e r s o n  y  Y a l lo w  ( l 3 3 ) , y  q u e  s e  

m a n i f i e s t a  p o r  l a  a f i n i d a d  d i f e r e n t e  p o r  u n  m ism o a n t i c u e r p o .

Veamos a h o r a  e l  p r o b l e m a  d e  l a  s e p a r a c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  

u n i d a d  a l  a n t i c u e r p o  d e  l a  h o rm o n a  m a r c a d a  l i b r e ,  q u e  h a  s i d o  -  

r e s u e l t o  d e  muy d i v e r s a s  m a n e r a s ,  s e g û n  l o s  d i f e r e n t e s  a u t o r e s .  

S a x e n a  y  c o l  ( 2 7 9 )  h a n  u t i l i z a d o  l a  c r o m a t o e l e c t r o f o r e s i s  como 

t é c n i c a  d e  s e p a r a c i ô n  e n  l a  v a l o r a c i ô n  d e  FSH y  LH e n  p l a s m a ;  -  

C a t t  y  c o l  ( 8 1 ,  1 0 8 )  e m p l e a r o n  p o l î m e r o s  e n  f a s e  s ô l i d a  p a r a  l a  

f i j a c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  e n  l a  v a l o r a c i ô n  d e  LH, y  D o n i n i  y  c o l .  

( I O 6 ) e m p l e a r o n  u n  m é to d o  q u e  s e  b a s a  e n  e l  u s o  d e  a n t i c u e r p o s  

p o l i m e r i z a d o s .  O t r o s  a u t o r e s ,  como N e i l l  y  c o l .  ( 3 3 9 )  y  S o b r i —  

n h o  ( 3 3 3 ) a b s o r b e n  l a  h o rm o n a  l i b r e  e n  e l  RIA d e  LH c o n  c h a r c o l  

o t a l c o .

T o d o s  e s t o s  m é to d o s  o f r e c e n  v e n t a j a s  e  i n c o n v e n i e n t e s  

r e s p e c t o  a l  m é to d o  d e l  s e g u n d o  a n t i c u e r p o  q u e  n o s o t r o s  y  g r a n  -  

n û m e ro  d e  a u t o r e s  h a n  e m p le a d o  ( O d e l l  y  c o l .  ( 2 3 ) ,  M id g le y  y  —  

c o l .  ( 1 4 3 ) ,  D o l a i s  y  c o l .  ( 8 3 ) ,  F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 6 6 ) ,  e t c . ) .
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A p e s a r  d e  l a s  l i m i t a c i o n e s  q u e  o f r e c e  e s t e  û l t i m o  mé­

t o d o ,  como s o n  l a  i n c a p a c i d a d  d e  d e t e c t a r  e l  g r a d o  d e  d e t e r i o r o  

q u e  p r o d u c e n  l a s  m u e s t r a s  c a d a  u n a  p o r  s e p a r a d o  y  l a s  i n t e r a c c i o  

n e s  d e b i d a s ,  y a  p o r  f a c t o r e s  t e r m o l â b i l e s  p r é s e n t e s  e n  e l  s u e r o  

( ( S o b r i n h o  ( 3 3 3 ) )  o p o r  l a  p r e s e n c i a  d e  c o m p le m e n to  ( ( M i d g l e y  —  

( 1 4 3 ) ) ,  n o s o t r o s  l o  hem os u t i l i z a d o  p o r  c o n s i d e r a r l o  e l  m âs c6mo 

d o  y  s e n c i l l o  d e  r e a l i z a r ,  a s i  como p o r  s u  e m p le o  u n i v e r s a l  y  po 

s i b i l i d a d  d e  c o m p a r a c i ô n  c o n  o t r o s  a u t o r e s .

P a r a  l a  a p l i c a c i ô n  d e  e s t e  m é to d o  d e  d o b l e  a n t i c u e r p o  

a  l a  d é t e r m i n a c i ô n  u r i n a r i a  d e  FSH y  LH e n  s u e r o ,  h a y  q u e  t e n e r  

e n  c u e n t a  l o s  s i g u i e n t e s  p u n t o s :

1 2 La c o n c e n t r a c i ô n  d e l  p r i m e r  a n t i c u e r p o ,

22 La c o n c e n t r a c i ô n  d e l  s e g u n d o  a n t i c u e r p o ,

32 E l  e f e c t o  d e  l a  p r e s e n c i a  d e  s u e r o  e n  l a  p r e c i p i t a c i o n  d e l  

c o m p l e j o ,  y  

4 -  E l  t i e m p o  d e  i n c u b a c i ô n .

T a l  como i n d i c a r o n  H u n t e r  y  L a n d o n  ( I I 7 ) ,  s e  d e b e  e l e  

g i r  a q u e l l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  p r i m e r  a n t i c u e r p o  q u e  p r o p o r c i o n e  

c u r v a s  s t a n d a r d  d e  m âxim a s e n s i b i l i d a d  y  p r e c i s i ô n .  En n u e s t r o s  

e n s a y o s  l a  c o n c e n t r a c i ô n  m âs a d e c u a d a  c o r r e s p o n d e  a  1 : 3 0 . 0 0 0  p a  

r a  FSH y  u n  t î t u l o  m a y o r  d e  1 : 1 2 0 . 0 0 0  p a r a  LH.

D e b id o  a  l a  b a j a  c o n c e n t r a c i ô n  u t i l i z a d a  d e  e s t o s  a n -
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t i c u e r p o s ,  hem os a h a d i d o  s u e r o  d e  c o n e j o  n o r m a l  (NRS) e n  u n a  d i -  

l u c i ô n  d e  1 :4 0 0  c o n  e l  f i n  d e  a u m e n t a r  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e l  com­

p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  s i n  t e n e r  q u e  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a -----

c i ô n  d e l  s e g u n d o  a n t i c u e r p o .  A l g u n o s  a u t o r e s ,  como F a im a n  y  R yan  

( 7 9 ) y  R e u t e r  y  c o l .  ( 3 3 7 ) ,  a h a d e n  NRS a s o c i a d o  a l  s e g u n d o  a n t i ­

c u e r p o .  N o s o t r o s ,  a l  i g u a l  q u e  M id g le y  y  c o l .  ( 1 4 3 )  p r e f e r i m o s  -  

h a c e r l o  d i s u e l t o  j u n t o  c o n  e l  p r i m e r o  e n  u n  ta m p ô n  f o s f a t o  q u e  -  

c o n t i e n e  EDTA, p a r a  a s i  m i n i m i z a r  l o s  e f e c t o s  d e l  c o m p le m e n to .

La c o n c e n t r a c i ô n  a  q u e  s e  e m p le a  e l  s e g u n d o  a n t i c u e r p o  

e s  muy i m p o r t a n t e ,  y a  q u e ,  como o b s e r v a r o n  e n  u n  p r i n c i p i o  Mor—  

g a n  y  L a z a r o w  ( 3 4 0 )  y  p o s t e r i o r m e n t e  W e l l b o r n  y  F r e i s e r  ( 3 4 1 ) ,  -  

s i  e s t â  e n  d e f e c t o ,  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i ­

c u e r p o  e s  i n c o m p l e t a  y  e l  s u e r o  d e  l a s  m u e s t r a s  p u e d e  f a v o r e c e r -  

l a  y ,  p o r  t a n t o ,  c o n d u c i r n o s  a  f a l s o s  r e s u l t a d o s .  S i n  e m b a r g o ,  -  

s i  e s t a n  e n  e x c e s o ,  s e  p u e d e n  f o r m a r  c o m p l e j o s  s o l u b l e s , c o m o  com 

p r o b a r o n  B r u f e l d t  y  J o r g e n s e n  ( 3 4 2 ) ,  q u e  d e l  m ism o modo q u e  e n  -  

e l  c a s o  a n t e r i o r ,  n o s  l l e v a r i a n  a  e r r ô n e a s  i n t e r p r e t a c i o n e s .

En s u  t i t u l a c i ô n ,  y  e n  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  

e n  q u e  r e a l i z a m o s  n u e s t r o s  e n s a y o s ,  hem os o b t e n i d o  c u r v a s  a n â l o -  

g a s  a  l a s  o b t e n i d a s  p o r  H u n t e r  y  G a n g u i i  ( 1 1 7 )  y  R e u t e r  y  c o l .  

( 3 3 7 ) y  hem os a e g i d o  l a  c o n c e n t r a c i ô n  q u e  n o s  h a  d a d o  m a y o r  p r e ­

c i p i t a c i ô n .  d e l  c o m p l e j o .

Un a s p e c t o  m e t o d o l ô g i c o  i m p o r t a n t e  q u e  h a y  q u e  c o n s i -  

d e r a r ,  e s  e l  e f e c t o  d e  l a s  p r o t e i n a s  s é r i c a s  e n  e l  RIA.
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P a r a  e s t o ,  s e  d e b e n  c o m p a r a r  l a s  c u r v a s  s t a n d a r d  o b t e n i d a s  

c o n  l a  h o rm o n a  d i s u e l t a  e n  e l  ta m p o n  p r o p i o  d e l  e n s a y o  y  -  

l a s  r e a l i z a d a s  c o n  l a  m ism a h o rm o n a  d i s u e l t a  e n  s u e r o  l i —  

b r e  d e  g o n a d o t r o f i n a s  Ç Y allow  y  c o l .  ( 1 0 1 ) ,  W e l l b o r n  y  F r a  

s e r  ( 3 41 ) y  B u c k l e  ( 3 4 3 ) ) .

En e l  RIA d e  FSH o b s e r v â m e s  u n  l i g e r o  a u m e n to  d e  

l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e l  c o m p l e j o  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  e n  p r e —  

s e n c i a  d e  s u e r o  d e  s u j e t o s  h i p o g o n a d a l e s ,  a u n q u e  l a  d i f e -  

r e n c i a  n o  e s  s i g n i f i c a t i v a .  M e d i a n t e  l a  d i l u c i ô n  e n  s u e -  

r o s  d e  o t r a s  e s p e c i e s ,  como b u e y  y  c a b a l l o ,  s e  o b t u v i e r o n  

e f e c t o s  a d v e r s e s  como s o n  e l  ’’n o  p a r a l e l i s m o ” d e  l a s  c u r ­

v a s  o b t e n i d a s ,  l o  q u e  c o n c u e r d a  c o n  l a s  o b s e r v a c i o n e s  d e  

H u n t e r  ( 344) y  ^ r s k o v  ( 345) y  n o  c o n  l a  d e  F r a n c h i m o n t  ( 66  ) ,  

q u e  a  v e c e s  u t i l i z a  s u e r o  d e  b u e y  c o n  r e s u l t a d o s  p o s i t i ­

v e s .

S e g d n  l o  q u e  hem os v i s t o  n o s o t r o s ,  podem os d e c i r  

q u e  e l  u s o  d e  s u e r o s  hum ano s  o d e  o t r a s  e s p e c i e s  e n  l a  di^ 

l u c i ô n  d e  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d  n o  e s  n e c e s a r i o  e n  l o s  r a -  

d i o i o i n m u n o e n s a y o s  e n  l o s  p é r i o d e s  l a r g o s  d e  i n c u b â c i ô n , -  

como e s  e l  n u e s t r o ,  C uan d o  p o r  l o  c o n t r a r i o  s o n  muy c o r -  : 

t e s  ( c o n d i c i o n e s  d e  n o - e q u i l i b r i o ) ,  l a  u t i l i z a c i ô n  d e  e s ­

t e s  s u e r o s  e s  i m p r e s c i n d i b l e  p a r a  o b t e n e r  b u e n o s  r é s u l t a
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d o s ,  como h a n  o b s e r v a d o  V e te m a n s  y  R obyn ( 3 4 6 )  e n  u n  RIA -  

d e  LH.

E l  t i e m p o  d e  i n c u b a c i ô n  d e  3 -  4  d l a s  d e  d u r a c i ô n  

s e  e m p le a  c o n  e l  f i n  d e  a l c a n z a r  e l  e q u i l i b r i a  c o m p l e t e  d e  

l a  r e a c c i ô n  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o ,  l o g r a n d e  a s i  u n a  m axim a —  

s e n s i b i l i d a d  y  p r e c i s i ô n .  A l g u n o s  a u t o r e s ,  como G i t s c h  y  -  

S p o n a  ( 3 4 j  y  V ekem ans  y  Robyn (346  ) s a c r i f i c a n  l a  e s p e c i f i -

c i d a d  y  s e n s i b i l i d a d  d e l  e n s a y o  p o r  u n a  m a y o r  r a p i d e z  e n  l a  

o b t e n c i ô n  d e  l o s  r e s u l t a d o s .

La h o rm o n a  m a r c a d a  s e  a h a d e  a l  s e g u n d o  d i a  p a r a  -  

a s i  a u m e n t a r  l a  s e n s i b i l i d a d  ( ( R o d b a r d  y  c o l .  ( 3 4 8 ) ) .  E l  -  

t i e m p o  d e  i n c u b a c i ô n  d e s d e  q u e  s e  a h a d e  e l  s e g u n d o  a n t i e u e r  

po  h a s t a  l a  c e n t r i f u g a c i ô n  p u e d e  s e r  d e  h o r a s ,  p e r o  l a  r e a c  

c i ô n  c o m p l é t a  n e c e s i t a  d e  2 a  3 d i a s  ( ( M i d g l e y  ( 1 4 3 ) ) .  

N o s o t r o s  p r e f e r i m o s  d e j a r  u n  t i e m p o  d e  3 6 -4 8  h o r a s .

D e b id o  a  l a  d u r a c i ô n  d e l  RIA (6 7  d i a s ) ,  n o  s e  —  

n o  s e  p u e d e  m a n t e n e r  l a s  h o rm o n a s  e n  s o l u c i ô n  a  t e m p e r a t u r a  

a m b i e n t e  y a  q u e ,  como i n d i c a r o n  R o d b a r d  y  c o l .  (348 ) —

e  I s o j i m a  y  c o l .  ( 3 4 9 ) ,  l a  u n i ô n  a  s u  a n t i c u e r p o  d e s c i e n d e  

r â p i d a m e n t e ;  p o r  e l3 o  n e n te n e m o s  l o s  t u b o s  d e l  e n s a y o  e n  l a  

n e v e r a  a  4 -  C d u r a n t e  t o d o  e l  t i e m p o  d e  i n c u b a c i ô n .
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I n v e s t i g a d o r e s  como M o rg an  y  L a z a r o w (  3 4 0 ) ,  Z a h a r k o  -  

y  B e r k ( 35o )  e n c o n t r a r o n  q u e  e l  pH ô p t i m o  p a r a  l a  r e a c c i ô n  a n t i  

g e n o - r a n t i c u e r p o  e s t a b a  c o m p r e n d id o  e n t r e  7 . 0  y  8 . 0 .  N o s o t r o s  -  

d e c i d i m o s  e l e g i r  u n  PH d e  7 . 4  a  7 . 6 ,  c o n ; u n  ta m p ô n  0 .0 1  M PBS. 

En u n  t r a b a j o  r e c i e n t e , N a g a t a  y  0 0 1 . ( 3 5 1 ) e x p l i c a n  l a s  d i f e r e n  

t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  h o rm o n a  q u e  a  v e c e s  s e  e n c u e n t r a n  e n —  

u n a  m ism a m u e s t r a  d e b i d o  a l  c a m b io  d e  pH q u e  s u f r e n  d u r a n t e  s u  

c o n g e l a c i ô n  ( - 2 0 9  c) j p o r  e l l o , . s u g i e r ^ l a  i d e a  d e  c o n t r o l a r  -  

e s t a s  v a r i a c i o n e s  m e d i a n t e  e l  u s o  d e  u n  ta m p ô n  mâs p o t e n t e , c o ­

mo 0 .1  M PBS. A ûn c u a n d o  e l  r e s u l t a d o  e s  mâs a p l i c a b l e  a l  m é to  

do  d e  s e p a r a c i ô n  d e  f a s e  s ô l i d a  q u e  a l  d e  d o b l e  a n t i c u e r p o ,  l o  

c r e e m o s  d e  i n t e r é s  p a r a  f u t u r e s  e x p e r i m e n t o s .

L a s  c u r v a s  s t a n d a r d  q u e  h em o s  o b t e n i d o  p a r a  LH t i e —  

n e n  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  0 . 6  m lU /m l ,  l i g ê r a m e n t e  s u p e r i o r  a  l a s  

d e  S o b r i n h o ( 3 3 3 ) y  B o y a r  y  c o l .  ( 3 5 2 ) ,  e n t r e  o t r o s .  La c o r r e s -  

p o n d i e n t e  a  l a s  c u r v a s  s t a n d a r d  d e  FSH e s  d e  1 .2 5  m lU /m l ,  c o i n  

c i d i e n d o  c o n  l a  d e  l o s  a n t e r i o r e s  a u t o r e s .  Ambas s o n  muy a c e p -  

t a b l e s  p u e s  n o s  p e r m i t e n  a p r e c i a r  c o n c e n t r a c i o n e s  muy b a j a s  d e  

FSH y  LH.

La t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g  d e  l a s  c u r v a s  s i g m o i d e a s  

n o s  d a n  l i n e a s  q u e  s e  a j u s t a n  p e r f e c t a m e n te  a  l a  e c u a c i ô n  d e  -  

r e c t a s  c o n  u n  c o e f i c i e n t e  d e  r e g r e s i ô n  d e  0 . 9 9  y  p e n d i e n t e s  —  

p r ô x i m a s  a  - 2 . 3 .  S e g û n  R o d b a r d  ( 146) e s t e  û l t i m o  v a l o r  s é r i a  -
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e l  i d e a l .  E s t a  l i n e a l i z a c i ô n  n o s  p e r m i t e  a u t o m a t i z a r  l o s  r e s u l ­

t a d o s  c o n  l i m i t e s  d e  c o n f i a n z a  d e l  95%.

E l  p a r a l e l i s m o  q u e  hem os o b s e r v a d o  e n t r e  l a s  c u r v a s  

s t a n d a r d  y  l a s  o b t e n i d a s  p o r  d i l u c i o n e s  d e  s u e r o s  d e  m u j e r e s  -  

m e n o p â u s i c a s ,  d e m u e s t r a  u n  c o m p o r t a m i e n t o  i n m u n o l ô g i c o  i d e n t i -  

co  e n  l a  m u e s t r a  q u e  s e  v a l o r a  y  l a  h o rm o n a  s t a n d a r d ,  r e q u i s i -  

t o  i m p r e s c i n d i b l e  p a r a  c o n s i d e r a r  v â l i d o  u n  RIA ( M i d l e y  ( 1 4 3 )  

y  B e r s o n  y  Y a l lo w  ( 2 7  ) .

L a s  r e p r o d u c i b i l i d a d e s  i n t r a - e n s a y o  (n o  s u p e r i o r e s  -  

a l  5%) s o n  muy i n f e r i o r e s  a  l a s  d e  i n t e r - e n s a y o  ( e n t r e  12 y  —  

14% ). E l l o  p u e d e  s e r  d e b i d o  a  l a s  v a r i a c i o n e s  i n c o n t r o l a d a s  —  

q u e  p u e d e n  e x i s t i r  e n t r e  e n s a y o s  r e a l i z a d o s  e n  d i a s  d i f e r e n t e s  

o p o r  u n  c a m b io  d e l  pH d e  l a s  m u e s t r a s  ( N a g a t a  y  c o l .  ( 3 5 0 ) ) ,  

y  q u e  c o n c u e r d a n  c o n  l a s  e x p e r i e n c i a s  d e  o t r o s  a u t o r e s ,  como -  

V ekem ans  y  R obyn  ( 3 4 5 )  y  R o d b a r d  ( 1 4 6 ) .  L a s  v a r i a b i l i d a d e s  cal_ 

c u l a d a s  c o n  d i f e r e n t e s  s u e r o s  c o i n c i d e n  c o n  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  

c o r r e s p o n d i e n t e s  d e  l o s  s t a n d a r d .

D e b id o  a  l a  h e t e r o g e n e i d a d  d e  l a s  h o rm o n a s  g l i c o - p r o  

t e i c a s  ( B e r s o n  y  Y a l lo w  ( 130 ) ,  h a  s i d o  d i f i c i l  e n c o n t r a r  u n  —  

s t a n d a r d  a d e c u a d o  p a r a  l o s  s i s t e m a s  d e  RIA e n  l a  v a l o r a c i ô n  d e  

g o n a d o t r o p i n a s .
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La h o rm o n a  f r î a  ( s t a n d a r d )  p u e d e  s e r  d e  o r i g e n  p i t u i ­

t a r i o ,  como l a  u t i l i z a d a  e n  e l  m é to d o  y a  d i s c u t i d o  (L E R -9 0 7 ) ,  o 

d e  o r i g e n  u r i n a r i o  (HMG: g o n a d o t r o f i n a  hum ana  p r o c è d e n t e  d e  m u j e r  

m e n o p â u s i c a )  q u e  s e  u t i l i z a  e n  l o s  " K i t s  c o m e r c i a l e s "  d e  l o s  l a  

b o r a t o r i o s  S e r o n o .  En am bos c a s o s ,  e s t a s  h o rm o n a s  t i e n e n  u n a  a c  

t i v i d a d  b i o l ô g i c a ,  m e d id a  p o r  l o s  t e s t s  d e  P a r l o w  y  G re e p  ( 1 5 0 )  

q u e  s e  c o m p a r a n  c o n  l a  a c t i v i d a d  d e  d i v e r s e s  s t a n d a r d s  d e  r e f e -  

r e n c i a  d e l  N . I . H. ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h ) .

N o s o t r o s  hem os u s a d o  como r e f e r e n d a  p a r a  am bos m é to ­

d o s  e l  2 n d  IRP-HMG, p o r  s e r  e l  m âs u t i l i z a d o  p o r  l o s  d i f e r e n t e s  

a u t o r e s  e n  e l  m em en to  a c t u a l .  E s t e  p a t r ô n  d e  r e f e r e n d a  i n t e r n a  

c i o n a l  c o n s i s t e  e n  u n  e x t r a c t o  u r i n a r i o  p r o c e d e n t e  d e  o r i n a  d e  

m u j e r  m e n o p â u s i c a ,  c u y o s  v a l o r e s  e n  FSH (4 0  u l )  y  LH ( 4 0  U I )  —

h a n  s i d o  f i j a d e s  e n  l a  C o n f e r e n c i a  I n t e r n a c i o n a l  s o b r e  l o s  -------

s t a n d a r d s  ( G i n e b r a  1 9 6 4 ) .

No o b s t a n t e ,  como i n d i c a r o n  D j i a n  y  c o l . ( 3 3 6 ) ,  l a  ma­

y o r  o b j e c i ô n  q u e  p u e d e  h a c e r s e  a  l a  e l e c c i ô n  d e  e s t e  s t a n d a r d  -  

d e  r e f e r e n d a ,  e s  e l  c o m p a r a r  l a  a c t i v i d a d  i n m u n o l ô g i c a  d e  u n  -  

e x t r a c t o  p i t u i t a r i o  o p l a s m â t i c o  c o n  e l  d e  u n  e x t r a c t o  u r i n a r i o ,  

c u y a  e x t r u c t u r a  y  d e g r a d a c i é n  e s  m al c o n o c i d a .  P o r  e s t a  r a z ô n ,  

m u c h o s  a u t o r e s  e x p r e s a n  s u s  r e s u l t a d o s  e n  u n i d a d e s  d e  p e s o  

( ) ig -m l  ) .
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P a r a i e l a m e n t e  a l  m é to d o  a n t e r i o r ,  hem os é v a l u a d o  

FSH y  LH m e d i a n t e  e l  e m p le o  d e  " k i t s  c o m e r c i a l e s " ,  e s t u d i a n  

do  p r e v i a m e n t e  l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  q u e  o f r e c e n  s u s  c u r v a s  -  

s t a n d a r d  e n  r e l a c i ô n  c o n  l a s  y a  d e s c r i t a s .

Como b i e n  i n d i c a r o n  A l b e r t  y  c o l .  ( 354) y  B a n g h a n  

y  B o r t h  ( 355% l o s  s t a n d a r d  h o r m o n a l e s  u t i l i z a d o s  h a n  d e  s e r  

l o  m âs s i m i l a r  p o s i b l e  a  l o s  p r é s e n t e s -  e n  e l  m e d io  e n  e l  —

q u e  s e  v a n  a  v a l o r a r ;  e s  d e c i r ,  p a r a  e v a l u a r  FSH y  LH e n  —

o r i n a  e s  n e c e s a r i o  FSH y  LH s t a n d a r d s  p r o c e d e n t e s  d e  e x t r a c  

t o s  u r i n a r i o s .  F r a n c h i m o n t  ( 356) o p i n a  q u e ,  e n  e l  c a s o  d e  

v a l o r a r  am b as  h o rm o n a s  e n  p l a s m a ,  l a s  p r e p a r a c i o n e s  p r o c e —  

d e n t e s  d e  p i t u i t a r i a  s o n  muy s a t i s f a c t o r i a s ;  a u n q u e  B r ü n f e l d t  

; ; y  c o l .  ( 34?) s u g i e r e n  q u e  s é r i a  mâs c o n v e n i e n t e  l a  u t i l i

z a c i ô n  d e  u n o s  s t a n d a r d s  p l a s m â t i c o s  o s é r i c o s .

L o s " K i t s  c o m e r c i a l e s " p r o c e d e n t e s  d e  S e r o n o  p r e s e n  

t a n  e l  i n c o n v e n i e n t e  d e  q u e  l o s  s t a n d a r d s  u t i l i z a d o s  p a r a  -  

l a  v a l o r a c i ô n  d e  FSH y  LH e n  s u e r o  p r o v i e n e n  d e  e x t r a c t o s  -  

u r i n a r i o s  p o r  l o  q u e  d e b e r l a n  s e r  b â s i c a m e n t e  u t i l i z a d o s  p a  

r a  l a  m e d i c i ô n  d e  g o n a d o t r o f i n a s  e n  o r i n a .
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S i n  e m b a r g o ,  e l  p a r a l e l i s m o  q u e  o f r e c e n  l a s  d i l u

c l o n e s  d e l  s t a n d a r d  y  l a s  o b t e n i d a s  c o n  s u e r o  d e  a l t a  d o —

s i s  d e  FSH y  LH p r u e b a  l a  v a l i d e z  d e l  e n s a y o .

La s e n s i b i l i d a d  d e  e s t o s  e n s a y o s  p a r a  FSH y  LH -

e s  d e  1 ,5 m  l U / m l ,  m e n o r  q u e  e n  e l  m é to d o  a n t e r i o r , p e r o  c a -  

p a z  d e  d i f e r e n c i a r  v a l o r e s  b a j o s  e n  l a s  d e f i c i e n c i a s  g o n a -  

d a l e s .  L a s  r e c u p e r a b i l i d a d e s  i n t r a - e n s a y o  ( n u n c a  m a y o r  -  

d e l  5 % )  y  l a s  d e l  i n t e r - e n s a y o  ( 1 4 , 1 6 % ) , a u n q u e  l i g e r a m e n t e  

m a y o r e s  q u e  l a s  d e l  m é to d o  d e  N . I . H . ,  s o n  muy a c e p t a b l e s .

En l a  t r a s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g ,  l a s  c u r v a s  s t a n d a r d  

s e  a j u s t a n  a  e c u a c i o n e s  d e  r e c t a s ,  c u y a s  p e n d i e n t e s  s o n  —  

muy p r ô x i m a s  a  - 2 , 3  y  s u  c o e f i c i e n t e  d e  r e g r e s i ô n  d e  0 , 9 9 .

A l  i g u a l  q u e  e n  e l  m é to d o  a n t e r i o r ,  ^ s t o  n o s  p e r m i t e  l a  —  

a u t o m a t i z a c i ô n  d e  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  

FSH y  LH.

O t r o  p u n t o  muy i n t e r e s a n t é  a  t e n e r  e n  c u e n t a  a l  

r e a l i z a r  e n s a y o s  c o n  l o s  " K i t s  c o m e r c i a l e s  "es  s u  c o n t e n i d o  

d e  h o rm o n a  m a r c a d a .  D e b id o  a  q u e  l a  c a n t i d a d  i n c l u î d a  e n  

e l  e n v i o  e s  j u s t o  l a  i n d i s p e n s a b l e ,  n o  s e  p u e d e  r e p u r i f i -  

c a r  l a  h o rm o n a  p a r a  e l i m i n a r  l o s  f r a g m e n t o s  h o r m o n a l e s  d e
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t e r i o r a d o s  y  e n  e l  I o d o  l i b r e  ( 3 2 5 )  q u e ,  s i n  d u d a ,  r e d u c e n  l a  

e s p e c i f i c i d a d  d e l  e n s a y o .  P o r  e s t e  m o t i v o ,  e s  c o n v e n i e n t e  r e a  

l i z a r  e l  RIA e l  m ism o d l a  d e l  e n v i o .  S i  l a  u n i ô n  i n e s p e c î f i c a ,  

o s e a ,  e l  p o r c e n t a j e  d e  r a d i o a c t i v i d a d  d e b i d a  a  l o s  t u b o s  " c e  

r o s " ,  e s  m a y o r  d e l  5%, e s  p o s i b l e  q u e  l o s  r e s u l t a d o s  n o  s e a n  

c o r r e c t o s , p o r  e x i s t i r  u n  a l t o  g r a d o  d e  d e t e r i o r o  d e  l a  h o rm o ­

n a .

L o s  p e r i o d o s  d e  i n c u b a c i ô n  e n  q u e  s e  r e a l i z a n  e s t o s  

e n s a y o s ,  s o n  m âs c o r t o s  q u e  l o  q u e  e x i g e n  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  

e q u i l i b r i o ,  m a n i f e s t â n d o s e  e n  u n  a u m e n to  d e  l a  u n i ô n  e n t r e  —  

h o rm o n a  m a r c a d a  y  a n t i c u e r p o  a l  a u m e n t a r  e l  t i e m p o  t r a n s c u r r i  

do  e n t r e  l a  a d i c i ô n  d e l  p r i m e r  a n t i c u e r p o  y  e l  s e g u n d o ,  y  e n ­

t r e  é s t e  y  l a  c e n t r i f u g a c i ô n  d e  l o s  t u b o s ,  t a l  como d e m u e s t r a n  

l a s  e x p e r i e n c i a s  d e  M id g le y  ( 1 4 3 )  y  Vekem an y  Robyn ( 3 4 5 ) .

La d i s m i n u c i ô n  d e  l a  u n i ô n  a n t i g e n o - a n t i c u e r p o ,  a l  

a u m e n t a r  e l  t i e m p o  c o m p r e n d id o  e n t r e  l a  a d i c i ô n  d e l  p r i m e r  a n  

t i c u e r p o  d i l u i d o  e n  b u f f e r  y  l a  h o rm o n a  m a r c a d a ,  l a  i n t e r p r e -  

ta m o s  como u n a  p é r d i d a  d e  c a p a c i d a d  i n m u n o l ô g i c a  d e l  a n t i c u e r  

po  e n  s u  r e a c c i ô n  c o n  e l  a n t i g e n o ,  q u i z â  d e b i d o  a  l a  d e g r a d a -  

c i ô n  d e l  a n t i c u e r p o  a  l a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .

La t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  e n  q u e  s e  r e a l i z a n  e s t o s  e n  

s a y o s  n o  o r i g i n a  d e t e r i o r o  d e  l a  h o rm o n a ,  y a  q u e  e l  t i e m p o  d e  

i n c u b a c i ô n  e s  c o r t o  ( I s o j i m a  y  c o l .  ( 3 4 9 ) .
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En c o n c l u s i ô n  c o n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  p odem os  d e c i r  

q u e  l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  a n a l î t i c a s  d e l  m é to d o  d e  N . I . H .  s o n  mu 

c h o  m âs p r é c i s a s  q u e  l a s  d e l  m é to d o  d e  S e r o n o ,  a û n  c u a n d o  é s t e  

û l t i m o ,  t e n i e n d o  e n  c u e n t a  s u s  l i m i t a c i o n e s ,  p u e d e  s e r  d e  g r a n  

u t i l i d a d ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  e n  l o s  d i a g n ô s t i c o s  c l î n i c o s .

E l  m é to d o  p u e s t o  e n  m a r c h a  p o r  n o s o t r o s  c o n  e l  m a t e ­

r i a l  d o n a d o  p o r  N . I . H .  t i e n e ,  a d e m â s ,  l a  v e n t a j a  d e  s e r  m ucho 

m âs e c o n ô m i c o ,  p e r m i t i e n d o  v a l o r a r  s i m u l t â n e a m e n t e  600  6 m âs -  

t u b o s  c o n  c o s t o s  m în im o s .

La a p l i c a c i ô n  c l î n i c a  d e l  R . I . A .  d e  g o n a d o t r o f i n a s  -  

e x i g e ,  e n  p r i m e r  l u g a r ,  e s t a b l e c e r , c o n  l a  m e t o d o l o g î a  p r o p i a  -  

d e  c a d a  a u t o r ,  l o s  p a t r o n e s  d e  n o r m a l i d a d  d e  LH y  FSH e n  u n a  -  

p o b l a c i ô n .

La T a b l a  n9 26 p r é s e n t a  l o s  n i v e l e s  d e  FSH y  LH e n  

u n  g r u p o  d e  s u j e t o s  n o r m a l e s ,  h o m b re s  y  m u j e r e s ,  v a l o r a d o s  p o r  

l o s  m é to d o s  d e  NIH y  S e r o n o ,  c o m p a r a d o s  c o n  l o s  r e s u l t a d o s  -  

d e  o t r o s  i n v e s t i g a d o r e s ,

Como s e  p u e d e  a p r e c i a r ,  e x i s t e n  g r a n d e s  d i s c r e p a n c i e s  

e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  v a l o r e s  o b t e n i d o s .  S e  h a  p e n s a d o  q u e  e s t a s
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v a r i a c i o n e s  s o n  d e b i d a s  a l  e m p le o  d e  d i f e r e n t e s  s t a n d a r d s  d e  

r e f e r e n c i a .  E s t o  h a  l l e v a d o  a  i n t e n t a r  e s t a b l e c e r  u n  û n i c o  -  

p a t r ô n  u n i v e r s a l ,  p r o b le m a  q u e  a û n  q u e d a  p o r  r e s o l v e r .

F o r  o t r a  p a r t e ,  e s t a  v a r i a b i l i d a d  d e  r e s u l t a d o s  n o  

s e  d e b e  û n i c a m e n t e  a  l a  r a z ô n  a n t e s  m e n c i o n a d a ,  s i n o ,  como -

s e  c o m p ro b ô  e n  l o s  e s t u d i o s  c o m p a r a t i v o s  r e a l i z a d o s  p o r  -------

T aym or y  M i y a t a  ( 3 5 2 ) ,  a  l o s  d i f e r e n t e s  a n t i c u e r p o s ,  d i l u c i o  

n e s  y  m e t o d o l o g î a s  e m p l e a d a s .

P o r  t o d a s  e s t a s  c a u s a s ,  c a d a  l a b o r a t o r i o  t i e n e  q u e  

r e f e r i r s e  a  s u s  p r o p i o s  p a t r o n e s  d e  n o r m a l i d a d  e  i n t e r p r e t a r  

c o n  c u i d a d o  l o s  d a t o s  d e  o t r o s  g r u p o s  d e  t r a b a j o  a l  h a c e r  —  

c o m p a r a c i o n e s .

I n d u d a b l e m e n t e ,  l a  s e c r e c i ô n  p u i s â t i l  d e  l a s  g o n a ­

d o t r o f i n a s  y  s u  r i t m o  n i c t a m e r a l  p u e d e  s e r  t a m b i é n  i m p o r t a n ­

t e  a  l a  h o r a  d e  i n t e r p r e t a r  l o s  r e s u l t a d o s ,  como h a n  v i s t o  -  

M id g le y  y  J a f f e  ( 2 5 2 )  y  V an d e  W ied e  y  P e r r i n  ( 2 5 4 ) .

No o b s t a n t e ,  l a  r e l a c i ô n  LH /  FSH q ü e  hem os o b t e n i r  

do  e s  s i e m p r e  muy p r ô x im a  a  l a  u n i d a d ,  d a t o  q u e  c o i n c i d e  c o n  

l o s  dem âs  i n v e s t i g a d o r e s .
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E s t o s  p a t r o n e s  d e  n o r m a l i d a d  n o s  p e r m i t e n  s e p a r a r  

a d e c u a d a m e n t e  a q u e l l o s  p a c i e n t e s  q u e  p a d e c e n  d e  h ip o g o n a d i s _  

mo p r i m a r i o  p o r  l e s i ô n  g o n a d a l  y  l o s  a f e c t o s  d e  h ip o g o n a d i s _  

mo s e c u n d a r i o  p o r  e n f e r m e d a d  h i p o t a l a m o - h i p o f i s a r i a .

En e f e c t o ,  e n  l o s  h o m b re s  q u e  p a d e c e n  d e  u n a  d i s e  

n e s i a  g o n a d a l  ( K l i n e l f e l t e r ,  R e i n f e s t e i n ,  e t c . )  l a s  c i f r a s  

d e  LH y  FSH s e  e n c u e n t r a n  muy e l e v a d a s  e n  s u e r o ,  s o b r e  t o d o  

FSH, a l t e r â n d o s e  e l  c o c i e n t e  LH/FSH, d a t o s  q u e  c o i n c i d e n  —

p r â c t i c a m e n t e  e n  t o d o s  l o s  i n v e s t i g a d o r e s  ( F r a n c h i m o n t  -----

( 2 6 1 )  y  P a u l s e n  y  c o l .  ( 3 0 8 ) ) .  De i g u a l  f o r m a ,  e n  l a s  d i g e -  

n e s i a s  g o n a d a l e s  d e  l a  m u j e r  ( S l n d r o m e  d e  T u r n e r )  y  e n  l a  -  

m e n o p a u s i a  h a y  u n  g r a n  a u m e n to  d e  LH y ,  s o b r e  t o d o ,  d e  FSH, 

c o n  a l t e r a c i d n  d e  c o c i e n t e  LH/FSH. E l l o  e s  d e b i d o  a  l a  i n v o  

l u c i ô n  o v â r i c a  r e p r o d u c t i v a  y  e n d o c r i n a ,  c o n  l a  c o n s e c u e n t e  

a l t e r a c i ô n  d e  l o s  s i s t e m a s  d e " f e e d b a c k "  h o r m o n a l  ( F r a n c h i m o n t  

( 6 6 )  y  M i l l e t  y  c o l .  ( 3 5 3 ) ) .

P o r  e l  c o n t r a r i o ,  e n  l o s  p a c i e n t e s ,  h o m b re s  y  muj e  

r e s  q u e  p a d e c e n  d e  u n  h ip o g o n a d i s m o  h i p o t â l a m o - h i p o f i s a r i o  

( S h e e h a n ,  K a l lm a n ,  h i p o p i t u i t a r i s m o ,  e t c . )  l o s  n i v e l e s  d e  -  

LH y  FSH s u e l e n  s e r  muy b a j o s ,  a  m enudo  i n d é t e c t a b l e s ,  y  e l  

c o c i e n t e  LH/FSH s e  m a n t i e n e  o a l t e r a  s e g û n  p r é d o m in é  l a  d e -  

f i c i e n c i a  d e  u n a  g o n a d o t r o f i n a  s o b r e  l a  o t r a  ( F r a n c h i m o n t  

( 6 6 ) ,  D j i a n  y  c o l .  ( 3 3 6 ) ,  e t c . ) .
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O t r o  a s p e c t o  muy i n t e r e s a n t e  a  c o m e n t a r  s o n  l o s  v a ­

l o r e s  d e  LH y  FSH o b t e n i d o s  e n  u n  g r u p o  d e  h o m b re s  e s t é r i l e s  

q u e  p a d e c i a n  o l i g o s p e r m i a  o a z o o s p e r m i a ,  s i n  q u e  e x i s t i e r a  —  

n i n g u n a  e n f e r m e d a d  e n d o c r i n a  a s o c i a d a .  En e s t o s  i n d i v i d u o s ,  -  

l l a m a  l a  a t e n c i ô n  e l  h e c h o  d e  q u e  le s  c i f r a s  d e  LH, y  p o r  l o  —  

t a n t o  d e  t e s t o s t e r o n a ,  s o n  n o r m a l e s ,  m i e n t r a s  q u e  l a s  c o r r e s ­

p o n d i e n t e s  a  LSH s e  e n c u e n t r a n  a u m e n t a d a s ,  r e s u l t a d o s  q u e  c o n  

c u e r d a n  c o n  l o s  o b t e n i d o s  p o r  F r a n c h i m o n t  ( 2 4 0 )  y  Van T h i e l  y  

c o l .  ( 3 5 4 ) .

I n d u d a b l e m e n t e ,  e s t o s  h a l l a z g o s ,  a s o c i a d o s  c o n  l o s  

a l t o s  n i v e l e s  d e  FSH e n  l a s  d i g e n e s i a s  g o n a d a l e s ,  c o n  c i f r a s  

n o r m a l e s  y  o l i g o s p e r m i a  a c e n t u a d a ,  a p o y a n  l a  h i p ô t e s i s  d e  —  

q u e  e x i s t e  u n a  s u s t a n c i a  q u i m i c a , d e  n a t u r a l e z a  p o l i p e p t i d i c a ,  

p r o d u c i d a  p o r  e l  e p i t e l i o  g e r m i n a l ,  c u y a  e x i s t e n c i a  f u e ,  p ri^  

m e r a m e n t e ,  e s t a b l e c i d a  p o r  M c C u l la g h  ( 2 3 9 )  y  a c t u a l m e n t e  c o n  

f i r m a d a  p o r  F r a n c h i m o n t  ( 2 4 0 ) .  D ic h a  s u s t a n c i a  r e g u l a r î a  l a  

s l n t e s i s  y  l i b e r a c i ô n  d e  FSH p o r  m e d io  d e  u n  m e c a n ism o  d e  —  

" f e e d - b a c k "  l a r g o  n e g a t i v o .

La v a l o r a c i ô n  d e  l o s  n i v e l e s  s é r i c o s  d e  FSH y  LH -  

d u r a n t e  e l  c i c l o  m e n s t r u a l  n o r m a l  d e  l a  m u j e r ,  h a  s i d o  e s t u -  

d i a d o  p o r  d i v e r s o s  a u t o r e s  ( M i d g l e y  y  J a f f e  ( 2 5 2 ) ,  F r a n c h i m o n t  

( 6 6 ) ,  S a x e n a  y  c o l .  ( 2 7 9 ) ,  C u rc h o d  y  c o l ,  ( 3 5 5 )  y  G a r c i a  y  -  

c o l .  ( 3 3 4 , 3 5 6 ) ) .  A l  i g u a l  q u e  e l l o s ,  hem os o b s e r v a d o  u n  p i c o
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m âxim o d e  LH e n  e l  d l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  m i t a d  d e l  c i c l o  

( p i c o  o v u l a t o r i o ) ,  q u e  c o i n c i d e  c o n  e l  mâxim o v a l o r  d e  FSH,

y  q u e  hem os c o m p ro b a d o  to m a n d o  como d l a  d e  r e f e r e n c i a  -------

( d l a  " c e r o " )  e l  d e  m âxim a c o n c e n t r a c i ô n  d e  LH y  a  l a  v e z ,  -  

v a l o r a n d o  s i m u l t â n e a m e n t e  LH y  FSH a  p a r t i r  d e l  d l a  p r i m e r o  

d e  l a  m e n s t r u c i ô n .

En c o n j u n t o ,  l o s  n i v e l e s  d e  LH y  FSH d u r a n t e  l a  -  

f a s e  f o l i c u l a r  s u e l e n  s e r  s u p e r i o r e s  a  l o s  e n c o n t r a d o s  e n  -  

l a  f a s e  l u t é i n i c a ,  p e r o  e s t a s  d i f e r e n c i a s  n o  s o n  s i g n i f i c a -  

t i v a s ,  d a t o s  q u e  c o i n c i d e n  c o n  l o s  d e  W ide y  c o l .  ( 3 5 7 )  y  -  

D j i a n  y  c o l .  ( 3 3 6 ) .  La p e q u e h a  s u b i d a  d e  l o s  n i v e l e s  d e  FSH 

q u e  e n c o n t r a m o s  e n  l a  p r i m e r a  e t a p a  d e  l a  f a s e  f o l i c u l a r ,  -  

d e s c r i t a  t a m b i é n  p o r  i n v e s t i g a d o r e s  como O d e l l  y  c o l .  ( 1 1 3 )  

y  F r a n c h i m o n t  ( 6 6 ) ,  p u e d e  i n t e r p r e t a r s e  d e b i d o  a  u n  " f e e d —  

b a c k  n e g a t i v o "  p o r  l a  d i s m i n u c i ô n  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  e n  l a  

f a s e  f i n a l  d e l  c i c l o .

E l  m e c a n is m o  p o r  e l  c u a l  s e  p r o d u c e  e l  p i c o  o v u l a  

t o r i o  d e  LH y  FSH n o  s e  c o n o c e ,  a u n q u e  t i e n d e  a  i n t e r p r e t a r  

s e  como d e b i d o  a  u n  e f e c t o  d e  " f e e d - b a c k  p o s i t i v e "  d e  l o s  -  

e s t r ô g e n o s  y ,  q u i z â ,  a  a l g u n o s  m e t a b o l i t e s  d e  l a  p r o g e s t e r o  

n a .  S i n  e m b a r g o ,  o t r o s  t i e n d e n  a  c o n s i d e r a r  q u e  e s  l a  d ism i^ 

n u c i ô n  d e l . e s t r a d i o l ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  a n t e s  d e  l a  o v u l a c i ô n .
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q u e  p o r  u n  m e c a n is m o  d e  " f e e d - b a c k  n e g a t i v o "  p r o v o c a  e l  p i c o  

d e  LH ( M i l l e t  y  c o l .  ( 3 5 3 )  y  M onroe  y  c o l .  ( 2 6 5 ) ) .

En d o s  m u j e r e s  e s t u d i a d a s  q u e  p r e s e n t a b a n  c i c l o s  -  

a n o v u l a t o r i o s ,  c o n f i r m a d o s  p o r  d é t e r m i n a c i o n e s  d e  t e m p e r a t u ­

r a  b a s a i  y  p r e g n a n d i o l ,  l l a m a  l a  a t e n c i ô n  l a  p r e s e n t a c i ô n  —  

muy t a r d i a  d e  l o s  p i c o s  d e  LH y  FSH, c o n  u n a  f a s e  l u t e î n i c a  

muy c o r t a .  S h e rm a n  y  c o l .  ( 3 5 8 ) ,  S c o t t  y  c o l .  ( 3 1 5 )  s u g i e r e n  

q u e  l a  d e f i c i e n c i a  d e  FSH e n  l a  f a s e  f o l i c u l a r ,  c o n  l a  su b s i^  

g u i e n t e  m a l f o r m a c i ô n  d e l  f o l î c u l o ,  s é r i a  l a  c a u s a  d e  l a  exi_s 

t e n c i a  d e  u n  c u e r p o  l u t e o  i n a d e c u a d o ,  d e m o s t r a d o  p o r  u n a  i n -  

s u f i c i e n t e  s e c r e c i ô n  d e  e s t r ô g e n o s .

E l  e m p le o  d e  LH-RH como t e s t  d i n â m i c o  p a r a  v a l o r a r  

l a  s e c r e c i ô n  p i t u i t a r i a  d e  g o n a d o t r o p i n a s ,  h a  s i d o  p o s i b l e  -  

g r a c i a s  a  l o s  t r a b a j o  b â s i c o s  d e  S c h a l l y  y  c o l .  ( 3 5 9 ) .  La -  

d o s i s  d e  LH-RH e m p le a d a  ( d e  25 ^ g  a  150 ^ g )  a s i  como l a  v i a  

d e  a d m i n i s t r a c i ô n  a  u t i l i z a r ,  e s  d i f e r e n t e  s e g û n  l o s  g r u p o s  

d e  t r a b a j o  q u e  s e  c o n s i d e r e n  ( F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 3 1 2 ) ,  

S o l b a c h  y  V e ig e lm a n  ( 3 6 0 ) ) .

En n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s  s e  h a  e l e g i d o  u n a  d o s i s  d e  

100 J i g s ,  e n  u n  p u l s o  r â p i d o  i n t r a v e n o s o ,  n o  h a b i é n d o s e  o b t e n i r  

do  r e s p u e s t æ  n é g a t i v e s  e n  n i n g u n o  d e  l o s  s u j e t o s  n o r m a l e s  e s -  

t u d i a d o s .  A ono y  c o l .  ( 3 6 l ) ,  M o r t im e r  y  c o l .  ( 3 6 2 ) ,  G o n z a l e z  

B â r c e n a  y  c o l  ( 3 6 3 ) ,  e t c .  e m p le a n ,  p a r a  l o s  t e s t s  d i n â m i c o s .
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l a  m ism a d o s i s  y  v i a  d e  a d m i n i s t r a c i ô n .

En l o s  s u j e t o s  n o r m a l e s ,  l a  i n t e n s i d a d  d e  r e s p u e s  

t a  d e  LH a l  t e s t  d e  LH-RH v a r i a  c o n  l a  d o s i s  e m p l e a d a ,  como 

h a n  d e m o s t r a d o  K a s t i n  y  c o l .  ( 2 1 1 )  y  F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 3 1 2 )  

y  q u e ,  a l  i g u a l  q u e  e n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  c o n s i s t e  e n  u n  -  

a u m e n to  s i g n i f i c a t i v o  d e  l o s  n i v e l e s  d e  LH c u a n d o  l a s  d o s i s  -  

i n y é c t a d a s  s u p e r a n  25 ;wg. E s t a  r e s p u e s  e s  m âxim a a  l o s  30 mi 

n u t o s  d e  h a b e r s e  a d m i n i s t r a d o .  D o s i s  d e  25 u g  d e  LH-RH, s i n  

e m b a r g o  n o  p r o d u c e n  n i n g u n a  r e s p u e s t a  e n  l o s  n i v e l e s  d e  FSH, 

e n  t a n t o  q u e  d o s i s  d e  50 a  100 j ig  i n d u c e n  u n  l i g e r o  a u m e n t o ,  

m âs t a r d l o  q u e  e l  d e  LH ( a  l o s  9 0 - 1 2 0  m i n u t o s ) .  E s t a  d i s o c i a  

c i ô n  d e  r e s p u e s t a ,  o b s e r v a d a  p o r  F r a n c h i m o n t  ( 3 1 2 ) ,  B e s s e r  y  

c o l .  ( 3 6 4 ) ,  K a s t i n  y  c o l .  ( 3 1 1 ) ,  e n t r e  o t r o s ,  y  c o n f i r m a d a  -  

e n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  h a  l l e v a d o  a  n u m e r o s a s  e s p e c u l a c i o —  

n e s  s o b r e  l a  p o s i b l e  e x i s t e n c i a  d e  u n a  h o rm o n a  l i b e r a d o r a  d e  

FSH, i n d e p e n d i e n t e  d e  l a  d e  LH. A p e s a r  d e  q u e  l a  m a y o r l a  d e  

l o s  e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  h a n  s i d o  n e g a t i v o s ,  G a r a s h i  y  -  

c o l .  ( 3 6 5 )  y  J o h a n s s o n  y  c o l .  ( 3 6 6 )  m a n t i e n e n  l a  e x i s t e n c i a  

d e  FSH-RH.

En d o s  s u j e t o s  c o n  h i p o g o n a d i s m o  h i p o g o n a d o t r ô f i -  

c o  q u e  hem os e s t u d i a d o ,  o b e s i d a d  h i p o t a l â m i c a  y  s l n d r o m e  d e  

K a l l m a n ,  e x i s t e  u n a  r e s p u e s t a  a c e p t a b l e  a l  t e s t ,  a u n q u e  d e ^  

d e  l u e g o  e n  m e n o r  g r a d o  q u e  e n  l o s  n o r m a l e s .  A p e s a r  d e  q u e
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F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 3 8 5 )  n o  h a n  l o g r a d o  o b t e n e r  r e s p u e s t a  e n  

p a c i e n t e s  c o n  h i p o g o n a d i s m o  h i p o g o n a d o t r ô f i c o ,  c r e e m o s  q u e  -  

l a  c a u s a  d e  e s t a  f a l t a  d e  r e s p u e s t a  s e a  d e b i d a  a  l a  i n s u f i —  

c i e n t e  d o s i s  e m p le a d a  (2 5  # g ) .  M o r t i m e r  y  c o l .  ( 3 6 2 ) ,  R o th  -  

( 3 6 7 ) ,  o b t i e n e n  u n a  r e s p u e s t a  s i m i l a r  a  l a  n u e s t r a ,  l o  q u e  -  

d e m u e s t r a  q u e  p o s i b l e m e n t e  l a  l e s i ô n  f u n d c im e n ta l  e n  e s t o s  hi^ 

g o n a d i n o s  e s t é  l o c a l i z a d a  e n  e l  h i p o t â l a m o .

Una d e  l a s  r a z o n e s  p o r  l a  q u e  h a  s i d o  d i f i c i l  e s t a  

b l e c e r ,  e n  m u j e r e s ,  u n  p a t r ô n  n o r m a l  d e  r e s p u e s t a  a l  LH-RH, 

s e  d e b e  a  l a  v a r i a b i l i d a d  d e  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s e g û n  l a  

f a s e  d e l  c i c l o  m e n s t r u a l  e n  q u e  s e  h a  r e a l i z a d o  e l  e x p e r i m e n  

t o ,  como h a n  d e m o s t r a d o  Yen y  c o l .  ( 3 6 8 ) y  T aym or ( 3 6 9 ) .  L a s  

c a u s a s  d e  e s t a s  d i f e r e n c i a s  s e  d e s c o n o c e n ,  p e r o  q u i z â  t e n g a n  

r e l a c i ô n  c o n  l o s  n i v e l e s  d e  e s t r ô g e n o s  c i r c u l a n t e s  o c o n  l o s  

c a m b io s  d e  s e n s i b i l i d a d  h i p o t a l â m i c a  d u r a n t e  e l  c i c l o .

Un g r u p o  d e  m u j e r e s  n o r m a l e s  e n  f a s e  f o l i c u l a r  f u e  

r o n  e s t u d i a d a s ,  y  c o i n c i d i e n d o  c o n  l o s  a n t e r i o r e s  a u t o r e s  ci^ 

t a d o s  hem os c o n s e g u i d o  u n a  r e s p u e s t a  m âxim a d e  LH a  l o s  30 -  

m i n u t o s ,  m i e n t r a s  q u e  l a  d e  FSH f u e  m ucho m enos  a c e n t u a d a  y  

m âs t a r d i a .
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Un a s p e c t o  muy i n t e r e s a n t e  q u e  hem os c o m p ro b a d o ,  y  

q u e  n o  c r e e m o s  que  n  a d i e  h a y a  d e s c r i t o  h a s t a  a h o r a ,  e s  u n a  

d i f e r e n c i a  s e x u a l  e n  l a  r e s p u e s t a  d e  FSH a l  LH-RH, q u e  e s  mu 

c h o  m âs m a r c a d a  e n  l a s  m u j e r e s .  En r e a l i d a d ,  e s t â m e s  muy l e -  

j o s  d e  c o n o c e r  e l  s i g n i f i c a d o  d e  e s t o s  h a l l a z g o s .

En u n  g r u p o  d e  m u j e r e s  q u e  p a d e c i a n  d e  n e c r o s i s  -  

p o s t - p a r t u m  d e  l a  p i t u i t a r i a  ( S l n d r o m e  d e  S h e e h a n )  l a  r e s —- 

p u e s t a  a l  LH-RH e r a  d é b i l ,  p e r o  i n d u d a b l e m e n t e  e x i s t l a .  A 

r e s u l t a d o s  s i m i l a r e s  h a n  l l e g a d o  A ono  y  c o l  ( 3 6 1 )  y  C o s c i a  

y  c o l .  ( 3 7 0 ) ,  l o  q u e  d e m u e s t r a  q u e ,  e n  e s t a  e n f e r m e d a d ,  l a  

d e s t r u c c i ô n  d e  l a  p i t u i t a r i a  n u n c a  e s  t o t a l  y  s i e m p r e  q u e —  

d a n  c é l u l a s  p r o d u c t o r a s  d e  LH y  FSH f u n c i o n a n t e s .

En d o s  p a c i e n t e s  e s t u d i a d o s  q u e  p a d e c i a n  d e  S i n -  

d ro m e  d e  T u r n e r  c o n  n i v e l e s  a l t o s  d e  LH y  FSH, e x i s t l a  u n a  

r e s p u e s t a  a t e n u a d a  a l  LH-RH, q u e  a l g u n o s  a u t o r e s  i n t e n t a n  

e x p l i c a r  como d e b i d o  a  u n a  m a y o r  s e n s i b i l i d a d  d e  l a s  c é l u ­

l a s  d e  l a  p i t u i t a r i a  p o r  e l  d é f i c i t  e s t r o g é n i c o  ( S i l e r  y  -  

c o l .  ( 3 7 1 ) y  L u n d b e r g  y  c o l .  ( 3 7 2 ) .

En e l  S in d r o m e  d e  C u s h i n g ,  d e b i d o  a  h i p e r p l a s i a  

s u p r a r e n a l ,  e s  f r e c u e n t e  l a  e x i s t e n c i a  d e  u n a  a m e n o r r e a .  -  

P o r  e s t a  r à z ô n  d e c i d i m o s  v a l o r a r  l a  r e s p u e s t a  a l  t e s t  d e  -  

LH-RH e  i n t e n t a r  a c l a r a r  s u  m e c a n is m o  d e  p r o d u c c i ô n .  C u r i o
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s a m e n t e ,  hem os e n c o n t r a d o  q u e  l a  r e s p u e s t a  d e  LH y  FSH e s  

muy d é b i l ,  l o  q u e  t o d a v i a  n u n c a  h a  s i d o  d e s c r i t o .  Nos p l a n  

t e a m o s  l a  h i p ô t e s i s  d e  q u e  e n  e s t a  e n f e r m e d a d ,  p o r  a l g û n  mo 

t i v o  q u e  d e s c o n o c e m o s ,  l a  p i t u i t a r i a  e s  i n s e n s i b l e  a l  t e s t  

d i n â m i c o .  En e s t e  s e n t i d o ,  e s t a m o s  t r a b a j a n d o  p a r a  i n t e n t a r  

e s c l a r e c e r  e s t e  i n t e r e s a n t e  p r o b l e m a .

L o s  m e c a n is m o s  p o r  l o s  c u a l e s  l a s  h o rm o n a s  p é r i -  

f é r i c a s  c o n t r o l a n  l a  s î n t e s i s / l i b e r a c i ô n  d e  LH y  FSH e n  e l  

h o m b re  y  e n  l a  m u j e r ,  v i e n e  s i e n d o  te m a  d e  e s t u d i o  d e s d e  -  

h a c e  y a  a l g u n o s  a h o s .  I n d u d a b l e m e n t e ,  t o d a v i a  q u e d a  u n  l a r  

go  c a m in o  p o r  r e c o r r e r .

En n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s ,  q u e  c o i n c i d e n  c o n  l a  -  

m a y o r l a  d e  l o s  a u t o r e s  ( C a p e l l  y  P a u l s e n  ( 3 7 3 )  y  P e t e r s o n  

y  c o l .  ( 3 7 4 ) ) ,  l a  t e s t o s t e r o n a  i n h i b e  l o s  n i v e l e s  p e r i f é r ^  

COS d e  LH e n  e l  h o m b r e ,  q u i z â  a  t r a v é s  d e  s u  t r a n s f o r m a c i ô n  

e n  5 DHT o p o r  i n t e r m e d i o  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  f o r m a d o s  e n  s u  

m e t a b o l i s m o .  No h em os  o b s e r v a d o ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  q u e  l o s  

n i v e l e s  d e  FSH s e  m o d i f i q u e n ,  a û n  c u a n d o  e x i s t e n  i n v e s t i g a  

d o r e s  como M auss  y  c o l .  ( 3 7 5 )  q u e  r e c i e n t e m e n t e  c o n s i d e r a n  

e s t a  p o s i b i l i d a d .
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Con i n t e n c i ô n  d e  c o n o c e r  a  q u é  n i v e l  s e  r e a l i z a  

e l  c o n t r o l  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  LH-FSH e n  u n  g r u p o  d e  hom—  

b r e s  n o r m a l e s  s o m e t i d o s  a  u n a  i n f u s i ô n  c o n  d o s i s  f a r m a c o l ô  

g i c a s  d e  t e s t o s t e r o n a ,  hem os r e a l i z a d o  u n  t e s t  d e  LH-RH 

s i n  q u e  h a y am o s  e n c o n t r a d o  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  c o n  

l a  p o b l a c i ô n  n o r m a l .  E l l o  f a v o r e c e  l a  h i p ô t e s i s  d e  q u e  e l  e s  

h i p o t â l a m o  e l  r e c e p t o r  d e  l o s  m e c a n is m o s  d e  f e e d b a c k  n é g a t i f  

v o  l a r g o  d e  l a  t e s t o s t e r o n a ,  a û n  c u a n d o  e s t e  p r o b le m a  n o  e_s 

t â  n i  m ucho m enos  s o l u c i o n a d o .  M u h len  y  K o b b e r l i n g  ( 3 7 6 )  —  

h a n  l l e g a d o  a  s i m i l a r e s  c o n c l u s i o n e s .

E l  c o n t r o l  d e  l a  s e c r e c i ô n  d e  g o n a d o t r o p i n a s  e n  -  

l a  m u j e r , p o r  l a s  h o rm o n a s  d e l  o v a r i o ,  e s  mucho mâs c o m p l e j o  

y  o s c u r o  q u e  e n  e l  h o m b re .  La m a y o r l a  d e  l o s  i n v e s t i g a d o r e s  

c o n s i d e r a n  q u e  s o n  l o s  e s t r ô g e n o s ,  p r o d u c i d o s  p o r  e l  f o l l e u  

l o  y  e n  e l  c u e r p o  g l u t e o ,  l o s  q u e  b â s i c a m e n t e  r e g u l a n  LH y  

FSH, y  q u e  e l  r e s t o  d e  l a  p r o g e s t e r o n a  y  d e  s u s  m e t a b o l i t e s

e s  f u n d a m e n t a l m e n t e  a d i t i v o .  F r a n c h i m o n t  ( 2 6 1 ) ,  B o t e l l a  -----

( 3 7 7 ) ,  C a r g i l l e  y  c o l .  ( 2 6 9 )  y  D h o n t y  c o l .  ( 3 7 8 )  h a n  dem o^ 

t r a d o  r e c i e n t e m e n t e  e l  e f e c t o  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  v a r i a  s e g û n  

e l  m om ento  d e l  c i c l o  m e n s t r u a l  e n  q u e  s e  a d m i n i s t r e ,  s i e n d o  

b â s i c a m e n t e  i n h i b i d o r e s  d e  LH y  FSH e n  e l  c o m ie n z o  d e  l a  -  

f a s e  f o l i c u l a r  y  p o s i b l e m e n t e  a c t u a n d o  d e  u n a  fo r m a  e s t i m u -  

l a n t e  d u r a n t e  e l  p e r i o d o  p e r i - o v u l a t o r i o .
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Como hem os c o m en tad o  co n  a n t e r i o r i d a d ,  e s t o  p u e d e  

g u a r d a r  r e l a c i ô n  con  Ccimbios e n  l a  s e n s i b i l i d a d  d e l  " te r m o ^  

t a t o  h i p o t a l â m i c o " . Hemos e s t u d ia d o  e l  e f e c t o  d e  l a  i n f u s i ô n  

d e  e s t r ô g e n o s  e q u in o s  c o n ju g a d o s  s o b r e  lo s  n i v e l e s  de  FSH y  

LH en  m u je r e s  n o r m a le s  d u r a n t e  l a  f a s e  f o l i c u l a r ,  o b s e r v â n -  

d o s e  u n a  d is m in u c iô n  d e  su s  v a lo r e s ,m â s  m a rc a d o s  con  r e s p e c -  

t o  a  FSH . De e s t e  e x p e r im e n to  podem os c o n c l u i r  q u e  lo s  e s t r ô  

gen o s in f u n d id o s  en  l a  f a s e  f o l i c u l a r ,  p o r  u n  c o r t o  p é r io d e  

de t ie m p o ,  p r o v o c a r îa n  u n a  d is m in u c iô n  en  l a  s î n t e s i s / l i b e -  

r a c i ô n  d e  l a s  g o n a d o t r o p in a s .  E x p é r im e n te s ,  que a û n  no  hemos  

p u b l ic a d o ,  c o in c id e n  con  l o s  a u t o r e s  a n t e r io r m e n t e  c i t a d o s ,  

en  lo s  c u a le s ,  d u r a n t e  l a  f a s e  f o l i c u l a r  t a r d î a  y  p e r i - o v u l a

t o r i a ,  e l  e f e c t o  s o b re  L H -F S H  es  in d u d a b le m e n te  p o s i t i v e  ------

(Thom pson  y  c o l .  ( 2 6 4 )  y  C a r g i l l e  y  c o l .  ( 2 6 9 ) .

E l  s i t i o  d e  a c c iô n  de  lo s  e s t r ô g e n o s  en  e l  m ecani_s  

mp de " F e e d b a c k "  h a  s id e  o b je t o  d e  n u m e ro so s  e s t u d io s ,  p e ro  

l o s  r e s u l t a d o s  v a r î a n  de  u n e s  a u t o r e s  a o t r o s ,  q u iz â  p o r  em - 

p l e a r ' d i f e r e n t e s  v îa s  d e  a d m in is t r a c iô n  y  v a l o r a r  d i s t i n t a s  

p a r t e s  d e l  c i c l o  m e n s t r u a l  ( S c h a l l y  y  c o l .  ( 3 7 9 ) ,  L i b e r t u n  y  

c o l . ( 3 8 0 ) .

Hemos e s t u d ia d o  l a  r e s p u e s t a  de  LH y  FSH a l  LH -R H  

en  u n  g ru p o  de  m u je r e s  en  f a s e  f o l i c u l a r ,  s o m e t id a s  a  u n a  i n  

f u s iô n  co n  d o s is  f a r m a c o lô g ic a s  de  e s t r ô g e n o s ,  o b s e rv a n d o  -
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u n a  a n u l a c i ô n  d e  r e s p u e s t a ,  t a n t o  p a r a  LH como p a r a  FSH. 

E s t o ,  s i n  d u d a ,  f a v o r e c e  l a  i n t e r p r e t a c i ô n  d e  q u e ,  f u n d a -  

m e n t a l m e n t e ,  l a  p i t u i t a r i a  j u e g a  u n  p a p e l  i m p o r t a n t e  como 

c e n t r o  r e c e p t o r  d e l  m e c a n is m o  d e  c o n t r o l  g o n a d o t r ô p i c o ,  a 

d i f e r e n c i a  d e  l o  q u e  o c u r r e  e n  l o s  h o m b r e s .  A s i m i l a r e s  -  

c o n c l u s i o n e s  h a n  l l e g a d o  F r a n c h i m o n t  y  c o l .  ( 3 1 2 )  y  G u a l  

( 3 8 1 ) .  P e r o  a d e m â s ,  F R a n c h im o n t  d e s c r i b e  t a m b i é n  u n  e f e c t o  

e s t i m u l a n t e  d e  l o s  e s t r ô g e n o s  s o b r e  l a  s e c r e c i ô n  d e  FSH.

Uno d e  l o s  c a p l t u l o s  m is  a p a s i o n a n t e s  q u e  e x i s t e n  

a c t u a l m e n t e  e n  l a  B i o l o g l a  e s  e l  d e  l a  p u b e r t a d .  L o s  m e c a n i s  

mos n e u r o - e n d o c r i n o s  q u e  p o n e n  e n  m a r c h a  l a  m a d u r a c i ô n  s e ­

x u a l  s o n  c o m p l e j o s  y  n o  b i e n  c o n o c i d o s .

Hemos t e n i d o  -la  o p o r t u n i d a d  d e  e s t u d i a r  u n  g r u p o  -  

d e  n i h o s  e n  e t a p a s  p r e p u b e r a l e s ,  c o m p r e n d i d o s  e n t r e  7 y  13 

a h o s  y  e n  l o s  q u e  hem os  v a l o r a d o  l a s  c i f r a s  d e  LH y  FSH.

De a c u e r d o  c o n  l o s  t r a b a j o s  d e  W i n t e r  y  T a im o r  -----

( 2 .9 6 ) y  G rum bach  ( 2 9 5 ) ,  hem os o b s e r v a d o  q u e  l o s  n i v e l e s  d e  -  

am b as  g o n a d o t r o p i n a s  v a n  a u m e n ta n d o  a  m e d id a  q u e  s e  a c e r c a  -  

l a  p u b e r t a d .  S i n  e m b a r g o ,  l o s  n i v e l e s  d e  FSH a l c a n z a n  IsB c i ­

f r a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  e d a d  a d u l t a  a n t e s  q u e  l o s  d e  LH,
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l o  q u e  d e m u e s t r a  l a  i m p o r t a n c i a  d e  l a  FSH e n  e l  c r e c i m i e n t o  

d e l  t e s t î c u l o  y  d e s a r r o l l o  t u b u l a r .

L a  a d m i n i s t r a c i ô n  d e  200  j ig  d e  LH-RH e n  i n  v i t r o  

e n  n i n o s  p r e p u b e r a l e s  p r o v o c a  u n a  r e s p u e s t a  d e  l a  p i t u i t a r i a  

q u e ,  a u n q u e  n o  t a n  m a r c a d a  como e n  l a s e t a p a s  p u b e r a l e s ,  i n d ^  

c a  q u e  l a  p i t u i t a r i a  e s  c a p a z  d e  r e s p o n d e r  a l  e s t l m u l o  h i p o ­

t a l â m i c o  y  q u e  e l  c e n t r o  n o d a l ,  q u e  p o n e  e n  m a r c h a  l a  p u b e r ­

t a d ,  r a d i c a  b â s i c a m e n t e  e n  e l  h i p o t â l a m o ,  como s e h a l a n  K u l i n  

y  c o l .  ( 3 8 2 , 3 8 3 ) .

Un a s p e c t o  muy i n t e r e s a n t e  q u e  hem os  o b s e r v a d o  e s  

u n a  m a y o r  r e s p u e s t a  d e  FSH d u r a n t e  l a s  e t a p a s  p r e p u b e r a l e s ,  

a l  c o n t r a r i o  d e  l o  q u e  o c u r r e  e n  l a  e d a d  a d u l t a ,  d o n d e  l a  -  

d e  LH e s  m a y o r .  E l i o  t a m b i é n  h a  s i d o  o b s e r v a d o  p o r  o t r o s  —  

a u t o r e s  como C h a u s s a i n  y  c o l .  ( 3 8 4 )  y  F r a n c h i m o n t  y  c o l .  —  

( 3 8 5 ) .  P a r a  e s t e  û l t i m o  a u t o r ,  e s t e  f e n ô m e n o  s e  e x p l i c a r i a  

p o r  u n a  f a l t a  d e  h o rm o n a s  g o n a d a l e s  q u e  e s t i m u l e n  l a  l i b e r a  

c i ô n  d e  LH.

P o r  l o  t a n t o ,  s e g û n  e l  t i p o  d e  r e s p u e s t a  d e  l a  FSH 

a l  t e s t  d e  L H -R H ,podem os d i f e r e n c i a r  c o n  f a c i l i d a d  u n a  p u b e r  

t a d  r e t r a s a d a  d e  u n  h i p o g o n a d i s m o .
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La u t i l i z a c i ô n  d e l  t e s t  d e  C lo m ip h e n o ,  u n  e s t r ô g e n o  

d é b i l  d e r i v a d o  d e l  C l o r t r i a n t i s e n o ,  como t e s t  d i n â m i c o  d e  e x -  

p l o r a c i ô n  d e  e j e  h i p o t â l a m o - h i p ô f i s i s  g o n a d a l ,  s e  b a s a  e n  l a  

a f i n i d a d  q u e  t i e n e  e s t e  c o m p u e s to  p a r a  d e s p l a z a r  a  l o s  e s t r ô ­

g e n o s  a  n i v e l  h i p o t a l â m i c o ,  e v i t a n d o  a s î  l a s  i n h i b i c i o n e s  p r o  

d u c i d a s  p o r  e l l o s  ( E i s e n f e l d  y  c o l .  ( 3 8 6 ) ,  G r e e n b l a t t  c o l .  —  

( 3 8 7 ) ;  H a r k n e s s  y  c o l .  ( 3 8 8 )  y  C h a r r o  y  c o l .  3 8 9 ) .

Una d o s i s  d e  100 >ig d u r a n t e  5 d î a s ,  e s  c a p a z  d e  i n -  

d u c i r  e n  am bos  s e x o s  u n  a u m e n to  m a r c a d o  d e  LH y  e n  m e n o r  g r a ­

d e ,  d e  FSH, d e m o s t r a n d o  a s i ,  u n a  i n t e g r i d a d  f u n c i o n a l  d e l  e j e  

h i p ô £ i s ô r » g o n a d a l .

En l o s  n i h o s  p r e p u b e r a l e s ,  e l  c l o m i f e n o  e s  i n c a p a z  

d e  p r o v o c a r  u n a  r e s p u e s t a  d e  l a s  g o n a d o t r o p i n a s .  S e g û n  K u l i n  

y  c o l .  ( 3 8 3 ) s e  d e b e  a  l a  e n o rm e  s e n s i b i l i d a d  d e l  h i p o t â l a m o  

a l  " F e e d b a c k "  n e g a t i v e  g o n a d a l .  En e l  S în d r o m e  d e  K a l lm a n ,  -  

d o n d e  l a  l e s i ô n  e s t â  l o c a l i z a d a  e n  e l  h i p o t â l a m o ,  ta m p o c o  —  

h a y  r e s p u e s t a  d e  LH y  FSH. E l l e  t a m b i é n  h a  s i d o  o b s e r v a d o  —  

p o r  C h a r r o  y  c o l .  ( 3 9 0 ) .

En l a s  d i g g e n e s i a s  g o n a d a l e s ,  t a n t o  m a s c u l i n a s  c o ­

mo f e m e n i n a s ,  d o n d e  s e  e n c u e n t r a n  muy e l e v a d e s  l o s  n i v e l e s  d e  

g o n a d o t r o p i n a s ,  e l  c l o m i f e n o ,  e n  v e z  d e  e s t i m u l a r ,  s u p r i m e .
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h e c h o  muy im p o r t a n t e  p a r a  e l  d ia g n ô s t ic o  c l i n i c o  d i f e r e n c i a l .  

T a m b ié n  h a  s id o  o b s e rv a d o  p o r  F r a n c h im o n t  y  c o l .  ( ^ 6 ? ) ,  e n t r e  

o t r o s .

De l a  c o m b in a c iô n  de  l o s  t e s t s  d in â m ic o s  con  c lo m i ­

f e n o  y  L H -R H , e l  c l i n i c o  p u e d e  d e d u c ir  u n a  im p o r t a n t e  in fo r m a  

c iô n ,  de  g ra n  u t i l i d a d  p a r a  l a  l o c a l i z a c i ô n  de  l a  l e s i ô n  c a u ­

s a n t e  d e l  h ip o g o n a d is m o .



UpiMM
'V
'V
ÆMMM

VV ' •
M̂MM

VV V'
y M M M

I' V ' V

^mmn:

MMMM
V 'V N

MMMM



299

METODQLOGIGAS

En e l  d e s a r r o l l o  d e  lo s  a n â l i s i s  r a d io in m u n o lô g i -  

co s  p a r a  l a  é v a lu a c iô n  d e  FSH y  LH e n  s u e r o ,  c o n  e l  m a te —  

r i a l  d o n ad o  p o r  N . I . H .  ( N a t i o n a l  I n s t i t u e  o f  H e a l t h ) ,  h e —  

mos c o n s e g u id o  :

125
1 2 ) M a r c a r  l a s  h o rm o n a s  FSH y  LH co n  I  o b te n ie n d o  u n a  -

a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  c o m p re n d id a  e n t r e  1 00  y  2 0 0  u C i /u g

125  125
E l  g ra d o  d e  p u r e z a  d e  I - F S H  y  I - L H , e s t u d i a d o  p o r

m é to d o s  e l e c t r o f o r é t i c o s ,  c r o m a t o e l e c t r o f o r é t i c o s  e  —

i in m u n o e le c t r o f o r é t i c o s ,  e s t â  c o m p re n d id o  e n t r e  9 0 -9 5 % .

E s t e  g ra d o  c o in c id e  con  e l  c r i t e r i o  e s t a b l e c i d o  p a r a  -

su u t i l i z a c i ô n  en  e l  R . I . A .  E s t a s  h o rm o n as  m a rc a d a s  —

p u e d e n  e m p le a r s e  e n  r a d io in m u n o e n s a y o s  p o s t e r i o r e s ,  du

r a n t e  u n  p é r io d e  d e  s i e t e  sém anas , s ie n d o  n e c e s a r ia  -

su r e p u r i f i c a c i ô n  a n te s  d e  su  u t i l i z a c i ô n  e n  e l  e n s a y o ;

l a s  d i l u c i o n e s  e n  que s e  a h a d e n  a l  m ism o s e  r e a l i z a n  -

de  modo que  0 ,1  m l d en  1 0 . 0 0 0 - 1 2 . 0 0 0  c . p . m .  '

2 9 )  E s t u d i a r  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e  l o s  a n t ic u e r p o s  A n t i - F S H  y

A n t i - L H ;  e l  p r im e r o  no  p r é s e n t a  r e a c c io n e s  c r u z a d a s  con



LH n i  c o n  HCG. S i n  e m b a r g o , e n  p r e s e n c i a  d e  40  p U /m l o —  

m âs d e  TSH p r é s e n t a  i n t e r f e r e n c i a s  q u e  n o  e s  p r e c i s o  t e -  

n e r  e n  c u e n t a ,  p u e s  e s t a  c o n c e n t r a c i ô n  e s  8 6 70 v e c e s  -  

s u p e r i o r  a  l o s  n i v e l e s  n o r m a l e s  d e  e s t a  û l t i m a  e n  s u e r o .

E l  A n t i - L H  n o  t i e n e  r e a c c i ô n  c r u z a d a  c o n  TSH n i  —  

c o n  FSH, p e r o  c o n  HCG s e  o b s e r v a  u n a  g r a n  i n t e r f e r e n c i a ,  

a s p e c t o  q u e  h a y  q u e  t e n e r  e n  c u e n t a  c u a n d o  s e  v a l o r a n  —  

s u e r o s  d e  e m b a r a z a d a .

En l a  t i t u l a c i ô n  d e  e s t o s  a n t i c u e r p o s  hem os o b t e n i r  

d o  u n a  r e l a c i ô n  b / t  d e  3 0 -4 0  % p a r a  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  

1 : 3 0 . 0 0 0  d e  A n t i - F S H  y  1 : 1 2 0 . 0 0 0  d e  A n t i - L H ,  q u e  s o n  l a s  

d i l u c i o n e s  q u e  e l e g i m o s  p a r a  l o s  r a d i o i n m u m o e n s a y o s ,  p o r  

p r o p o r c i o n a r n o s  l a s  c u r v a s  s t a n d a r d  d e  m a y o r  s e n s i b i l i d a d

3 9 ) C u r v a s  s t a n d a r d  o p a t r ô n  c o n  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  0 , 6  m i u /  

ml p a r a  LH y  1 , 2  m iu /m l  p a r a  FSH. En am bos  c a s o s , l a  r e -  

p r o d u c i b i l i d a d  i n t r a - e n s a y o  n o  e x c e d e  d e l  3%  y  l a  i n t e r -  

e n s a y o  e s  d e l  14 -1 5 % . La r e c u p e r a b i l i d a d  e s  s i e m p r e  ma­

y o r  d e l  9 0%.

En l a  t r a n s f o r m a c i ô n  l o g i t - l o g  d e  e s t a s  c u r v a s ,  -  

o b te n e m o s  r e c t a s  c u y a s  p e n d i e n t e s  v a r î a n  e n t r e  - 3 , 0  y  -  

- 2 , 1 ,  s i e n d o  s u  c o e f i c i e n t e  d e  c o e f i c i e n t e s  d e  c o r r e l a -  

c i ô n  s u p e r i o r e s  a  0 , 9 9 ,  l o  q u e  a u t o m a t i z a c i ô n  d e  l o s  d a  

t o s .  L a s  c u r v a s  o b t e n i d a s  c o n  l a s  d i l u c i o n e s  d e  s u e r o s  

d e  m u j e r e s  m e n o p â û s i c a s  s o n  s i e m p r e  p a r a l e l a s  a  l a s  —  

s t a n d a r d .
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P a r a  e c o n o m iz a r  t ie m p o ,  l a s  d i lu c i o n e s  d e  lo s  p a —  

t r ô n e s  p u e d e n  r e a l i z a r s e  con  a n t e r i o r i d a d  a l  e n s a y o , d e b ie n  

d o : s e r  c o n s e rv a d a s  a  -2 0 9 C ,  s in  q u e  p o r  e l l o  s e  a l t é r é  l a  

s e n s i b i l i d a d  d e l  m ism o . E s ta s  d i l u c i o n e s  p u e d e n  s e r  h e c h a s  

e n  ta m p ô n  f o s f a t o  co n  a lb û m in a  b o v in a ,  s in  que s e a  p r e c is o  

a h a d i r l e s  s u e ro s  hum anos o de  o t r a s  e s p e c ie s  co n  b a ja s  d o ­

s i s  de  g o n a d o t r o p in a s .

T o d a s  e s t a s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e m u e s tra n  que e s t a s  

c u r v a s  r e u n e n  l a s  c o n d ic io n e s  a d e c u a d a s  p a r a  p o d e rs e  a p l i  

c a r  a  l a  v a l o r a c i ô n  de FSH y  LH en  s u e ro s  p la s m â t ic o s .

En l a  e v a lu a c iô n  d e l  m é to d o  b a s a d o  en  lo s  " K i t s "  

c o m e r c ia le s  de  S e ro n o , hemos o b te n id o  c u r v a s  s t a n d a r d  con  -  

u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  1 ,2 5  m iu /m l p a r a  FSH y  L H . La r e p r o d u c i  

b i l i d a d  i n t r - e n s a y o  no  e x c e d e  a l  5 % y  l a  i n t e r - e n s a y o  es  -

1 7 - 1 8 %. L a  r e c u p e r a b i l i d a d ,  a l  i g u a l  que en  e l  m é to d o  a n t e r i o r ,  

e s  m a y o r d e l  9 0 %.

L a s  t r a n s f o r m a c io n e s  l o g i t - l o g  d e  e s t a s  c u r v a s  —  

n o s  d a n  u n a s  r e c t a s  que  t i e n e n  p e n d ie n t e s  que v a r i a n  e n t r e  -  

- 3 , 0  y  - 2 , 2 , con  u n  c o e f i c i e n t e  de  c o r r e l a c i ô n  m a y o r de  0 , 9 9 , 

y  que son  p a r a l e l a s  a  l a s  o b t e n id a s  co n  d i l u c i o n e s  de  s u e ro s  

con  a l t a s  d o s is  d e  g o n a d o t r o p in a s .
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E l  c o r t o  t ie m p o  d e  in c u b a c iô n  con  e l  q u e  s e  r e a l i z a  

e s t e  m é to d o  n o  p e r m i t e  a  l a  r e a c c iô n  a n t î g e n o - a n t i c u e r p o  l i e  

g a r  a l  e q u i l i b r i o ,  como l o  d e m u e s tra  e l  a u m en to  d e  e s t a  u n iô n  

en  p é r io d e s  d e  in c u b a c iô n  m a y o r e s .S in  e m b a rg o , e n  e l  m é to d o  a n  

t e r i o r , c o n  e l  e m p le o  d e  u n  p e r io d o  mâs d i l a t a d o ,  e s t e  fe n ô m e n o  

n o  o c u r r e .

L a s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e  l a s  c u r v a s  s t a n d a r d  de e s t e  

m é to d o  p e r m it e n  a f i r m a r , q u e  a  p e s a r  de  e s t a r  b a s a d o  en  h o rm o -  

n a  s t a n d a r d  p r o c é d a n te s  de  e x t r a c t o s  u r i n a r i o s , e s  v â l i d o  p a r a  

l a  m e d ic iô n  de  FSH y  LH en  s u e r o .

L a  v e n t a j a  que  o f r e c e  e l  m é to d o  de  N IH  en  c o m p a ra —  

c iô n  c o n  lo s  " K i t s "  d e  S e ro n o  e s ,e n  p r im e r  l u g a r ,  que n o s  p e r  

m it e  c o n t r o l a r  e l  g ra d o  d e  p u r e z a  d e  l a  h orm ona m a rc a d a  y , —  

p o r  l o  t a n t o , o b t e n e r  c u rv a s  mâs s e n s ib le s  y  p r é c i s a s ;  en  seg u n  

do l u g a r ,  e l  elfevado c o s to  que s u p o n e  l a  a d q u is ic iô n  de  e s to s  

" K i t " , e s  u n  p u n to  muy i n t e r e s a n t e  a  t e n e r  e n  c u e n ta  en  lo s  

c a s o s  e n  que se  p r e t e n d a  v a l o r a r  u n  g ra n  n û m ero  d e  m u e s t r a s .
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C L I N I C A S

1 2 ) Con am bos m é to d o s  r a d io in m u n o lô g ic o s  hem os d e f i n i d o  n u e s t r o s  

p a t r o n e s  n o r m a le s  d e  FSH y  LH en  h o m b re s  y  m u je r e s .  Con é s —  

t o s ,  como p u n to  d e  r e f e r e n d a  hemos p o d id o  c l a s i f i c a r  lo s  -  

d i f e r e n t e s  t i p o s  de  h ip o g o n a d is m o s .

E x i s t e  u n a  e x c e le n t e  c o r r e l a c i ô n  e n t r e  lo s  r e s u l t a d o s  

o b t e n id o s  p o r  ambos m é to d o s , a u n q u e  l a  d is p e r p e r s iô n  de  r e —  

s u l t a d o s  e s  m a y o r co n  e l  m é to d o  d e  S e r o n o .

E l  e s t u d io  d e  lo s  n i v e l e s  b a s a le s  de FSH y  LH d u r an  

t e  e l  c i c l o  m e n s t r u a l  n o rm a l de  l a  m u je r  , n o s  h a  p e r m i t i -  

do l a  c l i a s i f i c a c i ô n  y  d ia g n ô s t ic o  d e  l o s  d i f e r e n t e s  t i p o s  —  

de e s t e r i l i d a d  y  c i c l o s  a n o v u la t o r i o s .

2 2 ) E l  LH -R H  a d m in is t r a d o  i . v .  ( lO O  pig) e s  c a p a z  d e  in d u  c i  r  u n a  

l i b e r a c i ô n  de  g o n a d o t r o p in a s ,  fu n d a m e n ta lm e n te  d e  LH , m â x i -  

ma a  lo s  1 5 - 3 0  m in u to s .  En l a  m u j e r , l a  r e s p u e s t a  d e  FSH —  

.p a re c e  s e r  mâs a c u s a d a  que  en  lo s  h o m b re s . E l  t e s t  d in â m i -  

co d e  LH -R H  es  d e  g ra n  u t i l i d a d  p a r a  l a  d i f e r e n c i a c i ô n  y  -  

l o c a l i z a c i ô n  e t i o l ô g i c a  d e  lo s  h ip o g o n a d is m o s

3 2 ) L a  t e s t o s t e r o n a  e s  c a p a z ,  en  e l  h o m b re , de i n h i b i r  l a  s e —  

c r e c iô n  de  LH p e r o  en  c a m b io  no m o d i f i c a  l a  d e  FS H . P a r e c e  

s e r  que sus r e c e p t o r e s  e s t â n  l o c a l i z a d o s  fu n d a m e n ta lm e n te
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a  n i v e l  h i p o t a lâ m ic o ,  p u e s to  q u e  é s t a  e s  in c a p a z  d e  i n h i b i r  l a  

r e s p u e s t a  h i p o f i s a r i a  a l  LH -R H  , como s e  h a  co m p ro b ad o  a l  i n —  

y e c t a r  12  mg d e  t e s t o s t e r o n a  d o s  h o r a s  a n t e s  d e l  t e s t  d e  LH -R H ,

L o s  e s t r ô g e n o s  d is m in u y e n  lo s  n i v e l e s  d e  FSH y  LH en  

l a s  m u je r e s  n o r m a le s ,  e n  f a s e  f o l i c u l a r .  Su l u g a r  d e  a c c iô n ,p a  

r e c e  e s t a r  l o c a l i z a d o  b a s ic a m e n te  a  n i v e l  d e  l a  p i t u i t a r i a , c o ­

mo i n d i c a  e l  h e c h o  de  que s u p r im e n  l a  r e s p u e s t a  d e  am bas g o n a ­

d o t r o p in a s  a l  t e s t  de  L H -R H .

4 2 ) L a s  c i f r a s  de  FSH y  LH v a n  a u m e n ta n d o  p a r a le la m e n t e  en  e l  n i -  

h o  h a s t a  e l  i n i c i o  de  l a  p u b e r t a d .L a  FSH a lc a n z a  lo s  n i v e l e s  

d e  l a  e d a d  a d u l t a  a  lo s  13  a h o s , m ie n t r a s  que  l o s  d e  LH- l i é -  

gàn a  su  m âxim o mâs t a r d ia m e n t e .

La  p u b e r t a d  se c a r a c t e r i z a  p o r  u n a  r e s p u e s t a  p o s i—  

t i v a  a l  C lo m ip h e n o  y  a l  LH -R H  d e l  i g u a l  g ra d o  que  en  l a  e d a d  

a d u l t a ;  en  e ta p a s  p r e p u b e r a le s  no  h a y  r e s p u e s t a  a l  C lo m ip h e ­

n o , s in  em b arg o  e l  LH -R H  in d u c e  u n a  r e s p u e s t a  c u yo  p a t r ô n  es  

i n v e r s o  a l  d e l  a d u l t o  y a  que p ro v o c a  y a  que  l a  e s t im u la c iô n  

d e  FSH e s  m a y o r que  l a  d e  L H .

5 2 )E 1  C lo m ip h e n o , a c tu a n d o  d i r e c t a m e n t e  e n  e l  h ip o t â la m o ,  in d u c e  

u n a  l i b e r a c i ô n  d e  FSH y  LH t a n t o  en  h o m b res  como e n  m u je r e s  

n o r m a le s .E n  lo s  h ip o g o n a d is m o s  s e c u n d a r io s  (S în d r o m e  de K a l l -

S
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m an) c o n  c i f r a  b a ja s  d e  LH y  FSH , no  h a y  r e s p u e s t a  p o s i t i v a ,  

l o  que f a v o r e c e  l a  h i p ô t e s i s  d e  que en  e s t a  e n fe rm e d a d  e l  f a -  

l l o  e s  a  n i v e l  h i p o t a lâ m ic o ,  y a  que e l  L H -R H  e s  c a p a z  de a' —  

a u m e n ta r  l a  s e c r e c iô n  d e  g o n a d o t r o p in a s .

En l a s  d is g e n e s ia s  g o n a d a le s  m a s c u l in a s  y  fe m e n in a s ,c o n  

c i f r a s  a l t a s  de  FSH y 'L H ,  e l  c lo m if e n o  s u p r im e  lo s  v a l o r e s b a ­

s a l e s ,  m ie n t r a s  que e l  LH -R H  h â c e -a u m e n ta r  lo s  n i v e l e s  de FSH 

y  L H . E s to  d e m u e s tra  que l a  p i t u i t a r i a  n o  e s t â  im p l ic a d a  y  —  

f u n c io n a  a d e c u a d a m e n te  en  e s t a  e n fe r m e d a d ,a  p e s a r  d e  que e s t â  

s ie n d o  e s t im u la d a  a l  m âxim o p o r  l a s  h o rm o n a s  h ip o t a lâ m ic a s .



ABREVIATURAS

A C TH : Horm ona a d r e n o c o r t i c o t r o p a  
ADN: A c id o  d e s o x i r ib o n u c le ic o  
ARN: A c id o  r i b o n u c le i c o  
BSA: A lb u m in a  s e r i c a  b o v in a  
C-A M P: A d e n o s in  m o n o fo s fa to  c i c l i c o  
CPM: C u e n ta s  p o r  m in u to
CRH 6  CRF: Horm ona l i b e r a d o r a  de  c o r t i c o t r o p i n a
CV: C o e f i c ie n t e  d e  v a r i a c i ô n
PH T: D i h i d r o t e s t o s t e r o n a
D S : D e s v ia c iô n  s ta n d a r d
ED TA : A c id o  e t i l e n - d i a m i n o t e t r a c e t i c o
ESM: E r r o r  s ta n d a r d  de  l a  m e d ia
FSH: Horm ona f o l i c u l o  e s t im u la n t e
GH: Horm ona d e  c r e c im ie n t o
GH-RF 6  G H-RH: H orm ona l i b e r a d o r a  de  l a  h o rm o n a  d e  c r e c im ie n t o  
G IH  6  G IF :  Horm ona i n h i b i d o r a  de  l a  ho rm o n a d e  c r e c im ie n t o  
HCG: G o n a d o tr o p in a  c o r io n ic a
HMG: Horm ona g o n a d o t r o p ic a  d e  m u je r  m e n o p a u s ic a  
IC S H : Horm ona e s t im u la n t e  d e  l a s  c e l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s  
IR P -H M G : P a t r ô n  d e  r e f e r e n d a  i n t e r n a c i o n a l  de  h o rm o n a  g o n a ­

d o t r o p ic a  d e  m u je r  m e n o p a u s ic a  
LH : Horm ona l u t e o t r o p i c a
L H -R F  Ô L H -R H : Horm ona l i b e r a d o r a  d e  ho rm o n a  l u t e o t r o p i c a  
m -ARN: A c id o  r i b o n u c le i c o  m e n s a je r o
M IH  Ô M IF :  Horm ona i n h i b i d o r a  de  l a  h o rm o n a  m e la n o t r o p a
MRH Ô MRF: Horm ona e s t im u l a n t e  d e  l a  ho rm o n a  m e la n o t r o p a
MSH: Horm ona m e la n o tr o p a
N IH :  N a t io n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h
NRS: S u e ro  d e  c o n e jo  n o rm a l
PBS: S o lu c io n  d e  b u f f e r  f o s f a t o
P IH  Ô P IF :  Horm ona i n h i b i d o r a  d e  l a  l i b e r a c i ô n  d e  p r o l a c t i n a
PRH Ô PR F:- H orm ona l i b e r a d o r a  d e  p r o l a c t i n a
P R L : P r o l a c t i n a
RGG: G a m m a g lo b u lin a  d e  c o n e jo
R I A : R a d io in m u n o e n s a y o
R LA : E n sa y o  p o r  u n iô n  a  r e c e p t o r e s
RPB: T a n to  p o r  c ie n t o  d e  u n iô n
T C A : A c id o  t r i c l o r o a c e t i c o
TRH Ô T R F: Horm ona l i b e r a d o r a  de  t i r e o t r o p i n a  
T S H : T i r e o t r o p i n a
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4 -  B E g R S O N ,S .A .,Y A L L O W ,R .S .,P O S T ,J . ,W IS H A M ,L ,H .,  NEWERLY, 

K . .N . ,V IL L A Z O N ,M .J . ,a n d  O .N .V A Z Q U E Z (1 9 5 3 ) :  D i s t r i b u t i o n  

annd F a t e  o f  I n t r a v e n o u s l y  A d m in is t e r e d  M o d i f i e d  Human -  

G l lo b in  a n d  i t s  E f f e c t  on  B lo o d  V o lu m e .S tu d ie s  U t i l i z i n g  

I*^'*31 T a g g e d  G lo b in .  J . C l i n . I n v e s t . 3 2 : 2 2

2 -  B E E R S O N ,S .A .,Y A L L O W ,R .S .,S C H R E IB E R ,S .S .,a n d  J .P O S T . ( 1 9 5 3 )
1 31

T i r a c e r  E x p e r im e n ts  w i t h  I  L a b e l l e d  Human Serum  A l b u -  

m i i n : D i s t r i b u t i o n  a n d  D e g r a d a t io n  S t u d ie s .  J . C l i n . I n v e s t  

3 2 2 :7 4 6 .

3 -  B E E R S 0 N ,S .A .,Y A L L 0 W .(1 9 5 4 )  :T h e  D i s t r i b u t i o n  o f  L a b e l

le e d  Human S erum  A lb u m in  In t r o d u c e d  i n t o  A s c i t i c  F l u i d :  

A m a l y s i s  o f  T h e  K i n e t i c s  o f  a  T h r e e  C o m p a rtm e n t C a t e n a -  

r^ y  T r a n s f e r  S y s te m  i n  Man a n d  S p e c u la t io n s  on P o s s ib le  

S i i t e s  o f  D e g r a d a t io n .  J . C l i n . I n v e s t . 3 3 : 3 7 7 .

4 -  M 3 IR S K Y ,I . A . , P E R IS U T T I, G . , a n d  F . J . D i x o n . ( 1 9 5 4 ) :  D e s t r u c -
1 31

t i i o n  o f  I  L a b e l l e d  I n s u l i n  b y  L i v e r  S l i c e s .  P r o c .S o c .  

E j x p e r . B i o l  & M ed . 8 6 : 2 2 8 .

5 -  B B E R S O N ,S .A .,Y A L L O W ,R .S .,B A U M A N ,A .,R O T H S C H IL D ,M .A ., a n d  

K ..N E W E R L Y .( 1 9 5 6 ) : P e r s is t e n c e  o f  I^ ^ ^  L a b e l l e d  I n s u l i n  

i m  t h e  B lo o d  o f  I n s u l i n .  T r e a t e d  S u b je c t s .  N o r th w e s t .  -

- MCed. 5 5 :5 4 1  .

6 -  B iE R S O N ,S .A ., Y A L L O W ,R .S . ,B A U M A N ,A . ,R O T H S C H IL D ,M .A . , an d  

K ;.N E W E R L Y .( 1 9 5 6 ) : I n s u l i n  I^ ^ ^  M e ta b o l is m  i n  HUman S u b -  

j æ c t s :D e m o s t r a t io n  o f  I n s u l i n  B in d in g  G lo b u l in  i n  T h e  

C z i r c u la t i o n  o f  I n s u l i n  T r e a t e d  S u b je c t s .  J . C l i n . I n v e s t .  

3 5 5 :1 7 0 .



7 -Y A L L O W ,R .S ,,a n d  S .A .B E R S O N .( l9 5 7 ) :  A p p a r e n t  I n h i b i t i o n

o f  L i v e r  I n s u l i n a s e  A c t i v i t y  b y  S eru m  a n d  S erum  F r a c t i o n  

C o n t a in in g  I n s u l i n - B i n d i n g  A n t ib o d y .

J . C l i n . I n v e s t . 3 6 : 6 4 8 .

8  -  B E R S O N ,S .A .,a n d  R .S .Y A L L O W .( 1 9 5 7 ) :  S t u d ie s  w i t h  I n s u l i n -

B in d in g  A n t ib o d y .  D ia b e t e s  6 : 4 o 2 .

9 -B E R S O N ,S .A .,a n d  R .S .Y A L O O W .( 1 9 5 8 ) ; I s o t o p i c  T r a c e r s  i n

T h e  S tu d y  o f  D ia b e t e s .  A d v .B io l .M e d .P h y s . 6 : 3 4 9 .

1 0 -B E R S O N ,S .A ., a n d  R .S .Y A L L O W .( 1 9 5 7 ) : K i n e t i c s  o f  R e a c t io n  

B e tw e e n  I n s u l i n  a n d  I n s u l i n - B i n d i n g  A n t ib o d y .

J . C l i n . I n v e s t . 3 6 : 8 7 3 . ( a b s t ) .

1 1-B E R S O N ,S .A . , ab d  R .S .Y A L L O W .( 1 9 5 9 ) :  Q u a l i t a t i v e  A s p e c ts  

o f  T h e  R e a c t io n  B e tw e e n  I n s u l i n  a n d  I n s u l i n  B in d in g  

A n t ib o d y .  J . C l i n . I n v e s t . 3 8 : 1 9 9 6 .

12-B ER SO N , S . A . ,  an d  R . S .  YALLOW. ( 1 9 5 9 ) :  S p e c i e s - s p e c i f i t y

o f  Human A n t i - B e e f ,  P o rk  I n s u l i n  S eru m .
J . C l i n .  I n v e s t .  3 8 : 2 0 1 7 .

13-M O R SE, J . H .  ( 1 9 5 9 ) :  R a p id  P r o d u c t io n  a n d  D e t e c t io n  o f  

I n s u l i n - B i n d i n g  A n t ib o d ie s  i n  R a b b i t s  a n d  G u in e a  P ig s .  

P r o c .  S o c .  E x p . B i o l .  & M ed. 1 0 1 : 7 2 2 .

14-B ER SO N , S . A . ,  a n d  R . S .  YALLOW: R e c e n t S t u d ie s  on I n s u l i n  

B in d in g  A n t ib o d ie s .  A n n . N . Y .  A c a d . S c i .  8 2 : 3 3 8 .

15-YA LLO W , R . S . ,  a n d  S . A .  BERSON ( l 9 5 9 ) :  A s s a y  o f  P la s m a  

I n s u l i n  i n  Human s u b je c t s  b y  In m u n o lo g ic a l  M e th o d s .  

N a tu r e  ( L o n d o n ) 1 8 4 : 1 6 4 8 .



1 6 -N IC Q L , D . S . H . W . ,  a n d  L . F .  SM ITH  ( i 9 6 0 ) :  A m in o -A c id  

S e q u e n c e  o f  Human I n s u l i n .  N a tu r e  (L o n d o n ) 1 8 7 : 4 8 3 .

1 7 -YALLOW , R . S . ,  a n d  S . A .  BERSON ( l 9 6 l ) :  Im m u n o lo g ic a l  

S p e c i f i t y  o f  Human i n s u l i n :  A p p l i c a t io n s  t o  Im m u n o assay  

o f  I n s u l i n .  J .  C l i n .  I n v e s t .  4 0 : 2 1 9 0 ,

1 8 -UNGER, R . H . ,  E ISEN TR A U T, A . M . ,  McCALL, M . S . ,  KELLER, S . ,  

LA N Z, H . C . ,  a n d  L . L ,  MADISON ( l 9 5 9 ) :  G lu c a g o n  A n t ib o d ie s  

a n d  t h e i r  u s e  f o r  Im m u n o assay  f o r  G lu c a g o n . P r o c .  S o c . 

E s p . B i o l .  & M ed . 1 0 2 : 6 2 1 .

19-YA LLO W , R . S . ,  a n d  S . A .  BERSON ( 1 9 7 0 ) :  I n :  Me A r t h u r  J . W .  

a n d  T .  C o l t o n  ( e d s ) .  S t a t i s t i c s  i n  E n d o c r in o lo g y ,  M IT  

P r e s s ,  C a m b r id g e . P . 3 2 7 .

2 0 -Y A L L 0W , R . S . ,  a n d  S . A .  BERSON ( l 9 6 8 ) :  G e n e r a l  P r i n c i p l e s  

o f  R a d io im m u n o a s s a y . I n :  R . L .  H a y s , F . A .  B o s w it z ,  a n d

B . E . P .  M u rp h y  ( e d s . ) .  R a d io is o t o p o s  i n  M e d ic in e .  I n  V i t r o  

S t u d ie s ,  p p . 7 - 4 1 .  OAR R id g e ,  T e n n . A to m ic  E n e rg y  

C o m m is s io n .

2 1 -SCATCHARD, G. ( l 9 4 9 ) :  T h e  A t t r a c t i o n  o f  P r o t e i n  f o r  

s m a l l  M o le c u le s  a n d  Io n s .  A n n . N . Y .  A c a d . S c . 5 1 : 6 6 0 .

2 2 -E K IN S  , K . P . ,  a n d  G , B .  NEWMAN ( l 9 7 0 ) :  I n :  P i c z f a l u s y ,  E . 

( e d . )  S t e r o i d  A s s a y  b y  P r o t e i n  B in d in g .  2n d  K a r o l in s k a  

Sym posium  on R e s e a rc h  M e th o d s  i n  R e p r o d u c t iv e  E n d r o c r in o -  

l o g y ,  S to c k h o lm . P . 1 1 .

2 3 -O D E L L , W . P . ,  ROSS, G . T . ,  a n d  P . L .  RAYFORD ( 1 9 6 7 ) :  R a d io ­

im m u n o assay  f o r  L u t e n e iz in g  H orm one i n  Human on S eru m : 

P h y s i o l o g i c a l  S t u d ie s .  J .  C l i n .  I n v e s t .  4 6 : 2 4 8 .

2 4 - B L IS S ,  C . T .  ( 1 9 5 2 ) :  T h e  S t a t i s t i c s  o f  B io a s s a y  V i t a m in  

M e th o d s , V o l .  I I .  N . Y .  A c a d . P r e s s  I n c .



2 5 -F IN N E Y , D . J .  ( 1 9 6 4 ) :  S t a t i s t i c a l  M e th o d  i n  B i o l o g i c a l  

A s s a y ,  E d , C h a r le s  G r i f f i n  a n d  C o . ,  L t d . ,  L o n d o n .

26-RODBARD, D , , RAYFORD, P . L . ,  COOPER, J . A . ,  a n d  G . T .  R oss

( 1 9 6 8 ) :  S t a t i s t i c a l  Q u a l i t y  C o n t r o l  o f  R a d io im m u n o a s s a y s .  

J . C l i n ,  E n d o c r in o l .  M e ta b . 28 : 1 4 1 2 ,

27-YA LLO W , R . S . ,  a n d  S , A .  BERSON ( I 9 7 l ) :  I n t r o d u c t i o n  a n d  

G e n e r a l  C o n s id e r a t io n s ,  I n :  O d e l l ,  W , D . ,  a n d  W, H ,

D a u g h a d a y  ( e d s ) .  P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  P r o t e i n  B in d in g  

A s s a y s ,  L i p p i n c o t t  C o , ,  P h i l a d e l p h i a ,  T o r o n t o .  P . 6

28-RODBARD, D , ( 1 . 9 7 3 ) :  T h e o ry  o f  H o rm o n e -R e c e p to r  I n t e r a c t i o n  

I I I ,  T h e  E n d o c r in e  T a r g e t  C e l l  a s  a  q u a n ta 1 R esp o n se  U n i t :

A G e n e r a l  C o n t r o l  M e c h a n is m , I n :  O 'M a l le y ,  B , W , ,  a n d  A , R .  

M eans ( e d s ) .  R e c e p to r  f o r  R e p r o d u c t iv e  H o rm o n es . P len u m  

P r e s s  N .Y , - L o n d o n ,  P . 3 4 2 ,

29-D U B O S , R , J ,  ( 1 9 5 0 ) :  I n :  L o u is  P a s t e u r ,  f r e e  L a n c e  o f  S c ie n ­

c e ,  L i t l e ,  B o s to n .

30 -M IE S C H E R , P . A . ,  a n d  GRABAR, P . ( 1 . 9 6 8 ) :  C o m p le m en t: I n :  

Im m u n o p a th o lo g y . V o l  5 ,  B a s e l .  S ch a w a b e ,

3 1 -M E R C H N IK O F F ,, E . ( I 9 0 l ) :  L ' Im m u n it é  d an s  l e s  m a la d ie s  

I n f e c t i e u s e s ,  M a s so n , P a r i s .

32-COLEBROOK, L . ( 1 . 9 5 4 ) :  I n :  A lm r o th  W r ig h t ,  A r n o ld ,  L o n d o n .

3 3 -H U M P H R E Y ,J .H ,, a n d  R , G .  W HITE ( 1 9 6 4 ) :  T h e  P r o d u c t io n  o f  

A n t ib o d y ,  I n :  Im m u n o lo g y  f o r  S tu d e n ts  o f  M e d ic in e ,

B la c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s ,  O x f o r d ,  P , 1 1 0 ,



34-CLAM A N, H . N . , CHAPERON a n d  R . P .  T R IP P L E T  ( 1 9 6 6 ) :  Immu­

n o c o m p é te n c e  o f  T r a n s f e r r e d  T h y m u s -M a rro w  C e l l  C om bina  

t i o n s .  J . Im m u n a l 9 7 : 8 2 8 ,

3 5 - m i l l e r , J . F . A . P .  a n d  G , E .  M ITCHELL ( 1 9 6 8 ) :  C e l l  t o  C e l l  

i n t e r a c t i o n  i n  t h e  Immune R e s p o n s e . I .  H e m o ly s in fo r m in g  

c e l l s  i n  n e o n a t a l l y  th y m e c to m iz e d  m ic e  r e c o n s t i t u t e d  -  

w i t h  th y m u s  o r  t h o r a c i c  d u c t  ly m p h o c i t e s .  J .  E x p . M ed . 

1 2 8 : 8 0 1 .

36-PA R K E R , C . W . , a n d  J . P .  VAVRA ( 1 9 6 9 ) .  P r o g .  H em at 6 : 1 .

3 7 -R O IT T ,  J . M . , GREAVES, M . F . ,  T O R R IG IA N I, G . , BROSTOFF, 

J . ,  a n d  P L A Y F A IR , J . H . L .  ( 1 9 6 9 ) :  T h e  C e l l u l a r  b a s is  o f  

Im m u n o lo g ic a l  R e s p o n s e s . L a n c e t  2 .  3 6 7 .

3 8 -S IN G H O L , S . R . ,  a n d  R ITC H TER  ( 1 9 6 8 ) :  C e l l s  In v o lv e d  i n  

t h e  Im m une R e s p o n se  I V .  T h e  R esp o n se  o f  N o rm a l R a b b i t  

D o n e M a rro w  a n d  L y m p h o id  T is s u e  L y m p h o c y te s  t o  A n t ig e n s  

i n  V i t r o .  J .  E x p t .  M ed . 1 2 8 : 1 0 9 9 .

39-FELD M A N , M . , a n d  BASTON A .  ( 1 9 7 2 ) :  C e l l  I n t e r a c t i o n s  i n  

t h e  Immune R e s p o n se  i n  V i t r o .  J .  E x p . M ed . 1 3 6 : 7 2 2 .

4 0 -N 0 S S A L , G . J . V .  ( 1 9 6 7 ) :  In :M e c h a n is m  o f  A n t ib o d y  P ro d u c ­

t i o n .  A .  R e v . M ed . 1 8 ;  8 1 - 9 4 .

4 1 -Y O F F E Y , J . M . ,  ( 1 9 6 2 ) :  T h e  P r e s e n t  S t a t u s  o f  T h e  Lym pho­

c y t e  P ro b le m . L a n c e t ,  i ,  2 0 6 .

4 2 - HUMPHREY, J . H .  a n d  R . G .  W H ITE  ( 1 9 6 4 ) :  A n t ig e n s .  I n :  

Im m u n o lo g y  f o r  S tu d e n ts  o f  M e d ic in e .  B la c k w e l l  S c ie n t i^  

f i c  P u b l i c a t i o n s .  O x f o r d ,  p .  1 6 9 .



4 3 - IS H IZ A K A , T . ,  CAMPBELL, D . H . ,  a n d  E . IS H IZ A K A  ( i 9 6 0 ) :  

I n t e r n a l  A n t ig e n i c  D e te r m in a n t s  i n  P r o t e i n  M o le c u la s .

P r o c .  S o c .  E x . B i o l .  M ed. 1 0 3 ;  5 .

4 4 -N IS O N A F F , A .  ( l 9 6 7 ) :  C o n ju g a te d  a n d  S y n t h e t i c  A n t ig e n s .

I n ;  M e th o d s  i n  Im m u n o lo g y  a n d  Im m u n o c h e m is try . V o l . I  E d .

C . A .  W i l l i a m s  8c M.W.  C h a s e . New Y o r k .  A c a d e m ic  P r e s s .

p .  1 2 0 .

4 5 -P A L A T , E . A . ,  a n d  A . E .  BEZER ( 1 9 5 8 ) ;  T h e  E f f e c t  o f  V a r i a t i o n  

i n  M o le c u la r  W e ig h t  on t h e  A n t i g e n i c i t y  o f  D e x t r a n  i n  m an. 

A r c h .  B io c h e m . B io p h y s  7 8 : 3 0 6 .

4 6 -B O Y D , G . W . ,  ADAMSON, A . R . ,  F IT Z ,  A . E . ,  a n d  W . S .  'PEART

( 1 9 6 9 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  d e t e r m in a t io n  o f  p la s m a - r e n in  

a c t i v i t y .  L a n c e t  1 : 2 1 3 .

4 7 -P R E S S , E . M . , a n d  R . R .  PORTER ( 1 9 6 2 ) :  I s o l a t i o n  a n d  C h a ra c ­

t e r i z a t i o n  o f  F ra g m e n ts  o f  Human S eru m  A lb u m in  C o n t a in in g  

some o f  t h e  A n t i g e n i c  S i t e s  o f  t h e  w h o le  m o le c u le .  B io ch em  

J .  8 3 : 1 7 2 .

4 8 -E IS E N , H . N .  ( 1 9 5 9 ) :  I n :  L a w re n c e , H . S .  ( e d . ) .  C e l l u l a r  a n d  

H u m o ra l A s p e c t s  o f  t h e  H y p e r s e n s i t i v i t y  S t a t e s  H u e b e r ,

New Y o r k .  P .  8 9 .

49 -P A R K E R , C . W.  ( 1 9 6 5 ) :  Im m n u n o c h em ic a 1 M e c h an is m  i n  P e n i c i l l i n  

A l l e r g y .  F e d d , P r o c ,  2 4 : 5 1 .

5 0 -0 D E L L , W . D . ,  a n d  W . H ,  DAUGHADAY ( 1 9 7 1 ) :  N a tu r e  o f  Im m n u n o - 

l o g i c a l  R e s p o n se s  a n d  A n t ig e n - A n t ib o d y  I n t e r a c t i o n ,  I n :  

O d e l l ,  W . D ,  a n d  W . H ,  D a u g h a d a y  ( e d s ) .  P r i n c i p l e s  o f  C o m p e ti­

t i v e  P r o t e in - B i n g i n g  A s s a y s ,  P ,  3 1 ,



5 1 -S P E T O R , S . ,  a n d  C. W.  PARKER ( 1 9 7 0 ) :  M o r p h in e :  R ad io im m u n o  

a s s a y .  S c ie n c e  1 6 8 : 1 3 4 7 .

52-P A R K E R , C . W.  a n d  M . J .  HALLORAN ( 1 9 6 8 ) :  i n :  P l e s c ia  O . J .  

a n d  W. B ra u n  ( e d s ) .  N u c le ic  A c id s  i n  Im m u n o lo g y . S p r i n g e r -  

V e r l a g ,  New Y o r k ,  p .  1 8 .

53 -P A R K E R , C . W . , T H IE L , J . A . ,  a n d  S .  M ITCHELL ( 1 9 6 5 ) :  T h e  

Im m u n o g e n ic ity  o f  H a p t e n - E o ly ly s in e  C o n ju g s te s .

J .  Im m uno l 9 4 : 2 8 9 .

5 4 -J A F F E , B . M . ,  NEWTON W . T . ,  a n d  J . E .  McGUIGAN ( l 9 7 0 ) :

T h e  E f f e c t  o f  C a r r i e r s  on t h e  P r o d u c t io n  o f  A n t ib o d ie s  t o  

t h e  G a s t r i n  T e t r a p e p t i d e .  Im m u n o c h e m is try  7 : 7 1 5 .

5 5 -  HURN, B . A . L .  an d  J .  LANDON ( 1 9 7 0 ) :  A n t i s e r a  f o r  R a d io ­

im m u n o a s s a y . I n :  K irk h a m , R . E . ,  a n d  W.M.  H u n t e r  ( e d s ) .  

R a d io im m u n o a s s a y  M e th o d s . C h u r c h i l l  L i v in g s t o n e .  E d im b u rg h .  

P . 1 2 9 .

56-HUM PHREY, J . H . ,  a n d  R . G .  W H ITE  ( 1 9 6 4 ) :  A n t ib o d ie s  a n d  

C o m p le m e n t .In :  Im m u n o lo g y  f o r  S tu d e n ts  o f  M e d ic in e .

B a c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s .  O x f o r d .  P . 7 8 .

57 -C O H E N , S . ,  a n d  R . R .  PORTEZ ( 1 9 6 4 ) :  S t r u c t u r e  a n d  B i o l o g i c a l  

A c t i v i t y  o f  Im m u n o g lo b u l in s . A d v . Im m u n o l. 4 : 2 8 7 .

58-ED ELM A N , G . M . , a n d  W . E .  GALL ( 1 9 6 9 ) :  T h e  A n t ib o y  P ro b le m .  

A n n . R e v . B io c h e m . 3 8 : 4 1 5 .

5 9-P R E S S M A N ,D . ( 1 9 6 5 ) :  T h e  N a t u r e  o f  A n t ig e n  a n d  A n t ib o d y  

C o m b in in g  R e g io n s .  I n :  S a m te r  M ax . ( e d ) .  Im m u n o lo g ic a l  

D is e a s e s .  B o s to n , L i t t l e  B row n & C o. P a g . 1 1 .



6 0 -A R Q U IL L A , E , R .  a n d  J .  F IN N  ( 1 9 6 5 ) :  G e n e t ic  C o n t r o l  o f  

C o m b in in g  S i t e s  o f  I n s u l i n  A n t ib o d ie s  P ro d u c e d  b y  G u in e a  

P ig s .  J .  E x p . M ed . 1 2 2 : 7 7 1 .

61 -B R Y A N T , G . D .  a n d  F . C .  GREENNWOOD ( 1 9 7 3 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  

o f  P r o l a c t i n .  I n :  B e rs o n  S . A .  a n d  R . S .  Y a l lo w  ( e d s . ) .  

M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  a n d  D ia g n o s t ic  E n d o c r in o lo g y .

N o r t h  H o l la n d  P u b l i s h i n g  C om pany. A m s te rd a m .

6 2 -B O Y D , G.W.  a n d  W . S .  PEART ( 1 9 6 8 ) :  T h e  P r o d u c t io n  o f  H ig h  

T i t r e  A n t ib o d y  A g a in s t  F r e e  A n g io t e n s in  I I .  L a n c e  2 : 1 2 9 .

6 3 -V A IT U K A IT IS ,  J . ,  R O L L IN G , J . B . ,  N IESCHCHLAG, E . a n d  G . J .  

ROSS ( l 9 7 l ) :  A M e th o d  f o r  P r o d u c in g  S p e c i f i c  A n t is e r a  w i t h  

S m a ll  D o s is  o f  Im m u n o g en . J .  C l i n . E n d o c r i n . M e t a b .  3 3 : 9 8 8 .

6 4 -P L A Y F A IR , J . H . L . , HURN, B . A . L .  a n d  D .  SCHULSTER ( 1 9 7 4 ) :  

P r o d u c t io n  o f  A n t ib o d ie s  a n d  B in d in g  R e a g e n ts .  B r i t i s h  Me­

d i c a l  B u l l e t i n .  V o lu m e  30 nS i , J a n u a r y  1 9 7 4 .  p .  2 4 .

6 5 -O D E L L , W . D . ,  ABRAHAM, G . , RAUD, H . R . ,  SWERDLOFF, R . S .  a n d

D . A .  F IS H E R  ( 1 9 6 9 ) :  I n f l u e n c e  o f  Im m u n iz a t io n  P r o c e d u r e s  on  

t h e  T i t e r .  A f f i n i t y  a n d  S p e c i f i c i t y  o f  A n t i s e r a  t o  G ly c o -  

p o ly p e p t id e s .  I n :  D d c z f a lu s s y ,  E .  ( e d . ) .  Im m u n o assay  o f  

G o n a d o t r o p in s .  F i r s t  K a r o l in s k a  Sym posium  on R e s e a rc h  Me­

th o d s  i n  R e p r o d u c t iv e  E n d o c r in o lo g y .  S to c k h lm , p .  5 4 .

66-FR A N C H IM O N T, P . ( l 9 7 3 ) :  I n :  B e rs o n  S . A .  an d  R . S .  Y a l lo w  

( e d s . ) .  P e p t id e  H o rm o n es  M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  D ia g n o s ­

t i c  E n d o c r in o lo g y . V o l .  2 A . M o u n t S i n a i  S c h o o l o f  M e d ic in e .  

N . Y .  p .  5 1 8 .



6 7 -O D E L L , W . D . ,  ABRAHAM, G . A . ,  SKOWSKY, W . R . ,  HESCOX, M . A .  

a n d  D . A .  F IS H E R  ( 1 9 7 1 ) :  P r o d u c t io n  o f  A n t i s e r a  f o r  R a d io ­

im m u n o a s s a y . I n :  O d e l l ,  W . D . ,  a n d  W. H .  D a u g h a d a y  ( e d s . ) .  

P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  P r o t e in  B in d in g  A s s a y s .  J . B .  

L i p p i n c o t t  C o . P h i l a d e l p h ia  a n d  T o r o n t o ,  p .  5 8 .

68 -H A B E R , E . ,  RICHARDS, F . F . ,  SPRAGG, J . ,  AUSTEN, R . F . ,  

VALLOTTON, M . B .  a n d  L . B .  PAGE ( 1 9 6 7 ) :  M o d i f i c a t i o n  i n  

H e t e r o g e n i t y  o f  t h e  A n t ib o d y  R e s p o n s e . C o ld .  S p r .  H a r b .  

Sym . Q u a n t. B i o l .  3 2 : 2 9 9 .

6 9 -O D E L L , W . D . ,  CHARTERS, C . , DADIDSON, W . D .  a n d  J . C .

THOMPSON ( 1 9 6 8 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  f o r  Human G a s t r in  U s in g  

U n c o n ju g a te d  G a s t r i n  a s  a n  A n t ig e n .  J . C l i n . E n d o c r . M e ta b .  

2 8 :1 8 4 0 .

7 0-B O Y D , G . W . , LANDON, J .  a n d  W . S .  PEART ( l 9 6 7 ) :  R a d io im m u n o ­

a s s a y  f o r  D e t e r m in in g  P la s m a  L e v e ls  o f  A n g i o t e n s i n - I I  i n  

M an. L a n c e t  1 1 : 1 0 0 2 .

7 1 -BERSON, S . A .  and  R , S .  YALLOW ( l 9 6 4 ) :  I n :  P in c u s  G . , 

T h ir m a n n , K . V .  a n d  E . B .  A s tw o o d  ( e d s . ) .  Im m u n o assay  o f  

P r o t e i n  H o rm o n e s . T h e  H o rm o n es . V o l .  I V .  A c a d e m ic  P r e s s ,  

N . Y . ,  p .  5 5 7 .

7 2 -GREENWOOD, F . C .  ( 1 9 6 9 ) :  T h e  R a d io im m u n o a s s a y  o f  P e p t id e  

H o rm o n e s . B r .  J .  H o s p . M ed . 2 : 7 6 4 .

7 3 -H U R N , B . A . L .  an d  J .  LANDON ( 1 9 7 0 ) :  I n :  R irk h a m , R . E .  a n d  

W. M.  H u n t e r  ( e d s . ) .  R a d io im m u n o a s s a y  M e th o d . C h u r c h i l l  

L i v in g s t o n e .  E d im b u rh . p .  1 3 7 .

74-PR ESSM AN, D . a n d  A . L .  GROSSBERG ( 1 9 6 8 ) :  T h e  S t r u c t u r a l  

B a s is  o f  A n t ib o d y  S p e c i f i c i t y .  W . A .  B e n a ja m in .  N . Y .



7 5 - E .D ,  DAY ( 1 9 6 6 ) ;  F o u n d a t io n s  o f  Im m u n o c h e m is try . W i l l i a m  

a n d  W i l k i n s .  B a l t im o r e .

7 6 -O D E L L , W . D . ,  W IBBER, J . F .  a n d  W . E .  PAUL ( 1 9 6 7 ) :  S t u d ie s  

o f  T h y r o t r o p in  P h y s io lo g y  b y  M eans o f  R a d io im m u n o a s s a y .  

R e c e n t .  P r o g .  H orm . R e s .  2 3 : 4 7 .

7 7 -R A U D , H . R .  a n d  W . D .  ODELL ( 1 9 6 9 ) :  T h e  R a d io im m u n o a s s a y  o f  

Human T h y r o t r o p i n .  B r i t .  J .  H o s p . M ed . 2 : 1 3 6 6 .

7 8 -O D E L L , W . D . ,  R E IC H E R T, L . E .  a n d  R . W .  BATES ( 1 9 6 9 ) :  I n :

M. M a r g o u l ie s  ( e d . ) .  P r o t e i n  a n d  P o ly p e p t id e  H o rm o n e s . 

E x c e r p t a  M e d ic a .  A m s te rd a m , p .  1 2 4 .

7 9 -F A  IM A N , C . a n d  R . RYAN ( 1 9 6 7 )  R a d io im m u n o a s s a y  f o r  Human 

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . J .  C l i n .  E n d o c r .M e t a b .  

2 7 : 4 4 4 .

8 0 -F R A C H IM 0 N T , P . ( 1 9 7 0 ) :  A S tu d y  o f  C ro s s  R e a c t io n  B e tw e e n  

Human C h o r io n ic  a n d  P o t u i t a r y  L u t e in iz in g H o r m o n e s

(HCG a b d  H L H ). E u ro p e a n  J .  C l i n .  I n v e s t .  1 : 6 5 .

8 1 -C A T T , R . J . ,  N IA L L ,' H . D . ,  TREGEAR, G.W.  a n d  H.  BURGER 

( 1 9 6 8 ) :  D is c  S o l id - P h a s e  R a d io im m u n o a s s a y  o f  Human 

L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . J .C l i n . E n d o c r .M e t a b .  2 8 : 1 2 1 .

82 -S A X E N A , B . B . ,  DEMURA, H . , GANDY, H . M .  a n d  R . E .  PETERSON

( 1 9 6 8 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  o f  Human F o l l i c l e  S t i m u l a t in g  

a n d  L u t e i n i z i n g  H orm ones i n  P la s m a . J .  C l i n .  E n d o c r .  

M e ta b .  2 8 : 5 1 9 .

8 3 -D O L A IS , J . ,  FREYCHET, P . a n d  G. R O SSELIN  ( l 9 % 3 ) : D o s a g e  

p la s m a t iq u e  de  l 'h o r m o n e  l u t e i n i s a n t e  h u m a in e  (H L H ) p a r  

m é th o d e  r a d io im m u n o lo g iq u e : m is e  au  p o i n t  d e  l a  te c h n iq u e  

de d o s a g e . C o m p t. R e d . 2 6 7 .



84-H U G H E S , W . J .  a n d  R.  STRAESSLE ( 1 9 6 6 ) :  T h e  C h e m ic a l R e q u e -  

r im e n t s  o f  a  S a t i s f a c t o r y  L a b e l  f o r  P r o t e i n s .  I n :  D o n a to ,  

L ,  M ie h a u d , G . a n d  J .  S i r c h i s  ( e d s . ) .  L a b e l l e d  P r o t e in s  

i n  T r a c e r s  S t u d ie s  C o n fe r e n c e  I n  P i s a .  B r u s s e ls .  E u ra to m  

2 9 5 0 .  p .  3 .

8 5 - W . J .  HUGHES ( 1 9 5 7 ) :  T h e  C h e m is t r y  o f  l o d i n a t i o n .  A n n .

N . Y .  A c a d . S c . 7 0 : 1 .

86-FR EED LEN D ER , A . E .  ( 1 9 6 9 ) :  I n :  M a r g o u l ie s ,  M. ( e d . ) .  

P r o t e i n  a n d  P o ly p e p t id e  H o rm o n e s . E x c e r p ta  M e d ic a .  I n .  

C o n g . S e r ,  1 6 1 .  A m s te rd a m , p .  3 5 1 .

8 7 -M c  FARLANE, A . S .  ( 1 9 5 8 ) :  E f f i c i e n t  T r a c e  L a b e l l i n g  o f  

P r o t e i n  w i t h  I o d i n e .  N a t u r e ,  L o n d o n  1 8 2 : 5 3 .

88-SA M O LS, E . a n d  W IL L IA M S , H . S .  ( l 9 6 l ) :  T r a c e  L a b e l l i n g  

o f  I n s u l i n  w i t h  I o d i n e .  N a t u r e ,  L ondon  1 9 0 : 1 2 1 1 .

8 9 -R O S A , U . , S C A S S E LLA TI, G . A . ,  P E N N S IS , F . , R IC C IO N I,  N . ,

G IA N O N I, P . a n d  R.- G IO R DANI ( l 9 6 4 ) :  L a b e l l i n g  o f  Human
1 31F ib r in o g e n  w i t h  I  b y  E l e c t r o l y t i c  l o d i n a t i o n .  B io c h e m . 

B io p h y s .  A c t a  8 6 :  5 1 9 .

90-H U N T E R , W. M.  a n d  GREENWOOD, F . C .  ( l 9 6 2 ) :  P r e p a r a t i o n  o f  
1 31

I  L a b e l l e d  G ro w th  H orm one o f  H ig h  S p e c i f i c  A c t i v i t y .  

N a t u r e ,  L o n d o n , 1 9 4 : 4 9 5 .

-91-GREENWOOD, F . C . , HUNTER, W. M.  a n d  J . S .  OtoVER ( 1 9 7 2 ) :
1 31

T h e  P r e p a r a t i o n  o f  I  L a b e l l e d  Human G ro w th  H orm one o f  

H ig h  S p e c i f i c  R a d i o a c t i v i t y .  B io c h e m . J .  8 9 : 1 1 4 .

9 2 - r A . S .  KESTON ( l 9 6 4 ) :  J .  B i o l .  Chem . 1 5 3 : 3 3 5 .



93-MA.RCHA.LONIS, J . J ,  ( 1 9 6 9 ) :  A n  E n z y m ic  M e th o d  f o r  t h e  T r a c e  

l o d i n a t i o n  o f  Im m u n o g lo b u lin s  a n d  O th e r  P r o t e in s .  B io c h e m . 

J .  1 1 3 : 2 9 9 .

94-M O R R IS O N , M . , BAYSE, G . S .  a n d  R . G .  WEBSTER ( l 9 7 l ) :  U se  

o f  L a c t o p e r o x id a s e  C a t a ly z e d  l o d i n a t i o n  i n  Immuno­

c h e m ic a l  S t u d ie s .  Im m u n o c h e m is try , 8 : 2 8 9 .

95 -S A X E N A , B . B . ,  HASAN, S . H . ,  HAOUR, F .  a n d  M. S C H M ID T- 

GOLLW ITZER ( 1 9 7 0 ) :  R a d io c e p t o r  A s s a y  o f  Human C h o r io n ic  

G o n a d o t r o p in : .D e t e c t io n  o f  E a r l y  P re g n a n c y . S c ie n c e  

1 8 4 : 7 9 3 .

9 6 -B A L T O N , A . E .  a n d  W . H .  HUNTER ( 1 9 7 2 ) :  New M e th o d  f o r  

L a b e l l i n g  P r o t e i n  H orm ones w i t h  R a d io io d in e .  J .  E n d o c r in a l  

5 5 ,  X X X -X X I ( a b s t r a c t ) .

97-B E R S O N , S . A .  a n d  R . S .  YALLOW ( 1 9 6 6 ) :  l o d o i n s u l i n  U sed  

T o  D e t e r m in a t e  S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  I o d i n e .  S c ie n c e  

1 5 2 : 2 0 5 .

9 8 -YALLOW , R . S .  a n d  S '.A . BERSON ( l 9 6 9 ) :  T o p ic s  on R a d io ­

im m u n o assay  o f  P e p t id e  H o rm o n e s . I n :  M a r g o u l ie s ,  M. ( e d . )  

P r o t e i n  a n d  P o ly p e p t id e  H o rm o n e s . E x c e r p t a  M e d ic a  F o u n d a ­

t i o n .  A m s te rd a m , p .  3 6 .

99-B E R SO N , S . A .  cind R . S .  YALLOW ( l 9 6 8 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  o f

ACTH i n  P la s m a . J .  C l i n .  I n v e s t .  4 7 : 2 7 2 5 .

xf
1Ô 0-Y A LL0W , R . S .  a n d  S .  A .  BERSON ( i 9 6 0 ) :  Im m u n o assay  o f  E n d o ­

gen o u s  P la s m a  I n s u l i n  i n  M an . J . C l i n . I n v e s t . 3 9 : 1 1 5 7 .

1 0 1 -YALLOW R . S .  ( l 9 6 9 ) :  I n c u l a t i o n  D am age. I n :  M a r g o u l ie s  ( e d )  

P r o t e i n  a n d  P o ly p e p t id e  H o rm o n e s . E x c e r p ta  M ed. F o u n d a t io n  

A m s te rd a m , p .  6 2 4 .

1 0 2 -G L IC K -, S . M . ,  WHEELER, M . , RAGAN, A .  an d  P . KUMARESAY

( 1 9 6 9 ) :  R A d io im m u n o a s s a y  o f  O x y t o c in .  I n :  B a c k , N . a n d  L .  

M a r t i n i  ( e d s . ) .  P r o c e e d in g  o f  I n t e r n a t i o n a l  Sym posium  on  

t h e  P h a rm a c o lo g y  o f  H o rm o n a l P o ly p e p t id e s .



1 0 3 -L A U , R . S , ,  F O T T L IE B , C . W.  a n d  W. HERBERT ( 1 9 6 6 ) :  P r e l i ­

m in a r y  R e p o r t  on  C o a te d  C h a rw a l Im m u n o a ss a y  o f  Human 

C h o r io n ic  G ro w th  H orm one P r o l a c t i n  a n d  G ro w th  H o rm o n e .

P r o c .  S o c . E x p . B i o l .  M ed . 1 2 3 : 1 2 6 .

1 0 4 -R 0 S S E L IN , G . , ASSAM; YALLOW, R . S .  a n d  S . A .  BERSON ( 1 9 6 6 ) :  

S e p a r a t io n  o f  A n t ib o d y -B o u n d  a n d  U nboun d  P e p t id e  H orm ones  

L a b e l l e d  w i t h  Io d in e - 1  31 b y  T a lc u m  P a w d e r a n d  P r e c i p i t a d e d  

S i l i c a .  N a t u r e  L o n d o n  2 1 2 : 3 5 5 .

1 0 5 -A D D IS 0 N , G .M . a n d  C . N .  HALER ( 1 9 7 0 ) :  T h e  Im m u n o r a d io m e tr ic  

A s s a y . I n :  K ik b e a n ,  K . E .  a n d  W. M.  H u n t e r  ( e d s . ) .  R a d io ­

im m u n o assay  M e th o d s . L iv in g s t o n e  E d ib u r g h  a n d  L o n d o n .

1 0 6 - D 0 N IN I ,  S . a n d  P . D o n in i  ( 1 9 6 9 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  

E m p lo y in g  P a ly m e r iz e d  A n t i s e r a .  A c t a  E n d o c r in a l  (R B H ) 

( S u p p l . )  1 4 2 : 2 5 7 .

1 0 7 -C 0 L T , E . W . D . ,  M IL E S , L . E . M . , BECKER, D . L .  a n d  N . J .  SHAH

( l 9 7 l ) :  A S e n s i t i v e  New Im m u n o assay  f o r  C a l c i t o n i n  

E m p lo y in g  L a b e l l e d  A n t ib o d y .  J . C l i n . E n d o c r .M e t a b .  3 2 : 2 8 5 .

1 0 8 -C A T T , R J .  a n d  G.W.  TREGEAR ( 1 9 6 7 ) :  S o l i d  P h a s e  R a d io ­

im m u n o assay  i n  A n t ib o d y  C o a te d  T u b e r .  S c ie n c e  1 5 8 : 1 5 7 0 .

1 0 9 -G 0 0 D F R IE N D , T . L . ,  BULL, D . L .  a n d  D . B .  FARLEY ( 1 9 6 8 ) :  R a d io ­

im m u n o assay  o f  A n g io t e n s in .  J . L a b . C l i n . M e d .  7 2 : 6 4 8 .

1 1 0 -W ID E , L .  a n d  J .  PORATH ( 1 9 6 6 ) :  R A d io im m u n o a s s a y  o f  

P r o t e i n  w i t h  t h e  U se o f  S h e p h a d e x  C o u p lec^  A n t i b o d i e s . 

B io c h e m . B io p h y s .  A c ta  1 3 0 : 2 5 7 .



111 -G E N U T H , S . ,  FOCHMAN, L . A .  a n d  H . E .  L E B O V IT Z  ( 1 9 6 5 ) :  A
1 25

R a d io im m u n o a s s a y  M e th o d  f o r  I n s u l i n  U s in g  I n s u l i n  I  

a n d  G e l F i l t r a t i o n .  J . C l i n . E n d o c r .M e t a b .  2 5 : 1 0 4 3 .

112-G R O D SK Y, G .M . a n d  P . H .  FORSHAM ( i 9 6 0 ) :  A n  Im m u n o c h e m ic a l 

A s s a y  o f  T o t a l  E x t r a c t a b l e  I n s u l i n  i n  M a n . J .  C l i n .  I n v e s t .  

3 9 : 1 0 7 0 .

1 1 3 -O D E L L , W . D . ,  W ILB ER , J . F .  a n d  W . E .  PAUL ( 1 9 6 5 ) :  R a d io ­

im m u n o assay  i n  Human S eru m . J .  C l i n . E n d .  M e ta b . 2 5 : 1 1 7 9 .

1 1 4 -B U R R , I . M . ,  GRANT, D . B . ,  S IZONENKO , P . C . , KAPLAN,  S . L .  a n d  

M .M . GRUMBACH ( l 9 6 9 ) :  Some C r i t i c a l  F a c t o r s  i n  D o u b le  

A n t ib o d y  R a d io im m u n o a s s a y  S y s te m s  U t i l i z i n g  S h eep  A n t i -  

R a b b i t  P r e c i p i t a t i n g  S e ra  f o r  M e a s u re m e n t o f  Human 

S eru m  L H , FSH , HGH. J . C l i n .  E n d o c r .  M e ta b .  2 9 : 9 4 8 .

1 1 5 -M ID G L E Y , A . R . ,  REBAR, R.W.  a n d  G . D .  MISWENDER ( 1 9 6 9 ) :  

R a d io im m u n o a s s a y s  E m p lo y in g  D o u b le  A n t ib o d y  T e c h n iq u e s .

I n :  E . D i c z f a lu s s y  ( e d . ) .  Im m u n o assay  o f  G o n a d o t r o p in s . 

K a r o l in s k a  S y m p o s ia . S to c k h o lm .

116-DAUGHADAY, W . H .  a n d  L . S .  JACOBS ( l 9 7 l ) :  M e th o d s  o f  S e p a ­

r a t i n g  A n t ib o d y  B ound fro m  F r e e  A n t ig e n .  I n :  O d e l l ,  W . D .  

a n d  W . H .  D au g h a d ay  ( e d s . ) .  P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  

B in d in g  A s s a y s .  J . B .  L i p p i n c o t t  C o . P h i l a d e l p h i a  a n d  

T o r o n t o ,  p .  3 0 9 .

117 -H U N T E R , W. M.  a n d  P^C.  GANGULI ( 1 9 7 0 ) :  T h ^  S e p a r a t io n  o f  

A n t ib o d y  Bound f ro m  F r e e  A n t ig e n .  I n :  K ir k h a m , R . E .  a n d  

W. M.  H u n t e r  ( e d s . ) .  R a d io im m u n o a s s a y  M e th o d s . L iv in g s t o n e  

E d im b u rg h  a n d  L o n d o n , p .  2 4 3 .

1 18 -P A P K O F F , H . ( l 9 7 3 ) :  M e th o d s  o f  E x t r a c t i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  

o f  P e p t id e s  H o rm o n e s . I n :  B e rs o n , S . A .  a n d  R . S .  Y à l lo w  

( e d s . - ) .  M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  a n d  D ia g n o s t ic  E n d o c r i ­

n o lo g y .  V o l .  2 A . N o r t h  H o l la n d  P u b l is h i n g  C om pany. Ams­

te r d a m .



1 19 -C O C H , J . A . ,  PROVETTO, J . ,  CABOT, H .M . , F IE L IT Z ,  C . A .  an d  

R.  CALDEYRO-BARCIA ( 1 9 6 5 ) :  O x y t o c in  E q u iv a le n t  A c t i v i t y  

i n  t h e  P la s m a  o f  Women i n  L a b o r  a n d  D u r in g  P u e r p e r iu m .

Am . J .  O b s t e t .  G y n e c o l.  9 1 : 1 0 .

1 2 0 -PA R R O T, D . M . V .  ( l 9 5 5 ) :  T h e  A s s a y  o f  A d r e n o c o r t i c o t r o p h i c  

A c t i v i t y  i n  P la s m a  E x t r a c t s ,  J .  E n d o c r in o l .  1 2 : 1 2 0 .

1 2 1 -YALLOW , R . S . ,  P L IC K , S . M . , ROTH, J .  a n d  S . A .  BRESON

( 1 9 6 4 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  o f  Human P la s m a  A C TH . J .  C l i n .  

E n d o c r in o l .  2 4 : 1 2 1 9 .

122-D EM U R A , H . , WEST, C . D . ,  NUGENT, C . A . ,  NAGAMURA, K . a n d

F . H .  TYLER ( l 9 6 6 ) :  A S e n s i t i v e  R a d io im m u n o a s s a y  f o r  

P la s m a  ACTH L e v e ls .  J .  C l i n . E n d o c r i n o l . 2 6 : 1 2 9 7 .

1 23 -A P O S T O L A K IS , M. ( 1 9 5 9 ) :  D e t e c t i o n  a n d  E s t im a t io n  o f  

P i t u i t a r y  G o n a d o tr o p in s  i n  Human P la s m a . J . E n d o c r in o l . 

1 9 : 3 7 7 .

1 2 4 -K E L L E R , D . J .  a n d  E .  ROSEMBERG ( l 9 6 5 ) :  E s t im a t io n  o f  

P i t u i t a r y  G o n a d o tr o p in s  i n  Human P I  sm a. J .  C l i n .  

E n d o c r in o l .  2 5 : 1 0 5 0 .

1 25 -C O C H , J . A . ,  F IE L IT Z ,  C . A . ,  PROVETTO, A . ,  CODA, H . a n d  A . 

FRAGA ( - 1 9 6 8 ) :  I s o l a t i o n  a n d  E s t im a t io n  o f  O x i t o c i n  f ro m  

t h e  B lo o d  o f  P u e r p e r a l  Women D u r in g  S u c k in g .  J .  E n d o c r in o l .  

4 0 : 1 3 7 .

1.26-YA M A SH IR O , D . ( l 9 6 4 ) :  P a r t i t i o n  C h ro m a to g ra p h y  o f  

O x i t o c i n  on S e p h a d e x . N a tu r e  2 0 1 : 7 6 .

1 2 7 -G R A IG ; L . C . ,  H A R FE N IS T , E . J .  a n d  A . C .  P A L A D IN I ( 1 9 6 4 ) :  

D i a l y s i s  S t u d ie s ,  B e h a v io u r  o f  A n j i o t e n s i n ,  O x i t o c i n ,  

V a s o p r e s in  o f  Some o f  T h e i r s  A n a lo g u e s .  B io c h e m . 3 : 7 6 4 .



128-ARAKAW A, K . ,  N A K ATAKI, M. , MINOHARA, A .  a n d  M. NAKAMURA 

( 1 9 6 7 ) :  I s o l a t i o n  a n d  A m in o a c id  C o m p o s it io n  o f  Human 

A n g io t e n s in  I .  B io c h m . J .  1 0 4 : 9 0 0 .

129 -H E R B E R T , V . ,  LAU, S . S . ,  G O T T L IE L D , C . W . ,  a n d  S . J .  BLEICHER  

( 1 9 6 5 ) :  C o a te d  C h a r c o a l  Im m u n o assay  o f  I n s u l i n .  J .  C l i n .  

E n d o c r in o l  2 5 : 1 3 7 5 .

130 -Y A L L 0 W , R . S .  a n d  BERSON S . A .  ( 1 9 > / ) : P ro b le m s  o f  

V a l i d a t i o n  o f  R a d io im m u n o a s s a y . I n :  O d e l l ,  W . D .  a n d  

D a u g h a d a y  ( e d s . ) .  P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  A s s a y .  P . 3 7 4 .

1 3 1 -YALLOW , R . S . ,  ROTH, J . ,  F L IC K , S . M .  a n d  S . A .  BRESON 

( 1 9 6 5 ) :  P r o c e e d in g  o f  2 n d  I n t e r n a t i o n a l  C o n g re s s  o f  

E n d o c r in o lo g y .  P a r t .  1 .  E x c e r p t a  M e d ic a  F o u n d a t io n .P .2 9 2 .

1 32-HEENDENSON, J . R .  ( l 9 7 0 ) :  S erum  I n s u l i n  o r  P la s m a  I n s u l i n ?  

L a n c e t  2 : 5 4 5 .

1 33-B ER SO N , S . A .  a n d  R . S .  YALLOW ( 1 9 6 8 ) :  T h e  H a rv e y  L e c t u r e r ,  

S e r ie s  6 2 .  A c a d e m ic  P r e s s .  New Y o r k .  P . 1 0 7 .

'134-YALLOW , R . S .  a n d  S . A .  BERSON ( 1 9 7 0 ) :  S i z e  a n d  C h a rg e  D is ­

t i n c t i o n s  B e tw e e n  E n d o g en o u s  Human P la s m a  G a s t r i s  i n  P e r i ­

p h e r a l  B lo o d  a n d  H e p ta d e c a p e p t id e  G a s t r i s .  G a s t r o e n t e r o l .  
5 8 : 1 .

135-B E R S O N ; S . A .  a n d  R . S .  YALLOW ( 1 9 6 8 ) :  Im m u n o c h e m ic a l 

H e t e r o g e n e c i t y  o f  P a r a t h y r o i d  H orm one i n  P la s m a . J .

C l i n .  E n d o c r in o l  M e ta b .  2 8 : 1 0 3 7 .  ^

1 36-YA LLO W , R . S .  a n d  S . A .  BERSON ( 1 9 7 0 ) :  In : C a m e r in i - P a v a lo s  

a n d  H . S .  C o le  ( e d s ) .  E a r l y  D ia b e t e s .  S u p p le m e n t . A d v a n c e  i n  

M e t a b o l ic  D is o r d e r s .  A c a d e m ic  P r e s s .  New Y o r .  P a g . 9 5 .



137-G R EG O R Y, R . A .  a n d  H . J .  TRACY ( 1 9 6 4 ) :  T h e  C o n s t i t u t i o n  

a n d  P r o p e r t i e s  o f  Two G a s t r in s  E x t r a c t e d  fro m  Hog A n t r a l  

M u c o s a . G u t .  5 : 1 0 3 .

138-F E L D M A N , H . a n d  D . RODBARD ( 1 9 7 1 ) :  M a t h e m a t ic a l  T h e o ry  

o f  R a d io im m u n o a s s a y . I n :  O d e l l ,  W . D . ,  a n d  W . H .  D au g h a d ay  

( e d s . )  P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  P r o t e i n  B in d in g  A s s a y s .  

J . B .  L i p p i n c o t t  Com pany. P h i l a d e l p h i a  a n d  T o r o n t o .

P . 1 5 8 .

1 3 9 “Ba U L IE U , E . E .  a n d  J . P .  RAYNAUD ( l 9 7 0 ) :  A ’’P r o p o r t io n  G ra p h ” 

M e th o d  f o r  M e a s u r in g  B in d in g  S y s te m s . E u r .  J .  B io c h e m . 

1 3 : 2 9 3 .

1 4 0 -B 0 R T H , R . ( l 9 7 0 ) :  I n  d is c u s s io n ,  p .  1 1 .  I n :  D i c z f a l u s y ,

E . ( e d . ) .  S t e r o i d  A s s a y  b y  P r o t e i n  B in d in g ,  2n d  K a r o l in s ­

ka  Sym posium  on R e s e a rc h  M e th o d s  i n  R e p r o d u c t iv e  E n d o c r i ­

n o lo g y .  S to c k h o lm .

1 4 1  -GADDUM, J . H .  ( 1 9 3 3 ) :  R e p o r ts  on B i o l o g i c a l  S ta n d a r d s .  I l l  

M e th o d s  o f  B i o l o g i c a l  A s s a y  D e p e n d in g  on a Q u a n ta l  

R E s p o n s e . S p e c .  R e p . S e r .  M ed. R e s .  C o u n . 1 8 3 ,  L o n d o n .

142-H U N TE R  W . M . , a n d  F . C .  GREENWOOD ( 1 9 6 4 ) :  A R a d io - im m u n o -  

e l e c t r o p h o r e t i c  A s s a y  f o r  Human G ro w th  H orm one B io c h em ,

J .  9 1 : 4 3 .
V

1 4 3 -M ID G L E Y , A . R . ,  NISWENDER, G . D .  a n d  R . W. RELAR ( l 9 6 9 ) :  

D i c z f a l u s y ,  E . ( e d . ) .  Im m u n o assay  o f  G o n a d o t r o p in s . F i r s t  

K a r o l in s k a  Sym posium  on R e s e a rc h  M e th o d s  i n  R e p r o d u c t iv e  

E n d o c r in o lo g y . S to c k h o lm . P . 2 4 7 ,



1 4 4 -R Y A N , R . J .  ( 1 . 9 6 9 ) :  A C o m p a ris o n  o f  B i o l o g i c a l  a n d  Immuno 

l o g i c  P o te n c y  E s t im a t e s  o f  Human L u t e i n i z i n g  ( L H )  a n d  F o ­

l l i c l e  S t i m u l a t i n g  (F S H ) H o rm o n e s . I n :  D i c z f a lu s s y ,  E . 

( e d . ) .  F i r s t  K a r o l in s k a  Sym posium  on R e s e a rc h  M e th o d s  i n  

R e p r o d u c t iv e  E n d o c r in o lo g y ,  B o g t r y k k e r i e t  F o ru m . C o p en ­

h a g e n , p .  3 0 0 .

1 4 5 -B L IS S , C . L .  ( 1 9 7 0 ) :  P r o c e e d in g s  o f  t h e  W o rsh o p  C o n fe re n c e  

on  S t a t i s t i c s  i n  E n d o c r in o lo g y  D edham , M a s s . C a m b r id g e ,  

M a s s a c h u s s e ts  I n s t i t u t e  o f  T e c h n o lo g y  P r e s s .  I n :  Me A r t h u r  

J . W .  a n d  T .  C o l to n  ( e d s . )  S t a t i s t i c s  i n  E n d o c r in o lo g y .

p .  3 4 1 .

1 4 6 -RODBARD, D . ( l 9 7 4 ) :  S t a t i s t i c a l  Q u a l i t y  C o n t r o l  a n d  R o u t i ­

n e  D a ta  P r o c e s s in g  f o r  R a d io im m u n o a s s a y s  a n d  Im m u n o ra d io ­

m e t r i c  A s s a y s .  C l i n .  Chem. 2 0 / 1 O: 1 2 5 5 .

147-RO DBARD, D . a n d  J . E .  LEWALD ( l 9 7 0 ) :  C om puten  A n a ly s is  o f  

R a d io l ig a n d  a n d  R a d io im m u n o a s s a y  D a t a .  A c t a  E n d o c r in o l .  

(C o p e n h a g e n ) 6 4 ,  S u p p l .  1 4 7 : 7 9 .

148-S TE D M A N , S . L .  a n d - F . M .  PAHLEY ( l 9 5 3 ) :  A s s a y  o f  t h e  F o l l i ­

c l e  S t i m u l a t in g  Horm one B a re d  on t h e  A u g m e n ta t io n  w i t h  

Human C h o r io n ic  G o n a d o t r o p in s .  E n d o c r in o lo g y  5 3 : 6 0 4 .

149-PARLO W , A . F .  ( l 9 6 l ) :  I n :  A l b e r t ,  A . ( e d . ) .  Human P i t u i t a r y  

G o n a d o tr o p in s .  C .C .T h o m a s . S p r i n g f i e l d  I l l i n o i s ,  p .  3 0 1 .

1 5 0 -G R E E P, R . O . ,  VAN D IK Y  a n d  B . F .  CHUW ( 1 9 4 1 ) :  Use o f  A n t e r i o r  

L o b e  o f  P r o s t a t e  G la n d  i n  A s s a y  o f  M e ta W e n d r in .  P r o c .  S o c .  

E x p . B i o l .  M ed. 4 6 : 6 4 4 .

1 5 1 -R E IC H E R T , L . E .  a n d  A . R .  M IDGLEY ( 1 9 6 8 ) :  I n :  R o s e n b e rg , E . 

( e d . )  G o n a d o t r o p in s .G e r o n -X  I n c .  Los  A l t o s .  C a l i f o r n i a , p . 25

1 5 2 -O D E L L , W . D .  a n d  G . T .  ROSS ( i 9 7 l ) :  C o r r e l a t i o n s  o f  B io a s s a y  

a n d  Im m u n o assay  P o t e n c ie s  f o r  FS H , LH , TSH a n d  HCG. I n :  

O d e l l ,  W. D .  a n d  W . H .  D a u g h a d a y  ( e d s . )  P r i n c i p l e s  o f  Compe­

t i t i v e  P r o t e i n  B in d in g  A s s a y s .  P h i l a d e l p h i a  an d  T o r o n to  

J . B .  L i p p i n c o t t  C o . p .  4 0 1 .



1 5 3 -L E A F , A .  a n d  C . H .  COGGINS ( l 9 7 4 ) :  T h e  N e u r o h ip o p h y s is .  

I n :  R . H .  W i l l i a m s  ( e d . ) .  T e x b o o k  o f  E n d o c r in o lo g y .  W . B .  

S a u n d e rs  C o . P h i la d e lp h ia .L o n d o n .T o r o n t o ,  p .  8 0 .

1 54-DAUGHADAY, W . H .  ( l 9 7 4 ) :  T h e  A d e n o h y p o p h is is .  I n :  R . H .  

W i l l i a m s  ( e d . ) .  T e x b o o k  o f  E n d o c r in o lo g y .  W. B .  S a u n d e rs  

C o . P h i la d e lp h ia .L o n d o n .T o r o n t o ,  p .  3 1 .

155-FA RG UHAR, M . G .  a n d  J . F .  RINEHART ( l 9 5 4 ) :  E le c t r o n  

M ic r o s c o p ic  S t u d ie s  on t h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  G la n d  o f  

C o n t r a s t  R a t s .  E n d o c r in o lo g y .  5 4 : 5 1 6 .

156 -R E N N E L S , C . G .  ( 1 9 6 2 ) :  A n E l e c t r o n  M ic ro s c o p e  S tu d y  o f  

P i t u i t a r y  A u t o g r a f t  C e l l s  i n  t h e  R a t .  E n d o c r in o lo g y  

7 1 : 7 1 3 .

1 5 7 -P IE R C E , J . G .  ( 1 9 7 3 ) :  G e n e r a l  C h e m is t r y  a n d  C h a r a c t e r i ­

z a t i o n  o f  G ly c o p r o t e in s  o f  t h e  P i t u i t a r y .  I n :  B e rs o n  

S . A .  a n d  R . S .  Y a l lo w  ( e d s . ) .  M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  

a n d  D ia g n o s t ic  E n d o c r in o lo g y  ( V o l .  2A)  N o r t h - H o l la n d  

P u b l is h in g  C om pany. A m s te rd a m , p .  4 3 .

15 8 -R E IC H E R T , L . E .  ( l 9 7 3 ) :  F o l l i c l e  S t i m u l a t in g  Horm one  

( F S H )  a n d  L u t e i n i z i n g  H orm one ( L H ) .  I n :  B e rs o n , S . A .  

a n d  R . S .  Y a l lo w  ( e d s . ) .  M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  an d  

D ia g n o s t ic  E n d o c r in o lo g y .  V o l  2 A . N o r t h - H o l la n d  

P u b l is h in g  C om pany. A m s te rd a m , p .  5 0 9 .

159 -P A P K O F F , H . a n d  M. EKBLAD ( l 9 7 0 ) :  O v in e  F o l l i c l e
V

S t i m u l a t i n g  H o rm o n e: P r e p a r a t i o n  a n d  C h a r a c t e r i z a t i o n  

o f i t s  S u b u n i t s .  B io c h e m . B io p h y s .  Res Commun. 4 0 : 6 1 4 .



1 6 0 -P IE R C E , J . G . ,  BAHL, O . P . ,  CARNELL, J . S .  a n d  N.  SWAMINATHAN

( 1 9 7 0 ) ;  B i o l o g i c a l l y  A c t i v e  H orm ones P r e p a r e d  b y  R e c o m b i­

n a t i o n  o f  t h e  C h a in  o f  Human C h o r io n ic  G o n a d o tr o p in  a n d  

t h e  H o rm o n e - S p e c i f i c  C h a in  o f  B o v in e  T h y r o t r o p in  o r  o f  

B o v in e  L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . J .B io l .C h e m .  2 4 6 : 2 3 2 1 .

1 6 1 -STO C K ELL-H A R TR EE, A . M . ,  THOMAS, A . M . ,  B R A IK E V IT C H , M . , 

B E LL, E . T . ,  C H IR S T IE ; D . W . , S P A U L I, G . V . ,  TAYLON, R . a n d  

J . G .  P IER R E ( 1 9 7 1 ) :  P r e p a r a t io n  a n d  P r o p e r t i e s  o f  S u b u n its  

o f  Human L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . J .  E n d o c r in o l ,  5 1 : 1 6 9 .

162-HOW ARD, S . M .  a n d  J . G .  P IER R E  ( 1 9 6 9 ) :  T h e  T r y p t i c  G l i c o -  

p e p t id e s  o f  B o v in e  T y r o t r o p i n .  T h e i r  C o m p a ris o n  a n d  

S i m i l a r i t i e s  t o  T h o s e  o f  L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . J .  B i o l .  

Chem. 2 4 4 : 6 4 6 8 .

163 -P A P K O F F , H . M . ,  SAIRAM , M . R .  a n d  C . H .  L I  ( l 9 7 l ) :  A m in o  

A c id  S e q u e n c e s  o f  t h e  S u b u n its  o f  O v in e  I n t e r s t i c i a l  C e l l  

S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . J .  A m e r. Chem . S o c .  9 3 : 1 5 3 1 .

1 6 4 -W IL H E L M I, A . E .  ( l 9 6 l ) :  C a n . J .  B io c h e m . 3 9 : 1 6 5 9 .

165-PARLO W , A . F . ,  W IL H E L M I, A . E .  a n d  L . E .  R E IC H E R T, J r .

( 1 9 6 5 ) :  F u r t h e r  S tu d ie s  on  t h e  F r a c t i o n a t i o n  o f  Human 

P i t u i t a r y  G la n d s .  E n d o c r in o lo g y ,  7 7 : 1 1 2 6 .

1 6 6 -HA RTREE, A . S .  ( 1 9 6 6 ) :  S e p a r a t io n  a n d  P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  

o f  t h e  P r o t e i n  H orm ones F o u n d  i n  Human P i t u i t a r y  G la n d s .  

B io c h e m . J .  1 0 0 : 7 5 4 .

1 6 7 -R E IC H E R T , L . E .  J r .  a n d  A . F .  PARLOW ( 1 9 6 4 ^ :  P a r t i a l  

P u r i f i c a t i o n  a n d  S e p a r a t io n  o f  Human P i t u i t a r y  G onado­

t r o p i n s .  E n d o c r in o lo g y ,  7 4 : 2 3 6 .



168-R A TH M A N , P . a n d  B . B .  SAXENA ( 1 9 7 0 ) :  I s o l a t i o n  an d  

P h y s ic o c h e m ic a l  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  L u t e i n i z i n g  Horm one  

f ro m  Human P i t u i t a r y  G la n d s .  J .  B i o l .  Chem. 2 4 5 : 3 7 2 5 .

1 6 9 -R E IC H E R T , L . E .  J r . ,  KATHAN, R . H .  a n d  R . J .  RYAN ( 1 9 6 8 ) :  

E n d o c r in o lo g y  8 2 : 1 0 9 .

1 7 0 -B E L L , J . J . ,  C A N FIE LD , R . E .  a n d  J . J .  SCIARRA ( 1 9 6 9 ) :  

P u r i f i c a t i o n  a n d  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  Human C h o r io n ic  

G o n a d o t r o p in .  E n d o c r in o lo g y  8 4 : 2 9 8 .

1 71 -B R A U N S T E IN , G . D . , R E IC H E R T, L . E .  J r . ,  VAN H A LL, E . V . ,  

V A IT U K A IT IS , J . L .  a n d  G . T .  ROSS ( l 9 7 l ) :  T h e  E f f e c t s  o f  

D e s i a l y l a t i o n  on t h e  B i o l o g i c  a n d  Im m u n o lo g ic  A c t i v i t y  o f  

Human P i t u i t a r y  L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . B io c h e m . B io p h y s . Res .  

Commun. 4 2 : 9 6 2 .

172-R A TH M A N , P . a n d  B . B .  SAXENA ( l 9 7 l ) :  S u b u n its  o f  L u t e i n i z i n g  

H orm one fro m  Human P i t u i t a r y  G la n d s .  J .  B i o l .  Chem.

2 4 6 : 7 0 8 7 .

1 7 3 -R E IC H E R T , L . E .  J r . ,  RASCO, M . A . ,  WARD, D . N . ,  MISWENDER, !. , 

G . D .  a n d  M IDGLEY A . R .  J r .  ( I 9 7 l ) :  I s o l a t i o n  a n d  P r o p e r t ie s  

o f  S u b u n its  o f  B o v in e  P i t u i t a r y  L u t e i n i z i n g  H o rm o n e .

J .  B i o l .  Chem. 2 4 4 : 5 1 1 0 .

1 7 4 -S A IR A M , M . R . ,  PAPKOFF, H . a n d  C . H .  L I  ( 1 9 7 2 ) :  T h e  P r im a r y  

S t r u c t u r e  o f  O v in e  I n t e r s t i t i a l  C e l l - S t i m u l a t i n g  H orm one.

I .  T h e  a - S u b u n i t .  A r c h .  B io c h e m . B i o p h y s 1 5 3 : 5 5 4 .

1 7 5 -S A IR A M , M . R . ,  SA MY, T . S . A . ,  PAPKOFF, H . a n d  C . H .  L I

( 1 9 7 2 ) :  T h e  P r im a r y  s t r u c t u r e  o f  O v in e  I n t e r s t i t a l  

C e l l - S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . I I .  T h e  B -S u b u n it  A r c h .  B io c h e m . 

B io p h y s .  1 5 3 : 5 7 2 .



176-C H U N G ; D . SA IR A M , M .R . an d  C .H .  L I  ( 1 9 7 3 ) :  T h e  P r im a r y  

S t r u c t u r e  o f  O v in e  I n t e r s t i t i a l  C e l l - S t i m u l a t i n g  

Horm one I I I :  D i s u l f i d e  B r id g e  o f  t h e  a - S u b u n i t .  A r c h .  

B io c h e m . B io p h y s .  1 5 9 : 6 7 8 .

177-SHERWOOD, O . D . ,  G RIM EK, H . J .  a n d  W . H .  Me SHAN ( l 9 7 0 ) :  

P u r i f i c a t i o n  o f  L u t e i n i z i n g  Horm one f ro m  S h eep  P i t u i t a r y  

G la n d s  a n d  E v id e n c e  f o r  S e v e r a l  P h y s ic o c h e m ic a l ly  

D i s t i n g u i s h a b l e  A c t i v e  Com pounds. B io c h e m . B io p h y s .

A c t a  ( A m s t . )  2 2 1 : 8 7 .

1 7 8 -R O S S , D . ( 1 9 6 7 ) :  Human F o l l i c l e - S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . 

A lm q u is t  a n d  W i k s e l l s  A R . U p p s a la .

179-PEC K H A M , W . D .  a n d  A . F .  PARLOW ( 1 9 6 9 ) :  ON t h e  I s o l a t i o n  o f  

Human P i t u i t a r y  F o l l i c l e - S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . E n d o c r in o l . 

8 4 : 9 5 3 .

1 8 0 -R E IC H E R T , L . E .  J r .  ( l 9 7 l ) :  E le c t r o p h o r e t u c  P r o p e r t i e s  o f  

P i t u i t a r y  G o n a d o tr o p in s  a s  S t u d ie d  b y  E l e c t r o f o c u s i n g  . 

E n d o c r in o lo g y ,  8 8 : 1 0 2 9 .

1 8 1 -R E IC H E R T , L . E .  J r .  ( l 9 6 7 ) :  S e l e c t i v e  I n a c t i v a t i o n  o f  

t h e  L u t e i n i z i n g  Horm ona C o n t a in a n t  i n  Human P i t u i t a r y  

F o l l i c l e  S t i m u l a t i o n  H orm one P r e p a r a t io n s  b y  D ig e s t io n  

w i t h  a -C h y m o t r y p s in .  J .  C l i n .  E n d o c r in o l .  2 7 : 1 0 6 5 .

182 -S A X E N A , B . B .  a n d  RATHMAN, R . ( l 9 7 l ) :  D i s s o c i a t i o n  

Phenom enon a n d  S u b u n it  N a tu r e  o f  F o l l i c l e - S t i m u l a t i n g  

Horm one f r o m  Human P i t u i t a r y  G la n d s . J .  ^ i o l .  Chem. 

2 4 6 : 3 5 4 9 .

183-S H O M E , B . a n d  A . F .  PARLOW ( l 9 7 4 ) :  Human F o l l i c l e  

S t i m u l a t i n g  H orm one ( h F S H ) : F i r s t  P r o p o s a l  f o r  t h e  A m in o -  

A c id  S e q u e n c e  o f  t h e  a - S u b u n i t  o f  Human L u t e i n i z i n g  

H o rm o n e . J .  C l i n .  E n d o c r in o l .  M e ta b . 3 9 : 1 9 9 .



184-S H O M E , B . ,  a n d  A . F .  PARLOW ( 1 9 7 4 ) :  Human F o l l i c l e  S t i ­

m u la t in g  H o rm o n e; F i r s t  P r o p o s a l  f o r  t h e  A m in o -A c id  

S e q u e n c e  o f  t h e  H o r m o n e - S p e c i f ic ,  B -s u b U n it  (h F S H B ),

J .  C l i n .  E n d o c r in a l  '-% ta b . 3 9 : 2 0 3 .

1 8 5 - M A R T I N I ,  L .  a n d  M. MOTTA ( 1 9 7 0 ) :  ( e d s . )  T h e  H y p o t h a ­

l a m u s .  N e w  Y o r k .  A c a d e m i c  P r e s s .

1 8 6 - H A R R I S ,  G . W . ( 1 9 5 5 ) :  N e u r a l  C o n t r o l  o f  t h e  P i t u i t a r y  

G l a n d .  A r n a l d ,  L o n d o n .

'1 8 7 -s h a L L Y , A . V . ,  A R IM U R A ,  A .  a n d  A . J .  R A S T I N  ( l 9 7 3 ) :  H y p o ­

t h a l a m i c  R e g u l a t o r y  H o r m o n e s .  A t  L e a s t  N i n e  S u b s t a n c e s

f r o m  t h e  H ip o th a la m u s  C o n t r o l  t h e  S e c r e t io n  o f  P i t u i t a r y
H o rm o n e s . S c ie n c e ,  1 7 9 : 3 4 1 .

1 8 8 - S H A L L Y ,  A . V . ,  R E D D I N G ;  T . W . ,  BOWERS,  C . Y . ,  a n d  J . F .

BARRET ( 1 9 6 9 ) :  I s o l a t i o n  a n d  P r o p e r t i e s  o f  P o r c in e  

T h y r o t r o p in  R e le a s in g  H o rm o n e . J . B i o l .  Chem. 2 4 4 : 4 0 7 7 .

189-FQ LK ER S, K . ENZMANN, F .  BOLER, j . ,  BOWERS, C . Y .  a n d  A . V .

SHALLY ( 1 9 6 9 ) :  D is c o v e r y  o f  M o d i f i c a t i o n  o f  T h e  S y n t h e t i c

T r i p e p t i d e  S e q u e n c e  o f  t h e  T h y r o t r o p i n  R e le a s in g  Horm one  
H a v in g  A c t i v i t y .  B io c h e .B io p h .R e s .  Common. 3 7 : 1 2 3 .

1 9 0 - t J A I Z ,  R . M . G . ,  BA RR ET ,  J . R . ,  BOWERS,  C . Y .  a n d  A . V  SH ALL Y

( 1 9 7 0 ) :  S t r u c t u r e  o f  P o r c in e  T h y r o t r o p i n  R e le a s in g  

H o rm o n e . B io c h e m is t r y  9 : 1 1 0 3 .

191-BRAZEAU, p . ,  v a l e , W . , BU RGU S,  R .  , L I N c f ,  N .  BUTCHER,  M. ,

R IV IE R ,  J .  a n d  R . G U IL L E M IN : A H y p o th a la m ic  P o l i p e p t i d e

t h a t  I n h i b i t s  t h e  S e c r e t io n  o f  P i t u i t a r y  G ro w th  H orm one  
S c ie n c e  f^ 973)  1 7 9 : 7 7 .

1 92 -s h A L L Y , A . V . ,  DUPON T,  A . ,  A R I M U R A ,  A .  R E D D I N G ,  I . W .  a n d

G . L .  L IN T H IC U M  ( l 9 7 5 ) .  F e d e r a t io n  P r o c e e d in g s ,  3 4 : 5 8 4 .



1 9 3 -M c  CARM, S . M . , T A L E IS N IG , S . a n d  H .M . FRIEDMAN  

( i 9 6 0 ) :  L H - R e le a s in g  A c t i v i t y  i n  H y p o th a la m ic  E x t r a c t s  

P r o c . S o c .E x p . B i o l .  M ed . 1 0 4 : 4 3 2 .

1 9 4 -S H A L L Y , A . V . , ARIM U RA, A . ,  BALA, V . ,  N A IR , R . M . G . ,  

MATSUO, H . , REDDING , T . W . , DEBELJUK, L , , a n d  W . F .

W H ITE ( 1 9 7 1 ) :  I s o l a t i o n  a n d  P r o p e r t i e s  o f  t h e  FSH 

a n d  LH R e le a s in g  H o rm o n e . B io c h e m . B io p h y s . R e s e a rc h  

Commun. 4 3 :  3 9 3 .

195-B U R G U S , R .,B U T C H E R , M . , L IN G , N . , MANAHAN, M. R IV IE R ,

J . ,  FELLOWS, R . AMOSS, M . , BLACKWELL, R . VALE, W. a n d  

R . G U IL L E M IN  ( l 9 7 4 ) :  S t r u c t u r e  M o l é c u la i r e  du c o n t r ô ­

l a n t  l a  s é c r é t i o n  de  L H . C . R . A c a d .  S c i .  2 7 3 : 1 6 1 1 .

196-M A TS U O , H . ,  N A IS , R . M . G . ,  A R IM U R A , A . -  a n d  A . V .  SHALLY

( 1 9 7 1 ) :  S t r u c t u r e  o f  t h e  P o r c in e  LH a n d  FSG R e le a s in g  

H o rm o n e . I  T h e  P ro p o s e d  A m in o  A c id  S e q u e n c e . B io c h e m .  

B y o p h y s . R e s .  Comm. 4 3 : 1 3 3 4 .

197-M A TS U O , H . A R IM U RA, A . ,  N A IR , R . M . G ,  , a n d  A . V .  SHALLY

( 1 9 7 1 ) :  S y n t h e s is  o f  t h e  P o r c in e  LH a n d  FSH R e le a s in g  

H orm one b y  t h e  S o l id - P h a s e  M e th o d . B io c h e m .B io p h y s .

R e s .  Comm. 4 5 : 8 2 2 .

1 9 8 - c o y , D . M . ,  COY, G . J .  ^ a n d  A . V .  SHALLY (1 9  ) : I n :
V

M e th o d s  i n  N e u r o c h e m is t r y ,  i n  p r e s s .  E d s . N . M a rk  a n d  

R . R o d n ig h t .  P le n u s s  P r e s s .  N . Y .

199 -A R IM U R A , A . ,  SATO, H . , KU;ASAKA, T . ,  WOROBEC, R . B . ,  

DEBELJUK, L . , ' D U N N ,  J . ,  a n d  A . V .  SHALLY ( 1 9 7 3 ) :  

P r o d u c t io n  o f  A n t is e r u m  t o  L H - R e le a s in g  Horm one ( L H -  

RH) A s s o c ia t e d  w i t h  G o n a d a l A t r o p h y  i n  R a b b i t s :  D e v e lo p ­

m e n t o f  R a d io im m u n o a s s a y  f o r  L H -R H . E n d o c r in o lo g y  9 3 :  

1 0 9 2 .



2 0 0 -K A S T IN , A . J . ,  AR IM U R A , A . ,  GONZALEZ BARCENA, D . , COY, D .

H . , M IL L E R , M . C . ,  N IS H I ,  N . , LE E , L . , DURAN-HUERTA, H . 

SCHALCH, D . S .  a n d  A . V .  SHALLY ( T 9 7 4 ) :  I n t e r n a t i o n a l  

J o u r n a l  o f  F e r t i l i t y  1 9 : 2 0 2 .

2 0 1 -V IL C H E Z -M A R T IN E Z , J . A . ,  COY, D . V .  , ARIM U RA, A . ' ,  COY, E . J . ,

H IR O TSU , Y . a n d  A . V .  SHALLY ( 1 9 7 4 ) :  S y n th e s u s  a n d  B i o -

l o g i a l  P r o p e r t i e s  o f  (L E U -G J -L H -R H ) a n d  (D -L E U —G, DESG LY- 
10

NHg ) -  LH -R H  E th y c a m id e .  B io c h m .B io p h y s .R e s .C o m m .  

5 9 - 1 2 2 6 .

202 -F R A N C H IM 0N T , P . ( l 9 7 l ) :  T h e  R e g u la t io n  o f  R a d iio im m u n o -  

a s s a y  o f  G o n a d o t r o p in s .  I n :  M a r t i n i ,  L . ,  a n d  W . I .  G anong  

( e d s . ) .  New Y o rk  O x fo r d  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  p .  3 3 1 .

203-SÜ TH ER LA N D , E . W .  ( l 9 5 6 ) :  H o rm o n a l R e g u la t o r y  M e c a n is m .

I n :  L ie b e c q ,  C . ( e d . )  P r o c e e d in g s  o f  t h e  T h i r d  I n t e r n a ­

t i o n a l  C o n g re s s  o f  B io q u im is t r y .  B ru  s e l s ,  1 9 5 5 .  N . Y .  

A c a d e m ic  P r e s s .

204-S U TH E R LA N D , E . W .  ( 1 9 7 2 ) :  S t u d ie s  on t h e  M e c h an is m  o f  

H orm one A c t i o n .  S c ie n c e  1 7 7 : 4 0 1 .

2 0 5 -B E R g s t r o M, s . ( 1 9 6 7 ) :  P r o s t a g la n d in s . M em bers o f  a  New  

H o rm o n a l S y s te m s . S c ie n c e  1 5 7 : 3 8 2 .
V

2 06 -D E  LANGE, R . J . ,  KEMP, R . G . ,  R IL E Y , W . D .  COOPER, R . A .  an d

E . G .  KRESS ( 1 9 6 8 ) :  A c t i v a t i o n  o f  S h e l e t a l  M u s c le  Phospho^^  

r i l a s e  J in a s e  b y  A d e n o s in e  T r ip h o s p h a t e  a n d  A d e n o s in e  

3 * 5 '  M o n o s p h o s p h a te . J .B io l .C h e m .  2 4 3 : 2 2 0 0 .



2 0 7 -B R 0 S T 0 M , C . O .  a n d  CO RBIN , J . D .  ( 1 9 7 1 ) :  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  

S u b u n its  o f  A d e n o s in e  3* 5 * C y c l i c  M o n o p h o s p h a te  -  D e p e n d e n t  

P r o t e i n  Kmase o f  M u s c le .  P r o c .  N a t .  A r a d .  S c . USA 6 8 : 2 4 4 4 .

2 0 8 -K A S E ; N . G .  a n d  L .  SPEROFF ( 1 9  ) :  T h e  O v a r y .  I n :  B o n d y ,

P.JC. a n d  L . E .  R o s e n b u rg  ( e d s . ) .  D is e a s e s  o f  M e ta b o lis m  

E n d o c r in o lo g y .  W . B .  S a u n d e rs  C om pany. P h i l a d e l p h i a .

p .  1 5 8 5 .

2 0 9 -R Y A N , K . Y .  a n d  PETRO, Z . ( 1 9 6 6 ) :  S t e r o i d  B io s y n t h e s is  

b y  Human O v a r ia n  G r a n u lo s a  a n d  T h e c a  C e l l s .  J .  C l i n .  E n d . 

M e t .  2 6 : 4 6 .

210 -C H A N N IN G , C . P .  ( 1 9 6 9 ) :  T h e  U se o f. T is s u e  C u l t u r e  o f  

G r a n u lo s a  C e l l s  a s  a  M e th o d  o f  S t u d y in g  t h e  M e c h an is m s  

o f  L u t e i n i z a t i o n .  I n :  Me K e r s ,  R . W.  ( e d . ) .  T h e  G o n a d s .

M e r e d i t h  C o r p o r a t io n .  N . Y .  p ,  2 9 5 .

2 1 1 -R Y A N , R . J .  a n d  Z .  PETRO ( l 9 6 7 ) :  S t e r o i d  B i o s i n t h e s i n  b y  

S e p a r a t e  a n d  R e c o m b in e d  G r a n u lo s a  a n d  T h e c a  C e l l s .

A b s t r a c t  1 0 9 .  P r o c e e d in g s  o f  E n d o c r in e  S o c i e t y .  M ia m i 

B e a c h .

212-M A SO N , N . R .  ( 1 9 7 0 ) :  S t e r o id  A - R in g  R e d u c t io n  b y  R a t  

O v a r ie s .  E n d o c r in o lo g y  8 7 : 4 5 0 .

213-ARM STRONG, D . T . ,  O 'B R IE N , J .  a n d  R . O .  CREEP ( 1 9 6 4 ) :

E f f e c t s  o f  L u t e i n i z i n g  Horm one on  P r o g e s t in  B io s y n t h e s is  

i n  T h e  L u t e i n i z e d  R a t O v a r y .  E n d o c r in o lo g y  7 5 : 4 8 8 .

214 -M A R S H , J . M .  a n d  K .  SAYARD ( 1 9 6 6 ) :  Mode o f  A c t i o n  o f  LH 

on E s t e r o id o g e n e s is  i n  t h e  Corpum  L u te u m  i n  V i t r o .  J .  

R e p ro d . F e r t i l .  ( S u p p l . )  1 : 1 1 3 .



215-M ARCH; J .M .  ( l 9 7 0 ) :  T h e  S t i m u l a t o r y  E f f e c t  o f  L u t e i n i ­

z in g  H orm one on A d e n y 1 C y c la s e  i n  t h e  B o v in e  C o rp u s  

L u te u m . J .  B i o l .  Chem . 2 4 5 : 1 5 9 6 .

216-M A R C H , J . M . , BUTCHER, R . W . , SAWARD, R . a n d  E .W.

SUTHERLAND ( l 9 6 6 ) :  T h e  S t i m u l a t o r y  E f f e c t  o f  L u t e i n i ­

z in g  Horm one on A d e n o s in  3 * ,  5 * .  M o n o p h o s p h a te  Accum u­

l a t i o n  i n  C o rp u s  L u te u m  S l i c e s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  

C h e m is t r y  2 4 1 : 5 4 3 6 .

217-M A SO N , R . N . ,  SHAFFER, R . J .  a n d  R . E .  TOOMEY ( l 9 7 3 ) :  

S t i m u l a t io n  o f  C y c l i c  AMP A c c u m u la t io n  i n  R a t  O v a r ie s  

i n  V i t r o .  E n d o c r in o lo g y  9 3 : 3 4 .

218CHA NNING , C . P .  ( l 9 7 4 ) %  T e m p o ra l E f f e c t s  o f  L H , HCG, FSH 

an d  D i b u t y r y l  C y c l i c  3 * ,  5 * AMP u p o n  L u t e i n i z a t i o n  o f  

R hesus M onkey  G r a n u lo s a  C e l l s  i n  C u l t u r e .  E n d o c r in o lo g y  

9 4 : 1 2 1 5 .

2 1 9 K O R IT Z , S . B .  a n d  I . N .  H IR S H F IE L D  ( 1 9 6 6 ) :  S t u d ie s  on th e  

C o n t r o l  o f  P r e g n e n o lo n e  S y n t h e s is .  I n ;  P r o c e e d in g s  o f  

S eco n d  I n t e r n a t i o n a l  C o n g re s s  o f  H o rm o n a l S t e r o id s .

L .  M a r t i n i  ( e d . ) .  M i l a n .  I t a l y .  E x c e r p t a  M e d ic a  

F o u n d a t io n .  IC S  1 3 2 ,  p .  4 0 4 .

2 20 -K U E H L , F . A . ,  HUMES, J . L . ,  C IR IL L O , V . J .  a n d  E . A .  HAM

( 1 9 7 2 ) ;  C-AMP a n d  P r o s t a g la d in s  i n  H orm one A c t i o n .  

A d v a n c e s  i n  c - N u c l e o t id e  R e s e a r c h .  V o l .  1 .  R uven  P re s s  

N . Y . , p .  4 9 3 .

221-M A R S H , J . M . , NORMAN, S . T . ,  YANG a n d  W . J .  LE MAIRE ( l 9 7 4 ) :  

P r o s t a g la n d in d  S y n t h e s is  i n  R a b b i t  G r a f i a n  F o l l i c l e s

i n  V i t r o .  E f f e c t  o f  L u t e i n i z i n g  H orm one a n d  C y c l i c  AMP. 

P r o s t a g la n d in s .  V o l .  7 ,  n2 4 .



222-M EN O N , K . M . J .  ( l 9 7 3 ) :  P u r i f i c a t i o n  a n d  P r o p e r t i e s  o f  a  

P r o t e i n  K in a s e  f ro m  B o v in e  C o rp u s  L u te u m  T h a t  i s  

S t im u la t e d  b y  C y c l i c  A d e n o s in e  3 * - 5 * -  M o n o p h o s p h a te  a n d  

L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . J .B io l .C h e m .  V o l . 2 3 8 . ,  n S 2 ,  p .  4 9 4 .

223 -L U N E N F E L D , B . a n d  A .  ESHKAL ( 1 9 6 8 ) :  I n ;  G o n a d o t r o p in s .

E . R o s e m b e rg . ( e d . ) .  G ero n  X I n c .  Los  A l t o s  C a l i f o r n i a  

1 9 7 .

2 2 4 -S M IT H , O . W . ,  a n d  K . J . RYAN ( l 9 6 l ) ;  B io g e n e s is  o f  E s t r o g e n s

b y  t h e  Human O v a r y .  T h e  C o n v e r s io n  o f  A n d r o s t e n e d io n e -
14 2

4 -C  t o  E s t r o n e  a n d  E s t r a d i o l  i n  H ig h  Y i e l d .  E n d o c r i ­

n o lo g y ,  6 9 ; 8 6 9 .

225 -P A U L S E N , C . A .  ( l 9 7 4 ) ;  I n ;  R . H .  W i l l i a m s  ( e d . ) .  T e x b o o k  

o f  E n d o c r in o lo g y .  W . B .  S a u n d e rs  Com pany. T h e  T e ^ i s .  

P h i l a d e l p h i a .  L o n d o n . T o r o n t o ,  p .  8 0 .

2 2 6 -L IP S E T T , M . B .  a n d  R . J .  SHERINS ( 1 9 7 4 ) ;  I n ;  B o n d y , P . K .  • 

a n d  R o s e m b e rg , L . E .  ( e d s . ) .  T h e  T e s t i s .  D is e a s e s  o f  

M e th a b o l is m . E n d o c r in o lo g y .  W . P .  S a u n d e rs . C om pany. 

P h i l a d e l p h i a .  L o n d o n . T o r o n t o ,  p .  1 5 5 3 .

2 2 7 -E IK -N E S S , K . B .  ( 1 9 7 1 ) ;  P r o d u c t io n  a n d  S e c r e t io n  o f  

T e s t i c u l a r  S t e r o i d s .  R e c e n t P r o g .  H o rm o n e , R e s .  2 7 ; 5 1 7 .

2 2 8 -L U C A S , W. M.  a n d  W . F .  WHITMORE ( 1 9 5 7 ) :  I d e n t i f i c a t i o n  o f  

T e s t o s t e r o n e  i n  Hu,man S p e r m a t ic  V e in  B lo o s .  J .  C l i n .  

E n d o c r .  1 7 : 4 6 5 .

2 29 -R O B IN S O N , G . A . ,  BUTCHER, R.W.  a n d  SUTHERLAND, E . W.

( 1 9 6 8 ) :  C y c l i c  AM P. A n n . R e v . B io c h e m . 3 7 : 1 4 9 .



2 3 0 -C A T T , K . J . ,  WATANABE, R . a n d  M . L .  DUFFAN ( 1 9 7 0 ) :  C y c l i c  

AMP R e le a s e d  b y  R a t T e s t i s  d u r in g  G o n a d o tr o p in  

S t i m u l a t i o n  i n  V i t r o .  N a t u r e ,  2 3 9 : 2 8 0 .

2 3 1 -M O YLE, W . R .  a n d  J .  RAMACHANDRAN ( 1 9  ) :  E f f e c t  o f  LH on

S t e r o id o g e n e s is  a n d  C y c l i c  AMP. A c c u m u la t io n  i n  R a t  

L e y d in g  C e l l  P r e p a r a t io n s  a n d  M ouse Tum or L e y d in g 

C e l l s .  E n d o c r in o lo g y  9 3 : 1 2 7 .

232-RO M M ERTS, F . F . G . ,  COOKE, B . A . ,  VAN DER KEMP, J . W . C . M .  a n d

H . J .  VAN DER MOLEN ( l 9 7 3 ) :  E f f e c t  o f  L u t e i n i z i n g  Horm one  

on 3 * - 5 *  C y c l i c  AMP a n d  T e s t o s t e r o n e  P r o d u c t io n  i n  

I s o l a t e d  I n t e r s t i t i a l  T is s u e  o f  R a t T e s t i s .  FEBS L e t t e r s  

V o l .  3 3 ,  nG 1 .

2 3 3 -C A T T , K . J .  a n d  M . L .  DUFFAN ( 1 9 7 3 ) :  I n t e r a c t i o n s j D f  LH 

a n d  HCG w i t h  T e s t i c u l a r  G o n a d o tr o p in  R e c e p t o r .  I n :  

O 'M a l l e y ,  B.W.  a n d  A . R .  M eans ( e d s . ) .  R e c e p to r  f o r  

R e p r o d u c t iv e  H o rm o n e s . P len u m  P r e s s .  N . Y .  L o n d o n ,p .3 7 9 .

2 3 4 -H A L L , P . P .  ( l 9 7 0 ) :  G o n a d o tr o p h ic  R e g u la t io n  o f  T e s t i c u l a r  

F u n c t io n .  I n :  T h e  A n d ro g e n s  o f  t h e  T e s t i s .  E ik - N e s s ,

K . B .  ( e d s . ) .  New Y o rk  M a r c e l  D e k k e r ,  I n c .  9 .  7 3 .

2 3 5 -H A L L , P . P .  ( 1 9 6 6 ) :  On t h e  S t i m u l a t i o n  o f  T e s t i c u l a r  

S t e r o id o g e n e s is  i n  t h e  R a b b i t  b y  I n t e r s t i t i a l  C e l l -  

S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . E n d o c r in o lo g y  7 8 : 6 9 0 .

2 3 6 - m e a n s , A . R .  a n d  V A IT U K A IT U S , J .  ( 1 9 7 2 ) :  P e p t id e  H orm ones
3

" R e c e p to s ” S p e c i f i c  B in d in g  o f  H -F S H  t o  T e s t i s .  

E n d o c r in o lo g y  9 0 : 3 9 .

2 3 7 -K U E H L , F . A . ,  P A T A N E L L I, D . J . ,  TARNUFF, J .  And J . S .  HUMES 

( 1 9 7 0 ) :  B i o l .  R e p ro d . 2 : 1 1 5 4 .



2 3 8 - m e a n s , A . R .  a n d  J .  V A IT U K A IT U S  ( 1 9 7 2 ) :  P e p t id e  H orm one  

" R e c e p t o r s ” S p e c i f i c  B in d in g  o f  G -PSH  t o  T e s t i s .  

E n d o c r in o lo g y  9 0 : 3 9 .

2 3 9 -M c  CULLAGH, D . R .  a n d  SCHNEIDER, I .  ( 1 9 4 0 ) :  E f f e c t  o f  a  

N o n -A n d r o g e n ic  T e s t i s  E x t r a c t  on  t h e  E s t r u s  C y c le  i n  

R a t s .  E n d o c r in o lo g y  2 7 : 8 9 9 .

240-FR A N C H IM O N T , P . a n d  S . CHARI ( 1 9 7 4 ) :  C o n t r o l  o f  

G o n a d o tr o p in  S e c r e c t io n  i n  M an . F o u r t h  I n t e r n a t i o n a l  

C o n g re s s  on H o rm o n a l S t e g p id s .  S im p o s ia  A b s t r a c t  Book 

S e p te m b e r  2 - 7 - 1 9 7 4 .  M é x ic o .

241-LU G A R O , G. CASELLATO, M . M . ,  MAZZDA, G. F A C H IN I, G. a n d  

G. CARREA ( 1 9 7 4 ) :  N e u r o e n d o c r in o lo g y  1 5 : 6 2 .

2 4 2 -JOHNSON, R . H .  a n d  EW ING, L . L .  ( l 9 7 l ) :  F o l l i c l e  ^  

S t i m u l a t i n g  H orm one a n d  t h e  R e g u la t io n  o f  T e s t o s t e r o n e

T ' » ’ I j i n  ' r «  '  ' : I i ‘ 1 .  , ' )f  ' i t n » »  ! ’/ ) ; ( ,  / ,

243-D E K R E TS E R , D . M . , GATT, R . J .  a n d ' C l A .  PAUSEN ( l 9 7 1 ) :  

S t u d ie s  on  t h e  i n  V i t r o  T e s t i c u l a r  B in d in g  o f  lo d i n a t e d  

L u t e i n i z i n g  Horm one i n  R a t s .  E n d o c r in o lo g y  80:332 .

244-D E K R E TS E R , D . M . , CATT, R . J .  BURGER, H . G .  a n d  G . G .  SM ITH

( 1 9 6 9 ) :  R a d io a u t o g r a p h ic  S t u d ie s  on t h e  L o c a l i z a t i o n  
1 25

o f  I - L a b e l l e d  Human L u t e i n i z i n g  a n d  G ro w th  H orm one i n  

Im m a tu re  M a le  R a t s .  J . E n d o c r . ,  4 3 : 1 0 5 .

2 45 -B H A L L A , V . K .  a n d  L .E .R E IC H E R T , J r .  ( l 9 7 4 ) :  G o n a d o tr o p in  

R e c e p to r s  i n  R a ts  T e s t i s .  J .  B i o l .  Chem . V o l .  2 4 9 ,  n? 2 4  

p . 7 9 9 6 .

246 -L U N E N F E L D , B . a n d  A .  ESKAL ( 1 9 6 7 ) :  I n :  W ood, I . G .  a n d  

J . A .  L o r a in e  ( e d s . ) .  V i t a m in  a n d  H o rm o n e s . A c a d . P re s s  

N . Y . ,  2 5 : 1 3 7 .



2 4 7 -L E E , C . Y .  a n d  R . J .  RYAN ( 1 9 7 3 ) :  L u t e i n i z i n g  H orm one  

R e c e p to r  i n  L u t e i n i z e d  R a t O v a r ie s .  I n :  O 'M a l le y ,  B.W.  

a n d  A . R .  M eans ( e d s . ) .  R e c e p to r s  f o r  R e p r o d u c t ib le  

H o rm o n es . P len u m  P r e s s .  New Y o r .  L o n d o n , p .  4 1 9 .

2 4 8 -R A J A N IE M I, H . J . ,  H IR S H F IE L D , A . N .  a n d  A .  RESS MIDGLEY  

J r .  ( 1 9 7 4 ) :  G o n a d o tr o p in  R e c e p to r s  i n  R a t O v a r ia n  

T is s u e .  I ,  L o c a l i z a t i o n  o f  LH B in d in g  S i t e s  b y  

F r a c t i o n a t i o n  o f  S u b c e l l u l a r  O r g a n e l l e s .  E n d o c r in o lo g y  

9 5 : 5 7 9 .

3
249-M E A N S , A . R .  ( l 9 7 3 ) :  S p e c i f i c  I n t e r a c t i o n  o f  H -F S H  w i t h  

R a t T e s t i s  B in d in g  S i t e s .  I n :  O 'M a l l e y ,  B . W.  a n d  A . R .  

M eans ( e d s . ) .  R e c e p to rs  f o r  R e p r o d u c t iv e  H o rm o n e s .

P len u m  P r e s s .  New Y o r k .  L o n d o n .

2 5 0 - D U F A U ,  M . L . ,  C A T T ,  R . J .  a n d  T .  TSURUHARA ( l 9 7 2 ) i à A  

S e n s i t i v e  G o n a d o t r o p i n  R e s p o n s i v e  S y s t e m .  R a d i o i m m n u n o -  

a s s a y  o f  T e s t o s t e r o n e  P r o d u c t i o n  b y  t h e  R a t  T e s t i s  i n  

V i t r o .  E n d o c r i n o l o g y  9 0 : 1 0 3 2 .

2 5 1 -C A T T , R . J . ,  DUFAU, M . L .  a n d  T .  TSURUHARA ( l 9 7 l ) :  S t u d ie s  

on R a d io l ig a n d  R e c e p to r  A s s a y  S y s te m  f o r  L u t e i n i z i n g  

Horm one a n d  C h o r io n ic  G o n a d o t r o p in .  J .  C l i n .  E n d o c r .  

3 2 : 8 5 0 .

2 5 2 -M ID G L E Y , A . R .  a n d  R . B .  JAFFE ( 1 9  ) :  E p is o d ic  

F l u c t u a t i o n s  o f  LH D u r in g  t h e  M e n s t r u a l  C y c le .  R e g u la t io n  

o f  Humans G o n a d o tr o p in s ,  J . C l i n .  E n d o c r .  3 3 : 9 6 9 .

2 5 3 -C O B LE, Y . D . ,  ROHLER, P . O . ,  C A R G ILLE , C . M .  a n d  G . T .  ROSS

( l 9 6 9 ) :  P r o d u c t io n  R a te s  a n d  M e t a b o l ic  C le a r a n c e  R a te s  

o f  Human F o l l i c l e - S t i m u l a t i n g  H orm one i n  P re m e n o p a u s a l  

a n d  P o s tm e n o p a u s a l Women. J .  C l i n .  I n v e s t .  4 8 : 3 5 9 .



254-V A N D E  W IE L E , R . L .  a n d  M. F E R IN  ( 1 9 7 4 ) :  T h e  C o n t r o l  o f  

P u l s a t i l e  G o n a d o tr o p in  S e c r e t i o n .  I n :  C r o n o b io lo g ic a l  

A s p e c ts  o f  E n d o c r in o lo g y  S im p o s ia  M e d ic a  H o e c h s t 9

F . K .  S c h a t t a u e r  V e r l a g .  S t u t t g a r t .  New Y o r k ,  p .  3 0 3 .

2 5 5 -M O TTA , M , , P IV A , F .  a n d  L .  M A R T IN I (1 9 7 * 0 ) :  T h e  

H y p o th a la m u s  a s  t h e  C e n te r  o f  E n d o c r in e  F e e d b a c k  

M e c h a n is m . I n :  T h e  H y p o th a la m u s , b y  L .  M a r t i n i ,  M. M o t t a ,

F .  F r a s c h i n i .  A c a d e m ic  P re s s  I n c .  New Y o r k ,  p . 1

2 5 6 -F R A S C H IN I, F . , MOTA, M. a n d  L .  M A R T IN I ( 1 9 6 8 ) :  A 

" S h o r t "  F e e d b a c k  M ech an ism  C o n t r o l l i n g  FSH S e c r e t i o n .  

E x p e r i e n t i a ,  2 4 : 2 7 0 .

257 -M O T T A , M . , F R A S C H IN I, F . a n d  L .  M A R T IN I ( 1 9 6 9 ) :  S h o r t  

F e e d b a c k  M e c h an is m  on t h e  C o n t r o l  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y .  

I n  : W . F .  G anong a n d  L . M a r t i n i  ( e d s . ) .  F r o n t i e r  i n  

N e u r o e n d o c r in o lo g y . O x fo r d  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  New Y o r k ,  

p . 2 1 1 .

2 5 8 -H Y Y P P A , M. m o t t a ,. M. a n d  L .  M A R T IN I ( l 9 7 l ) :  U l t r a s h o r t  

F e e d b a c k  C o n t r o l  o f  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Horm one  

R e le a s in g  F a c t o r  S e c r e t i o n .  N e u r o e n d o c r in o lo g y  7 : 2 2 7 .

259FRANCHIMONT , P . ( l 9 7 3 ) :  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H orm one  

( F S H )  a n d  L u t e i n i z i n g  Horm one ( L H ) .  R e g u la t io n  o f  

S e c r e t i o n .  I n :  B e rs o n , S . A .  a nd  R . S .  Y a l lo w  ( e d s . ) .  

M e th o d s  i n  I n v e s t i g a t i v e  a n d  D ia g n o s t i c  E n d o c r in o lo g y  

N o r t h - H o l l a n d  C o . p . 5 1 6 .

260-Y U S M A N , M . A .  a n d  M . L .  TAYMOR ( 1 9 7 0 ) :  S erum  L e v e ls  o f  

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H orm one a n d  L u t e i n i z i n g  H orm one  

a n d  P la s m a  P r o g e s te r o n e  R e la t e d  t o  O v u la t io n  b y  C o rp u s  

L u te u m  B io p s y .  J .  C l i n .  E n d o c r .  3 0 : 3 9 6 .



2 6 1 -FRANCHIM O NT, P . ( 1 9 7 1 ) :  S é c r é c t io n  n o rm a le  e t  P a t h o lo ­

g iq u e  de  l a  S o m a to t r o p h in e  e t  d e s  G o n a d o tro p h in e s  Hu­

m a in e s . M asson  a n d  C ie  ( e d s . )  1 9 7 1 ,  p .  1 4 1 .

2 6 2 -M ID G L E Y , A . R ,  J r . ,  a n d  R . B .  JAFFE ( l 9 6 8 ) :  R e g u la t io n  o f  

Human G o n a d o t r p in s .  I V .  C o r r e l a t i o n  o f  Serum  C o n c e n tr a ­

t i o n s  o f  F o l l i c l e  S t i m u l a t in g  a n d  L u t e i n i z i n g  Horm ones  

d u r in g  t h e  M e n s t r u a l  C y c le .  J .  C l i n .  E n d o c r .  2 8 : 1 6 9 9 .

2 6 3 - C A R G ILLE , C . M . , BURGER, H . G . ,  CA TT, K . J .  a n d  A .  DOIG  

( 1 9 6 4 ) :  J . - C l i n .  I n v e s t .  2 8 : 9 9 9 .

264-THOM PSO N, I . E . ,  RARAM, R . S .  a n d  TAYMOR, M . L .  ( l 9 7 4 ) :  

P o s s i t i v e  F e e d b a c k  E f f e c t s  o f  E s t r o g e n  i n  A m e n o r r h e ic  

Women. A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c  a n d  G y n e c o lo g y .

V o l .  1 1 8 ,  n9 , p .  7 8 8 .

2 6 5 -MONROE, S . E . ,  JA F F E , R . B .  a n d  A . R .  M ID G LEY, j r .  ( l 9 7 2 ) :  

R e g u la t io n  o f  Human G o n a d o t r o p h in s .X I I .  In c r e a s e  i n  Serum  

G o n a d o tr o p in  i n  R e s p o n se  t o  E s t r a d i a l .  J . C l i n . E n d .  3 4 : 3 4 2 ,

266-FR A N C H IM O N T, P . an d  HENDRICK ( l 9 7 l ) :  R a d io im m u n o a s s a y  o f  

G o n a d o t r o p in .  Horm one M e ta b . R e s .  S u p p l .  3 , 3 6 .

2 6 7 - I S C I ,  C . C .  a n d  S . S . C .  YEN ( 1 9 7 1 ) :  A c u te  E f f e c t s  o f  

I n t r a v e n o u s  I n f u s i o n  o f  17 B E s t r a d i a l  on G o n a d o tro p in  

R e le a s e  i n  P r e -  a n d  P o s t -M e n o p a u s a l Women. C l i n .  E n d o -  

c r i .  M e ta b . 3 2 : 7 6 6 .

268-FR A N C H IM O N T, P . ( 1 9 6 8 ) :  Le  d e s a g e  ra d io im m u n o lo g iq u e  

d e s  g o n a d o t r o p h in e s .  A n n . E n d o c r in o l  2 9 : 4 0 3 .



2 6 9 -C A R G IL L E , C . M .  , V A IT U K A IT IS ,  J . L ,  BERMUDEZ, J . A .  a n d  G . T .  

ROSS ( 1 9 7 3 ) :  A D i f f e r e n c i a l  E f f e c t  on E t h i n y l  E s t r a d i o l  

u p o n  P la s m a  FSH a n d  LH R e l a t i n g  t o  T im e  o f  A d m i n i s t r a t io n  

i n  t h e  M e n s t r u a l  C y c l e .  J .  C l i n .  E n d o c r in o l  M e ta b . 3 6 : 8 7 .

2 7 0 -C A R G IL L E , C . M . , R O SS, G . T , ,  a n d  T .  Y O S H IM I ( 1 9 6 9 ) :  D a i l y  

V a r i a t i o n s  i n  P L asm a F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Horm one L u t e n e i -  

z in g  H orm one a n d  P r o g e s t e r o n e  i n  t h e  N o rm a l M e n s t r u a l  

C y c le .  J .  C l i n .  E n d o c r in o l  .M e ta b .  2 9 :  1 2 .

2 7 1 -N E IL L ,  J . D . ,  JOHANSSON, E . P . ,  DATTA, J . K .  a n d  E .  K N O LIL

( 1 9 6 7 ) :  R E l a t io n s h i p  b e tw e e n  t h e  P la s m a  L e v e ls  o f  L u t e n e i -  

z in g  Horm one a n d  P r o g e s t e r o n e  d u r in g  t h e  N o rm a l M e n s t r u a l  

C y c le .  J .  C l i n .  E n d o c r .  2 7 : 1 1 6 7 .

2 7 2 -FRANCHIM O NT, P . LEG K ES, J . J . ,  AYALON, D . a n d  A .  MUTSERS

( 1 9 7 0 ) :  S q p r e s iv e  A c t i o n  o f  M o r e t h is t e r o n e  E n a n th a te  an d  

A c e t a t e  on G o n a d o t r o p in  (FSH a n d  LH ) L e v e ls  D e te r m in e d  by. 

R a d io im m n u n o a s s a y  im  B u g o n a d a l a n d  P o s t -m e n o p a u s a l Women. 

O b s t e t .  G y n e c o l.  3 6 : 9 3 .

2 7 3 -SW ERDLOFF, R . S .  ancd W . D .  ODELL ( l 9 6 9 ) :  Serum  L u t e i n i z i n g  

a n d  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Horm one L e v e ls  d u r in g  S e q u e n t ia l  

a n d  N o n - S e q u e n t ia l  ( C o n t r a c e p t iv e  T r e a t m e n t  o f  E ug o n a d a l  

Women. J .  C l i n .  E n d o c r .  M e ta b . 2 9 : 1 5 7 .

2 7 4 -R O S S , G . T . ,  ODELL, W . D .  a n d  P . L .  RAYFORD ( 1 9 6 7 ) :  L u t e i n i ­

z in g  Horm one A c t i v i i t y  i n  P la s m a  d u r in g  t h e  M e n s t r u a l  C y c le .  

S c ie n c e ,  1 5 5 : 1 6 7 9 .

2 7 5 -W R IZ -J U S T IC E , A . ,  HACKMANN, E . a n d  M. L IC H T S T E IN E R  ( l 9 7 4 ) :  

T h e  E f f e c t  o f  O e s t r a d i o l  D ip r o p io n a t e  a n d  P r o g e s te r o n e  on  

M onoam ine  U p ta k e  i n  R a t B r a i n .  I .  O f N e u ro  chem . V o l .  22  

P erg am o n  P r e s s .  G . B. .  p .  1 8 7 .



2 7 6 - s a r , m , a n d  W . E .  STUMPF ( 1 9 7 3 ) :  N e u ro n s  o f  t h e  H y p o th a -
3

la m u s  C o n c e n t r a te  ( H ) P r o g e s te r o n e  o r  I t s  M e t a b o l i t e s .  

S c ie n c e  1 8 3 : 1 2 6 6 .

2 7 7 -L E E , P . A . ,  JA F F E , R . B . ,  M IDG LEY, A . R . ,  J r . ,  ROHEN, F . , 

a n d  G . D .  MISWENDER ( l 9 7 3 ) :  R e g u la t io n  o f  S erum  G o n a d o - 

t r o p i n . V I I I .  S u p r e s io n  o f  Serum  LH a n d  FSH i n  A d u l t  

M a le s  f o l l o w i n g  E xo g en u s  T e s t o s t e r o n e  A d m i n i s t r a t io n .

J .  C l i n .  E n d o c r; , 3 5 : 6 3 6 .

278 -M U R S E , H . C . ,  H O R IK E, N . , ROWLEY, M . J . - a n d  C . G .  HELLER

( 1 9 7 3 ) T e s t o s t e r o n e  C o n c e n t r a t io n  i n  t h e  T e s t i s  o f  N o r  

m a l M en: E f f e c t s  o f  T e s t o t e r o n e  P r o p io n a t s  A d m in is t r a ­

t i o n .  J .  C l i n .  E n d o c r . 3 7 : 8 8 2 .

2 7 9 -SA XEN A , B . B . ,  LEYENDECKER, G . , CHEN, W . , GANDY, H . an d  

R . E .  PETERSON ( l 9 6 9 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  o f  FSH a n d  LH by  

C h r o m a t o e le c t r o p h o r e s is .A c t a  E n d o c r in o l  S u p p l .  1 4 2 : 1 8 5 .

280-MASSA, R.  TUPNICKA, E . S . ,  KNIEWALD, Z . , a n d  L.  MARTINI

( 1 9 7 2 ) :  T h e  T r a n s f o r m a t i o n  o f  T e s t o t e r o n e  i n t o  D i h y ­

d r o t e s t o s t e r o n e  b y  t h e  B r a i n  a n d  t h e  A n t e r i o r  P i t u i t a ­

r y .  S t e r o i d  B i o c h e m i s t r y  3 : 3 8 5 .

2 8 1 -FRANCHIM O NT, P . ( l 9 7 0 ) :  A p p l i c a t i o n  o f  R a d io im m u n o a s s a y  

o f  G o n a d o tr o p in  i n  C l i n i c a l  R e s e a r c h . I n :  I .  I r v i n e  

( e d . )  R e p r o d u c t iv e  E n d o c r in o lo g y .  E d in b u r g .  L iv in g s t o n e  

p . 1 .

282 -D E B E L JU K , L . , ARIM U RA, A . a n d  A . V .  SHALLY ( l 9 7 2 ) :  

E f f e c t  o f  T e s t o t e r o n e  a n d  E s t r a d i o l  on t h e  LH an d  FSH 

R e le a s e  in d u c e d  b y  L H - R e le a s in g  HOrmone (L H -R H ) i n  

I n t a c t  M a le  R a t s .  E n d o c r in o lo g y  9 0 : 1 5 7 8 .



2 8 3 -S A R , M , , a n d  W . E ,  STUMP ( l 9 7 2 ) :  C e l l u l a r  L o c a l i z a t i o n  

o f  A n d ro g e n  i n  t h e  B r a in  a n d  P i t u i t a r y  a f t e r  t h e  

I n y e c t i o n  o f  T r i t i a t e d  T e s t o s t e r o n e .  E x p e r i e n t i a  2 8 : 1 3 6 4 .

284-S A W Y E Z, C . H . ,  MARKEE, J . E .  a n d  W . H .  HOLLINSHEAD ( 1 9 4 7 ) :  

I n h i b i t i o n  o f  O v u la t io n  i n  t h e  R a b b i t  b y  t h e  A d r e n e r g ic  

B lo c k in g  A g e n t  D ib e n a m in e . E n d o c r in o lo g y  4 1 : 3 9 5 .

2 8 5 -& A M B E R I, I  .A .  a n d  S . M .  Me GANN ( l 9 6 9 ) :  E f f e c t  o f  

B io g e n ic  A m in e s , F S H -R e le a s e  o f  F S H -R e le a s e  o f  FSH b y  

P i t u i t a r i e s  In c u b a t e d  i n  o t h e r  S u b s ta n c e s  on t h e  R e le a ­

se  o f  FSH b y  P i t u i t a r i e s  In c u b a t e d  I n  V i t r o .  E n d o c r in o ­

l o g y ,  8 5 : 8 1 5 .

2 86 -K A M B E R I, I . A . ,  SCHNEIDER, H . P . G  a n d  S . M .  Me CANN

( 1 9 7 0 ) :  A c t io n  o f  D o p a m in e  t o  In d u c e  R e le a s e  o f  F S H - 

R e le a s in g  F a c t o r  (F R F ) f r o m  H y p o th a la m ic  T is s u e  I n  

V i t r o .  E n d o c r i n o l o g y ,  8 6 : 2 7 8

2 8 7 -K A M B E R I, I . A . ,  M IC A L , R . S .  a n d  J . C .  PORTER ( l 9 7 0 ) :

E f f e c t  o f  A n n t e r i o r  P i t u i t a r y  P e r f u s io n  a n d  I n t r a v e n -  

t r i c u l a r  I n j e c t i o n  o f  C a te c h o la m in e s  a n d  In d o le a m in e s  

on LH R e le a s e .  E n d o c r in o lo g y  8 7 ,  1 .

288-KAMBERI, I . A . ,  MICAL, R . S .  a n d  J , C .  PORTER ( l 9 7 l ) :

E f f e c t  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  P e r f u s io n  a n d  I n t r a v e n t r i -  

c u l a r  I n j e c t i o n  o f  C a te c h o la m in e s  on FSH R e le a s e .  

E n d o c r in o lo g y  8 8 :  1 0 0 3

2 89 -S C H N E ID E R , H . P . G .  a n d  S . M .  Me CANN ( l 9 7 0 ) :  R e le a s e  o f  

L H - R e le a s in g  F a c t o r  (L R F ) i n t o  t h e  P e r i p h e r a l  C i r c u l a ­

t i o n  o f  P h y p o p h y s e c to m iz e d  R a ts  b y  D o p a m in e  a n d  i t s  

B lo c k a g e  b y  E s t r a d i o l .  E n d o c r in o lo g y  8 7 : 2 4 9 .



2 9 0 -F U X E , K . an d  T .  KOK ( 1 9 6 7 ) :  T h e  I n f l u e n c e  o f  C e n t r a l  

C a te c h o la m in e s  N e u ro n s  on t h e  H orm one S e c r e t io n  f ro m  t h e  

A n t e r i o r  a n d  P o s t e r i o r  P i t u i t a r y .  I n :  F .  S t u t i u s k y  ( e d . )  

N e u r o s e c r a t io n .  S p r in g e r  V e r la g  B e r l i n ,  2 2 7 .

2 9 1 -SAW YERS, C . H . ,  H IL L IA R D , J .  , RANEMATS, S . ,  SCARAMUZZI,

R . , a n d  C . A .  BLAKE ( l 9 7 4 ) :  E f f e c t s  o f  I n t r a v e n t r i c u l a r  

I n f u s i o n s  o f  N o r e p in e p h r in e  a n d  D o p a m in e  on LH R e le a s e  

a n d  O v u la t io n  i n  t h e  R a b b i t .  N e u r o e n d o c r in o lo g y  16 ( a ) :  

3 2 8 .

292-K O R D O N , C . a n d  J .  GLOW INSKI ( 1 9 7 0 ) :  R o le  o f  B r a in  C a te ­

c h o la m in e s  i n  t h e  C o n t r o l  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  F u n c t io n s .  

I n :  L .  M a r t i n i  a n d  J .  M e i t e s  ( e d s . ) .  N e u r o c h e m ic a l A s p e c t s  

o f  H y p o th a la m ic  F u n c t io n .  A c a d e m ic  P r e s s .  New Y o r k ,  p . 8 5 .

2 9 3 -K A L R A , P . S .  a n d  S . M .  Me CANN ( 1 9 7  ) :  In v o lv e m e n t  o f  

C a te c h o la m in e s  i n  F e e d b a c k  M e c h a n is m s . I n :  P r o g r e s s  i n  

B r a in  R e s e a r c h ;  D ru g  E f f e c t s  on N e u r o e n d o c r in e  R e g u la t io n  

E l s e v i o r ,  New Y o r k ,  V o l .  3 9 .

294 -M cC A N N , S . M .  ( l 9 7 5 ) :  T h e  E f f e c t s  o f  C a te c h o la m in e s  on t h e

c r e t i o n  o f  FSH , LH a n d  P r o l a c t i n  b y  t h e  A d e n o h y p o p h y s is .

I n :  C h a r r o ,  A . L . ,  F d e z -D u r a n g o , R . a n d  G. L o p e z  d e l  Campo 
( e d s . ) .  E x c e r p ta  M e d ic a .  ( I n  P r e s s . )

295-GRUM BACH, M . M . ,  ROTH, J . C . ,  KAPLAN, S . L .  a n d  R . P .  KELCH

( 1 9 7 4 ) :  H i p o t h a l a m i c - P i t u i t a r y  R e g u la t io n  o f  P u b e r t y  i n  

M an: E v id e n c e  a n d  C o n c e p ts  D e r iv e d  f r o m  C l i n i c a l  R e s e a rc h .  

I n :  G ru m b ach , M . M . ,  G r a v e ,  G . D . ,  a n d  F . E .  M a y e r ( e d s . ) .

T h e  C o n t r o l  o f  t h e  O n s e t o f  P u b e r t y ,  p .  115

2 9 6 -F A IM A N , C . a n d  J . S . D .  W IN TER  ( 1 9 7 4 ) :  G o n a d o tr o p in s  a n d  

S e x  Horm one P a t t e r n s  i n  P U b e r t y :  C l i n i c a l  D a t a .  I n :  G r u m - • 

b a c h , M . M . , G r a v e ,  G . P ,  a n d  F . E .  M a y e r  ( e d s . ) .  The  Con­

t r o l  o f  t h e  O n s e t o f  P u b e r t y ,  p .  3 2 .



2 9 7 -V E N , S . S . C .  a n d  J . J . V I C I C  ( 1 9 7 0 ) :  S erum  F o l l i c l e - S t i m u l a ­

t i n g  Horm one L e v e ls  i n  P u b e r t y .  Am . J .  O b . G in .  1 0 6 : 1 3 4 .

2 9 8 - y e n , S . S . C . , V IC IC ,  J . J .  a n d  D . V .  KEARCHNER ( 1 9 6 9 ) :  

G o n a d o tr o p in  L e v e ls  i n  P u b e r t y .  I n :  S erum  L u t e i n i z i n g  

H o rm o n e . J .  C l i n .  E n d o c r in a l .  2 9 : 3 8 2 .

2 9 9 -K E L C H , R . P . ,  KAPLAN, S . L .  a n d  M .M . GRUMBACH ( 1 9 7 3 ) :  

S u p p r e s s io n  o f  U r i n a r y  a n d  P la s m  F o l l i c l e - S t i m u l a t i n g  

Horm one b y  E xo g en o u s  E s t r o g e n s  i n  P r e p u b e r t a l  a n d  P u b e r t a l  

C h i l d r e n .  J ;  C l i n .  I n v e s t .  5 2 : 1 1 2 2 .

3 00 -K A P E N , S . ,  BOYAR, R . M . , F IN K E L S T E IN , J . W . ,  HELLMAN, L .  a n d  

W EITZM AN, E . D .  ( l 9 7 4 ) :  E f f e c t  o f  S le e p -W a k e  C y c le  R e v e r s a l  

on L u t e n e i z in g  H orm one S e c r e t a r y  P a t t e r n  i n  P u b e r t y .  J .  

C l i n .  E n d o c r in a l .  M e ta b . 3 9 : 2 9 3 .

301-W URTMAN, R . J ,  ACELROD, J .  a n d  D . E .  KELLY ( 1 9 6 8 ) :  T h e  P i ­

n e a l .  A c a d e m ic  P r e s s ,  New Y o r k ,  L o n d o n , p .  I l l

3 0 2 -C A V IE Z E L , P . a n d  L .  M A R T IN I ( 1 9 7 1  ) :  H orm ones a n d  B r a in  

D e v e lo p m e n t .  I n :  P a o l e t t i ,  R . a n d  A . N .  D a v is o n  ( e d s . ) .  

C h e m is t r y  a n d  B r a in  D e v e lo p m e n t .  P le n u m  P r e s s .

303 -A D L E R , R . D .  ( 1 9 6 6 ) :  M a s c u l i n i z a t i o n  o f  t h e  F e m a le  R a t b y

I n t r a c r a n i a l  I m p l a n t a t io n  o f  A n d ro g e n  i n  I n f a n c y .  A b s t r .

2 n d . I n t e r .  C o n g r . H o rm o n a l S t e r o i d .  E c e r p t a  M ed, I n t e r n .  
C o n g r . S e r .  I l l :  3 64

304 -F R A N C H IM 0N T , P . ,  a n d  HENDRICK ( 1 9 7 1 ) :  R a d io im m u n o a s s a y s

o f  G o n a d o t r o p in s .  H orm one M e ta b . R e s .  S u p p l .  3 : 4 6 .

3 0 5 -P E T E R S , H . ( l 9 7 3 ) :  T h e  D e v e lo p m e n t a n d  M a t u r a t io n  o f  t h e  

O v a ry  a n d  i t s .  F u n c t io n s .  E x c e r p t a  M e d ic a ,  IC S  2 6 7 .  

A m s te rd a m .



306-B E R G E R , M . J . ,  TAYMOR, M . L . ,  KARAM, K . a n d  F .  NUDEMBERG 

( 1 9 7 2 ^ :  T h e  R e l a t i v e  R o le s  o f  E xo g en d u s  a n d  E n d o g en o u s  

F c l i i c l e - S t i m u l a t i n g  Horm one (F S H ) a n d  L u t e i n i z i n g  Horm one  

(L H ) i n  Human F o l l i c u l a r  M a t u r a t io n  a n d  O v u la t io n  

I n d u c t i o n .  F e r t .  S t e r i l .  2 3 : 7 8 3 .

307 R 0 S S , G . T . ,  C A R G ILLE , C . M . , L IP S E T T , M . B . ,  R A IFO R D , P . L . ,  

MARSHALL, J . R . ,  STROTT, C . A .  and  RODBARD, D . ( l 9 7 0 ) :  

P i t u i t a r y  a n d  G o n a d a l H orm ones i n  Women D u r in g  S p o n ta n e o u s  

a n d  In d u c e d  O v u la t o r y  C y c le s .  R e c . P r o g .  H orm . R e s .  2 6 : 1 .

308 -P A U L S E N , C . A . ,  GORDON, D . L . ,  CARPENTER, R . W . ,  GANDY, H . M .  

a n d  W . D .  DRUCKER ( l 9 6 8 ) :  K l i n e f e l t e r ' s  S yd ro m e a n d  i t s  

V a r i a n t s :  A H o rm o n a l an d  C hrom osom al S tu d y .  R e c e n t P ro g .  

H orm one R e s .  2 4 : 3 2 1 .

3 0 9 -MATSUMOTO, S . IG A R A S H I, M . , OZAWA, M . , TOHMA, K . , SATO, T . ,  

KUBO, H . , IN O U E , S . ,  OKA, Y . an d  HOSAKA, H . ( 1 9 6 2 ) :  S t u d ie s  

on M e n s t r u a l  D is o r d e r s .  I I .  E n d o c r in o lo g ic a l  A n a l l s i s  i n  

C ases  o f  A m e n o rrh e a . J .  J a p .  O b s t . a n d  G y n e c . S o c .  9 : 1 6 1 .

310 -W Y S S , R . H . ,  RAR SN IA , R . , H E IN R IC H S , W . L .  a n d  W . L .  WERRMANN

( 1 9 6 8 ) :  I n h i b i t i o n  o f  U t e r i n e  R e c e p to r  B in d in g  o f  E s t r a d i o l  

b y  A n t i - E s t r o g e n s  (C lo m ip h e n e  a n d  G L - 8 6 8 ) .  J .  C l i n .  E n d o c r .  

M e ta b . 2 8 : 1 8 2 4 .

3 1 1 -K A S T IN , A . J . ,  S H A L L Y ,A .V  , GUAL, C . , M ID G LEY, A . R .  J r . ,  

M IL L E R , M . C .  a n d  A ,  LABEZA ( 1 9 7 1 ) :  P o s t -R e s p o n s e  

• R e la t io n s h ip  o f  L u t e i n i z i n g  HOrmone t o  LH -R H  i n  M an. J .  

C l i n .  I n v e s t .  5 0 : 1 5 5 1 .



312-FR A N C H IM O N T, P . BECKER, W . , ERNOULD, Ch . ,  TH YS, C h . ,  

DEM OULIN, A . ,  BOURGUIGNON, J . P . ,  LEYRUS, J . J .  e t  J . C .

VALCKE ( 1 9 7 3 ) :  A c t i o n  d e  l 'h o r m o n e  h y p o t h a la m ique  l i b é r a n t  

1 ^horm one l u t ê i n i s a n t  (L H -R H ) s u r  l e s  g o n a d o tr o p h in e s  c h e z  

l e  s u j e t  n o r m a l.  A n n a le s  d 'E n d o c r i n o lo g ie ,  P a r i s  Tom . 3 4 ,  

n 2 5 , p .  4 7 7 .

3 1 3 -B O T E L L A -L L U S IA , J . ,  CHARRO, A . L . ,  G U A D A LIX , F . J .  a n d  R.  

FDEZ-DURANGO ( 1 9 7 5 ) :  LH -R H  a s  a  D ia g n o s t ic  A i d  i n  

A m e n o rrh e a  a n d  S t e r i l i t y .  I n :  C h a r r o ,  A . L . ,  F d e z -D u r a n g o ,

R . a n d  L ô p e z  d e l  Cam po, J . G .  ( e d s . ) .  T h e  B a s ic  P r i n c i p l e s  

a n d  C l i n i c a l  A p p l i c a t i o n  o f  t h e  H y p o th a la m ic  H o rm o n e s . 

E x c e r p t a  M e d ic a .  A m s te rd a m , ( i n  p r e s s ) .

314 -C O U T T S , J . R . T . ,  DODSON, K . a n d  M . C .  MACNAUGHTON ( 1 9 7 4 ) :  

H orm one P r o f i l e s  i n  N o r m a l ly  M e n s t r u a t in g  a n d  I n f e r t i l e  

Women. E u ro p . J .  O b s t e t .  G y n e c . R e p ro d . B i o l . S u p p l .  4 / 1  

S : 1 6 9 .

3 1 5 -S T R O T T , C h . ,  C A R G ILLE; M . , ROSS,  G . T .  a n d  M . B*  L IP S E T T

( 1 9 7 1 ) :  T h e  S h o r t  L u t e a l  P h a s e  . J .  C l i n .  E n d o c r .  3 0 : 2 4 6 .

3 1 6 -C O L E , H . H .  ( 1 9 7 5 ) :  S t u d ie s  on  R e p r o d u c t io n  w i t h  E m p h as is  

on G o n a d o tr o p in s  A n t ig o n a d o t r o p in s  a n d  P r o g o n a d o t r o p in s .  

B io lo g y  o f  R e p r o d u c t io n  1 2 : 1 9 4 .

317 -K E L C H , R . P , ,  GRUMBACK, M .M . a n d  S . L .  KAPLAN ( 1 9 7 2 ) :  S t u d ie s  

on t h e  M e c h an is m  o f  P u b e r t y  i n  M an . I n :  B a x e n a , B . B . ,

• B e l in g .  C . G .  a n d  H .M . G andy ( e d s . ) .  G o n a d o t r o p in s . New Y o rk  

W i le g .  I n t e r s c i e n c e ,  p .  5 2 4 .



3 1 8 -R U B IN , R . T . ,  G O U IN , P . R . ,  KALES, A .  a n d  W. D .  ODELL ( 1 9 7 3 ) :  

L u t e i n i z i n g  H o rm o n e , F o l l i c l e  S t i m u l a t i n  Horm one a n d  G ro w th  

H orm one S e c r e t io n  i n  N o rm a l A d u l t  Men D u r in g  S le e p  a n d  

D re a m in g . P s y c h o s o m a tic  M e d ic in e .  V o l 3 5 : 3 0 9 .

319-CR O O KE, A . C .  a n d  W . R .  WUTT ( 1 9 5 9 ) :  T h e  E x c r e t io n  o f  

F o l l i c l e  S t i m u l a t in g  H orm one b y  P r e g n a t  Women. J .  O b s t .  

G y n e c o l.  6 6 : 2 9 7 .

3 20 -Z A R A T E , A . ,  CANALES, E . S . ,  S O R IA , J . ,  GONZALEZ, A . ,  SCHALLY, 

A . V .  a n d  A . J .  K A S TIN  ( 1 9 7 4 ) :  F u r t h e r  O b s e r v a t io n s  on t h e  

T h e r a p y  o f  A n o v u la t o r y  I n f e r t i l i t y  w i t h  S y n t h e t i c  

L u t e i n i z i n g  H o r m o n e -R e le a s in g  H o rm o n e . F e r t i l i t y  a n d  

S t e r i l i t y .  V o l .  2 5 : 1 .

321 -P A T T O N , W . C . ,  THOMPSON, I . E . ,  BERGER, M . J . ,  CHONG, A . P .  and  

M . L .  TAYMOR ( 1 9 7 4 ) :  S y n t h e t i c  L u t e i n i z i n g  H o r m o n e -R e le a s in g  

H o rm o n e . I t s .  U se i n  t h e  D i f f e r e n t i a l  D ia g n o s is  o f  S e c o n d a ry  

O lig o - A m e n o r r h e a .  O b s t .  G y n e c o l.  V o l 4 ,  n9 6 : 8 2 3 .

3 2 2 -D O N IN I,  P . ,  P U Z Z U O L I, 0 . ,  D ' A L E S S I O ,  I . ,  LUNENFELD, B . , 

ESHKOL, A . a n d  A . F . PARLOW ( l 9 6 6 ) :  A c t a  E n d o c r in o l . ( K b h . )  

5 2 : 1 8 6 .

3 2 3 - O L IV IE R I ,  V . ( l 9 7 l ) :  A s s e s s m e n t o f  S p e c i f i c i t y  o f  

G o n a d o tr o p h ic  A n t i s e r a  a n d  T h e i r  S t a b i l i t y  i n  L y o p h i l i z e d  

F o rm . I n :  K irk h a m , V . E .  a n d  H u n t e r ,  W. M.  ( e d s . ) .  R a d io ­

im m u n o assay  M e th o d s . C h u r c h i l l .  L i v in g s t o n e .  E d in b o u r ^ a n d  

L o n d o n .

324-M Y E R S , W. G.  a n d  J . C .  VAN DER LEEDEN ( i 9 6 0 ) :  R a d io io d in e - 1 2 5  

J . N u c l .  M ed . 1 : 1 4 9 .

325-YA LLO W , R . S .  ROSS, G . T \  a n d  A . R .  J r .  M IDGLEY ( l 9 7 l ) :  I n :  

O d e l l ,  W . D .  a n d  W . H .  D a u g h a d a y . P r i n c i p l e s  o f  C o m p e t i t iv e  

P r o t e in - B i n d i n g  A s s a y s .  J . B .  L i p p i n c o t t  C o . P h i l a d e l p h i a .  

T o r o n t o ,  p .  2 9 7 .



326 -JB F F C O A T E , S . L .  ( I 9 7 l ) :  P u r i f i c a t i o n  o f  ’ ^ ^ I - L H  a n d
125

I - F S H  b y  C e l lu lo s e  A d s o r p t io n  C h ro m a to g ra p h y . I n :  

K irk h a m , R . E .  a n d  W . H .  H u n t e r  ( e d s . ) .  R a d io im m u n o a s s a y  

M e th o d s . C h u r c h i l l .  L i v in g s t o n e .  E d im b o u rg h  a n d  L o n d o n , 

p . 3 0 .

327-A O N O , T .  a n d  M . L .  TAYMOR ( 1 9 6 8 ) :  R a d io im m u n o a s s a y  f o r
1 25

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H orm one (F S H ) w i t h  I  L a b e l l e d  

FSH . Am. J .  O b s t .  G y n e c o l.  1 0 0 : 1 0 .

328-K O H L E R , P . O .  ( l 9 6 3 ) :  E f f e c t  o f  l o d i n a t i o n  on  t h e  

B i o l o g i c a l  A c t i v i t y  a n d  M e ta b o l is m  o f  Human L u t e i n i z i n g  

H o rm o n e . J .  C l i n .  E n d . M e t .  2 8 : 6 1 3 .

3 29 -S C H A F F , S . ,  ROSEN, S . a n d  J .  ROTH ( l 9 6 8 ) :  A n t ib o d ie s  t o  

Human F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H o rm o n e ; C o m p le te  C r o s s -  

R e a c t i v i t y  w i t h  T h r e e  O th e r  H o rm o n e s . J .  C l i n .  I n v e s t .  

4 7 : 1 7 2 2 .
X /

330-LEMARCHAND-BERAUD, T .  a n d  J .  GOMEZ ( l 9 7 l ) :  D o s a g e  R a d io -  

im m u n o lo g iq u e  d e s  G o n a d o tr o p in e s  p la s m a t iq u e s ;  p ro b lè m e s  

de s p é c i f i c i t é .  S c h w e it  M ed . W s c h r . 1 0 1 : 1 1 0 8 .

331-LA N D O N , J .  ( 1 9 6 7 ) :  B io c h e m . J .  1 0 5 : 1 0 7 5 .

332-H U N T E R , W.M*  ( 1 9 6 9 ) :  A s s e s s m e n t o f  R a d io io d in a t e d  Horm one  

P r e p a r a t i o n s .  I n :  D i c z f a l u s s y  ( e d . )  Im m u n o a ss a y  o f  

G o n a d o tr o p in s .  K a r o l in s k a  S y m p o s ia  on  R e s e a rc h  M e th o d s  i n

• R e p r o d u c t iv e  E n d o c r in o lo g y . S to c k h o lm , p .  1 3 4 .

333-G O NçALVES SOBRINHO, L .  ( 1 9 7 1 ) :  R e g u la ç a o  d a  S e c re ç a o  de  

G o n a d o t r o f in a s  H i p o f i s â r i a s  em S e r e s  H um anos. A r q u iv o  d e  

P a t o l o g i a .  V o l .  X L I I I  ns 1 .  P a lh a v a . L is b o a .



3 3 4 -G A R C IA , M . D ,  y  R.  SANTELICES ( 1 9 7 4 ) :  V a l i d a t i o n  o f  t h e  

R a d io im m u n o a s s a y s  f o r  P i t u i t a r y  G o n a d o t r o p in s .  I I :  Human 

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H o rm o n e . R e p r o d u c c iô n .  V o l .  l ,  n9 3 

p . 2 7 1 .

3 3 5 -W ID E , L .  ROSS, P .  a n d  C.  G EM ZILL ( l 9 6 l ) :  A c t a  E n d o c r .

(K b h ) 3 7 : 4 4 5 .

3 3 6 -D J IA N , R . , M A T T E I, A . a n d  P . JAQUETT ( l 9 7 3 ) :  L e  d o s a g e  

d e  l 'h o r m o n e  l u t e i n i s a n t e  p la s m a t iq u e  ( L H )  p a r  m é th o d e  

r a d io im m u n o lo g iq u e .  J .  G yn . O b s t .  B i o l .  R e p r .  2 : 1 6 1 .

3 37 -R E U T E R , A . m . ,  HENDRICK, J . C .  e t  P .  FRANCHIMONT ( 1 9 7 3 ) :

M is e  a u  p o in t  d 'u n  d o s a g e  r a d io - im m u n o lo g iq u e  r a p id e  d es  

g o n a d o t r o p h in e s .  A n n . B i o l .  C l i n .  3 1 : 4 7 9 .

338 -JA C O B S , H . S . ,  VANTHUYRE, C . a n d  R . P .  E K IN S  ( l 9 7 4 ) :  

Im m u n o lo g ic a l  C r o s s - R e a c t io n  o f  LH a n d  HCG. I n :  R a d io ­

im m u n o assay  a n d  R e la t e d  P r o c e d u r e s  i n  M e d ic in e .  

I n t e r n a t i o n a l  A to m ic  E n e rg y  A g e n c y . V ie n n a .  V o l .  i ,  p .  2 3 7 .

3 3 9 - N E IL ,  J . D . ,  PECKHAM, W . D .  a n d  E .  KNOBIL ( 1 9 6 9 ) :  N a tu r e  

(L o n d o n ) 2 1 3 : 1 0 1 4 .

340-M ORGAN, C . R .  a n d  A .  LAZAROW ( l 9 6 3 ) :  Im m u n o assay  o f  

I n s u l i n :  Two A n t ib o d y  S y s te m . D ia b e t e s .  1 2 : 1 1 5 .

341-W ELLB ER N , T . A .  a n d  T . R .  FRASER ( 1 9 6 5 ) :  T h e  D o u b le -A n t ib o d y  

Im m u n o assay  o f  I n s u l i n .  D i a b e t o l o g ia  1 : 2 1 1 .

342-B R U N FE LD T, R . a n d  K . K .  JORGENSEN ( l 9 6 l ) :  Some F a c t o r s  o f  

S i g n i f i c a n c e  i n  t h e  D o b le  A n t ib o d y  Im m u n o assay  o f  I n s u l i n .  

A c t a  E n d o c r .  C o p e n h . 5 4 : 3 4 7 .

343-B U C K LE R , J . M . H .  ( l 9 7 t ) :  A C o m p a r is o n  o f  t h e  E f f e c t s  o f  

Human S erum  i n  Two D o u b le  A n t ib o d y  R a d io im m u n o a s s a y  S y s te m  

f o r  t h e  E s t im a t io n  o f  L u t e i n i z i n g  H o rm o n e . I n :  K irk h a m  R . E .  

a n d  W. M.  H u n t e r  ( e d s . ) .  C h u r c h i l l .  L iv in g s t o n e ,  E d in b o u rg h  

L o n d o n .



344-H U N T E R , W. M,  ( 1 9 6 9 ) :  D is c u s s io n .  I n :  A c ta  E n d o c r .  ( R b h ) .  

S u p p l .  1 4 2 : 2 5 4 .

3 4 5 -0 'r Sk OV, H . ( 1 9 6 9 ) :  S p e c i f i t y  o f  R a d io im m u n o a s s a y .  

I n t e r f e r e n c e  w i t h  P r im a r y  H o rm o n e -A n t ib o d y  R e a c t io n  b y  

S a l t s  a n d  o t h e r  S o lu t e s .  I n :  M. M a r g o u l ie s  ( e d . )  P r o t e i n  a n d  

P o ly p e p t id e  H o rm o n e s , p . 5 6 6 .

346-VEK EM A N S, M. a n d  C . ROBYN ( 1 9 7 4 ) :  A F o u r -h o u r  D o u b le  

A n t ib o d y  R a d io im m u n o a s s a y  f o r  Human L H . E u ro p . J .  O b s t e t .  

G y n e c . R e p ro d . B i o l .  1 3 : 1 1 1 .

3 4 7 -G IT S C H , E . a n d  J .  SPONA ( 1 9 7 3 ) :  R a d io im m u n o lo g is c h e  L H -  

B e s tim m u n g  im  Serum  a b s  H i e f e  Z u r  T e r - m i n i s i e r u n g  d e r  

O v u la t i o n .  G e b u r ts h .  u .  F r a u e n h e i l k  3 3 : 2 9 7 .

348-RO DBARD, D . ,  r u d e r , H . J . ,  V A IT U K A IT U S , J .  a n d  H . S .  JACOBS

( l 9 7 l ) :  M a th e m a t ic a l  A n a l y s i s  o f  K i n e t i c s  o f  R a d io l ig a n d  

A s s a y s :  Im p ro v e d  S e n s i t i v i t y  O b ta in e d  b y  D e la y e d  A d d i t i c s  

o f  L a b e l l e d  L ig a n d .  A m e r. J .  O b s t e t .  G y n e c . 1 0 1 : 8 7 4 .

3 4 9 - IS O J IM A , S . ,  NAKA, 0 . ,  KUYAMA, R . a n d  H . A D EC H I ( 1 9 7 0 ) :

R a p id  R a d io im m u n o a s s a y  o f  Human L u t e i n i z i n g  Horm one U s in g  

P o ly m e r iz e d  A n t i-H u m a n  C h o r io n ic  G o n a d o tr o p in  a s  Im m u n o - 

A d s o r b e n t .  J .  C l i n .  E n d o c r .  3 1 : 6 9 3 .

350^ZA.HARK0>; D.S.  and L.V.  BECK ( l 9 6 8 ) :  S tu d ie s  o f  a

S im p l ie d  P la s m a  I n s u l i n  im m u n o assay  U s in g  C e l lu lo s e  P o w d e r.

‘ D ia b e t e s  1 7 : 4 4 4 .

351-N A G A TA , Y . , NAKAMURA, R . M . , OSBORN, C . E . ,  N A F T A L IN , P . an d  

D . R .  M ISHELL ( l 9 7 5 ) :  T h e  E f f e c t  o f  pH R a d io im m u n o a s s a y  o f  

LH a n d  FSH . J o u r n a l  o f  L a b o r a t o r y  a n d  C l i n i c a l  M e d ic in e .

V o l .  8 5 ,  nS 3 : 5 1 5 .



352-TA YM O R , M . L .  a n d  J .  M IYATA ( 1 9 6 9 ) :  D is c r e p a n c ie s  a n d  

S i m i l a r i t i e s  o f  Serum  FSH a n d  LH P a t e r n s  a s  E v a lu a t e d  

b y  D i f f é r e n t s  A s s a y  M e th o s . I n :  E . D i c z f a l u s y  ( e d . ) .  

Im m u n o assay  o f  G o n a d o t r o p in s .  K a r o l in s k a  S y m p o s ia  on  

R e s e a r c h .  I n  R e p r o d u c t iv e  E n d o c r in o lo g y .  S to c k h o lm ,  

p . 3 2 4 .

3 5 3 - m i l l e t , D . , FRANCHIMONT, P . ,  HAYEK, G . , THEVENET, M. 

a n d  A .  METTER ( 1 9 7 3 ) :  FSH e t  LH p la s m a t iq u e s  d a n s  l e s  

a m é n o rrh é e s  n e u r o - p i t u i t a r i e s .  E tu d e  s t a t i q u e ,  e f f e c t s  

d y n a m iq u e s  d e s  o e s t r o g è n e s .  A n n a le s  d 'E n d o c r in o lo g ie  

Tome 3 4 , nS 2 ,  p .  9 3 .

3 5 4 - V A N  T H I E L ,  D . H . ,  S H E R I N S ,  R . J . ,  MY ERS,  G .H .  a n d  W . T .
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