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I. RADIOINMUNOENSAYO

I. 1. INTRODUCCION HISTORICA

El descubrimiento de la técnica del radioinmuno-
ensayo ha sido de gran importancia para la Medicina y es
pecialmente para la Endocrinologia,ya que ha constituido
el punto de partida para la investigacibén de los diferen
tes mecanismos de regulacibn hormonal, asi como para el
estudio profundo de las diversas endocrinopatias produci

das por alteraciones de la secrecibn hormonal.

Los pioneros del desafrollo del radioinmunoensa-
yo fueron Berson y Yallow, al descubrir, en el plasma san
guineo de los diabéticos tratados con insulina, una glo-
bulina unida a la misma y que definieron como anticuerpo
anti-insulina, definicién rechazada por muchos investigu
dores de la época que afirmaban categdricamente la inca-

pacidad de la insulina para producir anticuerpos.

Este anticuerpo tenia capacidad para unirse a 1in

. 131 . . ,
sulina marcada con I , in vitro, desplazandose esta --
hormona al afiadir al medio insulina sin marcar (fria). -
Aumentando la concentracidn de esta Gltima, disminuia 1la

cantidad de insulina marcada unida al anticuerpo, 1o que



‘demostraba que el desplazamiento originado por la insulina -
sin marcar era una funcibn cuantitativa de su concentracibn.
Estos resultados llevaron a concebir una técnica muy refina-
da para la valoracibn de la concentracibédn de insulina en el-
plasma sanguineo.

Histdricamente los procesos encaminados al logro -
de esta técnica se desarrollaron de la forma siguiente : -
En 1950-53, Berson y Yallow (1,2,3) estudiaron, in vivo,el -
comportamiento de proteinas marcadas con el isétopo radiac-—-
tivo 1131 . Atraidos por la sugestiva hipbtesis de Mirsky(4),
que suponia que la diabetes en la edad adulta no obedecia --
siempre a una deficiencia de la secreccibn de insulina sino-
mis bien a una degradacibén anormal de la insulina por la -—-
insplinasa hepatica, investigaron el metabolismo de la in--—-

131

sulina marcada con I en la diabetes (5,6,7).

Experimentando in vitro con el plasma de diabéti--
cos, que contenia anticuerpos anti-insulina, observaron la -
competicibn, por la unibn a este anticuerpo, entre insulina --

marcada y no marcada(8,9). Estos mismos autores ,en trabajos-

sucesivos,estudiaron la cinética de la reaccibdn entre insu -
lina de buey y anticuerpos producidos con insulina humana vy

las reacciones cruzadas entre insulina de diferentes especiles,



determinando las constantes de equilibrio en cada reaccién(1o,

11,12,13).

En 1.959 (14) publicaron que el anticuerpo producido
por insulina de buey en conejillos de indias reaccionaba con
la insulina humana, y en el mismo afio (15) dieron a luz sus -
primeros resultados sobre la concentracibdn de insulina humuna
presente en el plasma, culminando asi una labor intensa de -

tres afios dirigidos a este fin.

Al perfeccionamiento de esta técnica contribuyeron -
Nicol y Smith (16) al demostrar que la estructura de la insu-
lina humana era mas similar a la porcina que a la bovina ; ba
sados en esta observaciébn inmunizaron conejillos de indias -
con insulina porcina (17) y obtuvieron anticuerpos més poten-—
tes éue los obtenidos con insulina de buey en la valoracibn -

de insulina humana, anticuerpos que se siguen usando actual

mente.

Una vez demostrada la gran importancia de los traba-
jos de Berson y Yallow, numerosos investigadores aplicarvi la
base de esta técnica al estudio de valoraciones de otras hor-

monas.



El primero fué Unger (18) al desarrollar el ra-
dioinmunoensayo del glucagbn. Aplicaciones posteriores
se han 1do realizando sobre infinidad de sustancias bio-
16gicas presentes en 1o0s organismos vivos en concentra-—-

ciones minimas.

Las técnicas del radioinmunoensayo Vy las rela-—-
cionadas con ella, como 1los ensayos por unibdn competiti-
va a proteinas, ensayos enzimidticos, ensayos de radiocep
tores y ensayos inmunoradiométricos, se aplican actual
mente para la valoracibdn de muchas sustancias, entre las
que se encuentran: Hormonas protéicas y no protéicas,-
vitaminas, &cidos nucléicos, enzimas, drogas, metaboli--
tos, antigenos cancerosos, antigenos virales, anticuer--—

pos y proteinas estructurales.

En la actualidad, el estudio de estas técnicas -
es tema de numerosos Congresos y de una amplia literatu-
ra,y su desarrollo ha iniciado una nueva era en la Endo-
crinologia de la que estamos todavia empezando a ver --

los primeros resultados.



I. 2, PRINCIPIOS GENERALES DEL RADIOINMUNOENSA YO

La finalidad del radioinmunoensayo consigse en la
valoracibébn de ciertas swtancias biolbégicas que se hallan
en minimas cantidades en 1iquidos biolbgicos: plasma, —-

suero, medios de cultivo in vitro, orina etc.

La Figura I representa esquematicamente la reac-

cién béAsica que se produce en todo radioinmunoensayo.

B¢ » COMPLEJO
ANTIGENO A + Ab emmm——t A Ab ANTIGENO - MARCADO
MARCADO g T — g ANTICUERPO

(F) (B)

ANTIGENO NO

A MARCADO EN SOLUCIONES STANDARD 0
EN MUESTRAS A VALORAR

I

COMPLEJO ANTIGENO
Ag - Ab NO MARCADO - ANTICUERPO

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

El antigeno marcado Ag.* reacciona revefsiblemente
con el anticuerpo Ab formando el complejo soluble antigeno
marcado-anticuerpo (Ag-Ab). E1l mismo antfgeno sin marcar
Ag compife con el marcado en la reaccibdn con el anticuerpo

para dar el complejo soluble antigeno-Anticuerpo (AgeAb).



Con el fin de separar facilmente el antigeno
libre marcado del ligado al anticuerpo, se insolubi-
liza el complejo =antigeno—anticuerpb por -medio de
procedimientos quimicos o inmunolbgicos, en forma de
un precipitado que puede separarse del sobrenadarnte
que contendri el antigeno no marcado libre.

El antigeno marcado contiene &dtomos de un -
isétopo radiocactivo en sus moléculas, 1o que va a
permitir detectar, contando la radioactividad del -
precipitado, qué % de su radioactividad total se ha
unido al anticuerpo: B, y por tanto determinar las
relaciones B/T, B/F, etc.

Terminologia: F: % de radiocactividad correspondien-
te al antigeno marcado libre

B: % de radioactividad correspondien-
te al antigeno marcado unido al --
anticuerpo.

T: radiocactividad total correspondien
te al antigeno unido y libre.

En todo ensayo, se utiliza una serie de diluciones
de antigeno sin marcar en concentraciones bien defi
nidas (antfigeno standard) y en los - tubos restantes
las muestras a valorar; los volumenes de ambos han

de ser idénticos.



En todos los tubos del ensayo, la cantidad de

antigeno marcado que se afiade debe ser constante.

La Figura 2 muestra esquemé&ticamente el proceso que se

desarrolla:

1 I1

3Ag- AD
3ag™ A

FIG. 2: REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PROCESO
QUE SE DESARROLLA EN UN RADIOINMUNOENSAYOQ
(MODIFICADO DEL ESQUEMA DE HAWKER,C.D.,
ANALYTICAL CHEMISTRY,VOL 45,N°11,1.973)



Los tubos (I), muestran los componentes iniciales -
de la reaccién y los (II) los productos finales, representa
dos por F y B respectivamente. En el primer tubo, todo el

Antfgeno marcado (Agx) reacciona con el Anticuerpo (Ab).

En los dos siguientes, adiciones de diferentes con-
centraciones de Antigenos sin marcar {Ag) producen uniones
de Ag y de AgX con el Ab segln la relacibn entre sus respec
tivas concentraciones, es decir, seglin la relacibn Ag/Ag*,
y como en todos los tubos la concentracibn de Ag* es cons-—-
tante, la fraccién B/F serd funcién de la concentracién de

Ag (concentracibébn de los standards o muestras a valorar).

Cada tubo correspondiente a una concentracibébn del -
standard dar& una relacién distinta de B/F, lo que va a -
permitir la construcciédn de una gré&fica que correlacione di
ferentes concentraciones de Antigeno no marcado con sus res
pectivos valores de B, F, y B/F. Estas gridficas se denomi-

nan: "Curvas Standards".

La cantidad de Antigeno presente en una muestra a -
valorar se podré& obtener por comparacibdbn de la radioactivi-
dad presente en el tubo correspondiente (en forma de B, F o

B/F) y las radioactividades obtenidas en la Curva Standard.
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A cada valor de B, F o B/F, le corresponderd una cantidad -

determinada de la concentraciédn del Antigeno.

DIVERSAS FORMAS DE REPRESENTAR LA CURVA STANDARD

Se han desarrollado diversas formas de representar -
las curvas standards, cada una de ellas ofrece ventajas jun

to a limitaciones.

Usando un sistema de ejes cartesianos, dJeneralmente
en el eje de abcisas se representa la dosis variable (conceg
tracibén de Antigeno no marcado) en escala lineal o logaritmi
ca, siendo ésta tltima la mids frecuentemente usada, ya que -
permite distancias determinadas para cada factor de dilucidn

del standard, independientes de las unidades empleadas.

La variable que se representa en el eje de ordenadas

varia seglin los diversos autores.

Yallow y Berson (19,20), siguiendo la linearizacibn -
introducida por Scatchard (21) para interacciones de peque-

flas moléculas de proteinas,representaron la relacibn B/t
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Otra forma mas frecuente es la representacibn de

B/T o de B/T _ B
(B/T)a B,

En esta Gltima (B/T)O expresa la fraccibébn de ra-
dio_actividad ligada y total en los tubos en 10s que no -
hay Antigeno no marcado (unién del Anticuerpo al Antfgeno
marcado, tubos"cerd), y se toma como 100%. B/T expresa la
fraccibn de radioactividad ligada y total del precipitado

obtenido en la muestra y B, la radioactividad ligada en

0
los "tubos cero". Tanto al numerador como al denominador
se les resta la radioactividad de los tubos que no se les

ha afladido anticuerpo especifico (tubos blanco; radioacti

vidad no especifica).

S1 en esta representacibdbn el eje de abcisas esté
en escala logaritmica, se obtienen curvas sigmoideas par-

cialmente lirealizadas. (22 y 23)

Con el fin de linealizar totalmente la curva, --
aplicar técnicas de regresibn lineal, basadas en los tra-
bajos de Bliss y Finney (24,25), y automatizar los resul-
tados se usd una transformacibn logaritmica segin la fér-
mula:

logit Y = log, __ Y siendo Y_ _B/T _ B

100-Y (B/T) B

0 0]
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Las rectas asi obtenidas son perfectamente lineales

entre los valores de B/T comprendidos entre 10 y 90%.

La Figura 3, muestra diferentes curvas standards ob

tenidas por Rodbard (26) segtin las diferentes representacio

nes expuestas.

w12
S .
'o n \m" L LR ¥ ] \ BRI T T T T T
9 4@ oor b
o =
81 o~ 8o 4 J+et 4
m
70 4
7 1 ik e
6 4 6or 19
.5 E Sor- 4= of -
4 - 4o N
3 4 30+ {1 T T
2 - 20+ 7 -2} -
A~ o 1
o 1 1 1 1 1 d 1 1 1 1 I T 1 N 1 111 1 Il 11 I . ]
5 10 20 30 40 50 t 2 345 10 20 3040% [ 2 345 10 2030405
mIUIRP#2 mIU IRP #2 mIv 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

El principio de Radioinmunoensayo puede extenderse
a Sistemas No Inmunes y No Hormonales, a 10s que se puede apli

car el término general de: Radioinmunoensayos competitivos.

La Figura 4, expresa la Reaccibn generalizada para estos Sis-
temas:

s* + REACTOR ESPECIFICO(R) & S - R-— > PRODUCTOS

+ (B) (P)
S
STR
PROD&CTOS

Fig. 4: Reaccibn generalizada de los Sistemas de Saturacién.

S: representa cualquier sustancia medible.
R: representa un reactor especifico de S.

P: representa el producto final de la reaccibn, cuando R y S
son:

enzima y sustrato, respectivamente, o cuando R es un reac

tor capaz de alterar S especificamente.

Otros términos usados en la descripcibdn de estos sistemas
son:

Analisis de saturacién y unibn competitiva a proteinas --
(Competitive Protein Binding: C.P.B.) (27)
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La 12, definicibn no es muy correcta, ya que a veces
el Anilisis se lleva a cabo en condiciones tales que la satu

raciébn de R no se ha logrado.

La 22, se aplica més frecuentemente en aquéllos ca-

sos en 1los que R es una proteina, como en el caso de c-AMP.

Cuando R es un receptor de membrana, se aplica el -
término de: Unibn competitiva a Receptores RADIOLIGAND ASSAY)
(R.L.A.) (28), método que actualmente se estd desarrollando
muy ampliamente con el fin de estudiar las propiedades y es-

tructuras de los receptores hormonales y no hormonales.

La Tabla I muestra aldunas de las sustancias que pue
den medirse con estos Métodos, aunque, el grado de aplicacidn
es tan enorme, que resulta dificil hacer una relacibn comple
ta de todas las sustancias asequibles a Los Andlisis de Satu

racién.
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I. 4. CONCEPTOS GENERALES DE INMUNOLOGIA

a.- Desarrollo Histbdrico.

Aunque Jenner y Pasteur fueron 1os precursores de la
Inmunologfia (29), han sido en realidad los trabajos de -
Behring y Kitasato, Buchner, Mertchnikoff y Wright l1os que
analizaron cientificamente este apasionante campo de 1la Med1
cina, al descubrir la existencia de anticuerpos, complemen-—
tos (alexinas), y desarrollar las teorias sobre la defensa -
contra la infeccibn por medio de la fagocitosis reforzada --

por la accibn de los anticuerpos (30, 31, 32 y 33).

b.- Sistemas celulares que intervienen en la respuesta inmu-

nolbégica. Mecanismo de produccibn de anticuerpos.

El control tanto de la Inmunidad celular, responsa--
ble de las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado
y del rechazo de los injertos, como de la Inmunidad humoral
responsable de la produccibn de anticuerpos, descansa sobre
una poblacién de linfocitos existentes en 10s organismos. -—-
(34, 35) provinientes de unas "Células Madres" presentes en

la Médula 6sea del feto.

‘Durante el nacimiento, algunas de estas Células a -
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través del torrente circulatorio llegan al Timo, diferen-
ciidndose y convirtiéndose en precursoras de linfocitos --
(timocitos). La mayor parte de los timocitos mueren den-
tro de &1, y los restantes, a través del Sistema linfiti-
co eferente pasan a los tejidos linfoides (ganglios linfé
ticos, bazo). El1 haber residido en el timo les confiere

la capacidad de alcanzar la longevidad y de poder circu--
lar desde el Sistema linfitico eferente hacia el conducto
tordcico, pasar al flujo sanguineo y volver de nuevo al -
tejido linfatico, estableciéndose asi un Sistema de Recir
culacibn linfltica constante. (36) Estos linfocitos, de-
pendientes del timo, van a ser los responsables de la In-
munidad Celular. Un sistema de 1in£ocitos, independiente
del anterior, deriva también de las Células Madres de 1la
Médula 6sea. El emplazamiento de la diferenciacibén de és
tas células no se conoce exactamente todavia en el hombre
aunque se supone que es la médula 6sea, si bien ha sido -
identificado en los conejos y peces (siendo en estos tlti
mos la Bolsa de Fabricius). Estas células diferenciadas,
linfocitos B (37) llegan al sistema Circulatorio del mis-
mo modo que las anteriores y se situan en las regiones —-—
del sistema linfoide periférico, donde persisten durante

un tiempo breve (linfocitos de vida corta), y no recircu-

lan; estos linfocitos son células inmunocompetentes capa-

?
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ces de producir anticuerpos, y por tanto son las implica-

das en el proceso de Inmunidad Humoral. (38)

Cuando una sustancia extrafia ataca un organismo, -
en la zona afectada, recubriendo a la sustancia, aparecen
unas inmunoglobulinas especiales (opsoninas) junto con el
complemento, y entonces se desencadena la produccién de -
ciertos productos que quimiotécticamente atraen a los macré
fagos. (39) Por accién de enzimas proteoliticos que con-
tienen los macréfagos, el élemento extrafio sufre alteracio

nes en sus moléculas hasta que es englobado por éstos.

No se conoce bien la interaccibdn entre el macrbdfa-
go que contiene el invasor fagocitado y el linfocito, pero
se supone que la informacibn antigénica que le transfiere
el macrb6fago es a través de su ARN (Acido ribonuclico) vya
sea de una manera directa o indirecta; esta informacibn va
a inducir la proliferacibn del linfocito y su transforma-—-
cibn en células plasmiticas capaces de producir anticuer--

pos. (40)

El linfocito asi transformado se convierte en un
linfocito-memoria, de vida larga que recircula constante-

mente por el sistema circular y el linfitico, y que con-—-—



19

serva el recuerdo en forma de potencialidad de sintesis -

de anticuerpos especificos. (41)

c.- Antfigenos e Inmunogenos. Haptenos Adjuvantes.

El término antigeno puede usarse para definir cual
quier sust.incia capaz de provocar o de estar involucrado,-
in vivo o in vitro, en una respuesta inmunolébgica especifi

Ca.

El término Inmunbégeno, a diferencia del anterior,-
puede aplicarse a las sustancias capaces de provocar una -
reaccién inmunolégica especifica de novo, ya sea por forma
cién de anticuerpos o por produccibébn de una respuesta de -

hipersensibilidad de tipo retardada. (42)

La capacidad inmunolbégica de una sustancia depen--
de de varios factores; entre los mas importantes se encuen

tran: su estructura quimica y espacial y su peso molecular.

Cuanta mayor diferencia exista entre la estructura
de la sustancia y de la sustancia propia del animal inmuni

zado, mayor respuesta inmunolbgica se obtiene. (43)

En cuanto al peso molecular, trabajos experimenta-—

les demuestran que existe una relacibn entre el peso mole
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cular de varios polipéptidos y polimeros de polisaciridos
(muy semejantes entre si, diferencidndose tGnicamente en -
su peso molecular) y su poder antigénico. (44,45) En ge-
neral ,para que una sustancia sea inmunégena ,debe de for-
mar parte de una macromolécula. Moléculas de peso molecu
lar mayor de 10.000 tienden a ser muy buenos inmunbgenos,
mientras que las de peso molecular entre 1.000 y 5.000 --

tienen menor capacidad. (46,47)

Muchas drogas o metabolitos intracelulares, de pe
so molecular entre 200 y 1.000, no provocan ninguna res-—-—
puesta inmunolégica al ser inyectadas a un animal, al me-
nos que se unan a una proteina con la que forman una unidn
(generalmente covalente) estable. Este tipo de sustancias
de peso molecular bajo se les designa con el término de -

Haptenos. (48,49)

Cuando sustancias de gran interés biolbgico no se
conjugan con las proteinas, es preciso activarlas con el
fin de que se produzca la unibn. Para ello se emplean ac-

tivantes quimicos, que pueden incluirse en dos clases.(50)

1l.-) Activantes de los grupos carboxil, para formar la

unién: CO-NH. )
Ejemplo: carboiimidas, cloroformatos, alquilicos etc....

2.-) Agentes que forman puentes entre grupos aminos.

Ejemplo: diisocianatos, diimidoesteres, etc....
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En algunos casos especiales, en los que la conjuga-
cibén no pueda realizarse, ya por que el hapteno no contenga
grupos funcionales o por que estos grupos no puedan alterag
se sin modificar la especificidad del anticuerpo, es necesa
rio sintetizar un derivado del hapteno para emplearle como

antigeno.

La conjugacibn de sustancias biolbégicas, como c-AMP,
aldosterona, prostaglandinas, etc., con proteinas han con--
tribuido al desarrollo del radioinmunoensayo de estos com—-—
puestos (51,52) y por consiguiente al estudio de sus meca——

nismos de accién (53,54).

Los adjuvantes son un tin de sustancilas ,que mezcla
das, con inmunbdgenos ,aumentan su respuesta inmunoldbdgica. Las
sustancias mads usadas son: hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio, emulsiones de aceite mineral, endotoxinas de gér-

menes Gram negativo, exotocinas de Gram positivos. (55)

Estas mezclas retardan la destruccidn eliminacibn -
del antigeno por los macré6fagos y constituyen depbsitos del
inmunbégeno que va saliendo lentamente durante varias sema-—-

nas, previniendo asf{ la entrada répida en la circulacidn.



d.- Estructura de Anticuerpos.

Los anticuerpos pertenecen a un grupo de proteinas
plasmiticas conocidas por inmunoglobulinas. Las clases de
inmunoglobulinas humanas, conocidas hasta el presente, son
cinco: 1gG, IgA, IgD, IgM, e IgE; se diferencian en su com
portamiento como antigenos, en su concentracibén en la san-
gre, en su carga ibnica, en su 6érigen celular, en su dis—-
tribucibn en el cuerpo humano y en su actividad biolbgica

e inmunolégica in vitro. (56,57, y 58)

La mids abundante es la IgG, que constituye un 80%
de la inmunoglobulinas circulantes y la mayor parte de los
anticuerpos totales. Su pes¢ molecular medio es de 150,000

y posee un coeficiente de sedimentacién de 6,5 a 7,0 S.

La estructura de la inmunoglobulinas (Fig. 5), con
siste en cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesa-—-
das (H) de peso molecular medio de 50.000 y dos ligeras —-
(L) de peso molecular de 20.000. Cada una de las cadenas L
estd unida a una H por un enlace S-S y las dos cadenas H -

estdn unidas a su vez entre si por un enlace S-S.
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Los anticuerpos se combinan especificamente con
los grupos determinantes de los antigenos, ésta combina
cibn es reversible y las fuerzas que intervienen son, -
en su mayoria, debidas a la presencia de grupos con car
gas opuestas que estén én intimo contacto (fuerzas iéni
cas); en menor proporcibn intervienen fuerzas de Van der
Waals (Ffuerzas que acttian entre las moléculas indepen-——
dientemente de su carga y cuyo valor disminuye con la =—
distancia). En estas uniones también intervienen puen-
tes de hidrégeno. (56) Estas fuerzas son maximas en —-
condiciones fisiolégicas de pH (mayor de 3 y menor que
10,5) y de concentraciones ibénicas; Fuera de estos 1imi
tes son tan débiles que el complejo antigeno-anticuerpo

se disocia.

Los anticuerpos formados en un animal frente a
un tnico determinante, puede sufrir variaciones de la -
energia con que se combinan o de su avidez. Estas va-
riaciqnes se expresan en términos de la Constante de —-

equilibrio: K, derivada de la ecuacién de la ley de --

accibébn de masas aplicada al equlibrio:

Ag + Ab-?——é Ag Ab

RS
[ag) (Cand

K expresado en litros/mol, siendo mis elevada cuanto ma-—

K

yor es la afinidad del anticuerpo. (59)
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I. 5. PRODUCCION DE ANTICUERPOS

a.- Eleccibn de las Especies de Animales,

Individualmente, cada animal da un tipo de res-
puesta a un mismo inmundgeno en funcibn, en parte, de -
su constitucién genética (60). Si no se dispone de una
generacibdn de animales de la misma especie que respon--—
dan bien a un determinado inmunbgeno, es conveniente ——

usar familias de animales elegidos al azar.

Las especies m&s frecuentemente usadas son cone-
jos y conejillos de indias. Los conejos son féciles de
marejar y en las tomas de sangre por la vena de la oreja
pueden obtenerse de 30 a 40 ml cada vez. Dan muy buenos
resultados en los radioinmunoensayos de gonadotropinas,-

ACTH y gliceridos conjugados. (61)

b.- Forma de administracibn y Dosis del Inmundgeno,

La forma més comfin es inyectar el inmunbgeno, —-—
emulsionado con adjuvantes, subcuténea o intramuscular--
mente. E1 inconveniente que ofrece esta técnica es la -
formacibn de abcesos en los sitios de inyeccidn, aunque

en el caso de los conejos y conejillos de indias parece
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ser que no les causa ningén dafio. (55) A veces se reco-
mienda pinchar en las patas de estos animales, pero de-
be ser evitado ya que produce entumecimiento y dolor du

rante varios dias.

En los filtimos afios, se han intentado otras —-
vias de ihmunizacién con el fin de obtenerse resultados
més efectivos. Una de ellas ha sido la via intranodal
de Boyd y Peart en 1,968 (62), que ofrece dificultades
técnicas de localizacibn e inyeccibdbn de nbdulos linEét}
cos en operacibn abierta., En la comparacibn con los pro
cedimientos comunes no tiene muchas ventajas (55), e ig
cluso algunoé animales no responden quizés por la des—-—

truccibn de los nbdbdulos linfé&ticos durante la inyeccibdn.

Otro procedimiento, que ha tenido més éxito por
los resulfados y su sencillez, ha sido el de la via in-
tradérmica (63), en el que el inmundgeno se inyecta en
40 o m&s sitios diferentes de la superficie corporal del

animal,

En cuanto a la dosis del immunbgeno la respuesta
inmunolbégica parece ser independiente de la dosis, aul~-—
que existe una dosis minima por debajo de la cull no se

produce la respuesta, (64) Generalmente, si se usan 1los
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adjuvantes de Freud, dosis del orden de 100 pg son sufi-
cientes y en el caso de que el inmunbégeno no es muy difi
cilcil de obtener y sus efectos fisiolbégicos no son toéxi
cos, se suelen usar dosis de 0,5-5 mg en la primera ino-

culacién y de 0,2-2 mg en la siguiente. (62)

c.~— Tiempos de Inyeccibn y tomas de Sangre.

El tiempo de inyeccibn es muy importante para --
conseguir una mixima respuesta con el minimo esfuerzo.-
Después de la primera inyeccibn, el nivel de anticuerpo
aumenta lentumente, alcanzando un pico al cabo de varias
semanas; las lnyecciones posteriores no deben de darse -
antes de 4 semanas después de la primera inyeccibdbn y con
una frecuencia no mayor de una vez cada mes, incluso en
algunos casos es muy conveniente dejar un periodo de deg
canso de 3 a 6 meses y contilnuar posteriormente el ritmo

anterior. (55)

d.- Produccibn de Anticuerpos Anti LH- y Anti-FSH

Los anticuerpos contra LH y FSH, se obtienen en
conejos y conejillos de indias. La dosis de antigeno -
suministrada y la forma de administracién estén sujetas

a variaciones. 0Odell (65), recomienda: tres series de
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inyecciones subcutdneas, que contengan de 200 a 300 ng
de hormona en un mililitro de solucidn salina hOmogeneib
zada con adjuvante de Freud, seguidos de varias inyec-
ciones en periodos de 14 a 30 dias. Las extracciones -
de sangre pueden hacerse a partir de la segunda serie -

en periodos de 10-14 dias.

Franchimont (66) inyecta subcutdneamente, 1 mg
de una preparacibn no muy pura, de hormona FSH o LH, en

intervalos semanales.

Los anticuerpos obtenidos deben de someterse a
un control riguroso con el fin de estudiar su especifi
cidad, ya que debido a los dgrupos comunes que poseen -—-—
las hormonas polipeptidicas, pueden contener una gran -
poblacibébn de anticuerpos heterologos capaces de unirse
a las demés hormonas, que no interesan valorar en un en
sayo especifico (El estudio de la especificidad de es-
tos anticuerpos se verd en el capitulo de Especificidad

de un Anticuerpo).
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Especificidad de los anticuerpos contra FSH y LH,

La obtencibn de anticuerpos especificos contra LH
y FSH, ha sido dificil, debido a las analogias inmunolé-

gicas existentes entre FSH, LH, TSH, y HCG. (65).

La base fundamental para la utilizacibn de, por -
ejemplo, un anticuerpo anti-FSH es la demostracidn de que
no se une a LH, TSH y HCG marcadas, y de que la unibn con
FSH marcada no es desplazada por LH, TSH y HCG sin marcar.
En el caso de que se observe un desplazamiento (reaccibn -
cruzada), sé podr4 usar el anticuerpo si previamente se le
neutraliza con la hormona que interfiere, o si se afiade ex

ceso de ésta en todos los tubos del ensayo.

Todos los anticuerpos anti-FSH scn desplazados de
la unibn con FSH, por LH y HCG, Algunos de ellos, cuya -
unibén con FSH marcada es totalmente inhibida por LH o HCG,
contienen sblo anticuerpos contra los grupos antigénicos -
comunes a las hormonas polipeptidicas, mientras que aqué-—-
llos cuya unibn es parcialmente inhibida por LH o HCG, con
tienen dos poblaciones de anticuerpo: una con Jgrupos espe-
cificos comunes: a FSH, LH o HCG y otros especificos de -
FSH. Los anticuerpos especificos pueden neutralizarse aﬁg

diendo HCG pura.
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I. 6. EVALUACION DEL ANTICUERPO PRODUCIDO

El desarrollo de un radioinmunoensayo especifi-
co, para medir hormonas en fluidos biolbégicos o cual —-
quier sustancia quimica, requiere la obtencibn de anti-
cuerpos de gran titulo, afinidad y especificidad. No -
existe ningfin criterio absoluto para cada uno de estos
parémetros, cada sustancia ofrece problemas muy particE
lares y requiere un criterio especial,. La produccién -
de anticuerpos especificos para las hormonas polipépti-
das no ha sido fé&cil, debido a las propiedades biolbgi-
cas e inmunolbgicas que poseen en comin y son la causa

de la heterogeneidad de sus anticuerpos.

Las tres caracteristicas apuntadas anteriormen-

te, de todo anticuerpo merecenuna discusibn.
a.- Titulo.

Se define como la dilucibn final del anticuerpo
especifico, en el radioinmunoensayo, necesaria para con
seguir una unibdn determinada del antigeno marcado al an
ticuerpo; Jgeneralmente se elige aquélla que dé un valor

de B/F = 1,0,
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El titulo de un anticuerpo especifico de una hor

mona antigénica depende de varios factores, (67):

1) Bl tamafio molecular y la composicién de 1la
hormona usada como antigeno.

2) La duracibn de la inmunizacibdn,

3) La dosis total de inmunbégeno,

4) La via de administracién al animal.

5) E1 grado de extrafieza de la hormona inyecta
da al animal,

En general, polipéptidos de dgran peso molecular
producen titulos grandes excepto en casos como la vaso-
presina y lagastrina (68, 69), por lo que la mayoria de
las hormonas se conjugan a proteinas de peso molecular

grande antes de inyectarlas.

En cada toma de sangre del animal inmunizado se
debe evaluar el titulo del anticuerpo. La forma experi
mental de hacerlo es la construcoidn de Curvas de Titu-
lacibn, para lo cudl se incuban concentraciones constan
tes del antigeno marcado con concentraciones variables
del anticuerpo. Para cada dilucibn del anticuerpo se -
obtiene una relacién B/F distinta, lo que perminte la -
construcciéﬁ de una gréfica como la representada en 1la

Fig. 6,
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En el eje de abcisas se representan las diferentes
diluciones del anticuerpo y en el de ordenadas la relacibn

B/F obtenidas en cada dilucién.

Para desarrollar el radioinmunoensayo se elige —-
aquella concentracibébn de anticuerpo que corresponda a un -
B/F = 1.0, es decir a una unién antigeno-anticuerpo com—-—
prendido entre 40 y 60 %, en relacibédn con la concentracién

total de antfigeno marcado (radioactividad total).

Salvo casos muy especiales, no debe usarse titulos
de anticuerpos menores que 1:20, ya dque ademds de tener -
una avidez baja, ofrecen el inconveniente de que en el ra-
dioinmunoensayo se precise afiadir enormes cantidades de --
suero con el correspondiente riesgo d% interferencias con
hormonas endbgenas o la presencia de enzimas proteoliticos
que pueden dafiar la hormona marcada, como en el casc de la

angiotensina II. (70).



Durante la inmunizacibdn de un animal, es preciso
hacer gr&ficas que relacionen el tiempo entre cada inyec
.cibn, la dosis del inmunébgeno y los titulos obtenidos en
cada etapa, para tener un control de la potencia antigé-

nica del animal correspondiente.

b.- Avidez o afinidad del Anticuerpo.

Segin Befson y Yallow (71), puede definirse como
la parte descendente de la curva de titulacidn del antl
cuerpo. Es decir, en una serie de curvas de titulacibdn
de diferentes anticuerpos, el de mayor avidez o afinidad
serfa aquél que diese una curva mayor pendiente. M&4s —-
tarde se ha comprobado que este criterio es muy pobre -—-
«Greenwood, 1.969) (72», ya que no especifica nada res—-—
_pecto a otras variables del ensayo, como concentracibn -

de la hormona marcada.

Un método més exacto para definir la afinidad del
anticuerpo es realizar curvas de titulacibén de un anticuer
po determinado, con diferentes concentracibn de hormona -
marcada. El anticuerpo de mayor afinidad, proporciona =--
una mayor separacibdn entre ellas que el anticuerpo de me-

nor afinidad, lo que significa que es capaz de distinguir
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claramente diferentes concentraciones de hormona marcada;
la minima cantidad de ésta que dé una curva suficientemen
te separada de la concentracibdn de hormona marcada mis --—
prbéxima, se considera la concentracién 6ptima a ﬁtilizar

en un ensayo de midxima sensibilidad y coincide con la mi-

nima cantidad de hormona capaz de detectarse. (73)

Teniendo en cuenta que la introduccibn de Iodo --
radioactivo en la molécula de hormona puede alterar su --
configuracién y por tanto sus determinantes antigénicos,
la afinidad es mayor para la hormona marcada que para la
no marcada (73), por 1o que, en la préctica, la sensibili

dad seréd menor que la tebricamente supuesta.

En el caso de que sea preciso ensayar un dJgran ng
mero de anticuerpos, se recomienda hacer curvas de titula
cibn con y sin adicibébn de una pequefia cantidad de hormo-
na no marcada. El anticuerpo mis 4vido serd el que dé se

paraciones mayores entre las curvas. (73)

La unién del antigeno con el anticuerpo, parece -
obedecer a la ley de accibén de masas (74,75). Para poder
aplicar esta ley, hay que suponer que los dos sitios de -
combinacibén idénticos que posee el anticuerpo funcionan -

independientemente y que poseen la misma afinidad y --



36

especificidad para el antigeno. Segfln estas hipbtesis

podemos escribir la reaccibn:
A -
b + H T——é Ab-H

Siendo:
Ab= sitios de unibn libres del anticuerpo.

H = hormona libre, y Ab~-H = anticuerpo unido a
la hormona.

La constante de asociacibn es: K= — == —
> [a] ]
y siendo [:}b?l: concentracién molar total de los sitios

de unibn del anticuerpo:Léﬁ] + Léb—ﬁ]
y (]
o]

concentracibn de antfigeno libre = F

concentraciébn de antigeno unido al anti
cuerpo = B B
Resultaria:

K = B y por tanto

l@bc_’] B/Fl
B/F =K @bo:[-}l_

Lo que demuestra que la relacibn B/F es una fun-
cibn lineal de B., Este tipo de linealizacibnes de pri--—
mer orden, fué introducido por Scatchard (21) y aplicada
al radioinmmunoensayo por Berson y Yallow (71, 20). La cons

tante, X, en esta ecuacibn representa la afinidad del -—-
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anticuerpo: Ab., De esta manera, podemos obtener de una mane
ra gréfica el valor de la afinidad, representando B/F en fun
cién de B; la pendiente de la recta obtenida nos daré el va-

lor de X o afinidad del anticuerpo.

c.- Especificidad,

Una vez determinado el titulo y la afinidad del anti
cuerpo hay que controlar su especificidad. Tebricamente, en
un anticuerpo producido por‘inmunizacién con una hormona pue
den coexistir anticuerpos especificos para otras diferentes,
es decir, un anticuerpo capaz de usarse en un radioinmunoen-—
sayo especifico de una determinada hormona, puede tener capa
cidad de unirse también con otra hormona diferente marcada o

no marcada. (65)

La especificidad de competicibn con la concentracién
de anticuerpo que de una unibn del 50% con la hormona marca-—
da que se desea medir. El esquema de la Figura7 representa

un anticuerpo heterogéneo que puede usarse en un radioinmu—

ensayo especifico pera HS:
Ab1 Hl
Ab2 H2
Ab H % + H —> AD H + H =
Ab3 H3 3 2 3 3 3
4 4
Ab H
5 5

Fig. 7 Representacibdn esquembtica de un anticuerpo capaz de
usarse en un Radioinmunoensayo especifico para H . -

3
|_0dell y col (ég}}
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El Ab_ reacciona con H pero esta interaccibn es-

3 3’
t& influida por la inhibicibn competitiva de otras hormo--

nas, que pueden estar presentes en el ensayo. (65)

Las sustancias que ofrezcan curvas standards en un
radioinmﬁnoensayo, idénticas o similares son inmunolégica-
mente muy parecidas, sin embargo sustancias bioldgicamen-—
tes idénticas pueden tener un comportamiento inmunolégico

muy diferente y no interferirse en su valoraciébn,

Por ejemplo, en un radioinmunoensayo especifico de
tirotropina humana, la tirotropina deotras especies como -
perro, rata, y conejo, aunque tengan propiedades biolbgicas
muy similareé, no interfieren en el ensayo (76). Sin em——
bargo, las hormonas HCG y LH, que no poseen actividad bio-
l6gica similar a la tirotropina humana, interfieren en el

radioinmunoensayo de ésta. (77)

En las diversas etapas de inmunizacibdn de un ani--
mal, la especificidad de un anticuerpo puede variar, como
demostrd experimentalmente Odell, en la valoracién de un -

anticuerpo especifico anti-FSH., (78)



39

Debido a que algunos anticuerpos presentan reeccibn
de cruce con TSH (79), debe controlarse el desplazamiento —

de la unibn con FSH marcada por TSH sin marcar.

Los anticuerpos anti-LH y Anti-HCG que reaccionen -
con FSH, deben derechazarse, pues su neutralizacidn con FeH
pura es imposible debido a su escasez, (80) También en es—
tos anticuerpos debe de controlarse el desplazamiento con -

TSH,

Algunos autores como Catt. (81),Saxena (82), Dolais
(83), debido a la reaccibn cruzada de LH y HCG, utilizan -

anticuerpos anti~HCG para el radioinmunoensayo de LH,
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I. 7. CONCEPTOS BASICOS DE RADIOACTIVIDAD

Isotopos:

Son atomos que se diferencian solamente en el
numero de neutrones existentes en el nicleo.-
Para diferenciarles se emplea un nimero escri
to en la parte de arriba, antes del simbolo -
quimico del elemento, que representa el nime-

ro de protones mds el ntmero de neutrones.

Tipos de particulas radioactivas:

Alfa, Beta y Gamma. En el radioinmunoensayo

de FSH y LH se utilizan las particulas alfa -
procedentes de la desintegraci6bn de los 1s6to
pos 1251 para detectar la radioactividad exis

tente en el complejo hormona marcada-anticuer

po.
Vida media:

Es el tiempo necesario para la desintegracibn
de la mitad de la actividad 1inicial de un ra-

dio nuclido, vy viene dado por la expresifn:

0,693, siendo A 1a constante de de-

2 desintegracibén nuclear
=-dN (N= ntmero de niicleos presen
dt tes en un tiempo t).

Unidades empleadas:

S ) 10 .
De actividad: el curio (=3,7 x 10 desinte—-—

graciones por segundo.
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De energia: el electrébén voltio (eV), que es
la energia cinética adquirida por una parti
cula al ser acelerada por una diferencia de

potencial de un voltio.

De actividad especifica:

Se define actividad especifica como la can-
tidad de radioactividad existente en una --
preparacibn de un isbd6topo; la unidad que se
emplea, para su expresidn en la relacibdn en
tre la radioactividad y el peso de la mez--
cla total de isbtopos radioactivos y esta--

bles del elemento en cuestibn: m Ci / mg,

o, n Ci / pg.
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I. 8. MARCAJE O IODACION DE POLIPEPTIDOS

a.— Quimica de la iodacibn.

El proceso de la iodacién consiste en la introduc
cibén de Atomos de un isbdtopo radiocactivo en las moléculas
de un polipéptido. Cuando el isbédtopo usado es Iodo, se -
verifica una sustitucibdn en el residuo tirosil del poli-
péptido que se marca (84, 85). Se ha podido compro--
bar que en el caso de exceso de Iodo, una vez sakturado -—-
los radicales tirosil, el Iodo ataca los residuos de his-
tidil; ésto explica el porqﬁé sustancias, como PTH (para-
tormona) sin radicales tirosina pueden marcarse con Iodo
radioactivo. Los residuos tirosil son mas faciles de mar

car que los histidil.

La reaccibn transcucrre del modo siguiente:

. . -— +
E : —_—> 0
n solucibdbn acuosa 12 + H2 0] — 2T  + H2

- +
H_O
R<O>OH+H2O—+R<O>O + 3
De este modo se suceden dos etapas:

I
+ - -+
H01" + RO —_ R< O> O+H'H,0

I
+ - S ~ ot
H201 + R< O >O —> R, O s O+H H20

I



Este mecanismo se ajusta a la evidencla experi-
mental del marcaje en un medio &cido y pueden aplicarse
a un medio de pH 7.~ Freedlender (1969) (86), confirmd
que el pH éptimo para la sustitucibn de dtomos de Iodo

en moléculas de polipéptidos es 7,5.

En la relacibdn anterior, la introduccibédn de un -
segundo &dtomo de Iodo es mds rdpido que la del primero,
1o que esté de acuerdo con la hipbtesis de que la reac-
cibn depende de iones tirosilatos. En condicione: norma
les durante el marcaje, se pueden afectar los grupos his
tidina y destruir los triptéfanos. En el caso de molé-

culas de histidina el marcaje se realiza de la forma si

N
+
| l + H + H, 0O
R\/ R I
N \/

El marcaje de histidina es importante en el ca-

guiente:

so de péptidos sin residuos de tirosina.

b.— Métodos de iodacibn.

Los métodos de iodacién se diferencian en 1los -

reactivos empleados en la oxidacibén del is6topo radioac

tivo presente en forma de Ioduro en Iodo libre, :jue vya



es capaz de reaccionar con las moléculas de proteina o -
polipéptidos como se ha indicado en la reaccibn anterior.

En el afio 1.956 Berson y col. (6) usaron nitrito

1311 en una cantidad de -

sédico, como agente oxidante y
30 a 80 mCi. Para remover la sal usaron didlisis y para
separar los productos dafiados de la reaccibdn una columna
de celulosa. Mc. Farlane (87) modificé la téecnica emple-
ando monocloro de Iodo, antes de mezclarlo con la proteina.
Este método fué puesto en marcha, como una microtécnica -

(88).Rosa y col. (89) demostraron la facilidad de la con-

versibn electrolitica de Ioduro a Iodo.

A pesar de las ventajas técnicas que ofrece este
tipo de marcaje y del poco deterioro que causa a las pro-

teinas, no se ha usado con mucha frecuencia.

Hunter y col., en 1.962, (90) emplearon clorami-
na-T como agente oxidante en el paso de conversiédn de --

Ioduro a Iodo, Usando 2 mCi de 131

I marcaron HCG consi
guiendo una radioactividad especifica alta (91). Actual
mente este método es el que se utiliza normalmente para

marcar proteinas y polipéptidos, pues reduce la radioac-

tividad empleada y se consiguen rendimientos tan altos -
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como 95% con radiactividades éspecificas de mis de -
1.000 uCi/ug en algunos casos. Para la mayor parte -
de las hormonas volipéptidas es suficiente marcar --
con 1 mCi. de radiocactividad. La reaccién de oxida-—-
cibn puede - pararse por didlisis, por transporte de
1los reactivos a una columna de resina (Amberlite —-
IR-4B) o por la adicibén de metabisulfito. (91)

El marcaje por medio de una enzima précedeg
te de un extracto de leche fué introducido por Kes-
ton en 1.964 (92). Mas tarde, Marchalonis (1.969) -
(93) demostrd que la enzima lactoperoxidasa, extrai
da de la leche, diluida en perb6xido de hidrébégeno en
un buffer de fosfato a pH 7,3 catalizaba la iodacibn
del radical tiroxina. La optimizacién del pH repur-
tada por Morrison y col., (94) para esta reaccibn,
que resultd ser pH 5,0. Este método se ha aplicado
para algunas proteinas inestables, que resultaban -
muy deterioradas al marcadas por el método de Clora
mina-T (95).

En los Gltimos tres afios se ha-desarrollado
un método de marcaje por conjugacibdn con un agente
acetilado marcado con Iodo radiactivo, (96) que per
mite marcar sustancias polipeptidicas que no contie

nen residuos de tirosina en su molécula.
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c.- Separacibn del iodo no reactivo y de los productos
deteriorados.

Realizada la iodacidbén es necesario separar la
proteina marcada del iodo radiactivo que no ha reaccio
nado y de los productos de degracibén de la proteina re

sultantes.

Existen muchas técnicas de separacibn como: --
Filtracibébn en Sephadex, Bio-gel, cromatografia de ab--
sorcibn a ciertos silicatos (Quso G.32). Algunos auto
res emplean técnicas electroforéticas con poliacrilami

da o almidébn.

Todas estas técnicas se basan en las diferen--
tes propiedades fisicas y quimicas de los productos.Al
separar diversas modalidades pueden ser introducidas -
péra cada polipéptido en particular, dque incluso pueden

variar de laboratorio en laboratorio.

d.~- Eleccibn del Isbtopo Radioactivo.

131 . X
El 3 I, que se obtiene comercialmente, e€s pro-

ducido por el bombardeo con neutrones del Telurio natu-

131I

ral y contiene del 20 al 25% de , Siendo el resto



a

127 129

Iy I. Aunque la cualidad del 131

I producido por fi-
sibn da mayor abundancia isotébpica, produce mayor deterio-
ro en el marcaje. En la iodacién de hormonas polipeptidi--
cas, el 1311 produce hormonas marcadas de gran actividad -
especifica, como 10 demostréron Freedlender (86) y Yallow
y Berson (97).

El 1251 se obtiene comercialmente en estado libre,
irradiando Xelenio, y contiene una abundancia isotépica —-
del 95%. Su decaimiento es, principalmente, por captura --
electronica con radiaciones X de baja energia, mientras --
que el 1311 emite particulas a cuatro niveles de energia,

1251’

1o que constituye una ventaja en la eleccibdbn de ya -

que produce una menor radiacibn en el ambiente.

Por otra parte, la vida media del isbtopo y la -
eficacia del contador empleado en su medicibn, son factores
que van a influir en su eleccibn. En cuanto a la eficacia,

la mayoria de los sistemas de contaje de radiaciones son -

més eficaces para 1251 que para 1311, ya que este Ultimo -

proporciona 80 fotones por 100 desintegraciones, mientras

que el 1251 da 114 fotones.

125

La larga vida media del I (60 dias en compara

cién con- la del 131

I, de 8 dias) hace posible el manteni--
miento de la hormona marcada en el congelador para Su uso

en miltiples ensayos.
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La sensibilidad de los ensayos se incrementa con

25

el uso de I, pues se requiere menor cantidad de hormo

12 131 ‘ .
na marcada con 5I que con 3 I para tener un mismo con

taje.

Todos estos factores citados favorecen el empleo

de 1251 en la iodacién de polipéptidos.

Un fenbmeno muy interesante, a tener también en -
cuenta, es el definido por Yalow y Berson (98) como "de-
cay catastrophe", que ocurre cuando dos atomos de Iodo -
radiactivo estén presentes en diferentes sitios dentro -
de la misma molécula del polipéptido; en estas condicio-
nes hay gran probabilidad de que las moléculas se alteren
por desintegraciones que ocurran en el dtomo. Debido a
1a'mayor abundancia isotbpica de 1251, la probabilidad -
de sustitucibdn de dos 4tomos de Iodo en la misma molécu-

la serd mayor que en el caso de 1311. Como eje:iplo pue-

. 12 .
de citarse el caso de ACTH marcada con 5I, que tiene -
mayor deterioro en su almacenamiento que el marcado con
131 . o .
I, deterioro que se manifiesta en una pérdida de su -

capacidad de unién por su anticuerpo. (99)

e.- Deterioro producido en la Iodacibn.

En los primeros ensayos realizados con 30-80 mCi
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131 . - . .
de I 3 el deterioro era similar al producido por irra-

diacién con rayos X o con radio (100). Actualmente, de
' bido a que se usan muy pequefias cantidades de radioacti
vidad (1-2mCi), no existe el problema de deterioro por
radiacién. Sin embargo la introduccién de Iodo radioac
tivo o Iodo "frio" en el anillo aromatico de tirosina -
puede causar darios, producidos por cambios estructura-
les, que disminuyan la actividad‘biolégica e inmunolégi

ca de la hormona e incluso inhibirla totalmente (91).

Estos efectos se observaron sustituyendo canti-
dades crecientes de Iodo "frio" (en forma de Ioduro po-
tdsico) con una pequefia cantidad de Iodo radioactivo vy
determinando el miximo Iodo que puede sustituirse sin -
que haya alteracibn de la inmunoreactividad de la hormg
na. Otros compuestos usados en el marcaje pueden tam-
bién dafiar el polipéptido; Yalbw y col., (101) comunica
ron que la incubacibdn durante unos minutos de 1125 -HCG
con cloramina-T en la concentracibén usada durante el mar
caje, produjo un tanto por ciento muy elevado de deterio
ro de la hormona. La exposicibn de oxitocina a Metabi-
sulfito sbdico provocd una alteracibn en la migracibn de

131 . . :
I 3 -oxitocina durante la cromatografia en capa fina. --

(102)
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La calidad del is6topo radiocactivo es también -
un factor muy importante a considerar, (102). Si el —--
Iodo radiocactivo contiene cantidades pequeflas de sulfito
para mantenerlo en un estado reducido, por 10 que al cabo
del tiempo, cuando se proceda a la reaccibn de marcaje, -
puede confener sulfato que oxidaria el Iodo a Iodato e im
posibilitarfia la reaccibébn. AGn no se conocen las impure
zas que, al estar presentes en la solucibn del isbtopo -

radioactivo, provocan el deterioro en la iodacibn.

f.- Determinacibn del deterioro de los péptidos marcados.

La cantidad de deterioro producido durante el marca-
je pueden determinarse por métodos fisicos y por inmuno--—

reactividad.

Métodos fisicos.

E1l método cromatoelectroforético de Berson y col.,
(6) es una técnic: buena para la standarizacién de la -
evaluacién del deterioro producido en el polipéptido du-
rante el marcaje, aunque en algunos casos, como en la ig
sulinasulina, la pérdida de inmunoreactividad de 1la -—-
hormona no va acompafiada de disminucibn de absorcién -
al papel. Sin embargo, un indice de pureza del 95% de
terminado cromatoelectroforéticamente, generalmente in-

dica wuna buena actividad inmunolbégica de la hormona -
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en el ensayo. E1 método de charcol activado con dextra
no, junto con otros métodos como el empleo de silicatos,
(103) filtracibén en gel con Sephadex o Biogel, crdmato—
grafia, o columnas de celulosa, (Whistman DEl11l, DE23, -
CM11, CH22) pueden ser usadas para separar la hormona -

dafiada de la no daiflada.

Estos métodos fisicos son muy rapidos, aunque -
presentenel inconveniente, como en el caso de la croma-
toelectroforesis, de no medir directamente la actividad

inmunoldbgica.

Inmunoreactividad.

El deterioro producido en una hormona durante
su marcaje puede reducir la capacidad de la hormona mar
cada en su unibén con su anticuerpo especifico. Esto —-
puede determinarse incubando la hormona marcada con un
exceso de anticuerpo y aplicando un sistema bueno para
separar la hormona ligada de la libre. El deterioro que
se determina por este método serd la suma del producido
durante el marcaje méds el producido durante la incubacibn.
Es preciso, en‘cada ensayo determinado, controlar la ma-

xima unibén en exceso de anticuerpo.
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g.—- Deterioro de la Hormona marcada en la incubacifn,

Uno de los factores no especificos, que influyen -
en la sensibilidad de un radioinmunoensayo, es el deterio-
ro que se produce en la hormona marcada,durarite su incubg
cibn con el anticuerpo especifico en presencia de plasima,
suero u otros fluidos biolégicos. Las porciones dafiadas
pierden su integridad y &1l resultado es una reduccidn en
la unibn de la hormona marcada con el anticuerpo y en 1la
separacibn de la hormona ligada al anticuerpo de la no 11
gada. Una de las causas del deterioro,producido durante
la incubacibn,es la presencia de enzimas proteoliticcs —-
presentes en el plasma o0 suero de las muestras a valorar,
que pueden afectar también a la hormona endbgena no marca
da presente en la muestra,aunque ern menor proporcidn, CaE
tidades grandes de plasma ¢ suero producen un deterioro -
muy grande, Para controlar estos efecfos,es pPreciso ifm-
clulr en el ensayo unos tubos "control" que contengan to-

dos los reactivos ,excepto el primer anticuerpo,

En algunas determinaciones se afiaden sustancias -
que disminuyen el daiic de la hormona marcada durante la -
incubacibén, como mercaptoetoanol (0.5%) para ACTH, 500 —-

KIU Trasylol/ml para PTH y Glucagon y &cido aminocaproico



mis Trasylol para calcitonina. En el caso de FSH y Lh no
se afiade ningtn producto. En los ensayos de insulina y -
hormona de crecimiento, los efectos son minimos, ya que
se usan diluciones altas de plasma. Algunos autores in-—-
tercalan en el ensayo tubos de control para cada plasma
0 suero, ya que el deterioro ocasionado puede depender -

de cada muestra por separado.
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I. 9. SISTEMA PARA SEPARAR ILLA HORMONA L iGADA AL

ANTICUERPO Y LA NO LIGADA

Aunque algunas reacciones antfigeno-anticuerpo pre-
cipitan cuando la concentracibn de los reactivoes es may:al
ta, en las condiciones en que se trabaja en un radioinmu-
noensayo ésto no se verifica, ya que la concentracién es ba
ja,por lo que el corplejo antfgeno-anticuerpo permanece en
la solucibn y es preciso separarlos por otros medics, El -
método usado tiene que separar claramente los diversos com
ponentes, nc ser irfluenciado por los factores no—especifi
cos, ser efectivo con largos volimenes en la incubacidn y
ser sencillo v répido de manejar. day que tener en cuenta
también la reproductibilidad, el co:te de raterial a emplear
etc... Se han empleado una Jgran variedad de técnicas base
das en propiedades fisicas y quimicas, que pueden agrupaor-

se de la manera siquiente:

a.— Método electroforéticosycromatoelectroforéticos.,
b.- Adsorcibn con adsorbentessbdlidos,

C.— Adsorcibn en base sbl.da.

d.~- Filtracibén en gel,

e,- Precipitacibn no especifica del complejo antigeno-
anticuerpo,

£.- Immunoprecipitaci®én del complejo antigeno-anticuer
po. Método de doble anticuexrpo.



a.,- Métodos electroforeticos y cromatoelectroforeticos,

Estos métodos se aplicaron en los primeros traba-
jos de Yalow y Berson (17 ) en el radioinmunoanéliszis de
insulina. En una crometogrzfia y electroforesis combina-
da, alguras hormonas se adsorben fuertemente al papel elec
troforético (Wmtman 3MM y 2MC), mientras que las hormonas

unidas al anticuerpo migran con las globulinas séricas,

Este método presenta muchos inconvenientes técni-
C0s, ya gue es un proceso lento y requiere ciertas condi-
ciones especiales en su montaje, y ha sico superado por -

métodos mAs modernos y comodos,

b.—- Adsorcibdn con adsorbentes sbdblidos.

Se basa, este método en la adsorcidn por un mate-
rial insoluble de la hormowna marcada libre al final de la
primera reaccidn.. Los adsorbentes més usados son: charcol,
talco, micro granos de silica (QUSO) florisil y algunas re
sinas, que son capaces de ligar instantaneamente ciertas -

hormorias polipeptidicas v esteroides.

Este método es muy cd4modo por su rapidez, facili-

dad de separacibr, su reducido coste,y norequiere una Jran
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actividad especifica de la hormcna marcada., Para evitar
la pequefia afinidad que pueden tener estas sustancias ag
sorbentes (charcol, talco, etc..) por el complejo antige
no-anticuerpo, se suelen tratar antes de su uso en el en
sayo con sustancias especiales o afiadiendo proteiras al

sistema. En el caso especial del charcol, se le pretra-
ta con dextrano de peso molecular de 10.000 a 25C.000 se
glin el tamafio 'menor o mayor, respectivamente, del anti-
geno, o0 se aumenta la concentracibn de proteinas en la —-
mezcla para evitar la adsorcibn no especiché del comple

jo en el charcol.(103)

El adsorbente QUSO, G-32 fué utilizado por Rosse

lin y col;.(104)

Una nueva modificacibn de este mé&todo, consiste
en los ensayos inmunoradiométricos (105), en los que los
antiquerpos se preparan por inmunoadsorbencia y elucibn,-
En estos ensayocs, se marcarn los anticuerpos y la hormona
no marcada puede unirse al anticuerpo marcado. El1 anti-
cuerpo marcado libre se separa por adicibn de la hormona
unida a celulosa durante un minuto, Este método es muy
Gtil en los caéos especiales en los que hay dificultad =~

del marcaje de la horwona,



Ce— Adsorcibdn en fase sblida.

Uno de los més recientes métodos de separagién con
siste en la fijacibn del anticuerpo a materiales insolu —-
bles, de este modo el antigeno unido al anticuerpo puede -
separarse facilmente por decantacibn o por centrifuga~idn;
la unibén que se produce es répida e irreversible y la téc-

nica es facil de manejar aunque ofrece el inconveniente -—-—

del ¢gran coste de los tubos del ensayo.

E1 método més sencillo para fijar los aaticuerros,
es la formacibn de agregados con etil-cloroformatc o gluta
aldehido. Esto se ha aplicado con muy buenos resultados
a ensayos de LH, HCG y FSH(106)(107). BEn otras variacio--
res del método,Catt (81) introduce la utilizacibdn de dis——
cos de Protapol DI/1 (para la fijacibn del primer anricuef
po) o tubos de poliestireno o polipropileno (108)., Para -
el caso de la angiotensina, Goodfriend (1r9) encontrd que
este método de separacibn es el mhs sensible de todos los

usados,

La fijacibn de los anticuerpos puede realizarse —-
también en matrices de carbohidrazos, como dextranc (11.0)
0 agaros4a, que deben de ser activados con cianbgeno de brg
mo. Otra matriz de fijacibdbn puede concistir en lechos de

pnliacrilamida.
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d.=~ Filtracibn en Gel,

Como los complejos ahtigeno—anticuerpo tienen un
Peso molecular mayor que el antigeno libre marcado, se -
podrén separar perfectamente a través del gel, Esta se-
paracibn se ha usado en los estudios de esteroicdes y emn
los an8lisis de desplazaniento competi*ivo., Genuth y ccl,
(111) utilizaron microcoiumnas de Sephadex G-75 para se-
Parar insulina libre de la ligada en sus radioinmunoensg
yos., La puesta en marcha de esta técnica requeriria el
montaje de varias microcolumnas y por tanto se gastaria
excesivo espacio y tiempo para la recogida de los eluatos,

por lo que no resulta rented.e.

e,- Precipitacibn 10 espeéifica,

| Este método consiste en la precipitacibdn no espe-
cifica del complejo antigeno-ancicuerpo en condiciones ta
les que el antfgeno marcado libre se queda en la solucién:
Grodsky y Forsham (112) precipitaron insulina ligada en -
una concentracibn del 17% de sulfito sbdico, pero una cieg
ta cantidad considerable de insulina no ligada quedaba in-
clufida en el precipitado y pequeiics cambios en las condi-—
ciones experimentales alteraban el dgrado de separacibn., En
el caso de pequeiios antigznos,esteroides,prostaglandinas,

c=AMP, se utiliza una solucibn de sulfato ambénico al 50%.
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En el ensayo original de Odell, Wilber y Paul (113), preci-
pitaron el complejo en una solucién de etanol al 55% y de -

cloruro sbébdico al 5%.

fo- Inmunoprecipitaciédn del método del doble anticuerpo.

La base de este método consiste en la precipita--"~
cibn del complejo antigeno-anticuerpo de la primera reaccibn
por la adicibn de un segundo anticuerpo contra las ~globu
linas del primero, para dar un complejo insoluble (antigenc-
Primer anticuerpo-segundo anticuerpo). De esta forma se lo-
gra una separacibén completa del complejo, que puede hacerse
por técnicas fisicas de centrifugacién o de filtracibn en -
filtros millipore. Un problema inherente a este método es -
que los sueros humanos pueden alterar la reaccibn del segun
do anticuerpo. La explicacién de este fenbdmeno, dependiente
de la temperatura y de la concentracibn de EDTA a que se —-
realiza el ensayo, fue interpretada por Burr y col. (114),
admitiendo la presencia de una euglobulina, 14bil al calor,
perteneciente al sistema de complemento, y que actuaria fa-
cilitando la precipitacibébn de los agregados de —globuli—
na. En este método el EDTA minimiza la accibén del complemen
to (115) y, a su vez, potencia el tampbdn den ensayo estabi-

lizando el pH.



Para standarizar un radioinmunosnsayo basado en -
este método de separacibn es preciso evaluar la concentra
cibn 6ptima de segundo anticuerpo, que es aquélla que d4é
una méxira precipitacibn, y mantener siempre la cantidad

de suero presente en el ensayo constante,

La precsencia de svero en este método, sucle detg
riorer la hormona marceda durante la incubacibn, pero co-
mo Jaughaday y Jacobs (116) expusieron, si la hormona mar-—
cada es de buena calidad y la concentracibr del suero ern
los tubos es mencr que 10%, este efecto no es necesario -

tenerio en cuenta,

Las ventajas que ofrece este método son que ade——
més de ser aplicables a los anélisis de todas las hormo--
nas, realiza una separacibdn completa del complcejo, es apli

cable a vollmenes drandes es seacillo, preciso y barato.

g.- Bleccibn de un método de separacibdn,

Cada uno de los métndos descritos ofrecen sus ven-—
tajas e inconveni-ntes, En todos ellos es conveniente que
la concentracibdn de proteirnas, y la concentracidn de todos

los componentes de ia reaccibdn sza 1o mbés homogénea posible
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(118), va que Las mls pequefias alteraciones en la hormona
marcada, anticuerpo, concentracibn ibnica y concentracibn

se suero pueden alterar la eficacia de la separacibn,

Es muy importante que en todos los sistemas, 1los
efectos de proteinas presentes sean minimcs, que la velo-
cidad con que actfien sean 1o més ré&pida posible y que el -
deterioro de la hormona mercada en la incubacibn sea lo me

nor posible, (117)

Antes de comenzar a aplicar un método rutinariamen -
te debe de controlarse todos los efectos mencionados e in-—
cluso seria muy préctico comparar los resultados obtenidos

com diversos sistemnes de separacibn,
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10. EX''RACCION Y CONCENTRACION DE HORMONAS POLIPEPTIDICAS

ka metodologia empleada para la extraccibn y puri-
ficacién de hormonas polipéptidicas esté intimamenté rela-—
ciomnada con el estado de la proteina y su estructura quimi
ca. Las técnicas usadas se basan en experiencias, con éx}
to o sin €1, realizadas por muchos investigadores en los -

Gl timos 50 afios,

l,- En tejidos,

E1l método elegido est& determinado por un ntmero -
de Ffactores, como la facilidad de obtencibén del tejido, 1la
estabilidad de la hormona, y la presencia de otras hormo--

nas o enzimas, (118)

Una vez extirpados los tejidos del animal, se pro-
cede a la extraccibn; el liquido empleado en la extraccidbdn
ha de ser tal que sea soluble en el solvente en que se ha
de diluir posteriormente la hormona, La extraccibdn se ba-
saré en las propiedades de solubilidad de la hormona, en -

sus caracteristicas anfbteras y en su peso molecular,

Las extracciones basadas en la solubilidad son las

cl&sicas técnicas: de fraccionamiento de proteinas por el
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uso de sales, con NaCl, Na2804, y (NH4)2 SO,, el uso de -

4
disolventes orgénicos como alcohol, acetona para precipi-
tacibn de proteinas y fraccionamientos de extractos por -
agustes de pH. Estos métodos son muy Gtilés para el prepa

rado de concentrados crudos que posteriormente serén puri

ficados,

Las purificaciones posteriores de estos extractos
se€ han realizado usando cambiadores de iones, como cambig
dores de celulosa, de carboximetil celulosa (CM) y dieti-
laminoetil-celulosa (DEAE-), derivados de Sephadex y Aml—-

berlite IRC-50,

Otra técnica usada recientemente es la Filtracibn

en gel; los tipos més usados son Sephadex y Bio-gel,

Cualquiera que sea el método elegido, debe ser lo
més sencillo y répido posible y debe de proporcionar una
buena cantidad de hormona pura. En paralelo con estas —-—
técnicas se han de desarrollar otras que permiten la carac
terizacibn inmunolbdgica y biolbgica de las hormonas purifi

cadas. (118)

2.- Del plasma.

La extraccidn de hormonas polipéptidas del plasma

se ha usado, generalmente, con el fin de concentrar la —-
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hormona en un determinado volumen de tal modo que pueda -

medirse en un ensayo especifico.

Las técnicas mds frecuentes son:

a) Precipitacibn por calor.- Algunos péptidos, estables

al calor, pueden precipitarse alcanzando temperaturas
altas, 100eC, en pH 5, y después separar las proteinac
desnaturalizadas por centrifugacibébn. Coch y col usa--

ron este método para la oxitocina. (119)

b) Solventes orgidnicos.- Este método consiste en afiadir

el plasma a 4 volumenes de alcohol .cido, acetona O -

una mezcla de las dos, ya Jue algunas proteinas son -

solubles en el sobrenadante mientras otras precipitan.
ﬁl precipitado se separa por centrifugaciéi o precipi-
tacibn y el disolvente se remueve por evaporacibn a —-—
402C si la proteina es estable a esa temperatura. Es-
te método ha tenido éxito en la extraccibédn de ACTH, --
por Parrott (120), Yallow (121) y Demura (122) y en go
nadotropinas por Apostolaskis (123), Keller y Rosemberg

(124).

c) Precipitacibn &cida.- E1 método m&s comunmente usado

es la precipitacién de proteinas por &cido tricloroacé

tico en una concentracibn del 7,5 a 25%. Oxitocina --
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y vasopresina sen han extraido con éxito usando este -

método, (125)

Reparticibn en dos solventes.- Este método se basa en

. la separacibn de los componentes de una mezcla por re-—

particibn cuantitativa en dos fases diferentes, una or
génica y otra inorgénica (generalmente acuosa), segln

su coeficiente de reparticibn, caracteristico de cada

‘'sustancia en particular. Este método no debe aplicar—

se como una primera etapa de extraccidn sino en un se-
gundo paso, por ejemplo después de una precipitacidbn -

por etanol,

Este método ha sido aplicado por Yamashiro en —-

1.964 con éxito en la separacibn deoxitocina. (126)

Di&lisis.- Se basa en que algunas hormonas polipepti-

dicas son lo suficientemente pequefias para poder pasar
a través de celofan Visking. Sin embargo esta técnica

presenta muchos inconvenientes y no ha sido usada. -—-—

(127)

Filtraci6 en gel.- El uso de geles, como Sephadex o -

Biogel es muy importante en los Gltimos pasos de puri-

ficacibn de polipéptidos; con geles que tienen poros



g)

h)

muy pequeiios, como Sephadex G-10 y Biogel P-2, se pue-
den separar péptidos de peso molecular alrededor de —-

1,000, (128)

Electroforesis.- La electroforesis se usa, generalmen-—

te para el control de la pureza de la hormona proceden
te de plasma o para su identificacibn comparando su po
sicibn con respecto a un standard puro. Se utiliza pa

pel o acetato de celulosa, (127)

Adsorcibn.- 1l,- No especifica: consiste en la propie-—

dad de algfinos adsorbentes, como el charcol, polvos de

talco, de adsorber sustancias protéicas. (128)

2 .~ Inmunoadsorbentes especificos: Anti—-—
cuerpos unidos a adsorbentes sblidos tienen capacidad

para unirse con protefinas especificas. (129)
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FACTORES QUE AFECTAN LA VALIDEZ DE UN RADIOINMUNOENSAYO

Para demostrar que un ensayo es valido,se debe de
comprobar que la hormona ehdégena,presente en la mﬁestra -
a valorar,y la hormona usada en las diluciones standards -
reaccionan de forma idéntica con el anticuerpo y que,enlas
condiciones del anélisis, otras sustancias presentes en el
pPlasma © suero nb interfieren en el ensayo (130). Por otra
parte, los resultados de muestras de pacientes deben de --
coincidir con sus diversos estados patolégicos, y con 1los
niveles esperados después de un tratamiento terapéutico --

con hormona exbgena,

Una condicibn necesaria, aunque no suficiente, pa
ra comprobar el comportamiento idéntico de la hormona stan
dard y la hormona de la muestra, es que las graficas obte-
nidas al representar diferentes diluciones del plasma O —-—
suero en funcibn de las concentraciones encontradas (al re
ferir los resultados a la curva standard) sean lineas rec-
tas, lo que significa que la concentracibdn de la hormona -
en el suero o plasma es independiente de la dilucibn emplea
da en la valofacién .(130) Esto es equivalente a decir —-
que existe un paralelismo entre la curva standard y la cur

va de dilucibn de la muestra,



Cuando no se cumple esta condicibn de linearidad,
diferentes factores se deben de considerar. Estos se pue-

den agrupar en la forma siguiente:

l.- Factores no especificos:

a) El medio ibnico en el ensayo.

En algunos ensayos, la reaccibn antigeno-anticuerpo --
puede ser influenciada por la naturaleza de tampon O por -

la concentracién salina del plasma, suero u orina. (131)

Deben hacerse siempre experimentos de control para
ver 1os efectos no especificos de la muestra a valorar; --
uno muy practico consiste en diluir la hormona standard en
diferentes diluciones de plusma o suero y calcular las va-
loraciones obtenidas en la relacibn B/F; si los valores de
B/F son mayores en las soluciones mis dilufdas significa -
que hay un efecto salino, que puede compensarse con €l em-—

Pleo de tampon con una determinada concentracibédn de NaCl.

Si la sensibilidad del ensayo es tal que permite valo-
racibn de muestras en diluciones de 1:10 o mayores no de-
ben de tenerse en cuenta estos efectos, pero en 1l0s ensa-
yos que sb6lo permitan diluciones menores es conveniente di

luir los standards en plasmas O sueros que no contendan la



hormona especifica del ensayo (101)., Estos plasmas pueden
obtenerse de pacientes con una deficiencia hormonal o de -
pacientes normales cuya secrecibn hormonal haya sido supri
mida por un apropiado inhibidor; otro tipo dé plasma que -
puede usarse es un plasma muy antigilo ya que las enzimas -
proteoliticas destruyen las hormonas polipéptidas con el -
tiempo, o también plasmas sometidos al tratamiento con ad-

sorbentes especificos de algunas hormonas,

b) Heparina,

Teniendo en cuenta que la heparina es un polianibn Euef
te, es 1lbgico pensar que puede ejercer una accibdn salina,-
inhibiendo la reaccibén antigeno-anticuerpo (132). General
mente debido a la baja concentracibdn que se usa en la €X—-—

traccibn del plasma no suele tener ningfin efecto.

c) Ph,

El complejo antigeno-anticuerpo se disocia en medios —-
muy &cidos o muy bé&sicos. La mayor parte de los radioinmg
noensayos son estables en un pH comprendido entre 7,4 y —-—

8,6.

d) Hormona marcada deteriorada en la incubacibn,
E1l 6ltimo factor que debe ser considerado es <l deterig

ro de la hormona marcada en los standards, en las diluciones



del plasma o suero o en diferentes muestras, este deterio-
ro es producido por las enzimas proteoliticas y puede ma-
nifestarse de varias formas: por alteracibn de adsorcibn
de la hormona marcada al adsorbente usado en el ensayo, =—-—

por reduccidn de la unibn con el anticuerpo, etc,

Para impedir este efecto durante la incubacibn se ailaden

agentes protectores, como Trasylol, mercaptoetanol e¢tc,(130)

Su control se hace afladiendo al ensayo tubos que no ten
gan el anticuerpo especifico. El deterioro que produce dis
minucidn en la unibn con el anticuerpo se controla aﬁadieg
do exceso de anticuerpo en los tubos control al final del -

periodo de 1la incubacibn,

2,.,=- Factores que causan competicibdn inmunoldgica no «speci-

fica.-
a) Reaccibn cruzada entre hormonas de diferentes especies

y fragmentos hormonales,

Algunos anticuerpos son capaces de distinguir hormonas
que son extraidas de diferentes especies animales, y que SO
lamente se diferencian estructuralmente en algln residuo o
residuos de amino&cidos teniendo posiblemente 1la misma po-
tencia biolbgica., En los ensayos realizados con estos anti

cuerpos, no se obtendré linearizacidn en las curvas de -
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dilucibn de la muestra, si la hormona usada como standard
es de diferente especie a la hormona endbgena que se pre-
tende valorar (133). Otro aspecto interesante a conside-
rar es la existencia de fragmentos hormonales en la circg
lacibén que algunos antisueros no reconocen, como en el -—
caso de la gastrina,(134) y por tanto son irreconocibles
inmunolbgicamente,

b) Reactividad cruzada entre diversas hormonas polipépti-

dicas:

Debido a que muchas hormonas polipéptidas poseen deter
minantes antigénicos comunes, es posible que en la valora
cibén de una en particular interfieran las demés. Para el
control de estas interferencias hay que hacer curvas -
standards, variando la hormona standard y la hormona mar—
cada. Este problema se estudib més ampliamente en: Titu-—
lacibn de Anticuerpo.

c) Heterogeneidad de las hormonas en plasma, Suero o stag
dard.

Algunas hormonas en particular (PTH, insulina y gastri
na) (135,136 y 137) han planteado problemas de heteroge-—-
neidad, tanto en extractos pituitarios como en plasma, de

bido a su posibilidad de plantearse bajo diferentes formas
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estructurales que difieren unicamente en alghn aminoécido:
Esto ha sido demostrado y comprobado al obtener de un mis—
mo plasma valores muy discrepantes de la hormona éstudia—
da, al ser analizado en radioinmunoensayos empleando dife-

rentes anticuerpos.
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I. 12, CRITERIOS DE EVALUACION DE UNA CURVA STANDARD

Los criterios de evaluacibn de la curva standard
son numerosos y complejos, y dependen de la eleccibn del

sistema de coordenadas.,

En general, se puede decir que toda curva stan-—-—
dard debe de reunir las méximas condiciones de: sensibili

dad, precisibn, reproductibilidad y exactitud.

SENSIBILIDAD,
= = = T e

Debido a las méltiples controversias existentes
entre diferentes autores, para definir la sensibilidad de
un ensayo (Ekins y Newman, 1.970) (22), es necesario sefia
lar los parémetros fundamentales de toda curva standard -

que van a influir sobre sus caracteristicas.,

a) PENDIENTE DE LA CURVA,

La pendiente de la curva como definicibdn de la -
sensibilidad fué establecida por Berson y Yallow (104) es—
tableciendo que cuanto mayor sea la pendiente de la curva

mayor seré su sensibilidad.

En las representaciones gfaficas de Scatchard o

en las de logit-log, la pendiente es constante; sin embar

go en muchos casos la pendiente es variable en cada punto
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de la curva, y entonces tendremos que referirnos a la pen
diente correspondiente al punto cuya concentracibdn en hor

mona fria es cero (tubos cero) (138, 139).

Aunque este parémetro no debe de tomarse como in
dice de sensibilidad y precisibn, es fundamental en la —-

evaluacibn de la curva.

b) ORDENADA EN EL ORIGEN (INTERSECCION EN EL EJE OY)

Un buen findice de una "buena" curva standard, es
que la respuesta en ausencia de hormona fria (tubos cero)
sea muy alta, ya que asi una pequeiia cantidad de hormona
fria provocaria una disminucibébn significativa en relacibn
con la respuesta anterior, Existen exposiciones algebré}
cas que definen este parémetro, segfin las coordenadas ele

gidas. (138)

c) PUNTO MEDIO,

Es el punto correspondiente a una detérminada —_—
concentracibn de hormona fria tal que su respuesta produ-—
ce una reduccibdn del 50% del valor inicial, En la repre-
sentucibn gfafica es el punto de interseccibn en el eje -
OX correspondiente a un valor en el eje de la OY: B/By =

50%, 0 a logit-log B/Bg = o.
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Este parémetro, segfin Borth, (140) define el or-
den de magnitud de la escala de concentraciones que se uti

lizan en el estudio de la curva,

d) COEFICIENTE LAMBDA = XA

Este concepto, introducido por Gaddum (141), de-
fine, en cada punto de la curva, la desviacibdn standard -
de la respuesta variable partido por la pendiente de la -
curva en ese punto, Puesto que la curva puede conside—-—
rarse una linea recta en una zona pequefia alrededor del -
punto, este coeficiente nos da una medida de la desviacibn
standard o del coeficiente de variacibn del resultado de

Una muestra a valorar en ese punto,

e) LIMITES DE DETECCION,

Se define como la minima dosis detectable de hor
- mona fria capaz de producir una respuesta significativa-——
mente distinta de la producida por las soluciones que no
contienen hormona fria (tubos cero). Por respuesta signi
ficativamente distinta entendemos que ha de ser la corres
pondiente al punto, con una desviacibn standard igual a =
la de los tubos cero, multipiicado por un valor significa

tivo de la t de student (aproximadamente 2) (140, 142).
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PRECISION,

Midgley (1.969) (143) define precisibn como: la
medida en que una serie de resultados correspondientes a
la valoracidn de una muestra coinciden con el valor me--
dio, y la expresa como la cantidad de yariacién en su es

timacibn,

Este término refleja la reproducibilidad de 1la
medida y generalmente se representa como la desviacidn -
standard de las estimaciones de los replicados (duplica-
dos, triplicados etc...), suponiendo que se distribuyen

normalmente respecto a la media.

Como Midgley indica, no puede hablarse de la —-—
precisibn de un ensayo, en un sentido general, ya que ca
da punto de la curva tiene su desviacidn standard dife——

rente.

Los 4ndices de sensibilidad y precisibébn de un -
ensayo deben darse siempre asociados, y el experimenta—-
dor debe de intentar conseguir detectar la minima dosis

de hormona fria con la méxima precisibn.,
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EXACTITUD,
= e == =

Es la medida en que una concentracibédn conocida y
standarizada de hormona coincide con el valor media en el

ensayo,

A veces, se usan los resultados de los correspon

dientes bioensayos como referencia,

Asi muestras de.origen urinario medidos en bioeg
sayos y en radioinmunoensayos empleando standard de orina,
han mostrado excelentes concordancias (Ryan 1.969) (144),
del mismo modo que extractos pituitarios parcialmente pu
rificados, con diferentes contenidos en LH, FSH, y TSH, -

usando como standards preparaciones de origen hipofisario.

Un buen método para determinar la exactitud rela
tiva es comparar resultados obtenidos en diferentes ra--

dioinmunoensayos,

REPRODUCIBILIDAD,

Es la variabilidad en los resultados de una misma muestra:

a) En un mismo ensayo.
b) Entre ensayos diferentes,

c) Entre las diferentes personas técnicas que lo reali-
Zan,

(Bliss 1970) (145) (Finney 1.964) ( 25).
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Los métodos usados en el estudio de la reproducibi
lidad de un ensayo se estudiarén en el apartado correspon-
diente a control de calidad.

Factores que influyen en la sensibilidad, precisibn y exac-—
titud.

Todos los parametros anteriormente citados, que -
definen la sensibilidad, precisién y exactitud de un ensa-

yo, estan influenciados por:

1) La concentracién de los reactivos (anticuerpo, horii.—

na marcada etc.)
2) La constante de afinidad del anticucrpo (K).

3) E1 error del contaje (dependiente de la actividad es-
pecifica, de la hormona marcada, del tiecmpo de conta-

je y del volumen de la meucla)

4) E1 error experimental (dependiente del experimentador).

Ekins y Newman (22) han establecido una Teoria ma-—
temtica de los an&lisis de saturacibn, en la que aportan -
ecuaciones matem&ticas que relacionan los factores citados
con el fin de conseguir una mlxima sensibilidad, precisibn

y especificidad,

El 1imite de deteccibn de un ensayoc depende de la -
energfa de la reaccibr del anticuerpo (K= constante de equi

librio) y segfin Ekins (22) viene definido por la expresibn
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E/K, siendo € el error experimental. Una manera experimental
de preveer este limite consiste en realizar diferentes curvas
de dilucibén del anticuerpo con diferentes concentraciones de
hormona marcada (como vimos en el capitulo de Titulacibébn de -
anticuerpos). La concentracién minima de hormona marcada que
es capaz de distinguir el anticuerpo coincidird con la minima

dosis capaz de valorarse en el ensayo (102).

De este modo, es conveniente usar pequefias cantida-
des de hormona marcada, 1o que requiere que su actividad espe
cifica sea grande, para tener suficiente radioactividad con -

la minima concentracibén, en un tiempo determinado.

Otras formas de mejorar el limite de deteccibn y —-
los demds parémetros consisten en aumentar el volumen de la -
mezcla en el ensayo, y en la adicién tardia de la hormona mar
cada; esto Gltimo es vadlido siempre que la constante de velo-
cidad de reaccibn inversa entre Ag y Ab sea pequefia en rela--

cibn con la constante de asociaciébn.

La concentracibn del anticuerpo que debe usarse en
el ensayo, debe de ser la correspondiente a un valor de B/F -

aproximadamente de 1.0, pues una buena competicién requiere -



que los sitios de unibn del anticuerpo estén saturados. -
En estos casos la concentracidn de anticuerpo es baja, vy

es importante que el tiempo de incubacibn sea lo suficien

te para que la reaccibdn alcanze el equilibrio,

Sin embargo, la m&xima precisibdn se obtendria con
concentraciones altas de anticuerpo, aunque existe un 1lfi-
mite en esta consideracibn ya que los anticuerpos son he-
terogéneos y a grandes dosis podrian haber reacciones cru
zadas con otras hormonas que no interesa medir en el ensa

yo y se obtendrifan resultados errbneos. (73 )

Cuando interesa medir concentraciones altas de —-
hormona, el sistema debe de ser més preciso que sensible,
por lo que se eligiria una concentracibdn de anticuerpo ma
yor que la usada en los ensayos que son capaces de detec-

tar dosis muy pequeiias,
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I, 13, CONTROL ESTADISTICO DE UN RADIOINMUNOENSAYO Y
SISTEMAS DE AUTOMATIZACION DE LOS RESULTADOS.

Es esencial el estudio de la calidad de todd radiolin

munoensayo, para evaluar su estabilidad y reproducibilidad.

Para‘ello es necesario disponer de dos mezclas
de sueros procedentes de varios pacientes y analizarlos, por
duplicado o triplicado, en cada ensayo. Aplicandb ias‘férmg
las y criterios de evaluacibén establecidas por Rodbard (146),

con los resultados obtenidos, se puede:

1.~ Construir gréficas de control que expresen en abcisas el
ntimero de ensayos y en ordenadas los resultados obteni-—-—
dos, Junto con estas dgré&ficas es conveniente afladir las
diferentes caracteristicas de la curva standard, obteni-
das en cada ensayo (pendiente, interseccibn con el eje -

0X, etCeoe)o

2.~ Calcular la variabilidad de los resultados en un mismo

ensayo (Reproducibilidad inter—ensayo).

3.= Calcular la variabilidad de los resultados en dif¢rentaos

ensayos (Reproducibilidad intra-ensayo).

4.~ Analizar el paralelismo entre las muestras a valorar y -

las soluciones standard.

Debido al gran nfimero de muestras que se pueden valo
rar en un radioinmunoensayo se hun estudiado diversos siste-

mas de computacién automltica (146, 147). Con estos sistemas
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que generalmente se basan en la transformacibn lineal
logit-log, se pueden calcular automaticamente los re-
sultados en las muestras a valorar, dentro de unos 11
mites de confianza establecidos (normalmente se usa -
el 95%), asi como todas las caracteristicas que deter

minan la curva standard.



I. 14. DIFERENCIA ENTRE ACTIVIDAD BIOLOGICA E INMUNOLOGICA

Antes de descubrirse el Radioinmunoensayo como el
método mads idbéneo para la valoracibdbn de gonadotropinas, -

se usaban los métodos biolbégicos para su deteccién.

Las gonadotropinas, extraidas de la orina, precipi
tadas y purificadas, se inyectaban a ratas inmaduras y se
observaba el peso del ovario (148) E1 método mis sensi--
ble para LH es el de Parlow (149) que consiste en inyec—-
tar intravenosamente a ratas pseudoembarazadas los extrac
tos purificados y determinar la deplecibdbn del éacido ascérbi
co en el ovario. Otro ensayo consistia el inyectar a ratas
hipofisectomizadas el material a valorar y observar el cre-

cimiento de la prbstata. (150)

Los valores obtenidos por estos ensayos biolbgicos
no siempre coinciden con los obtenidos por métodos inmuno-

16gicos debido a los siguientes factores:

1.- En tas manipulaciones de extraccién y manipulacibén pue
den destruirse las propiedades biolbgica y sin embargo

mantenerse las inmunolbgicas (151)

2.- Las discrepancias pueden depender del anticuerpo usado

en el radioinmunoensayo. (144)
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3.—- E1 patrbén elegido como referencia puede ser de origen
urinario o pituitario. En el caso de LH o FSH el patrébdn
que normalmente se usa es el int=rnacional de orina pro-
cedente de mujer menopaﬁsica ( 2nd IRP-HMG). Los valores
correspondientes a extractos pituitarios en referencia a
este patrén son mayores en 1los ensayos biolbgicos que en
los radioinmunoensayos. Esta diferencia disminuye cuando
el patrbdn elegido es el procedente de pituitaria humana
@52). Otra forma de expresar los resultados es tomar como
referencia los extractos pituitarios en unidades de peso

(pg o pg).
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IT. HORMONAS PITUITARIAS E HIPOTALAMICAS. CARACTERI-

ZACION BIOQUIMICA DE FSH, LH Y SUS HORMONAS LI--

BERADORAS.

IT. 1. Generalidades

La pituitaria es una glandula de secrecibn in
terna asentada en la silla turca, una concavidad del hue
so esfenoides; estd constituida por tres zonas muy defini
das : la parte anterior o adenohipbé6fisis que estd relacio
nada con el hipotdlamo a través de 1os vasos portales hi-
potalamo-hipofisario, la parte posterior o neurohipbfisis
inervada por fibras desde los nfticleos paraventricular . :i
prabptico del hipotdlamo y la parte intermedia o 16ébulo
intermedio, que se adhiere a la parte anterior en la =dad

adulta ( 153,154).

La adenohip6fisis es una confederacibébn de va--—
rias unidades funcionalmente independientes, cada una com
puesta de un tipo de células que sintetizan y segregan lac
hormonas polipeptidicas. La clasificacién tradicional de
esta células, en funcibn de la reaccibn manifiesta en el
tinte con hematoxilina o eosina, en acidéfilas, basédfilas

y crombéfobas, no es adecuada para explicar la liberacibn
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independiente de las seis hormonas conocidas y de la se-
creciébn  de otros péptidos, cuya significacibébn fisiolb--
gica alin no esti establecida. Es mids 16gico clasificar
las células segin las hormonas conocidas que segregan, -
que actualmente son las siguientes : somatotropina u hor
mona de crecimiento (GH), corticotropina (ACTH ), tiro--
tropina (TSH), prolactina (PRL), hormona foclicular (FSH),
hormona lutcinizante (LH), y hormona estimulante de mela-

nocitos (MSH) (155,156).

IT. 2. Analogia estructural entre las Hormonas Glicopro-

teicas : FSH, LH, y HCG

Las hormonas FSH, LH, TSH, junto con la hormo-
na placentaria HCG estdn constituidas por cadenas consti-
tuidas por cadenas polipeptidicas con grupos sustitutivos
de carbohidratos,en una relaciédn de 15 a 30 % respecto de
su peso molecular. Los azlcares que contienen son fucosa,
manosa y dJalactosa, y en su composicibn intervienen el

&cido sidlico en una proporcién no constante (157,158)
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Cada molécu}a de estas hormonas estid formada por dos
subunidades deéignadas por alfa vy beta; la secuencia de -
las cadenas es idéntica o muy similar entre ellas y es la
que confiere las funciones méds Jgenerales, como el transpor-
te o activacién de su receptor (159, 160). La subunidad ,
cuya secuencia es muy diferente de una hormona a otra, da -
la especificidad a la molécula completa, y posee ligera ac-—
tividad biolégica que la completa con la unibn de la cadena

(161, 162).

Los hibridos formados por combinacién de una subuni-
dad & de una hormona y de la @ de otra, poseen la actividad
biolégica propia de la que dona la :ibunidad @ ; asi el hi-
brido formado por la unibén de la cadena & de TSH y de la (@
de LH, poseeré.actividad luteneizante (163). E1 conocimien
to de la semejanza estructural de las cadenas 6 de las hor-
monas glicoproteicas explica la reaccidn cruzada entre ellas

en su valoracibn radioinmunolébgica.

1raCaracterizacién Bioquimica de LH.

Los procedimientos m&s usados para la extraccibn de
FSH y LH fueron descritos por Wilhelmi en 1.961 (164), por
Parlow (165) y por Hartree en 1.966 (166). Uno de los pa-

sos mis laboriosos en su extraccibébn es la separacibn de --



estas dos hormonas, independientemente, sin contaminacién
entre ellas, y a su vez, la obtencibn de LH pura sin pre-
sencia de TSH. En estas separaciones se usa cromatografia
en celulosa DEAE (167) y cromatograffa en columna de Sephadex

G-100 (158).

Una vez extraidas y purificadas se procedi al estu
dio de sus caracteristicas estructurales y bioquimicas. La
LH es una hormona glicoprotéica de peso molecular aproxima-
do de 30.00 y con un contenido en carbohidratos del 20% —-
(168). Su composicibn en aminodcidos ha sido calculado por
varios autores: Reichert en 1.968 (169) Bell en 1.969 (170),

etc. co v

El contenido en A4cido sidlico es del 1%; este &cido
juega un papel muy importante en la prolongacién de la vida
media de las glicoproteinas y contribuye a la propiedades -
biolbgicas de sus moléculas; al separar este &cido de la mo
lécula de LH, ésta pierde gran parte de su actividad biolé-

gica (171).

La LH ovina, bovina, porcina y de rata contienen me-
nos cantidad de dcido sidlico gue la humana y mayor conteni
do en prolina. El1 punto isoeléctrico de LH es de 7,5 y es
mas 4cido el del LH de las especies primates que no prima--

tes (172).
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Howérd y Pierce’en 1.969 (162), describieron las dos
subunidades de TSH y LH bovinas poniendo de manifiesto 1las
analogias en las secuencias de sus amino&cidos. Las subuni
dades o de TSH, LH y FSH son muy analbgas y presenta reaccidn

cruzada (161).

El peso molecular de las dos subunidades & y @ de LH,
estimadas por Reichert en 1.971 (173) son de 15.300 y de -
14.600, respectivamente. La secuencia completa de 1os 96
amino&cidos de la subunidad d y de los 120 de la (@ de LH -
ovina han sido determinados por Sairam, Packoff, LY y col -

en 1.972 (174, 175) y 1.973 (176).



II. 4. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE FSH

La FSH es una hormona polipeptidica de peso molecular
aproximado de 36.000 (177) y su contenido en carbohidratos
es de 25%. La Composicién de aminodcidos fué determiado --

por Roos en 1967 (178), por Perckhan y Parlow en 1969 (179).

El 5%, en peso, de FSH humana es de &cido sidlico, =--
que es necesario para su actividid biolbgica pero no inmuno
16gica. La molécula de FSH es 4cida, con un punto isioeléc
trico entre 4 y 5 (180) y al parecer no hay diferencias con

el de los no-primates.

La LH se inactiva por digestién por quimiotrédpica, =
mientras la FSﬁ no sufre este proceso (181). A! igual que
la LH, la FSH consiste en dos subunidades a 7 @ , inicial-
mente separadas por Saxena y Rothman (182). La secuencia -
de la subunidad dde FSH humana, caracterizada(en 1.974) —-
por Shomey y Parlow, (183) tiene 89 aminodcidos y es total
mente idéntica a la subunidad O de LH; la secuencia de 1la
subunidad @, caracterizada por los mismos autores tiene -
115 aminodcidos y presenta mds analogfa con la :wubunidad (3

de TSH que con la subunidad 3 de LH.
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La Tabla 2 muestra la composiciébn de aminodcidos
de FSH humano y sus subunidades en comparacibdn con la -

composicién de LH, TSH humana y sus subunidades (184).
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COMPOSICION AMINOACIDA DE FSH Y SUS SUBUNIDADES
COMPARACION CON LAS SUBUNIDADES DE LH Y TSH

INOACIDOS ?igzgg/logHQZIes dzsiﬁznoécizggganal?zzzos) T ui;iq
sina 7.3 5.8 4.9 6.2 2.6 6.3 6.1
stidina 3.4 3.3 2.7 3.0 3.2 2.5 2.7
ginina 3.6 4.4 4.4 5.0 12.3 1.7 3.8
ido aspartico 6.4 6.1 7.2 7.9 6.6 o 7.0
eonina 8.8 8.6 8.5 10.6 5.6 9.7 9.2
rina 7.8 7.9 8.0 5.7 4.6 5.2 6.7
ido glutamico 9.9 10.7 10.2 9.1 8.5 7.4 10.0
olina 7.3 8.0 8.1 5.5 11.9 6.2 6.
icina 4.9 4.9 5.5 5.9 3.4 4.5 5.5
‘anina 5.2 4.5 5.2 6.4 2.8 6.3 6.9
stina 9.9 10.5 7.9 8.9 9.3 7.1 9.1
lina 7.6 8.1 8.3 5.8 9.2 4.2 6.5
tionina . 2.9 2.6 2.5 0.6 1.9 1.6 1.7
oleucina 1.2 1.7 2.5 5.1 4,2 7.0 L6
ucina 4.7 5.1 5.3 5.0 7.4 5.8 5.4
10sina 4.4 3.8 4.3 6.2 2.8 5.8 5.2
vnilalanina 4.7 3.9 4.2 3.2 2.5 3.8 3.8
iptéfano —_— 0.3 - 0.9 1.6 - bl

TABLA 2
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IT. 5.HORMONAS HIPOTALAMICAS

El hipotdlamo es un drea del diencéfalo situado en
la base del cerebro, ventral-al tdlamo y que forma ei sue
lo y parte de las paredes laterales del tercer ventriculo;
anteriormente estd limitado por el quiasma Optico y poste

riormente por 1os cuerpos mamilares (185).

Las bases anaté4micas del control de la adenohipbfi-
sis fueron claramente establecidas por Harris en 1.955 --
(186). Tanto en el honbre como en los dem&s mamiferos e
incluso en los vertebrados inferiores, 1.. conexibn entre
el hipotdlamo y la adenohipb6fisis se establece a través -
de un sistema porta senguineo; la teoria mds aceptada ex-—
Plica esta conexibén del modo siguiente: las terminaciones
nerviosas de las células de los nGcleos hipotalédmicos 1li-
beran sustancias hormonales, en 1os capilares de la emi--
nencia media, que se distribuyen en las venas del tallo y
son transportdas a la adenohipbfisis a través de un segun
do"plexus"de capilares que forman el sistema porta hipofi

so—=hipotalamico.

La accién de estas sustancias hipotalamicas es la es

timulacibén o inhibicibn de la sintesis y secrecibdn de las
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hormonas pituitarias, por 1o que se las denomina: Hormo-

nas liberadoras o inhibidoras hipotal&micas; (187).

Las hormonus liberadoras conocidas, hasta el presen

te son las siguientes:

Hormona liberadora de la corticotropina (ACTH): CRH o CRF
Hormona liberadora de la tirotropina (TSH): TRH o TRF
Hormona liberadora de la hormona luteneizante (LH) y de -
la hormona foliculo-estimulante (FSH): LH-RH o LH-RF

Hormona iiberadora de la hormona de crecimiento(GH): GH-RH
0 GH~RF

Hormona inhibidora de la hormona de crecimiento(GH): GIH
o GIF

Hormona liberadora de la Prolactina (PRL): PRH o PRF
Hormona inhibidora de ia Prolactina (PRL): PIH o PIF

Hormona liberadora de la hormona melanocito-—-estimulante —-—
(MSH): MRH o MRF

Hormona inhibidora de la hormona melanocito-estimulante —-—
(MSH): MIH o MIF

De todas estas hormonas, solamente tres de ellas han

sido aisladas y caracterizadas y sintetizadas:

TRH : es un tripéptido, aislado de extractos hipotalami
cos porcinos y caracterizado por Schally y col en
1.969 y 1.970 (188,189,190).

GIH : 0 somatostatina, compuesta de 14 aminodcidos, fué
aislado de extractos hipotal&micos ©vinos y por-—

cinos (191,192), por Shally y Col.,y Guillemin vy
Col.



LH-RH : La presencia de LH-RH en extractos hipotalédmicos de
ratas gse demostrd por primera vez en el afio 1.960 (193) y -
fue aislado de hipotdlamos de cerdo por Schally y col. (194)
y por Guillemin y col. (195), en 1971. Su determinacién de
aminodcidos y su sintesis se realizaron en el mismo afio

(196,197). La Figura 7 muestra la estructura de LH,RH y TRH:
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FIG.7:(A): FORMULA DE LA HORMONA LIBERADORA DE TSH : TRF
(B): FORMULA DE LA HORMONA LIBERADORA DE LH : LH-RH

De los estudios realizados para relacionar la es-
tructura con su actividad, se ha llegado a la conclusibén de
que el anillo imidazol de histidina en posiciénvg y el ani-
11o indbélico en posicibén 3, son necesarios para la activi--

dad bioqufmica del LH-RH (1.975) (198).
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Aunque su aislamiento se basd en la capacidad de -
liberacibébn de LH, también estimula la secrecibn de FSH, -

pero en menor grado.

Arimura y col en 1.973 (199),efectuaron un radioin
munoensayo especifico y sensible para su valoracibdn ein —-
sueros. Los anticuerpos se obtuvieron en conejos, que —-—
desarrollaron atrofia de las gbnadas por neutralizacibn -

del LH-RH endbgena con los anticuerpos formados.

Se han sintetizados compuestos andlogos al LH-RH, -
que se diferencian en algun aminodcido y poseen una accibdn
mas prolongada en la secrecibn de LH y FSH. (200) Entre

ellos:

. : 0
D-A1a6—des-Glylo-LH-RH etilamida; u—Leu6—des—G1y—l ~LH-RH

etilamida; y D—TrpS—LH—RH.

Otros compuestos sintéticos, con distintas variacio
nes en algin aminodcido presentan una accibdn inhibidora -
del LH-RH, entre ellos:

D-PhePLH-RH y D-Leu’-LH-RH, sintetizados por el grupo de
Schally (201) inhiben el pico de LH y FSH durante la ovu-
lacibn enhamscers. Estos inhibidores pueden presentar -—-—

una Jgran importancia en el futuro para sSu uso como anticon

ceptivos en humanos.



ITI. ACCION DE LAS GONADOTROPINAS

ITI. 1. GENERALIDADES

La FSH y LH, sintetizadas y liberadas por 15 ade
nohipbfisis, ejercen su accibdn en las gbnadas sexuales,
ovarios y testiculos, estimulando su diferenciacién y e
volucibn durante la vida fetal, su desarrollo en la in-—-
fancia y pubertad y el mantenimiento de su funcién hormo

nal y reproductiva en el estado de madurez. (202)

Cuando la FSH y LH llegan a las ¢landula: diana,
el primer paso que se produce es una interaccién hormona-
receptor especifico, localizado en las membranas de las -
células de la glédndula. El1 segundo paso ha sido explica-
do por la teorfa desarrollada por Sutherland (203,204), -
aplicable a la gran mayoria de las hormonas. Esta teoria
supone dque el resultado de esta interaccibn, es un aumen-
to (o, a veces, disminucién) de la actividad de la enzima
adenil-cliclasa, enzima morfolbgicamente relacionada con
el receptor y que cataliza la transformacién de ATP en -

c-ANM# en la membrana celular.

Este aumento, por tanto, provoca una subida de -

los niveles de c-AMP, que a su vez induce alteraciones -



enzimiticas y otros procesos celulares que conducirédn a
la respuesta biolbgica especifica al mensaje transmiti-

do por la hormona.

En todo el proceso global, la hormona seria el
Primer mensajero mientras el c¢-AMP el segundo, razbdn --
por la due se conoce esta teorfia como"Teorfa del segundo
mensajero? Se ha pensado que las Prostaglandinas actlan

también controlando la actividad de 1la adenil—ciiasa(ZOS).

Krebs y col (206) demostraron que el c-AMP Fformado
activa unas enzimas catalizadoras de la transferencia del
fosfato terminal del ATP a una proteina, a las que denomi

naron: "protein-kinasas dependientes del c-AMP".

Apoyados en estas observaciones Bronstom y Col —-
(207) proponen que estas kinasas estdn compuestas de una
subunidad reguladora (R) y otra catalitica (G) y que el -
c-AMP al actuar sobre ellas se uniria a la subunidad R dg-
Jando libre la subunidad catalitica G activa para desenca

denar reacciones enzimldticas propias de la célula:

—\ )
(RC) + c-AMP R-C.AMP + G:
-

La Figura 8 muestra un esquema del proceso.
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FIG.8: MODELO DE LA ESTIMULACION DE LA REACCION ESPECIFJCA ENZIMATICA HORMONAL

VIA c-AMP.
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ITII. 2. ACCCION DE LH Y FSH EN LOS OVARIOS

Los ovarios tienen dos funciones primordiales : una
hormonal, con produccibébn de estrbd4genos y progesterona funda-
mentalmente, controlada por las células tecales y laé de la
granulosa de los foliculos y por el cuerpo ltteo, y otra -
reproductiva que consiste en el desarrollo y maduracibn del
folficulo y maduracibén y expulsién del 6vulo para su posible

fFecundacién (208)

Los estrb6genos son esteroides con 18 4tomos de Car-
bono y se caracterizan por poseer una anilloaromdtico A y
un grupo hidroxifenbélico en el Carbono-3. La Figura 9 mues
tra un esquema de la biosintesis de los estrbdgenos que se
produce en las células de la teca (20%) por medio de un —-
sistema enzimético capaz de hidrolizar la progesterona y
transformar los esteroides de 21 4tomos de Carbono en « -
teroides de 19 4tomos de C (andrbgenos) y de 18 &tomcs de

C (estrbgenos).
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L0OS TRAZOS A SENALIZAN LAS REACCIONES CATA

L1ZADAS POR LA DESHIDROGENASA DE LOS 3 HIDROXL
tSTEROIDES. LOS TRAZOS B SENALTZAN LAS REACCIONES
QUE CONDUCEN A LA AROMATIZACION DE LOS ANDROGENOS.
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Las células de la granulosa, poCO numerosas en
la fase folicular y que constituyen la parte esencial -
del cuerpo 1liteo, convierten m&s eficazmente la 5-preg
nenolona en progesterona, pero su hidrbélisis posterior

no se verifica o 1o hace con muy poco rendimiento (210).

Es posible que la progesterona de la granulosa -
sea utilizada por la teca como precursor de produccibn -

de estrbgenos. (211).

Aunque esti bien comprobado que la LH actlha en -
la luteneizacibn del foliculo (212) y en la esteroidogé-
nesis a nivel de las células de la granulosa y de 1la te
ca (213), queda por explicar el mecanismo de accibn com-

pleto.

Los primeros estudios realizados por March y col
(214, 215), in vitro, demostraron que la LH aumenta - -
la sintesis de progesterona en‘cuerpos liteos bovinos —--
(216). Estos trabajos, junto con otros mds recientes —-—
(217, 218), apoyan la idea de que la actuacibén de la LH
en la esteroidogénesis estd mediada por el c-AMP, segun

la teorfa de Sutherland.
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Esta accibn mediadora del c-AMP parece ser que se
sitia en la transformacién de colesterol a pregnenolona,-

tal como indica la Figura 10 (219):

CHy
C=0
TPNH TPNH (b
——fy |
Colesterol 20 o Hidroxi- . 20w, 22 Edihidroxi- Pregnenolona

Colesterol ' Colesterol

FIG.10:VIA HIPOTETICA DE LA CONVERSION DE COLESTEKOL A
PREGNENOLONA . (REPRODUCIDC DE P.F.HALL,EN : THE
ANDROGENS OF THE TESTIS,EDITADO POR K.B.EIK-NESS
NEW YORK,1970). TPNH: FORMA REDUCIDA DEL NUCLEO-
TIDO TRIFOSFOPIRIDINA.

La hipétesis de que las prostaglandinas pueden ju-
gar un papel importante en este ain obscuro mecanismo de -
accibn de LH, se apoya en trabajos que demuestran que es—-
tas sustancias estimulan la sintesis de progesterona indu-
ciendo la formacién de c-AMP ¢u ovario de gato y cuerpo 1lU
teo bovino (220) y de que LH, in vitro, y c-AMP aumentan -
la sintesis de prostaglandinas en folicuios de conejos ~--

(221).
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Siguiendo los trabajos de Krebs y col (206), Me-
non (222) purificé una kinasa del cuerpo lGteo bovino vy
al comprébar que era activada por LH, in vitro, indépen—
dientemente de c-AMP sugiridé que la LH ejerce un control

directo de la actividad de esta kinasa.

La FSH parece ser la responsable de la maduraciébn
folicular, crecimiento del 6vulo y proliferacibdn de las -
células de la granulosa, no interviniendo, al parecer en
la biosintesis de los estrbdgenos. Experimentos, in vivo
e in vitro, (223), han demostrado que esta accibn se ejez
ce por la inducciébn de la sintesis de ADN (4cido dexosi--
rribonucléico) en la divisibn de las células del foliculo
y células germinales, y de m-ARN (&cido ribunucléico-men-
sajero), que estd implicado en la sintesis de proteinas.-
Aunque se conoce muy poco sobre el mecanismo de accibn de
la FSH parece que esti mediada también por el c-AMP(224).
Las acciones de la FSH y LH son complementarias y es impo
sible una funcién normal de las gbnadas si sus actuaciones
gbnado-estimulantes no estdn bien equilibradas (225). La
FSH produce crecimiento de los componentes del foliculo,
que una vez desarrollado estaréd en condiciones de asumir

su funcién endocrina bajo el control de la LH.
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ITI. 3. ACCION DE LH y FSH EN LOS TESTICULOS

Los testiculos ejercen dos funciones principales,
una hormonal y otra reproductiva. En 1la primera esta -
involucrada la sintesis y secreciébn de la testosterona,
por las células intersticiales de Leyding, y en la se-—-
gunda la espermatogenesis, es decir, el desarrollo y ma
duracién de las células germinales en el epitelio de --—

los ttibulos seminiferos (226).
El esquema de la Figura M muestra las dos vias de

produccibn de la testosterona, andrbégeno principal secre

tado en los testficulos. (227, 228).

Colesterol | ]

Dshidrospisn-

Hidroxi- drosterons

pregnenclana HO

CH,
|
<=0 o

---OH

Pregnenolona
o regnenolon, o

—
Hidroxi-
progesterona o

OA-Androsteno-
3, 17-dions

————— OH
Progesterona

y Testosterons
o

FIG.11: REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA BINSINTESIS DE

LA TESTOSTERONA POR LAS CELULAS DE LEYDING DEL
TESTICULO.
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Se ha demostrado que la LH (I.C.S.H.) y HCG estimu-
lan las esteroidogénesis in vivo, (229); experimentos rea
lizados, in vitro, con células intersticialec aisladas de
ratbn apoyan la hipbtesis de que esta accibdn estd mediada

por el c-AMP (230, 231).

Sin embargo, estudios realizados con pedquefias dosis
de HCG y LH (232, 233), revelan que la esteroidogéneis al
canza su maximo sin que se observe incremento de los nive
les de c-AMP, 10 que hace pensar que otro sistema, distig
to del de la adenilciclasa, puede regular la accibn del -
LH, o que las técnicas usadas no sean capaces de detectar

pequetias diferencias en los valores de c-AMP.

Al igual que en el ovario, la LH act@ia en la este--
roidogénesis en el paso de colesterol a prejnenolona, =—-

(234).

En estas reacciones, el proceso mids lento y complejo
es la QA -hidroxilacibén y puede ser donde resida la cla-

ve del mecanismo de estimulacién trépica del LH (235).
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Aunque se sabe desde hace mucho que la FSH estimula
el epitelio dgerminal,el sitio de accibébn no estd definido -—-

con exactitud (236). BExisten claras evidencias de que la

FSH estimula el sistema adenilciclasa (237) y la sintesis

de proteinas en los téibulos seminiferos (238). AGn queda

por esclarecer qué procesos de la espermatogénesis son no

dependientes de FSH.

Desde hace varios afios, han sugerido que el epite--
lio germinal segrega una sustancia, a la que denominaron --—
"inhibin", que puede actuar bloqueando la secrecidn de FSH
(239). Franchimont y col (240), Lugaro y col (241), muy ré
cientemente, han confirmado esta hipétesis demostrando que

es una sustancia peptidica.

Es interesante hacer notar que las experiencias de-
muestran que la FSH y LH actian sinergéticamente en la este
roidogénesis (242); ésto mismo podria suceder en el caso de

la espermatogénesis.
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IV. RECEPTORES GONADALES

Iv . 1. RECEPTORES

Los receptores son moléculas o complejos molecula-
res, cuya misibn es reconocer e interaccionar especifica--
mente con la hormona que actia en la célula diana. Este -
primer contacto de la hormona con el receptor, presente en
la célula, es la primera seflal que inicia una cadena de pro

cesos destinados a una respuesta biolbgica especifica.

Es estudio de los receptores especificos testicula
res de LH y HCG se han llevado a cabo,"in vitro} por incu-

251 con homogeneizados de

bacibén de LH ¥ HCG marcados con 1
testiculos de ratén y céluius de Leyding aisladas (243), e

"in viVoP inyectando las hormonas marcadas al animal (244).

Una vez comprobada su existencia, se les ha extrail
do con detergentes no ibnicos (Triton ) y caracterizado -

bioquimicamente. (245).

Se ha demostrado también que la LH y FSH se unen de
una forma muy especifica a receptores presentes en el ova--
rio (246, 247) localizéndose en las membranas plasmdticas -

(248).
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Los receptores testiculares de FSH, demostrados por
la unidén de FSH marcada con tritio, parecen estar situadas
en las membranas celulares de los tGbulos seminiferos de ra

tén (249).

B} estudio de los receptores gonadales ha conducido
a Catt y col (250,251) al desarrollo de un andlisis muy es
pecifico de las gonadotropinas, bas&ndose en la inhibicibn
competitiva de la hormona endbgena a valorar o la hormona -
standard,en la unibén hormona marcada-receptor y al estudio
de las caracteristicas bioquimicas de esta unibn hormona-pe

ceptor.
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V. CONTROL DE LA SECRECION DE FSH y LH

V. 1. MECANISMOS DE FEEDBACK

La liberacién de las gonadotrofinas, no se realiza
de una forma tbnica sino pulsitil (252), mls acusada en
LH que en FSH, quizds debido a la vida mis lafga de FSH
(253). Esta secrecién pulsitil, segiin Vande Wiele y Fe-
rin (254), parece ser dependiente de un mecanismo propio
de la adenohipé6fisis mis bien que del sistema nervioso -

central.

La regulacibébn de la secrecibdn de FSH y LH por los
esteroides gonadales, tienen diferentes mecanismos en -—-
hombres y mujeres; su control, en ambos casos, estd nLajo
la accibén de las hormonas liberadoras del hipotidlamo y a
su vei bajo la influencia de los centros cort.cales del -

sistema nervioso central.

Los mecanismos de Feedback, que regulan la activi-
dad del eje hipotdlamo-hipéfisis—gonadal, pueden clasifi

carse de la manera siguiente:

Mecanismos "Feedback largos", en los cuales 10s men-

sajes de inhibicién provienen de los esteroides producidos

por las gbnadas.

Mecanismos "Feedback cortos", en los cuales los men-

sajes de inhibicién vienen dados por las gonadotrofinas --

sintetizadas en la adenohipbéfisis.
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Mecanismos "Feedback ultracortos", en los cuales
las hormonas liberadoras del hipotdlamo controlan su pro-
pia sintesis.

Los mecanismos de "Feedback cortos", fueron oOb-
servados por Motta y col. (255) al comprobar que 1lo0s valo
res de LH, muy altos, en ratas castradas, eran reducidos
al hacer una implantacibén de LH en la eminencia media, su
giriendo que ésta contiene receptores sensibles al cambio
de LH y que actuarfian inhibiendo la secrecién de LH ai ser
activadas por altos niveles de esta hormona. Del mismo -
modo, Fraschini y col. (256) han descrito un mecanismo --

andlogo para FSH.

Los mecanismos de "Feedback ultracortos", fueron
descritos por el grupo de Martini y Motta (257,258), al -
comprobar una disminucién del contenido de la hormona L1i1-
beradora de LH y FSH, en ratas hipofisectomizadas y cas-—
tradas, después de la administracibn subcuténea de extrac
tos hipotalamicos, 1o que hace suponer que el cerebro con
tlene receptores sensibles a las hormonas liberadoras, y

que ellas mismas regulan su prciia producciédn.

V. 2. CONTROL DE LA SECRECION DE FSH Y LH EN MUJERES.

El funcionamiento del eje hipotilamo-hipbfisogo-

nadal en la mujer, constituye un mecanismo mu, complejo
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en el que estén involucrados efectos de Feedback positi-
vOos y negativos de los esteroides ovaricos, sobre el con
trol de la secrecidn de FSH y LH.

La figura 12 presenta la secrecién de estos es
teroides, junto con los valores de FSH y LH durante un -
ciclo menstrual normal (259). En la 12 parte de la fase
folicular, que morfologicamente comienza por un crecimien
to del foliculo, hay una subida en 1los niveles de FSH —-
que va descendiendo lentamente a medida que ascienden —-—
los de LH.

En todos los ciclos normales existe un pico maxi
mo de LH y FSH, coincidente con el dia en que la tempera
tura basal es mids baja. La rotura del folfculo (ovulacibn)
ocurre entre 16 y 24 horas después del pico de LH (260).
Ambas concentraciones madximas de FSH y LH, habitualmen-
te aparecen el mismo dia, aln cuando algunos autores co
mo Franchimont (261), Migdley y Jaffe (262), han encon--
trado que en casi el 40% de las jbévenes estudiadas el pi
co de LH puede preceder al de FSH. El1 pico de LH parece
ser una descarga bifisica de duracibn 48 horas {(263).

Durante la fase luteinica, generalmente, no —-
hay cambios notables en los valores de FSH y LH, 1o que
sugiere la idea de que el cuerpo 1lGteo es autbdnomo; en

esta fase los valores de FSH y LH son mencres que en la

fase folicular (261, 262),
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El mecanismo de accibén de los estrbdgenos cobre 1la
secrecibébn de FSH y LH no estd alin clarauente establecido.
Los niveles altos de estradiol que preceden al pico de LH,
han sugerido la hipétesis de un efecto de Feedback positi-
vOo sobre el eje hipotdlamo-hipofisario (264,265), mientras
que la subida de FSH en la primera parte de la fase folicu
lar podria explicar un efecto de Feedback negativo produci
do por el descenso de 1los niveles estrogénicos en la fase

lutefnica anterior.

Con el fin de esclarecer este mecanismo de accibn -
se han administrado compuestos estrogénicos, en mujeres -
normales y patolé4gicas, y se han observado las variaciones
en 1os niveles de gonadotrofinas. Los resultados dados --
por los diversos autores discrepan notablemente, en parte,
debido a las dosis empleadas y a la fase del ciclo en que

realizaron los experimentos.

En mujeres postumenopaﬁsicas; dosis bajas de estrbége
nos (etinil-estradiol) Franchimont y col. (266) consiguie
ron una disminucién de los niveles de FSH, sin variacién
de los de LH; en mujeres normales Toci y col. (267) obser-
varon una disminucién de lo< niveles de FSH con dosis sufi

cientes de estrédgenos.
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La éccién de los estrb6dgenos sobre la secreccidén de LH es

mucho mds diffcil de analizar. En mujeres post-menopatisi-
cas dosis elevadas produjeron una disminuciébn de LH en -
los estudios realizados por Cargille (269); estudios.rea—
lizados en mujeres normales manifiestan que la sensibili-
dad del eje hipotidlamo-hipofisario a los estrbgenos, va--—

ria durante las distintas fases del c¢iclo menstrual.

A los 3-4 dias después del pico ovulatorio, 1los ni-
veles de progesterona alcanzan un maximo y descienden des-
pues rapidamente (270, 271). Inyc¢cciones de progesterona
no producen ningtn cambio en los valores de FSH y LH, sin
embargo sus derivados, como acetato de noretisterona, blo
quean la secrecibn méxima de FSH y LH en la mitad del ci
clo (272, 273), razébn por la que se les ha empleado como

agentes contraceptivos.

El tratamiento no-secuencial con agentes contracep
tivos que contienen estrbdgenos y progestdgenos, suprimen
el pico midximo de ambas gonadotropinas asi como los valo-
res altos de FSH en la primera parte de la fase folicular

(274,273,271).

La Figura 13Amuestra los diferentes Mecanismos de

Feedbac< que regulan el eje Hipotdlamo-hipofiso--ovarico.
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Estudios , in vitro, demuestran que los esteroides pueden
actuar tanto a nivel hipotalé&mico como hipofisario. (275,

276).

HIPOFISIS
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4 4
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FIG. 13 (A): MECANISMOS DE FEEDBACK QUE CONTROLAN EL EJE HIFUYALAMO-
HIPOFISIS - OVARICO.

e oam wun . FEEDBACK LARLO

—-— - : FEEDBACK CORTO

~7"7™~ : 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 disminucién de los valores de LH observados al in~
yectar propionato de testosterona a hombres (277,278), y la
relacibén inversa entre los valores de LH y testosteroﬂa exis
tentes en el ciclo diurno normal (279), demuestran que la -
testosterona, per se, o0 por su transformacibédn periférica en
estrbgenos, es el factor mds importante en el mecanismo de

Feedback largo de control de LH.

Experimentos realizados "in vitro" por Massa y col
(280), demuestran que la adenohipé6fisis y el hipotdlamo son
capaces de transformar la testosterona en dihidrotestostero
na (DHT) y apoyan la hipbtesis de que esta transformacibn -
es necesaria para la induccibén de los efectos de Feedback

y Para un comportamiento sexual normal.

La naturaleza exacta del control de la FSH alin no se
conoce muy bien; los valores altos de FSH encontrados en al
gunos casos clinicos, como en el caso del Sindrome de Kli--
nelfelter, con lesiones en los tdbulos seminiferos, y en 1los
casos de Azoospermia y Oligospermia, con espermatogénesis
anormal (281), hacen suponer que las células germinales se-
gregan una sustancia,de naturaleza pruteica, que ejerceria

un efecto de Feedback negativo en la liberaciédn de FSH (281,
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240 Y 241). Aunque aparentemente parece ser que la testos-
terona no interviene en la regulacién de FSH, algunos traba
jos, basados en la disminucién de FSH por altas dosis de es
te andrégeno (278) demuestran que puede existir un mecanis-
mo de feedback negativo de la testosterona sobre la secre--

cibébn de FSH.

La localizacibn de estos mecanismos de Feedback por
la testosterona se han llevado a cabo con estudios autoradio
gréficos (282, 283). La concentracién de andrédgenos marcadas
con Tritio en el hipotidlamo, hipocampo y amigdala, asi como
en la pituitaria de rata sostiene la hipbtesis de que estos
mecanismos se realizan a nivel del sistema nervio:oo central

y a nivel de la pituitaria

La Figura 13 B muestra los diferentes mecanismoc
de Feedback que controlan el eje hipotdlamo-hip6fisi-t. .ti-

cular.
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V. 4. INFLUENCIA DE LAS CATECOLAMINAS EN LA SECRECiON DE
LAS GONADOTROPINAS.

Sawyer y col., (284) fueron los primeros en demostrar
una influencia de las catecolaminas en el control de FSH y
LH, al conseguir inhibir la ovulacién por medio de un blo-
queante,g adrenérgico (dibenamina). Estudios posteriores
"in vitro" demostraron que la adrenalina y norepinefrina es
timulaban la liberacién de FSH en pituitarias de ratas, <in
embargo la dopamina no la alteraba (285). Cuando se afladia
al cultivo de pituitaria anterior extractos de hipotdlamo -
la dopamina incrementaba los niveles de FSH y LH (286), del
mismo modo que cuando se inyectaba dopamina en el 392 ventri

culo de rata (287, 288).

Todos estos trabajos hacen suponer gue la accibn de -
las catecolaminas se localiza principalmente a nivel hipota
ldmico. Esta accién puede inhibirse con bloqueadores B --

adrenérgico, pero no con «3(289).

Un tema de gran controversia es el de qué tipo de cate
colaminas es el mis activo en el control de la adenohip&dfi--

sis.

Fiixe y col. (290) sostienen que la catecolamina due =—-

controla el pico ovulatorio es la norepinefrina, mientras --.
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Sawyer y col. (291) opinan que es la epinefrina; otros auto-
res, como Kamberi (287), Kordon y Glowinski (292) piensan —-—
que es la dopamina la controladora de la descarga ciclica go

nadotrébépica.

El estimulo provocado por estrb6genos y progesterona en
la secrecibn de gonadotropinas observado por Kalra y Mc Caan
(293) fué inhibido con un bloqueante o adrenérgico, 10 que ha-
ce suponer que el mecanismo producido por 1los eétrégenos se —-
realiza a través de un mecanismo ¢f adrenérgico y parece ser po

sible que esté mediado por la epinefrina.

En conclusién Mc Caan (294) explica el mecanismo de —-—
acciébn a través de una sinapsis norepinefrinica presente en -
la regibn prebptica, due media el efecto estimulatorio de pro
gesterona y estrb6dgenos en la liberacibédn de LH y FSH, y de una
sinapsis dopaminergica localizada en la eminencia medla que -
mediaria el estimulo de LH y FSH a través de una accibn sobre

LH~RH.
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V. 5. PUBERTAD.

El comienzo de la ﬁubertad es uno de 1os mis misterio-
sos procesos de la biologia animal; en el hombre la pubertad
lleva consigo cambios de maduracibdn que envuelven secuenciai
mente al sistema nervioso central suprahipotalémico, el hipo
t4lamo, la pituitaria y las gbnadas. Actualmente los inves-
tigadores en este campo enfocan la atencibdn en el papel del
sistema nervioso central para llegar a la explicacién de es-

te fenbmeno.

El estudio de la secrecibén de FSH y LH durante la in-
fancia, adolescencia y pubertad ha conducido al desarrollo -
de varias hipbtesis para explicar la clave de los procesos -

que llevan a cabo la maduracibn sexual.

Durante la vida fetal se detectan valores de FSH y LH,
alcanzando entre los 110-140 dias de gestacibdbn unos niveles
tan altos como los observados en sujetos castrados, siendo -
los valores de FSH méé altos en fetos femeninos que en mascu
linos (295). A partir de esta fecha comienzan a bajar, lo -
que sugiere que comienza a funcionar un efecto de feedback -

negativo de los esteroides gonadales.
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Durante la infancia los valores son muy bajos, con la
particularidad de que el rango de valores de FSH en niflas -

es mayor que en los nifios (296).

A medida que se va alcanzando la pubertad los valores
de las gonadotropinas aumentan, siendo la subidé de FSH siem
pre anterior a la de LH (296, 297, 298) 1o que hace pensar -
en el papel predominante de la FSH en el crecimiento y desa-
rrollo de las gbnadas. En paralelo con este incremento, 1o0s

esteroides gonadales van aumentando sus niveles.

A la edad de 10 afios para FSH y 13 para LH se alcanzan
los valores normales de la edad adulta para el varbn y de 14
a 16 afios para las hembras, segin 1los trabajos de Faiman y -

Wainter (296).

El mecanismo que desencadena la pubertad ha sido aso-—-
ciado con un cambio de sensibilidad en el eje hipotdlamo-hi-
pofisario al efecto de feedback negativo de los esteroides -
(295, 299). Durante la infancia, la sensibilidad a este --
efecto seria muy grande y por tanto muy bajos los niveles de
FSH y LH, mientras que en la pubertad la sensibilidad dismi-

nuirfa aumentando, por tanto, la concentraciédn de FSH y LH.
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Otro cambio de maduracibn que se manifiesta en la pu-
bertad es el aumento de la secrecibébn de LH durante el suefio
(300), fenbmeno que no se observa en la edad adulta; este -
hecho confirma la idea de que los centros cerebrales: hipo-
tdlamo, sistema limbico e incluso la glédndula pineal (301)
estén involucrados en el control de la iniciacién de la pu-

bertad.

El medio hormonal existente durante la vida fetal y -
neonatal juega un dgran papel en la diferenciacibn sexuval --
del hipot&lamo. Parece ser que la presencia de andrégenos
en ratas machos en la primeras fases del desarrollo es esen
cial para establecer un comportamiento masculino de la acti
vidad hipotaldmica (302); la administracién de testosterona
en ratas hembras durante el perfiodo neonatal anula el ritmo
ciclico normal de secrecién de LH, y por tanto induce ciclos

anovulatorios (303).

V. 6. MENOPAUSTIA.

La menopausia es la fecha seflalada por la Ultima re-
gla. Se encuentra incluida dentro del periodo climatérico
que representa el declinar sexual de la mujer y se acompaiia

habitualmente de ciclos anovulatorios.
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En las mujeres postmenopalisicas los niveles de FSH -
son muchos mas elevados que 1los correspondientes a mujeres
normalmente regladas, debido a la pérdida de la funcibn --
germinativa del ovario en este periodo; los valores de LH
también son elevados, aunque no tanto como los de FSH, vya
que no hay un cese total de la secrecibdn ovarica y al mis-
mo tiempo las glandulas suprarrenales suministran estrbge-

nos al organismo. (268, 304, 305).

La secrecibén ritmica, caracteristica de un ciclo mens
tural normal, de ambas gonadotropinas se pierde totalmente en
esta fase, y los valores altos de FSH y LH persisten duran-
te muchos afios después de la iniciacibdn de la menopausia --

(268).

Los valores altos de FSH y LH constituyen un buen argu-
mento para diagnosticar menopausia precoz en presencia de una

amenorrea.
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VI. APLICACION EN LA CLINICA HUMANA DE LA DETERMINACION DE
GONADOTROFINAS POR R.I.A.

En el momento actual, el diagndéstico sindrbémico de
los diferentes tipos de Hipogonadismos en el hombre y en -
la mujer, depende fundamentalmente de las determinaciones

de LH y FSH.

En los Hipogonadismos hipotidlamo-pituitarios, exis
te un defecto de secreciébn de LH, FSH o ambas a la vez, —-
que se traduce en cifras muy bajas de estas hormonas en el
suero o plasma; por el contrario, en las enfermedades pri-
marias del testiculo y ovario, al alterarse 10s mecanismos
de feedback que regulan el eje hipotdlamo-hipofisogonadal,
nos conducen a un cuadro de Hipogonadismo-Hipergonadotr6pi
cos, con enorme aumento de las cifras de LH y FSH en san--

gre periférica. (306, 307, 308,309)

La diferenciacién del origen del Hipogonadismo, se
gin su localizacibn hipotalé&mica o hipofisaria, se puede -
hacer hoy en dia mediante los tests dindmicos con clomiphe
no y LH=-RH y con las valoraciones en suero de las gonado--

trofinas. (310, 311, 312, y 313)

Asf mismo los proizlemas de esterilidad, tanto mas-

culinos como femeninos, pueden ser en determinadas situa--
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ciones favorablemente encauzadas por el estudio dinémico de
la secrecién de gonadotrofinas, asi como por el andlisis de
tenido de 1os ritmos de secrecibébn horaria de Lﬁ y FSH (314,
315,. 316).

Otro aspecto de enorme transcendencia es el que se .
refiere al inicio de la pubertad y su patologia, pubertad -
retrasada, problema dque se esti empezando a comprender me-
diante la monitorizacibn electroencefalogrifica coordinada-
con las tomas de sangre para valoracibébn de gonadotrofinas
(317,318).

Es indudablemente Gtil en el diagnéstion precoz del
embarazo;por la reaccibdn cruzada de la HCG con la LH, po-
dremos suponer mn embarazo cuando 1os niveles de esta Glti-

ma estén elevadas (319, 320).

Por Gltimo, se muestra imprescindible para el con-

tro eficaz de la terapia con ciomiphend vy LH-RH (320,321).
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Las determinaciones de las hormonas pituitarias que -
controlan el desarollo y funcionamiento de l1os c¢varios y testi-
culos, es fundamentai para el estudio de las diversas patologias
gonadales y para analizar las causas que producen la esterilidad.

Hasta el momento actual en nuestros hospitales, se —-—
vienen utilizando metodos biologicos que,de una forma dgrosera,
sirven para valorar la secrec¢idn.global en ia orina,de estas

gonadotropinas (FSH y LH).

La necesidad de disponer de un método analitico a nues
tro alcance, capaz de detectar, por separado, valores de FSH y -
LH con la mdxima precisibébn y reproducibilidad, ha sido la razbn

primordial de esta Tesis.

Las técnicas mis empleadas hoy en dia, para ei anidli—-—
sis de sustancias biolégicas presentes en muy pedqueflas concentra
ciones, son las radioinmunolégicas. El material necesario para el
Jdesarrollo de estas técnicas puede ser obtenido a través del
N.I.H. (National Institute of Health) o bien en forma de "Kits"

comerciales de los Laboratorios Serono.

La puesta en marcha del R.I.A. con el material donado

por NIH exige :
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12) La preparacibébn de las hormonas marcadas con Iodo radioactivo,
con el mayor grado de pureza posible.

29) La titulaciébn de los anticuerpos especificos : Anti-FSH y Anti-
-LH, para elegir aduéllas concentraciones que proporcionen me-
jores curvas standard o patrones.

39) La evaluacibn de la sensibilidad, recuperabilidad, var iabili-

dad y precisibn de estas curvas.

La comparaciébn de los resultados obtenidos con este ma-
terial y el adquirido a través de "Kits" comerciales, convenliente

mente preparados para su uso inmediatc { aunque muy costosos), nos

rermitirdn considerar sus ventajas e inconvenientes.

Una vez desarrollada la metodologia, hemos pretendido -
analizar nuestros patrones de normalidad para asi poder clasificar

los diferentes sindromes de hipogonadismo masculinos y femeninos.

Al mismo tiempo, estos resultados analit:cos nos van a
permitir adentrarnos en algunos aspectos de investigacibn bésica
y aplicada, tan atractivos como son : control de la secrecibédn de
LH y FSH, pubertad maculina y femenina, y tests dindmicos de apli-

cacibén clinica, atn mal conocidos.

Independientemente de las aportaciones metodolbgicas -
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y clinica que hayamos podidos realizar, hemos intentado hacer una
revisibn detallada y exhaustiva, asf como una puesta al dia de los

temas mds discutidos en la actualidad, en el apasionante campo de

La Endocrinologia sexual.



%ﬁ
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I. RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL. METODO

DE N.I.H. (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH)

I. 1. IODACION O MARCAJE DE FSH Y LH

MATERIALES EMPLEADOS

A.— SOLUCIONES TAMPON

1)Tampbn fosfato o,5M, pH=7,5 (NazHPO4 12H,0 : 155, 769;
NaH2P04 HQO : 9,4g; se enrasa a 1 litro con agﬁa des
tilada y se ajusta el pH.)

2)Tampbén fosfato o,05M, pH=7,5 (Se obtiene diluyendo -
la solucibn anterior 1:10 y se aflade mertiolato sédi
co a una concentracibébn de 1:10.000)

3)Tampbn fosfato o0,01M, 0,14M NaCl (PEs), pH=7,6

(Na HPo4 12H20 : 4,11g; NaH PO _H. O : 0,117g, se en-

2 2 4 2
rasa con agua destilada hasta 1 1litro y se .itusta el
pH.)

4)Tampbn BSA-PBS al 5%, pH=7,6; es el tampbdn anterior
al que se le aflade albdmina bovina (BSA, Sigma Fra-
ccion V), al 5%.

5)Tamp&n BSA-PBS al 1% y o,1%, pH=7,6(Se-preparan di-
luyendo la solucibdn anterior 1:5 y 1:10, respectiva

mente.
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3.— HORMONAS

FSH : LER - 1366 ( 1 mg: 3400 1U, 2nd IRP-HMG).Se reci-
bibé 100 yg en 1 ml y se dividibé en alicuotas de -
25 ul (2,5 ng), que se guardaron congeladas a —20¢C
en unos microtubos donde se realizarén sus iodacio-
nes.

LH : LER- 960 ( 1 mg: 4620 IU de LH, 2nd IRP-HMG), Se re
cibibé 200 pug en 1 ml y se dividibd en alicuotas de -
25 ul ( 5 mg) a =-20¢°C.

Estas dos hormonas, puras, extraidas de pituitarias huma-

nas por el Dr. Reichert, fueron donadas por "Human Pitui-

tary Agency of the National Institute of Health (NIAMD, -

NIH,Bethesda, U.S.A.)

MATERIAL RADIOCACTIVO

125INa, fabricado especialment« para el m rcaje de protei

nas, procedente de Amersham (Inglaterra), dituido en solu

cién NaOH pH: 8-11 y con una actividad especifica de 14

mCI/ pg.

SUSTANCIAS QUIMICAS

Cloramina-T (CH3 C6H4 SO2N Na)Cl 3H20. BDA. Se prepara

uria solucién de 50 mg en 10 ml de tampbn fosfaco o,05M,

PH=7,5.

Metabisulfito sédico : Na,.S,.0O_. Se prepara una sclucidn

2 25
de 120 mg =n 25 ml de tampbdn fosfato o,05M.
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Estas dos soluciones han de prepararse inmediatamente -
antes de su uso, ya que la presencia de polvo y alre —-
pueden alterar su estabilidad.
IK: Se~prepara una solucibn que contenga 100 mg de IK y
1,8 g de sacarosa en tampén 0,05M.

E.- Sephadex G-75 y Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals

Uppsala, Sweden).

Preparacidn de las columnas de Sephadex G-75

Se pesa, aproximadamente, 1g de Sephadex y se diluye
en exceso de tampbn fosfato 0,05M. Con el fin de que el gel -
se hinche se deja, por 1o menos, durante un periodo de 24 ho-
ras a temperatura ambiente, o durante 3 horas en bafio maria.
E1l gel, asi preparado, se afiade a una columiia de cristal de-
0,9 x 15 cm; una vez empaquetada la columna se equillibra con
0,5 ml de tampbn BSA-PBS al 5% y se lava con 40 ml de tampdn
fosfato 0,05M. Para evitar la formacibdn de burbujas es ccuve
niente, antes de afiadirlo a la columna, calentar el gel en -
bafio maria.

Preparacibn de las columnas de Sephadex G=100

Se diluyen 4 g de Sephadex G - 100 en exceso de tam

pén fosfato 0,05M. Se deja, como minimo, tres dias a tem
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-peratura ambiente, o, 5 horas en bafio maria, y a continuaf
cibn se aflade a la columna de 1,2 x 40 cm. Se equilibra con
3 ml de tampbdn BSA - PBS y se lava con 80 ml de tampbn fos-
fato 0,05M.

La albGmina afiadida a las columnas satura 10s Si--
tios de adsorcibébn de la hormona a las paredes y por tanto -

aumenta el rendimiento del marcaje.

PROCEDIMIENTO DE IODACION O MARCAJE

En esencia, se sigue el método original de Greenwood,
Hunter y Clover (91) modificadn. En un microtubo, se afiaden -
los siguientes reactivos en el orden en que se describen:
12.- 25 pl (5 mg) de LER-960 de LH, o
25 n1 (2,5 ng) de LER-1366 de FSH, recién descongela—-
das.
29.,- 10 pl de tampbn fosfato 0,5M . Esta solucibn se afiade
para aumentar la capacidad de tampén de la mezcla.

2
L 5INa.

39.—- 10 pl (1 mCi) de
42, 10 ml (50 mg) de la solucibn de Cloramina-T.

Se agita la mezcla durante 85-120 segundos.
59.— 25 ul (170 mg) de la sclucibn de metabisulfito sbédico.
62.—~ 100 pl de la solucibn de IK.

s
PURIFICACION DE 125 LH y ! bF‘SH

La separacibn entre la hormona marcada pura, la hor

. 2 . .
mona deteriorada y el ! 5I libre, se realiza por cromatogra-
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—-fia en ephadex G-75 .

Todo el contenido del Via: anterior se lleva a la
columna, previamente preparada, de Sephadex G-75; al vial
vacio se le afladen 75 pl de la solucidédn de IK, para lavar
los residuos y se transfieren a la columna. A continuacibdn
se eluye la columna con tampbn 0,05M y se recogen fracclio-
nes,del eluato, de 0,5 ml, en tubos que contienen 0,1 ml -
de tampbébn BSA - PBS al 5%, con el fin de evitar la adsor--
cién de la hormona a las paredes. Se recogen 40 fracciones
usando un colector de fracciones "Gilson, TAMTDCM.

De cada fraccibn se toman 10 ul y se cuenta su r
dioactividad en un contador de radiaciones gamma (Nuclear-
Chicago) durante 0,1 minuto.

Los resultados se expresan en unos ejes cartesia-
nos; en el eje de abcisas se representa el numero de la —-
fraccibn, v en el eje de ordenadas su radiocactividad, ex-—-

presada en cuentas por 0,1 minuto.

CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESFPRUIFICA

Para calcular la actividad especifica con exactitud, es —--

preciso tener en cuenta:

12.- Que las hormonas F:uit y LH, del mismo modo que otras -
proteinas, se adsorben a las paredes de vidrio de la:

column.s de cromatografia, a las pipetas y a los tubos
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usados en el ensayc durante la iodacién.

22.- Que la medicibén de la radioactividad comprendida en-
tre 1imites muy extensos y disuelta en diferentes vo
ldmenes resulta en variaciones de contaje.

Esto significa que para tener un valor exacto -—-—
habrfa que aplicar el método usado por Greenwood y Col.(91)
que consiste en contar la radiocactividad inicial del Iodo
radioactivo, el vial, las pipetas, la columna y las fracciu
nes del eluato. Suponiendo que el Iodo radioactivo libre -
no se adsorbe, se podria calcular la cantidad de hormona -
marcada adsorbida al material usado.

Utilizando un contadcor Geiger-Mieller, modelo -
2652, se cuenta la radioactividad inicial del vial que con

tiene la hormona y el 25

I, v al resultado se le resta la

sume: de radioactividades obtenidas al contar el vial vacio,
las pipetas y la columna usadas después del proceso. Las -
pérdidas de la hormona pur adsorcibn se expresan en % res—
pecto de la radioactividad inicial. La eficacia de la i1oda

1251 a la hormona, se

cibn, es decir, la incorporacii: de
calcula integrando las &reas correspondientes a la hormona
marcéda y al Iodo libre y calculando el % de Iodo incorpo-
rado a la hormona.

Para calcular la actividad especifica, en nuestras

condiciones, se aplica la férmula
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2 .
% de 5I—1ncorporado
A.E. = x 1 mCi.
ug de hormona

Como las condiciones experimentales del proceso -
se mantienen siempre constantes, las pérdidas de la hormo-
na por adsorcibn serén también constantes, de esta manera
los valores obtenidos de la actividad especifica serén me-
didas relativas que sirven de control.

CRITERIOS DE PURIFICACION DE 125I-LH v 1251—FSH. ESTUDIC -

DE LAS DIFERENTES FRACCIONES CORRESPONDIENTES A LA HORMONA

MARCADA.

El grado de pureza que deben de tener las hormonas

marcadas, para poder ser aplicadas a un radioimunoensayo

sensible y especifico, debe ser por lo menos de un 90 %.

Cada una de las fracciones,recogidas en la purificacién

en Sephadex G-=75, se someten a una evaluaciédn utilizando
los siguientes métodos:

1) Electroforesis:

Se realiza en papel Whatman n? 1, usando tampbdn veronal
de pH 8,6. La muestra, consistente en 10 ul de cada -=
fratcibn, se coloca en el centro de las tiras de papel
(2,3 x 26 cm) juntc con 10 ml ‘de suero. Se hace pasar
una corriente de 400 V, se secan las tiras, se cortan

fragmentos de 2mm y se llevan a contar en el contador

gamma.
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La hormona pura no se desplaza del punto de apli-
cacibn, por lo que cuanto mids pura sea la fracciébn protei-
ca aplicada, més definido serd el pico de radiocactividad -
obtenido en ese punto, y menor el cociente entre su base -
y su altura. La hormona deteriorada y el Iodo libre se deg
Plazan a la regidn anbdbdica. Otro indice de pureza 1o indi-
ca el % de radiocactividad adsorbida en el origen, en rela-
cibén con la radiocactividad total de la muestra.

2) Inmunoprecipitaciédn con &cido tricloroacético (TCA)

Se toma un volumern determinado de cada fraccibn -
y se diluye hasta 1 ml(20.000 cpm), a continuacibén se afia
de 0,17 ml de albtimina bovina al 22%, en hielo; después de
afiadir 4 ml de A4cido tricloroacético al 10%, se agita y se
deja en reposo, en hielo, durante 30 minutos. Se centrifu-
ga a 2.500 r.p.m. durante 20 minutos.

El precipitado se lava con 6 ml de TCA al 10% y -
se centrifuga, después de decantar se aflade un volumen de
NaCH 4N igual al volﬁmen de una muestra de referencia, que
se establece para calcular un factor de correccibdn entre -
las c.p.m. antes y después del andlisis.

El TCA precipita la proteina pura, cuyo porcenta-
je se calcula hallando el % de radiocactividad del precipi-

tado, en relacidbn con el conts i< inicial.
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3) Estudio Inmunolbgico

Se incuban, por triplicado, 0,1 ml de hormona -
marcada (10.000 cpm) con 0,2 ml de anticuerpo especifico
a una concentracién determinada (dilucién final de anti-
FSH.1:10.000, y de anti-LH 1:40.000), y con 0,5 ml de tam
pbén PBS - BSA al 1%, durante 24-36 Loras; a continuacidn
se afladen 0,2 ml de anti-gamma-globulina de conejo (22 —-
anticuerpo). Al cabo de 24 horas, se aflade 1 ml de tam—-
pbén PBS, se centrifuga a 3.500 r.p.m. durante 15 -minutos,
se decanta y se cuenta el precipitado.

En paralelo, se ponen tubos a incubar, durante -
el mismo periodo de tiempc, a 1los que se le afiade 1os mis
mos reactivos, excepto el anticuerpo especifico (en su lu
gar se afiade 0,2 ml de tampbdn), para estudiar la unidén no
especifica. Al contaje de los t.::0s que contienen anti- -
LH, o, anti-FSH, se le resta la radioactividad de los tu-
bos anteriores. La reaccién no especifica vy la de la -
hormona marcada al anticuerpo se expresa en % en relacibn

a la radioactividad inicial de 1la hormona marcada.

ALMACENAMIENTO DE LA HORMONA MARCADA

Después de cada iodacibn, se guari:n las fraccio-
nes que reunen los criterios cstablecidos, divididas en ali

cuotas, cuyo volumen depende del nimero de tubos que vayan

.
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a ensayarse en anidlisis posteriores; éstas, se congelan
y se guardan a -20°C. Es conveniente afiadir unas gotas de
solucibn PBS al 5% de BSA a los recipientes para prevenir

la adsorcibébn de la hormona a las paredes.

ESTABILIDAD DE LA HORMONA MARCADA

Antes de proceder a utilizar la hormona marcada
en un radioinmunoehsayo, se debe de repurificar la alieuwo
ta en la columna de Sephadex G-100, del modo siguiente: -
Esta, se aflade a la columna y se eluye con tampbn fosfato
0,05M y 'se recoge en fracciones de 1 ml en tubos que con-
tienen 0,2 ml de tampbn BSA-PBS al 5%. De cada fraccibdn -
recogida se toman 10 pl y se llevan a contar. Integrando
las 4reas correépondientes a la hormona marcada y al Iodo
libre se calcula el % de éste.

Las fracciones correspondientes a la hormona mar
cada se someten a evaluacibdn, siguiendo los criterios an-
teriormente establecidos, y la fraccibdn sel=ccionada, se
diluye en tampbn BSA-PBS al 0,1%, de modo que 0,1 ml de -
la solucibn den,aproximadamente, 12.000-10.000 c.p.m. .-

Si la hormona se usa inmediatamente después de -
su iodacibn y purificacién en Sephadex G-75, se repurifi-
ca de nuevo en Sephadex G-100, del modo descrito, con el

fin de aumentar su grado de pureza.
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I. 2. TITULACION DE ANTICUERPOS \

MATERTALES EMPLEADOS

A.- SOLUCIONES TAMPON :
1) Tampébn EDTA-PBS, pH = 7,6 (C1OH14N2Na208 : 9,2g;

C10H12N2Na408 : 9,5 g; se enrasa con tampbdn PBS
hasta 1 ml y se ajusta el pH).
2) Tampbébn EDTA-PBS-NRS, pH = 7,6 : 1 suero de cone
jo normal (NRS),se diluye en el tampbn anterior
en la proporcibn de 1:400 .
B.— ANTICUERPOS :
Anti-FSH: preparado en conejos, contra FSH pituita
ria y adsorbido con HCG.
Anti-LH : preparado en conejos, contra LH pituita-
ria.
Ambos anticuerpos se recibieron en 1 fraccibdn de -
1 ml, diluido 1:2; una vez diluidos en tampbn BSA-
PBS a 1:100, se guardaron en fracciones de 1 ml, -
a -ZOQC.IEste m terial fué generosamente donado por
NIAMDH,NIH (Bethesda, U.S.A.).
22 anticuerpo: Anti-gamma-globulina de conejo (an-
ti-RGG), obtenido en cabras, suministrado por Anti

bodies Inc.Davis, (California).
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PROCEDIMIENTO DE TITULACION DE ANTI-FSH Y ANTI-LH

Se hacen diferentes diluciones de anticuerpos en -
el tampbédn EDTA-PBS-NRS, y 0,2 ml de cada dilucibn se incu-—-
ban con 0,1 ml de hormona marcada y con 0,5 ml de tampbén -
BSA-PBS al 1%, durante 4 dfas . A continuacibén se afiade 0,2
ml de anti-RGG de una concentracibén fija (1:120 diluido en
PBS), y al cabo de 24 horas se centrifuga a 4.000 r.p.m., -
después de lavar con 1 ml de PBS durante 40 minutos; se de
canta el sobrenadante y se cuenta el precipitado.

El % de la hormona marcada ligada, se calcula to--—
mando como 100 x 100 la radioactividad total puesta en 1los
tubos y restando,de la radioactividad de cada precipitado, -
la correspondiente a los tubos en que no se afiade el primer
anticuerpo (tubos "blanco").

Se seleccionan las diluciones de anticuerpo que -
den una uniébn,con la hormona marcada, entre 30 y 50 %, y se
hacen diferentes curvas standards con cada disolucién del -
anticuerpo. Aquella concentracién que corresponda a la cur-
va standard de mdxima pendiente y que permita detectar la -
minima dosis de hormona fria (standard) serd la mé4s idbénea

para €l radioinmunoensayo.

PROCEDIMIENTO DE TITULACION DEL ANTI-RGG (22 ANTICUERPO)

La potencia del anti-RGG varia en cada lote recibi
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-do, por lo que es preciso evaluarlo antes de su aplica-—-
cién en el radioinmunoensayo.

Para ello se incuban 0,2 ml de anti-FSH o, anti-
LH en una concentracién fija (se elige la seleccionada en
la titulacibén anterior) con 0,1 ﬁl de hormona marcada, y
0,5 ml de tampbdbn BSA-PBS al 1%, durante 24 horas. A conti
nuacién, se aflade 0,2 ml de diferentes concentraciones de
anti-RGG, y se procede del mismo modo que la titulacibn -
de anti-FSH y anti-LH. Se elige aquella <uncentracibdn que

dé una maxima unibn del anticuerpo a la hormorna marcada.

I. 3. PREPARACION DE LA CURVA STANDARD O PATRON

HORMONA STANDARD:

LER-907 : Se recibibd 1 mg de extracto purificado,

procedente de pituitarias humanas, en 1 ml de tan

pbn fosfato PBS, como preparacidn de referencia -
para FSH y LH. Su potencia biolbgica es de 20 IU
de FSH y 60 IU de LH por cada miligramo (determi-
nacién por bioensayo, 2nd IRP-HMG).

El mismo dfa en que se recibib, se diluyd en tam-
pébn BSA-PBS al 1% a una concentracién de 200 pg/ml, afiadien
do 4 ml al vial recibido, y se dividib en alicuotas de 0.1
ml, que se congelaron y se almacenaron a -209C.

A partir de ectas alicuotac se preparan los dife-
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-rentes puntos de la curva standard, que tienen las si--—
gulentes concentraciones, en mIU/ml.:
FSH: 40 20 10 5,0 1,2 0,6 0,3.

LH: 120 30 15 745 3,75 1,8 0,9 0,4.

Con el fin de que la cantidad de proteinas pre-
sentes =2n todos los tubos sea lo mds homogénea posible,
serfia conveniente hacer las diluciones anteriores, con -
sueros humanos, procedentes de sujetos hipofisectomizados,
O pacientes hipogonadales-hipogonadotré4picos, es decir, -
libres de FSH y LH; pero para ¢llo se necesitaria grandes
cantidades de estos sueros que, en la préctica son muy -
dificiles de conseguir.

Para resolver este problema, y ver las interfe-
rencias producidas por las proteinas sédicas, hemos di--
suelto la hormona standard en : tampbdn BSA-PBS al 1%, -—-
suero de caballo, suero de buey y suero de un hipofisec-

tomizado.

I. 4. FORMA EXPERIMENTAL DE REALIZAR EL RADIOINMUNOEN-

SAYO DE FSH Y LH

Se usan tubos de polietileno de 1 x 7 ¢cm, y se
afiaden los reactivos, por triplicado, segin se indica -
en las tablas 3 y 4.Es conveniente realizar 1los ensayos

a 4ecC.
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TABLA 3

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA

EN EL RADIOINMUNOENSAYO DE FSH (NIH)

i°.

2°.

3°.

4°,

5¢°.

200 u1 DE LAS DILUCIONES DE LA CURVA STANDARD, 0
200 p) DE LAS MUESTRAS A VALORAR.

500 pu1 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-FSH
EN UNA CONCENTRACION DE 1:6.000 (DILUCION FINAL
1:30.000)

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN 24 HORAS A 4°C

100 p1 DE '251-FSH PURIFICADA Y DILUIDA EN TAM-
PON BSA-PBS AL 0,1%, DE MODO QUE 0,1 ml. DEN
10.000 c.p.m.

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 4 DIAS
A 4°C.

200 pl DE ANTI- RGG EN LA DILUCION ADECUADA 0B-
TENIDA EN SU TITULACION.

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 48 HO-
RAS A 4°C.

SE ANADE UN ml. 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-
DIOACTIVIDADES DE LOS PRECIPITADOS.
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TABLA 4

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA

EN EL RADIOINMUNOENSAYQO DE LH (NIH)

1°.

2°.

3°.

4°.

5°.

200 uY DE LAS DILUCIONES DE LA CURVA STANDARD, O
200 ul1 DE LAS MUESTRAS A VALORAR.

500 pl 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 CONCCNTRACION DE 1:40.000 (DILUCION FINAL
1:120.000).

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN 24 HORAS A 4°C.

100 ul DE 1251_LH PURIFICADA Y DILUIDA EN TAMPON
BSA-PBS A 0,1%, DE MDDO QUE 0,1 ml. DEN 10.000
c.p.m.

SE AGITAN LOS TUBOS Y SE INCUBAN DURANTE 4 DIAS
A 4°C.

200 p) 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.

SE ANADE 1 ml. DE TAMPON ¢ibs 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 PRECIPITADOS.
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Junto con los tubos que contienen las soluciones
standard y los sueros a valorar, se preparan 1los corres—-—
pondientes al punto cero (que no contienen hormona stan-—-—
dard), y los tubos control (tubos "blanco"); en paralelo
con los anteriores se ponen tubos que solamente tienen —-
hormona marcada (tubos "cuentas totales"). Los tubos del
punto cero se preparan del mismo modo que se 1ndica en -—-
las tablas 3 y 4, con la particularidad de que en vez de
afladir 200 pl de standard o suero, se aflade la misma can-
tidad de tampbdn BSA-PBS al 1%. Los tubos "blanco'" se pre-
paran igual que los anteriores, pero en la mezcla de los
500 ul, no se afiade anticuerpo anti-FSH o anti-LH. En los
tubos "cuentas totales" se afiade 0,1 ml de hormona marca-

da y 0,9 ml del tampbn del ensayo.

I. 2. FORMA DE EXPRESAR LOS REJULTADOS

De cada punto de la curva standard, analizado por
triplicado, se hace una media de 1. radioactividad de 1los
precipitados, desechando los valores que se desvian en --
mis de un 5% de la media.

Una manera de normalizar la curva standard es -—-
representar la radioactividad de los precipitados en %, -
tomandoc como 100 x 100 la radiocactividad de 1los tubos cero,

es decir, aquellos que contienen hormona marcada solamente.
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A todas las radiocactividades de los precipitados se les -
resta la radiocactividad inespecifica, es decir, la de los
tubos "blanco" qﬁe no contienen el primer anticuerpo.

El cdlculo se realiza segin la expresién:

. C -N B ,
RPB (Relative Percent Bound) = x 100 = % 100

C =N B
o o

Siendo: CO la radioactividad de los tubos cero, C la ra--
dicactividad de 1los tubos standard o sueros a valorar, Y
N la radic: tividad inespecifica (de los tubos "blanco").

Lus resultados correspordientes a las concentra-
ciones de las diferentes soluciones standard, se represen
tan en ejes de coordenadas, en el eje de abcisas se expre
sa el logaritmo de la concentracibdbn de la hormona standard
y en el eje de ordenadas el RPB correspondiente a cada --
concentracién; uniendo los punto obtenidos se obtiene una
curva sigmoidea, definida como curvua standard.

Para calcular las concentraciones de 10S sueros
a valorar, se lleva al eje de ordenadas de la curva stan-
dard su RPB correspondiente, obtenido segin la férmula —-
anterior;la abcisa correspondiente al punto de intersec—-
cién con la curva dard la dosis de FSH o LH presenres en
el suero.

Con el fin de linealizar la curva sigmoid=a, utl

lizamos la-transformacibn logit-log, basada en la expre--
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-s5ibn matemdtica siguiente:

RPB B
log Y= — . = x 100
1700-RPB B

En un eje de coordenadas, se representan estos va
lores en el eje de ordenadacs y en el eje de abcisas los —-
logaritmos decimales de la concentracibébn de la hormona -—-
standard. Los valores de RPB, a 1los que se aplica la trans
formacibébn lineal deben de estar comprendidos entre 10 y 90%.
El resultado obtenido serd una linea recta, cuya pendiente
se calcula por el método de 1los .:inimos cuadrados en una -
computadora HP-65. Para que estas rectas sean vilidas y -—-
aplicables al cdlculo automdtico de la concentracién de —-
hormona, en un determinado suero, su coeficiente de regre-

sién no debe de ser menor de 0, 99.

I. 6. EVALUACION DE LA CURVA STANDARD

La minima cantidad de hormona standard que dé un
valor de RPB (B/BO x 100), significativamente diferente -
del valor correspondiente al punto cero (tubo sin hormona
standard) determina la minima dosis deteciuble en el ensa-
yo. Se eligen los términos de confianza del 95%. La forma.
experimental de realizarlo se unace del modo sigulente: en

un mismo ensayo se ponen 10 tubos cero (sin hormona stan—-



150

-dard), 10 tubos que conténgén 0,625 mlu/ml de FSH y otros
10 con 1,25 mIU/ml. A los resultados se les aplica la " t "
de student para observar la significancia estadistica. --
Esto mismo se aplica para el cdlculo de la sensibilidad --
del radioinmunoensayo, con tubos que contengan 0,46 y 0,9
mIU/ml.

Existen diferentes formas de calcular la reprodu-
cibilidad inter e intra-ensayo. Nosotros hemos aplicado el
método descrito por Rodbard (146)..Para ello se hace una -
mezcla de sueros, se dividen en alicuotas y se guardan con
gelados a ~-209C. Cada una de estas, junto con su dilucibn
1:2, se introducen como muestras a valorar, por duplicado,
en todos 1os ensayos que se realicen. Utilizando las con--
centraciones de FSH y I' -n mlU/ml, obtenidas para cada -
duplicado, se procede a calcular los siguientes pardmetros:
1) La media de cada duplicado en cada ensayo
2) La diferencia entre los dos valores de los duplicados
3) La desviacién standard, segin la fbérmula:

s=|X1 - le/V§'
En el caso de que se pongan mas de 2 tubos por suero, se -
aplica la férmula siguiente:

52::2( X - X-)2 / (r=1) siendo r=n? de muestras
4) La varianza o reproducibilidad inter-ensayo, se calcu-

la segun la férmula siguiente:
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2 2

s, =Zsi (ry= 1) /= (xi=1).

La variabilidad intra-ensayo, 10 da el coeficien-
te de variacién

%C.V. = 100 x 2

O\/ e Vo — X
sierddo s la desviacibn standard y X la media total de todos
lo wvalores en todos los ensayos. Generalmente, este %C.V.
se divide por la raiz cuadrada del n? de replicados y el re

sultado es el factor que se usa para expresar la reproduci-

bilidad intra-ensayo.

La varianza inter-ensayo, cuando las muestLiras se
analizan en duplicado, es el cudrado de la desviacibn stan
dard total, es decir, considerando todos los valores en to
dos los ensayos, y la reproducibilidad inter-ensayo se ex-—
presa como el %C.V, calculado segin la férmula anterior, -
donde s seria la desviacibn standard total y X la media de

todos los valores obtenidos en todos 1los ensayos.

La recuperabilidad (%R) la hemos calculado afia—-
diendo 0,5 ml de una dilucibn del standard definida a 1 ml
de un suero (cuya concentracibn se analiza) y otros 0,5 ml
a 1 ml de tampdn fosfato BSA-PBS al 1,0 %. En las determi-

naciones de FSH y LH del suero se afiaden 0,5 ml de éste a
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1 ml del tampbn, para evitar variabilidad debida a la for-
ma de diluciébn.

El %R se calcula segin la fpmula siguiente:

%R = concentraciébn (mIU/ml) de la mezcla standard + suero/

/ concentracién del standard + concentraciébn del suero.

Para el cdlculo de la reproducibilidad en el ensayo de FSH
hemos utilizado un standard cuya dilucibn nos ha dado una
concentraciémn de 20 mIU/ml, vy para el de LH una concentra-
cibn de 15 mIU/ml.

Para que una recuperwi>ilidad,oltenida en un en--
sayo,sea un buen indice de que la cantidad .de hormona fue
se determina es la presente en la muestra, ha de estar --

comprendida en unos valores muy proximos al 100%.

I. 7. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL R.I.A.

En el R.I.A. de LH, se estudia la posible inter-

ferencia de FSH pituitaria, HCG, TSH y LH de origen urina-

2
1 51

rio, en la unibén de ~LH con Anti-LH, y en el de FSH,

la de LH pituitaria, HCG, TSH y FSH de origen urinario, en

25

la unidén de ] I-FSH con Anti-FSH.
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Con este fin, se hacen curvas standard, sustitu
yendo 1os 200 pl de LH o FSH standards por los standards
de las diferentes hormonas cuya interferencia se va a es
tudiar; los tiempos de incubacibédn a que se realizan estos
estudios son 1os mismos que se usan en 1o0s R.I.A. propios
de FSH y LH .

Las interferencias observadas se expresan como
la relacibdn entre la cantidad de hormona standard propia
del ensayo y la de la hormqna que interfiere que dan un
mismo valor de RPB; otra forma es la expresibébn en %, to-
mando como 100 x 100 la cantidad de hormona standard pro
pia del ensayo.

Otra forma de calcular la especificidad y vali-
dez de todo R.I.A. es determinando las concentraciones de
hormona presente en el suero y en sus diferentes dilucio
nes.,

De dos sueros,procedentes de mujeres menopaiisi-
cas (con dosis altas de gonadotrofinas), se hacen dife—-
rentes diluciones en el tampbn del ensayo (BSA-PBS al 1%)
y se valoran las muestras en un mismo ensayo. Los resulta
dos obtenidos se representan dgraficamente, asociados con
la curva standard del ensayo para oObservar el paralelis—
mo que debe de existir; otra forma de representacidn es

colocar las cantidades de pl de suero real que se valora
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en relacién con la concentracién de FSH o LH, en mIU/ml -
determinadas; uniendo los puntos obtenidos se debe de con

seguir una linea recta que pase por el origen.
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IT. RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR

"KITS" COMERCIALES DE SERONO

Simultineamente con el método anterior hemos uti-

lizado los "Kits", procedentes de los laboratorios Serono

(Italia), para la valoracibén de FSH y LH humanas en suero.

Estos "Kits",

se basan en la precipitacibn del complejo --

antigeno-anticuerpo por el método del doble anticuerpo.

IT. 1. COMPOSICION DE LOS "KITS" . KIT DE FSH:

1251 _psH

ANTI-FSH

FSH-STANDARD

: Preparada por la iodacibédn de FSH humana de

251, por el método de

origen urinario con
cloramina -T,segin el método de Greenwood-
y col.(91) y purificada en celulosa-DEAE,
por el método descrito por Donini (306).La
actividad especifica es de 150-250 uC/ pg
La solucién recibida se diluye 1:12,5 para
conseguir una concentracién de 1 ng/ml.
Preparado en conejos inyectando FSH humana
semipurificada de origen urinaria.
Preparada con gonadotrofinas humanas pro--
cedente de orinas de mujeres menopalsicas.
La solucibdn recivida, al diluirla 1:25 —-

tiene una concentracién de 5o »1U/ml de



"KITS" DE LH

125I--HMG

ANTI-HCG

LH STANDARD

156

FSH ( 2nd IRP-HMG). Los dem&s puntos de -
la curva, se obtienen por dilucibn 1:2 de

la anterior.

Preparada por la iodaciébn de HCG, altamen
te purificada, segin el método de Greenwood
y Col (91), y purificada en celulosa DEAE
(222). La actividad especifica es de 150--
250 uC/ug. La solucién recibida se diluye
1:12,5 para obtener una concentracibébn de -
1 ng/ml.

Preparado en conejos, por inyeccibdn de una
preparacibén altamente puriticada de HMG --
(323).

Consiste en HMG ubtenida de gonadotrofinas
humanas procedentes de orinas de mujeres -
menopatsicas. La solucién recibida se dilu
ye 1:25, para obtener una concentracién de
50 mIU/ml ( LH 2nd IRP-HMG ). Los demis —-
puntos de la curva standard se preparan --

por diluciones sucesivas 1:2.

La precipitacibén del complejo antigeno-anticuerpo, en ambos

"Kits", se realiza por la adicidbébn del 29 anticuerpo, anti-
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RGG, que consiste en anti-gamma-globulinas de conejo ob-
tenidos en ovejas.

El tampbn usado en las diluciones del material
anterior y en el R.I.A., es tampbn fosfato 0,01M al -~
0,25% de BSA, que contiene 5,827 g de EDTA4 y 0,1 g de
azida sbédica, en 1 litro de agua destilada.

El cuadro Jque se representa en la Tabla 5, ex
plica esquemdticamente la forma de realizar estos radio
inmunoensayos. Los tubos standard, muestra, y"cerof} tie
nen el mismo significado ¢ue en el método anteriormente
descrito de N.I.H.; del mismo modq en cada ensayo se po
nen los tubos "blanco", para el cllculo de la radioacti
vidad inespecifica.

Los cédlculos necesarios para construir la cur-
va standard, evaluar los resultados, estudiar la especi
ficidad y validez del método, se realizan del mismo mo-

do que se describib en el método de N.I.H.
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TABLA 5§

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECNICA USADA
EN EL R.I.A DE FSH(SERONO)

REACTIVOS TUBOS TUBOS TUBOS
STANDARD  MUESTRA “CERO"

MUESTRA  ............ - 0,2ml -
FSH STANDARD ......... 0,2ml - -
TAMPON  ............ - - 0,2ml
ANTI-FSH ............ 0,2ml 0,2ml 0,2m}

MEZCLAR E INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE
DE 6-20 HORAS

125¢ e it 0,1m o,1ml 0,1ml

MEZCLAR E INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE
24 HORAS

ANTI-RGG ............ 0,2ml 0,2ml 0,2ml

MEZCLAR E INCUBAR A TL®PERATURA AMBIENTE
24 HORAS

CENTRIFUGAR A 2.500-3.000 r.p.m.
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III. MATERIAL HUMANO

A) SUJETOS NORMALES: Este grupo comprende hombres y muje-
res, que no padecian de enfermedad endocrinolbdgica o -
general alguna, y cuyes andlisis elementales de sangre
y orina eran normales.En este grupo se incluyeron, es-
tudiantes de Medicina del Hospital iinico de San Car-
los, Facultad de Medicina, y estudiantes de la Escuela
de enfermeras del mismo Hospital.

B) PACIENTES: Procedentes, fundamentalmente, de los Servi
cios de Endocrinologia de la 12 CAtedra de Patologia -
General (Prof. A. Fern&ndez-Cruz), y del Servicic de -
Endocrinologia Ginecolébébgica del Dpt. de Obstetricia y

Ginecologia (Prof. J. Botella-LLusia).
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IV. TOMAS DE SANGRE Y TEST DE ESTUDIO DEL

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GUNADAL

A) TOMAS DE SANGRE

Los pacientes, o sujetos normales, a 10s que se les va
a realizar las extracciones de sangre, necesitan estar
en ayuno; 1os niveles de FSH,y LH, no estidn afectados
por la postura, stress o actividad fisica. Debido a --
las fluctuaciones pulsidtiles de estas hormonas, mas —-
acusadas en LH que en FSH y teniendo eﬁ cuenta que no
presentan, al parecer, ritmo circadiano, las muestras
se pueden tomar a cualquier hora del dia, aunque es ——
preferible tomarlas en la s primeras horas de la mafa-
na. Nosotros, por rutina, hemos hecho las extracciones
de 8 a 9 de la mafiana. Una vez centrifugada la sangre,
se guardan los sueros, en el congelador a =20°2C, hasta
el dfa en que se vaya a realizar su valoracidbdbn. C.da -
suero se afiade por duplicado en cada ensayo.

Se deben de hacer por lo menos 2 o 3 tomas de san
gre, en cada sujeto, en dias diferentes, sobretodo en
mujeres , ya que, debido a las variaciones de estas —-
hormonas,los datos obtenidos de una sola toma basal --

nos llevaria a falsas conclusiones.




C)

161

TEST DE CLOMIFENO

Después de efectuar una extraccién basal, se adminis
tran, por via oral,100 mg de clomifeno, repartidos -
en 4 tomas, durante 5 dias; en el 1¢ y 22 dfa post -
clomifeno se hacen nuevas extracciones para la deter

minaciébn de FSH y LH .

TEST DE LH-RH

Por via intravenosa se administra una dosis de 100 ug
de LH-RH sintético, y se efectuan extracciones antes

y después de 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos de 1la

inyeccibn.

EFECTO DE LOS ESTROGENOS EN LA RESPUESTA DE FSH Y -

LH AL TEST DE LH~RH EN MUJERES NORMALES.
Se realiza'un goteo, i.v. de suero fisiolégico, du-
rante 4 horas, en elque se disuelven 20 mg de Cones
trén (estrbdHgenos equinos), que es una dosis sobrada
mente superior a la fisiolbgica.

A las 2 horas de comenzar el goteo, se lnyectan
100 ng de LH-RH; las extracciones se realizan del -
modo sigulente: una toma basal y diferentes tomas -
a los 30, 60, 90, y 120 minutos después de comenzar

el goteo con Conestrbdn; se siguen tomando muestras
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a los 15, 30, 45, 90, y 120 minutos después de la -
inyecciébn de LH-RH en algunas mujeres se continuan

las tomas a los 150, 180, 210 y 240 minutos.

EFECTO DE LA TESTOSTERONA EN LA RESPUESTA DE FSH Y

LH AL TEST DE LH-RH EN HOMBRES NORMALES.

De forma similar al test descrito anteriormente, se
inyectan 12 mg de testosterona disuelta en 0,5 ml -
de alcohol absoluto, dosis con la due se logra un -

efecto farmacolbgico.
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I. RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL METODO

DE N.I.H. (NATIONAI, INSTITUTE OF HEALTH)

I. 1. IODACION C MARCAJE DE FSH Y LH

25I—FSH y 125I--LH, después de

Las purificaciones de !
su iodacibn en Sephadex G-100, se representan en las Figuras -
14 y 15, respectivamente, que muestran las radioactividades, en
cuentas x 103, durante 0,1 minutos, de cad: 10 pl de las fra--
cciones de 0,5 ml(Tubo n?) recogidas de las columnas. En ambas
Figuras aparecen dos picos de radioactividad, el primero (mar-
cado con circulos) corresponde a la hormona marcada, y el se—-

gundo al 1251 libre ( en forma de Na1251)

, ho incorporado.
~ 125 : .
Cuando se arlade a las columnas INa, en las mismas
condiciones de la iodacién pero sin hormona, la distribucibn -
de la radioactividad dei eluato coincide con el segundo pico--

de las Figuras.

La cantidad de Iodo radicactivo incorporado a la --
hormona, expresado en % de radiocactividad del primer pico en-
relacibn con la radicactividad total,que da un indice de la -
eficacia de la iodacibn, junto con las actividades especificas
conseguidas en cuatro iodaciones de FSH y LH se ilustra en la-

Tabla 6.
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TABLA 6
VALORES DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA Y DEL % DE 1251 INCORPORADO
A LA HORMONA EN CUATRO IODACIONES DE FSH Y LH.

% DE 1251 INCORPORADO A 2,5 ug 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 £ 22,13
% DE 1251 INCORPORADO A 5 ug 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
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H-FSH"

FIG.14:

T T * T T 7 ¥ v

4 6 8 10 12 14 16 8 20 22 24 26 28 30 32 34 38

Tubo n*

SEPARACION DE 251-Fsh v DE '251 LIBRE,DESPUES DE UNA TODACION
DE 2.5 g DE FSH(LER-1366) CON 1 aCi OE Na'Z%I, EN SEPHADEX G-7§
{0,9 x 15 cm). EL PRINER PICO €5 OE “251-FSH Y EL SEGUNDO DE

125) |1BRE. LAS FRACCIONES RECOGIDAS EN CADA TUBO SON DE 0.5 ml.
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1604 H-LH®
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1204

1004

801

60

404

204

T T ¥ T T T T T =

T 7 7 T
2 4 6 8 10 12 4 16 18 20 22 24 26 28 30
TUBO N°

FIG.15: SEPARACION DE '251-tw v OF 1251 LIBRE,DESPUES DE UNA T0DACION
DE 5 wg DE LM(LER-960) CON 1 mCi DE Nal251, EN SEPHADEX G-75
(0,9 x 15 cm). EL PRIMER PICO €S DE 251-Lv v €L SEGUNDO DE
125y | 1BRE. LAS FRACCIONES RECOGIDAS EN CADA TUBO SON OE 0,5 ml.
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El % de 1251 inagorporado a FSH es menor que el de LH
1o que demuestra que la FSH es mis dificil de iodar. |

Con el fin de conocer qué fracciones del primer pico
(hormona marcada) son las ids puras, y por tanto las mds idb--
neas para el R.I.A., hemos realizado electroforesis, en papel-

1251_

Whatman n® 1, de los tubos 6,7 y 8 de la purificacién de
FSH; como puede observarse en la Figura 16, que expresa las ra
diocactividades, en cuentas x 103, durante :0,1 minutos, de cada
una de las fracciones de 2 mm de las tiras del papel electrofo
rético, la hormona pura no se desplaza del punto de aplicacibn

25

(punto 0), mientras el I libre (I ) se desplaza hacia la re

gién anédica (+).

El grado de pureza de cada tubo, expresado por R(re-
lalién entre la base y la altura del primer pico situado en el
punto O ) y por %E ( % de radiocactividad en el origen en rela-
cibén con la total), obtenidos en la electroforesis, junto con-
los resultados conseguidos al someterlos a la precipitacién —-
por TCA (Acido tricloroacético) e Inmunoprecipitaciébn con Anti

-FSH (ver Material y Métodos), se representan en la Tabla 7.

Los tubos 7 y 8, que dan mayor precipitacién con --
TCA (%TCA) y con Anti-FSH (%B/T), menor R en la electrofore--

sis (y por tanto mayor %E) y menor'precipitacién inespecifica
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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

1257 FsH (F1G.14) Y DE LOS TUBOS 7,8 Y 9 DE LA PURIFICACION DE
251 LH (F16.15) EN SEPHADEX G-75.

Cuentos x 107 0,1m.

801

70

501

40+

304

20

TUBOS ELECTROFORESIS TCA INMUNOPRECIPITACION
R %E ITCA %8/T SR.I(N)

6 0,71 35 83 38 6
25y roy 7 0,31 42 90 46 3,2

8 0,34 37 90 45 3

7 0,69 33 83 58 8
125, 4 8 0,28 45 91 65 3,8

9 0,31 38 90 62 2.5

R=COCIEMTE ENTRE LA BASE Y ALTURA DEL PICO DE LA HORMONA MARCADA
%E= % DE RADIOACTIVIDAD EN EL ORIGEN DE APLICACION DE LA MUESTRA
£TCA=X DE RADIOACTIVIDAD EN EL PRECIPITADO OBTENIDO POR TCA.

%B/T= % DE RADIOACTIVIDAD PRECIPITADA POR EL ANTICUERPO ESPECIFI
CO Y RESTADA DE N.(TUBOS CERO).

%R.I =X DE RADIOACTIVIDAD PRECIPITADA EN AUSENCIA DEL ANTICUERPO

ESPECIFICO (TUBOS BLANCO)

TUBO n°* 7

H-FSH*®

TUuBO

a4
~
[+
»n
>

e ey
26 28 30 32

n* 9

+

FRACCIONES DE 2 mm.

F16.16: ELECTROFORESIS EN PAPEL WHATNAR N°®1.0{ LUS TUS0S 6,7, Y 8 DE LA PURIFICACION EN SEPHADEX G-75 DE FSH (F1G. N)
EL PUNTO CERO ES EL PUNTO DE APLICACION Ui LA WUESTRA.EL ‘251 Lisme s DESPLAZA A LA REGION ANODICA(-) Y LA
HORMOMA PURA RARCADA SE QUEDA EN EL ORIGEN.
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(¥R.I.), son los de mayor pureza. En la misma Tabla anterior
aparecen los resultados, basados en 1os mismos criterios de-

pureza ,aplicados a los tubos 7,8 y 9 de la purificacibdn de-

125
I-LH; los tubos mds adecuados para el R.I.A. de LH son los

8 y 9.

Estos resultados nos llevan a la conclusibn de que,
en ambas purificaciones de F3H y LH, en Sephadex G-/5, de
ben de elegirse los tubos que corresponden a la maxima radioac
tividad del primer pico(hormona marcada) y los m&s pré6ximos en

la parte descendiente de la curva.

Una vez elegidas las fracciones de mayor pureza IJe-
la hormona marcada, se mezclan y divididas en alicuotas se —-
guardan congeladas a -209C. para Su usoO en ensayos posteriores
Antes de comenzar un R.I.A. se debe de repurificar cada ali--
cuota en Sephadex G-100. Como se puede observar en la Figura
17 , a medida due transcurre el tiempc después de la iodacidbdn

. . 125
de la hormona, aumenta el segundo pilico correspondiente al 51

1QSI—F‘SH el %-—

libre ; al cabo de 2 dias de la iodacién de
de Iodo libre es de 7,2, de 22 dias es de 29,6% y de 44 dias
de 38% . Por otra parte, la base del primer pico(hormona mar

cada) va aumentando y aparece un tercer pico, en la parte as

cendiente del primero, que corresponde a hormona deteriorada.



Cuentos x 10 /0) m (10 1)

10

40
30

20

m

H-FSH®
H-FSH*

H-FSH*®

20 25 30 35 40 45 B 23 40 45 1] 20 2‘5 30 ) 38

F16.17: REPURIFICACION EN SEPHADEX 6-100 DE 1zsl-FSll DESPUES DE SU IODACION Y PURIFICACION EX SEPHADEX G-75.
A): AL CABO DE DOS DIAS DESPUES DE SU IODACION. 8): AL CABO DE 22 DIAS DESPUES DE SU IODACIOB.
C): AL CABO OE 44 DIAS DESPUES DE SU IODACION.

—

40 a5

TUBO N*
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Estudiando las fracciones del primer pico de la hor
mona marcada, segin los criterios de pureza establecidos, se
observa dque, al igual que en la purificacibédn con Sephadex G-
=75, el tubo de mAxima radioactividad y los mids préximos en
la parte descendente de la curva son 1los mds idbneos para--
el R.I.A. Con ellos se hace una mezcla y se diluye en tampbn
BSA-PBS al 0,1% de modo que 0,1 ml den, aproximadamente,10.000

-12.000 c.p.m.(cuentas por minuto).

I. 2, TITULACION DE ANTI-FSH y ANTI-LH
125I 1251

La unién de -FSH y -LH a sus anticuerpos -
especificos aumenta a medida que la coucentracibébn de éstos
es mayor. Las diluciones de Anti-FSH que dan una unibn com-
prendida entre 30 y 50% varfian de 1:60.000 a 1:5.000 (Fig.
18) y las de Anti~LH de 1:90.000 a 1:200.000 (Fig. 19).

Con diluciones de ambos anticuerpos, comprendidas
en los intervalos anterioves, 1:90.000 y 1:200,000 para Anti-
FSH y 1:10.000, 1:20.000, 1:30.000 y 1:60.000 para Anti-LH,
se han realizado diferentes curvas standards. Como puedes-
observarse en las Figuras 21 y 22, la pendiente y sensibili
dad (definida como‘la minima dosis de hormona stanndard de-

tectable), de estas curvas son mayores con concentracibdn me-

nor de anticuerpo.



t0S.

al onticuerpe

de M8 _LH unida

%

80+

70+

60

50+

40+

30

20

% de '°I-FSH unido ol onticuerpo ¢ D.S.

173

TITULACION DEL ANTI - FSH

60

30

20+

T T T T T T

;
1125 1228 18 10 120  1:40 180 Dilcion final x 107

FIG.18:TITULACION DEL ANTISUERO ANTI-FSH.LAS DILUCIONES DE ANTI-FSH
COMPRENDIDAS ENTRE 1:60.000 y 1:5.000,QUE DAN UNA UNION CON
251 FSH DE 30-50% SON LAS MAS ADECUADAS PARA EL ENSAYO.

TITULACION DE ANTI-LH

104t

T T T T T T

re e e 132 1:64 128 1:200 1400  Dilucidn final x 107°

F16.19:TITULACION DEL ANTISUERO ANTI-LH.LAS DILUCIONES OE ANTI-LH
" COMPRENDIOAS ENTRE 1:90.000 Y 1:120.000,QUE DAN UNA UNION CON
1257 1y pE 30-50%, SON LAS MAS ADECUADAS PARA EL ENSAYO.



14

% x 100
1004

S0

aow

704

601

404

304

204

T [ S L ¥ L] T
030 0612 1,25 25 5 10 20 40
FSH miu/ml

2nd I.RP-HMG

FIG.20:CURVAS STANDARDS CON DIFERENTES CONCENTRACCIONES DE ANTI-FSH
(e—e@)1:10.000, (O O)1:20.000, (0—0)1:30.000, ( —D)1:
60.000, LA CURVA PUNTEADA(1:30.000)ES LA MAS ADECUADA PARA
LA VALORACION DE FSH.
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v [ | T T T T T

ol 023 046 093 1,80 375 75 15 30 LH mlU/mi
2nd L.RP- HMG

F1G.21: CURVAS STANDARDS CON DIFERENTES CONCENTRACCIONES DE ANT!-LH
(e—=e) 1:90.000, (0—0)1:120.000, (A—)1:220.000. LA CURYVA
PUNTEADA(1:120.000) ES LA MAS ADECUADA PARA LA VALORACION DE
LH.
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Las diluciones de Anti-FSH 1:30.000 y de Anti-LH
1: 120.000 proporcionan curvas standards (dibujadas en pun-
teado) con muy buena sensibilidad, pendiente y precisiébn, y

son las que elegimos para los R.I.A. de FSH y LH.

I. 3. TITULACION DE ANTI-RGG ( SEGUNDO ANTICUERPO)

En el eje de abcisas de la Figura 22 se represen
tan las diferentes diluciones del Anti-RGG y en el eje de -

ordenadas el % de 1251

-FSH wunido al anticuerpo Anti-FSH, a
una dilucibn de 1: 30.000, * 1a D.S. La radioactividad uni-
da al anticuerpo aumenta a medida que aumenta la concentra-
cién de Anti-RGG hasa llegar a un punto (1:25) en el que co
mienza a decrecer; esta concentracibén, que di& un madximo de

unién de la hormona marcada al anticuerpo es la que se eli-

ge en el R.I.A. de FSH.



m

TITULACION DEL 2° ANTICUERPO: Anti-RRCG

7]
a
+t
-40 g
H
Anti - FSH 1:30.000 2
H

30
©
(-]
b4
20 g
x
(7]
w
10 o
o
o
4
h -]
®*

T Y e ———

1:6,26 112,53 1:28 1:30  1:100 1200 Dilucion final

FIG. 22: TITULACION DE ANTI-RGG (2°ANTICUERPO). LA CONCENTRACCION
1:25 QUE DA UNA MAXIMA UNION DE '251-FSH AL ANTICUERPO
ANTI-FSH (1: 30.000) ES LA QUE SE USA EN EL R.I.A. DE
FSH.



118

I. 4. CURVAS STANDARDS DE FSH Y LH

La media de 12 curvas standards de FSH y de 14
de LH, la D.S.,E.S.M., y el % C.V. (coeficiente de varia-
cién) se ilustran en las Tablas 8 y 9. La representacién
grifica de estasbcurvas (Figuras 23 y 24) expresan los va
lores de B/By x 100 (£ D.S.) para cada concentracién de -
la hormona standard (en mIU/ml, 2nd TRP-HMG). Los %C.V. -
obtenidos de las diferentes curvas standard son menores -
en los puntos de concentraciones de hormona standard més

pequetios.

Basandonos en la transformacibn logit-log, he-
mos transformado las curvas sigmoideas anteriores en 1i--
neas reectas muy bien definidas. La recta representativa de
la curva de FSH, como se puede observar en la Figura 25,
tiene una pendiente de -2,77 y un coeficiente de regresibn
de 0,990. Las pendientes de las rectas correspondientes a

las 12 curvas de FSH varian entre 3,0 y =2,3.

La recta representativa de LH se ajusta a la -
ecuacibn y= -2,55X + 1,46 y el coeficiente de regresibn es
de 0, 991, mis préximo a la unidad que el de FSH (Figura -~
26). Los valores individuales de las pendientes de las 14

curvas standards de LH varfan de -3,0 a -2,2.Esto, que de-



179

TABLA 8

VALORES DE RPB(B/B0 x 100)CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACCIONES

DE FSH STANDARD (NIH) OBTENIDOS EN 12 CURVAS STANDARDS

miy/ml o* 40 20 10 5 2,5 1,25 0,61

39,40 11,26 39,12 66,13 71,47 84,95 88,62 91,40
29,80 10,10 23,21 40,25 64,05 83,75 89,81 92,93
42,89 12,02 24,67 44,32 64,98 75,40 88,44 93,16
50,12 14,61 30,15 54,16 70,83 86,93 90,56 94,37
36,16 15,21 29,00 51,69 66,28 82,41 84,71 90,18
30,10 5,84 16,69 41,86 63,84 79,17 88,00 93,20
37,28 9,20 25,32 45,37 68,07 80,69 87,93 88,57
31,10 15,11 26,73 47,03 62,19 75,83 85,37 89,53
22,36 21,93 28,87 53,49 60,40 83,13 86,44 89,42
29,58 9,92 20,77 41,16 62,07 76,18 85,10 91,81
26,20 5,21 18,60 39,92 61,11 76,06 86,19 88,51
35,99 7,68 18,03 40,26 52,64 69,42 84,60 88,87

MEDIA 34,25 11,51 25,10 47,14 63,99 79,49 87,15 90,96
D. S. 7,65 4,69 6,32 7,93 5,07 5,05 2,03 2,12
E.S.M. 2,21 1,35 1,83 2,29 1,46 1,46 0,58 0,61
%C.V. 22,34 40,75 25,18 16,82 7,92 6,35 2,33 2,33

* L0S VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN B/T CORRESPONDIENTES A LOS
TUBOS CERO (SIN HORMONA STANDARD)

TABLA 5

VALORES DE RPB (B/Bo X 100) CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACCIONES

DE LH STANDARD (NIH) OBTENIDOS EN 14 CURVAS STANDARDS.

miu/m  o* 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 10,93 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
D.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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801

704

60+

501

401

304

20+

10+

1%0

él x100 ¢ D.S.
{]

T L L ¥ T T T
061 125 25 5 10 20 40
FSH miu/mi. 2nd LRP-HMG

{LER-907)

: CURVA STANDARD DE FSH EN ESCALA SEMILOGARITMICA.CADA

PUNTO REPRESENTA LA MEDIA DE 12 DETERMINACIONES t LA
DESVIACION STANDARD (D.S.). EL ANTICUERPO USADO ES DE
UNA CONCENTRACCION 1:30.000.
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-g:; 100 ¢ D.S.

100

504

40+

304

20+

104

| S— —————

046 093 1,87 375 75 15 30

LH mIU/mi. 2nd LRP-HMG
(LER - 907)

F1G. 24: CURVA STANDARD DE LH EN ESCALA SEMILOGARITMICA. CADA
PUNTO REPRESNTA LA MEDIA DE 14 DETERMINACIONES : LA
DESVIACION STANDARD (D.S.). EL ANTICUERPO USADO ES DE
UNA CONCENTRACCION 1:120.000
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.3
8
s
= +2
y--2.71x+ 25189
+1 r 0.9”7
0 .
-1
-2
-3
0.625 125 25 5 10 2 40

FSH miy/mL 2nd. IRP-HMG (LER-907)

FI16 25: REPRESENTACION EN ESCALA LOGIT-LOG DE LA CURVA STANDARD DE FSH
(NIH) DE LA FIG. 23.

y=-2.55 x+1.464
r=(L9991

06 ) 15 i 15 15 30
LH mit)fni. 2nd. IRP-NMG  (LER-907)

FI16.26: REPRESENTACION EN ESCALA LOGIT-LOG DE LA CURVA STANDARD DE LH
(NIH) DE LA Fl6.24.
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muestran la linealidad de las curvas, nos permite calcular de
una forma automidtica las concentraciones de FSH y LH en un —-

suero, con una calculadora HP-75.

La sensibilidad de los radioinmunoensayos se calcu-
la tal cbmo expresa la Tabla 10, donde se sefialan 10s valores
de larelacién B/T (radioactividad del precipitado/radioactivi
dad total), de cada uno de los 10 tubos sin hormona standard
(tubos cero) y de los 10 que contienen dosis muy pequefias de
FSH y LH, sus medias y los valores estadisticos (D.S., E.S.M.)
La sensibilidad del R.I.A. de FSH es 1,25 mIU/ml, ya que es -
la minima dosis que proporciona una media de la reacibn B/T -
que difiere significativamente de la media correspondiente —-—
a los tubos cero del ensayo; por esta misma razbn la sensibi-

lidad del R.I.A. de LH es 0,468 mIU/ml, mayor que la de FSH.

En el cdlculo de la recuperabilidad (tal como se in
dica en Material y Métodos) de FSH, la concentracibn del sue-
ro usado fué de M= 5 mIU/ml, la de la hormona standard M =20
mIU/ml, la de las mezclas de los anteriores M = 26,0 mIU/ml-
(de los valores : 26,3 ; 27,4 ; 24,5 ; 25), por tanto la re-
concentracibdn de la mezcla

concentracibébn del suero + la del stan-
dard

cuperabilidad , o %R =

= 26,0 / 20 +5 = 104 %.
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TABLA 10

ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD EN EL R.I.A. DE FSH Y LH (NIH)

FSH mIU/ml LH mIU/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

¢ /T 42,70 41,44 40,14 34,91 34,30 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

£.5.1..0,30 0,23 0,22 0,58 0,46 0,32

ne” 1,27 6,71* 3,56 * 8,74 **

n=18

* SIGNIFICATIVAMENTE DISTINTO DE CERO P<0,01
** STGNIFICATIVAMENTE DISTINTO DE CERO P <0,001

TABLA 11

REPRODUCIBILIDAD EN EL R.I.A. DE FSH Y LH (NIH) SEGUN EL METODO DE RODBARD (146)

FSH mIU/m1(NIH) LH mIU/m1 (NIH)

ENSCYO Xy X, ¢ D.S. ENSAYO Xy X, ¢ D.S.
n n°
1 8,0 8,0 8,0 0,0 1 5,2 5,6 5,4 n,28
2 7,5 8,5 8,10 0,71 2 5,0 4,5 4,75 0,35
3 10,5 11,0 10,75 0,35 3 5,8 6,0 5,9 0,14
4 9,3 9,0 9,15 0,21 4 1,0 7,8 7.2 0,28
5 11,0 11,5 11,25 0,35 5 6.2 6,8 6,55 0,42
6 11,0 10,2 10,60 0,57 6 6,0 6,4 6,2 0,28

MEDIA 9,55 9,7 9,63 0,37 MEDIA 5,87 6,12 5,99 0,29

D.S. 1,63 1,41 1,44 D.S. 0,72 1,01 0,86

E.S.M. 0,63 0,58 0,59 E.S.M. 0,30 0,41 0,35

R. INTRA-ENSAYD
D.S. =0,37/ VZ = 0,26 ; %C.v.=2226 _ , 66

0.5.20,29/ V2 0,205 ; 5C.V.=$23bu3 44

R. INTER-ENSAYO:
*C.v. 1,44

“dadd - 14,05 1C.V.= gfgg = 14,35
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En el cidlculo de la recuperabilidad de LH, 1la
concentracién del suero fué de M= 9 mIU/ml , la del stan
dard M= 15 mIU/ml, y la de la mezcla M=22,65mIU/ml ( de
los valores : 23,2 ; 22,5 ; 21,9 ; 23), por lo tanto la 7
%R = 22,65 / 9 + 15 = 107 %. Ambas recuperabilidades obte

nidas, por encima del 100% son muy aceptables.

La reproducibilidad intra e inter-ensayo se ha
calculado segin los datos de la Tabla 11; los valores—-—

X y X

] 5 representados en una fila son las concentra-

ciones de un mismo suero, obtenidos en el mismo ensayo, y
los representados en las distintas columnas son las con--
centraciones de estos suerosobtenidas en ensayos diferen
tes. La reproducibilidad intra-ensayo (obtenida segln las
fébrmulas,dadas en Material y Métodos, de Rodbard)para FSH
es de 2,66 % y para LH 3,44%, dque es mucho menor que la

inter-ensayo : 14,9% para FSH y 14,5% para LH; es necesa-

rio serflalar que ambas reproducibilidades corresponden a

una concentracion . media de los sueros en 1los que se

han basado estos célculos, de 9,63 mIU/ml de FSH y 5,99
mIU/ml de LH.

Del mismo modo indicado, se han calculado
las reproducibilidades para las diluciones 1:2 de 1los sue

ros anteriores y se ha obtenido para FSH : 1,5% y 11,2% -



186

de intra- e inter-ensayo, respéctivamente, y para LH : 1,%
% vy 10,5 %. Esta disminucibébn de wvariabilidad, al disminuir
la concentracibn, coincide con la observada en 1os %C.V --
(coeficientes de variacién) para pequeflas dosis de hormona

standard representados en las Tablas 8 y 9.

Las interacciones de TSH humana, FSH urinaria(Se

125I—FSH y Anti-FSH (NIH) se represen

rono) en la unibn de
tan en la Figura 27, que expresa la relacibn B/BO x 100 pa
ra cada concentracién de las diferentes hormonas standards.
La curva obtenida con FSH urinaria presenta reaccibdn cruza-
da con la de FSH pituitaria , de tal modo que la inhibicibn
( o % de precipitado radioactivo) que produce 1,2 mIU/ml de
FSH pituitario es la misma que produce 8,5 mIU/ ml de FSH -
urinario. La TSH presenta interferencia en el ensayo, que -
no se manifiesta a concentraciones menores de 40 mIU/ml; es
ta reaccibn cruzada es de tal modo que para obtener una in-

hibicién del complejo :125

I-FSH-Anti-FSH igual que la due
produce 1,25 mIU/ml de FSH se necesitan 60 ali/ml de TSH.

En la valoracién de FSH de un sujeto tiroidectomizado (con
valores de TSH muy elevados), se encontraron concentraciones
en el rango de los normales, resultado, que asociado a 1o an
terior pone de manifiesto que la interferencia producida por

TSH no es preciso tenerla en cuenta a la hora de evaluar 1los

resultados obtendios en el R.I.A.
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%x 100

L] ¥ T T T v T T LIS ?
0625 25 10 40 200
mIU/mi. FSH
U/ mi. TSH

F1G.27:REACCIONES CRUZADAS DE TSH(D—D uU/m1),FSH URINARIA{SERONO)
(0——OmIU/m1) EN EL R.I.A. DE FSH PITUITARIA LER-1366(NIH)
(o—emIU/mt ). .
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La HCG no presenta "ninguna interferencia, cosa -
que era de esperar, ya que el R.I.A. estd basado en la uti--

lizacibn de un Anti-FSH preparado por adsorcién con HCG.

Las interferencias de LH urinaria(Serono), de HCG
(Sorin, 1mg= 1300 UI biolbgica, y 6600 UI inmunolbgica) en

2 .
5I--LH y Anti-LH (NIH), se representan en la -

la unibn de L
Figura 28; la LH urinaria interfiere en el ensayo, de modo
que 20mIU/ ml producen la misma inhibicién que 2 mIU/ml de
LH pituitario. La HCG reacciona completamente con el Anti-
LH de modo que 2 ng/ml desplazan a 1,8 mIU/ml de LH pitui-
taria; la recta punteada en la figura representa la inhibi
cibn obtenida con diferentes diluciones de un suero de una
embarazada, due, como puede observarse, es paralela a la --
curva de inhibicién de HCG y no a la de LH pituitaria; la -
dilucién de estos sueros, por 1o menos, a 1: 100 para su va
loracibébn de LH y el no paralelismo con la curva standard de
LH, demuestran claramente la presencia de HCG. En el estu-—-
dio de la posible interferencia con TSH humana no se ha ob-

servado ninguna inhibicibén con altas concentraciones de és-

ta.

Las interferencias obtenidas con las hormonas de
origen urinario, tanto de FSH como de LH demuestran que el

anticuerpo Anti-LH y Anti-FSH obtenidos por inyeccidn de -
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1 2 4 6 8 pl. suero de embarazade
023 046 093 187 375 75 15 30 mIU/ml.  FSH
ng/ml. HCG

L]

F1G.28:REACCIONES CRUZADAS DE LH URINARIA(SERONO) (O—OmiU/ml) Y
HCG (PF—Vng/m1),EN EL R.I.A. DE LH PITUITARIA LER-960(NIH)
(@——=@ nIU/m1). LA RECTA PUNTEADA (X----X) REPRESENTA LA
INHIBICION PRODUCIDA POR DIFERENTES DILUCIONES DE UN SUERO
DE EMBARAZADA QUE ES PARALELA A LA CURVA DE HCG.
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extractos pituitarios son mucho mds especificos para las
hormonas presentes en 1os standards pituitarios que en

los de origen urinario.

El paralelismo existente entre las curvas stan-
dards y las obtenidas con diferentes diluciones de sueros
de mujeres mendpaﬁsicas se ponen de manifiesto en las se-
cciones A de las Figuras 29 y 30, que representan las rec
tas obtenidas de la transformacibébn logit-log, de FSH y LH,
respectivamente. Las secciones B de las Figuras anteriores
representan en el eje de abcisas los ul.de suero a valorar
y en el eje de ordenadas las concentraciones correspondien
tes obtenidas en el ensayo; las lineas rectas , que pasan
por el origen,demuestran la relacibdn proporcional existen-
te entre ambos. Estos resultados demuestran el comporta——
miento similar,entre la hormona presente en el suero y la
hormona standard, en su reaccibn inmuncldgica con el Anti
cuerpo especifico, condicibdn que es necesaria para que un

R.I.A. sea valido.

Para conocer hasta qué punto pueden interferir
las proteinas presentes en e! suero en el R,I.A, se han --
diluido los standards de FSH y LH en suero de buey, de ca-

ballo y en suero de sujetos hipofisectomizados. Las curvas
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£16.29: A) PARALELISMO ENTRE LA CURVA STANDARD DE FSH(NIH) Y LAS DISTINTAS OILUCIONES DE SUEROS DE MUJERES MENOPAUSICAS
o 8) RELACION PROPORCIONAL ENTRE EL VOLUMER DEL SUERO DE NENOPAUSICA USADO EN LA VALORACION Y LOS YALORES DE FSH
OBTEN1DOS.
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F16.30: A) PARALELISMO ENTRE LA CURVA STANDARD Ut LW(NIH) Y LAS OISTINTAS DILUCIONES DE SUEROS DE MUJERES MENOPAUSICAS.

B) RELACION PROPORCIONAL ENTRE EL VOLUMEW DEL SUERO DE MENOPAUSICA USADO EN LA VALORACION Y LOS VALORES DE LK
OBTENIDOS.
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standards obtenidas en cada dilucibn del patré4n de FSH
la obtenida diluyendo éste en el tampbdn del ensayo: BSA-
PBS al 0,1 % se representan en la Figura 31; como puede
observarse, la curva obtenida por dilucibn con suero de
caballo presenta una inhibicién menor,que la diluida en
tampbn, en la parte mis sensible de la curva, que puede
terpretase como una interferencia de FSH de caballo en d
Plazamiento de FSH humana. La curva obtenida por dilucib
en suero de buey es practicamente igual a la obtenida po
dilucibébn en el tampbn, aunque algunos puntos no se ajus-—
tan al trazado de la curva, por lo que no es conveniente
elegir este suero como disolvente del standard.

La curva realizada por dilucién en suero de un
hipofisectomizado es completamente paralela a la diluida
en tampbn y presenta una inhibicién mayor, del 14%, que
puede explicarse por el FSH, en muy pequefias dosis, pre-

sente en el suero.

El efecto de estas mismas diluciones del stan:-

\Y
7

el
in
es

n

r

dard en la curvas de LH, se representa en la Fig 32; to

das las realizadas en sueros de buey, c¢aballo y suero de
hipofisectomizado producen un desplazamiento paralelo al
obtenido por dilucibébn del standard en el tampén, pero es

ta diferencia de desplamiento, mayor en la del suero del
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FSH mIu/mi. 2nd IRP- NMG

FIG.31:EFECTO DE LAS PROTEINAS SERICAS EN EL DESPLAZAMIENTO DE
LA CURVA STANDARD DE FSH.
O——0: CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERO DE HIPOGONADAL
¥———X: CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERO DE BUEY
@——@ : CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN TAMPON PBS-BSA 1%
V———%: CURVA STANDARD DE FSH DILUIDA EN SUERQ DE CABALLO
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FIG.32:EFECTO DE LAS PROTEINAS SERICAS EN EL DESPLAZAMIENTO DE
LA CURVA STANDARD DE LH.
Q——O0 : CURVA STANDARD DE LH OILUIDA EN SUERO DE HIPOGONADAL
Y¥——X : CURVA STANDARD DE LH DILUIDA EN SUERO DE BUEY
©——@ : CURVA STANDARD DE LH DILUIDA EN TAMPON PBS-BSA 1%
V——V : CURVA STANDARD DE LH DILUIDA EN SUERO DE CABALLO.
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hipofisectomizado no,es significativa.

Estos resultados nos llevan a la conclusién de
que , debido a la dificultad de poseer grandes cantidades
de sueros libres de FSH y LH, se pueden realizar las dilu
ciones de los standards en el tampbénBSA-PBS al 0,1% , con
tal de que las concentraciones del segundo antieuerpo -—-
sean las que proporcionen la méxima precipitacibédn del com
plejo antigeno-anticuerpo, que son las condiciones con -—-
que hemos realizado las curvas anteriores, para uria COn——

centraciédn de Anti-FSH 1: 30.000 y de Anti-LH 1: 120.000.

Con el fin de ahorrar tiempo y aumentar ta re-—-
producibilidad de los ensayos, se preparan las diferentes
diluciones de la hormona standard en un mismo dia, se —--—
guardan congeladas a =-202C, y de este modo el dia en que
se vaya a realizar un R.I.A. se puede utilizar una de las

diferentes alicuotas previamente descongeladas.

Las curva . standard. realizada~ con estas dilu-
ciones almacenadas a -209C, se presenta en la Figura 33,
en relacibn con una curva standard diluida el mismo dia
del ensayo. En esta misma Figura se incluye una curva —-—
standard , en la que la hormona marcada utilizada habia
estado almacenada durante 40 dias a =-202C, después de -~

su iodacibn; el mismo dia antes del ensayo se repurificd
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FIG. 33: EFECTO DE LA CONGELACION DE LA HORMONA STANDARD Y DE LA
HOQRMONA MARCADA A -20°C.

@m= : CURVA STANDARD REALIZADA CON HORMOMA STANDAD Y HOR-
MONA MARCADA RECIEN PREPARADAS.
X

CURVA STANDARD PREPARADA CON HORMONA STANDARD PRE-
VIAMENTE CONGELADA.

o: CURVA STANDARD PREPARADA CON HORMONA MARCADA PRE-
VIAMENTE CONGELADA.
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en Sephadex-~G100. La observacibn de la Figura pone de ma-
nifiesto el total paralelismo e identidad de las curvas

obtenidas con las modificacioneskde dilucibn de standard
previo al ensayo y almacenamiento de ésta y de la hormo=-
na marcada, 10 que nos lleva a un ahorro considerable de

material y de tiempo.
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IT. RADIOINMUNOENSAYO DE FSH Y LH POR EL METODO DE
SERONO.

II. 1. CURVAS STANDARD DE FSH Y LH

La media, D.S., E.S.M. y % C.V. (Coeficiente de varia-
cibén)de 23 curvas de FSH y 20 de LH se representan en las Ta-
blas 12 y 13, La representacibén grafica de ambas curvas sig-
moideas aparece en las Figuras 34 y 35. Al iguai que en el -
método anterior, el coeficiente de variacibén en los puntos co
rrespondientes a concentraciones de hormona standard mads pe-

quefias son menores que en 1los restantes.

Basi&ndonos en la transformacién logit-log, se han con-
vertido las curvas anteriores en lineas rectas. La®*Figura 36
representa la recta correspondiente a la curva de I'SH, que se
ajusta a la ecuacibn: y= 2,712 x + 2,29, con el coeficiente -
de regresién de 0,997; las pendientes de las rectas individua
les cprrespondientes a las 23 curvas de FSH varian de -3,0 a

- 2,40

Del mismo modo la transformacién de la curva de LH en
una linea recta, de acuacibn: - 2,51 x + 2,7 y coeficiente de
regresién - 0,998, se puede observar en la Figura 37. Las pen
dientes de las rectas individuales correspondientes a las 20

curvas de LH varian de - 3,2 a - 2,5. Estos resultados -
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FIG. 34: CURVA STANDARD DE FSH (SERONG) EN ESCALA SEMILOGARITMICA.
CADA PUNTO REPRESENTA LA MEDIA DE 23 DETERMINACIONES ¥
LA DESVIACION STANDARD (D.S.).
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FIG. 35: CURVA STANDARD DE LH (SERONO) EN ESCALA SEMILOGARITMICA.

CADA PUNTO REPRESENTA LA MEDIA DE 20 DETERMINACIONES =
LA DESVIACION STANDARD (D.S.).
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TABLA 12

VALORES OE RPB (ll!° x 100) CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES
OF FSH STANDARD OBTFMIDOS EN 23 CURVAS STANDARDS (SERONO)

alu/ml "~ oe 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
14,58 11,26 28,26 49,43 62,67 88,74 96,56
11,63 7.36 31,12 56,44 - 71,29 77,09 97,45
14,47 19,39 27,47 39.41 57,18 67,95 33;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 98,08
47,39 12,88 27,19 42.53- 65,68 84,61 99,90
39,92 15,38 20,25 33,42 68,83 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 . 1.60 16,36 24,12 §5,15 68,28 88,21
25,73 8,65 14,61 25,43 42,66 61,50 79,20
33,40 12,81 15,71 19,49 36,22 70,52 73,97
25,67 8.48 13,00 21,18 39,23 64,94 91,36
35,15 7,32 10.92 19,23 33,58 52,96 72,36
27,82 §,91 10,21 16,99 31,34 §2,38 74,82
29,08 7,89 11,13 19,82 32,79 83,72 81,22
16,28 8,65 15,78 26,34 44,88 62,38 84,49
19,83 17,31 29,32 53,28 10,92 74,29 95,04
MEDIA 24,74 9,52 19,36 31,24 49,68 70,60 87,30
D.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
i C.v. 38,84 40,65 37,81 36,81 24,88 15,40 9,73

* LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN B/T CORRESPONDIENTES A LOS TUBOS CERO
(SIN HORMONA STANDARD)
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TABLA 13

VALORES DE RPB (B/Bo x 100) CORRESPONDIENTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE LH STANDARD OBTENIDOS EN 20 CURVAS STANDARDS (SERONC)

mlu/ml o* 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
12,32 19,98 29,15 31,71 41,62 §5,49 80,43
16,63 14,08 30,23 §5,18 72,18 87,89 97,00
14,39 23,12 33,55 49,13 73,16 89,23 95,11
22,37 15,65 24,94 44,60 §9,08 79,41 89,12
20,36 13,51 23,60 44,24 64,70 78,78 90,49
22,10 30,59 43,72 61,09 81,18 90,72 93,74
18,65 13,16 28,04 41,86 69,57 80,92 97,86
19,76 23,88 42,97 75,51 81,75 90,72 96,81
18,59 17,97 29,93 49,10 68,55 80,06 87,31
16,52 20,38 33,85 52,02 7,47 91,05 97,57
18,02 18,48 30,78 52,29 71,44 86,88 94,96
26,71 14,45 25,72 48,90 69,74 84,77 94,67
20,24 16,15 22,75 38,16 61,69 82,80 91,72
24,98 36,30 48,05 62,67 78,33 83,63 90,14
33,49 11,25 18,43 31,53 49,46 69,59 88,01
38,34 14,30 22,88 37,75 58,12 76,53 86,28
43,62 14,20 25,39 48,06 66,83 79,61 89,84
20,43 13,50 33,18 55,23 67,23 76,77 82,54
39,77 14,06 23,95 32,70 56,13 76,09 92,35
45,53 11,99 20,01 32.70 58,95 71,31 81,82
MEDIA 24,64 18,76 29,46 47,22 66,28 80,61 90,88
0.s. 9,97 6,40 8,02 11,57 10,49 8,61 5,29
E.S.M. 2,23 1,43 1,73 2,59 2,34 1,93 1,18
£ C.v. 40,46 34,12 27,22 24,50 15,83 10,68 §.82

* LOS VALORES DE ESTA COLUMNA REPRESENTAN B/T CORRESPONDIENTES A LOS TUBOS CERO (SIN HORMONA STANDARD)
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demuestran la linealidad de las curvas segun la transforma-
cibn elegida, lo que nos permite calcular, al igual que en

el método de NIH, automiticamente 1los resultados.

La sensibilidad de este método se ha calculado segin
los datos seﬁalados en la Tabla 14. La minima dosis, tanto
de LH como de FSH correspondiente a una relacién B/T (radig
actividad del precipitado/radiocactividad total) significati
vamente distinta de la relacién B/T que se han Bbtenido en
los tubos sin hormona standard (tubos cero), es de 1,25 —=
mIU/ml, y es el valor que se toma como sensibilidad de estos

radioinmunoensayos.

El calculo de la reproducibilidad, representado en -
la Tabla 15, se ha calculado de igual modo que en el mé&todo

anterior.

Ls reproducibilidad intra-ensayo (3,03% péra FSH, y -
4,20% para LH) es siempre mucho menor que la inter-ensayo -
(17,48% para FSH y 16,85% para LH); a su vez ambas son lige

ramente superiores a las del método de NIH.

En el cdlculo de la recuperabilidad de FSH, la con--

centracién de hormona standard usada fué de M =12,5mIU/ml,
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TABLA 14

ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD EN EL R.I.A. DE FSH Y LH(SERONOQ)

FSH mIU/m] LK mIU/ml
1,5 0 1,5
25,10 20,26 33,00 29,19
28,65 22,81 34,72 31,71
27,82 20,52 36,22 30,96
%B/T 27,67 22,69 35,40 28,20
29,32 22,95 35,20 29,40 .
26,40 23,16 37.40 27,25
34,20 21,40 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. 0,53 0,46 0,53 0,58
¥
wew 7’73“ 7.20
n=12

** SIGNIFICATIVAMENTE DISTINTO DE CERO  P< 0,001

TABLA 15

REPRODUCIBILIDAD EN EL R.I.A. DE FSH Y LH (SERONO) SEGUN EL METODO DE RODBARD (146)

FSH mIU/m] (SERDNO)

LH mIU/m) (SERONO)

ENSAYO Xl XZ b D.S ENSAYO Xl XZ e D.S.
n° n°
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 15,0 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 D.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 :
0.5.= 0,69/ 2 =0,487. 1C.V.=Tg—67-3.03

n.487

.

D.S.=1,08/ 220,763 ;xcv.-%g%%ga 4,20

R. INTER-ENSAYO :

2,81 _
1C.V.=fﬁ:67-l7.48

%C.V.x %g%%;-ls.as
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la del suero M = 20 mIU/ml y la de 1 s mezclas de los ante-
riores M 31,5 mIU/ml (de los valores: 32,5; 30,8; 29,5; 33),

por lo tanto la recuperabilidad, o % R es:

_concentracibébn de la mezcla _ 31,5
“concentracibén del suero + la del standard = 31,5 + 2

0=96,9%

En el cdlculo de la recuperabilidad de LH, la concen-
tracién de la hormona standard fué de 12,5 mIU/ml, la del sue
ro 6 mIU/ml, y la de la mezcla M = 18,75 mIU/ml (de los valo-

| o L 18,75
res: 19,5; 20; 18; 17,5) por lo tanto, la % R= 12,5+6

Las secciones A de las Figuras 38 y 39 muestran, en
escala logit-log, el paralelismo existente entre las curvas -
standards de FSH y LH y las obtenidas con diferentes dilucio-
nes de sueros. Las Secciones B de las Figuras anteriores de-
muestran la relacibn proporcional que existe entre 1los ul de
suero a valorar y sus concentraciones correspondientes obteni
das en el ensayo. Estos resultados demuestran que la hormona
presente en el suero y la hormona standard tienen una reaccibn
inmunolbégica similar, condicibn que es necesaria para la vali-

dez del R.I.A.

IT. 2. BFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LOS DIFERENTES ESTA-

DIOS DEL R.I.A.
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Se ha estudiado la cinética de la reaccibn antigeno-
anticuerpo en los diferentes estadios en que se desarrolla-

el R.I.A. de FSH y LH.

La Figura 40 y 41 (A) demuestra que la unibn antige-
no-anticuerpo disminuye a medida que aumenta el tiempo trans
currido entre la adicibén del primer anticuerpo y la hormona
marcada; la Figura 40 y 41 (B) demuestra que ésta unibén au--
menta con el tiempo que transcurre entre la adicibn de la -—-
hormona marcada y el segundo anticuerpo. Por otra parte es-
ta unibén se favorece a medida que aumenta el tiempo que pasa

.. /. . .
entre la adicibn del segundo anticuerpo y la centrifugacibdn
/

> de los tubos (Fig. 40 y 41 (C).
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FIG. 40: EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LA FORMACION Y PRECIPITACION DEL COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO
EN EL R.I.A. DE FSH (SERONO)
A) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA ADICION DEL 1°ANTICUERPO Y LA HORMONA MARCADA
B) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA ADICION DE LA HORMONA MARCADA Y EL 2°ANTICUERPO.
C) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURREDO ENTRE LA ADICION DEL 2°ANTICUERPO Y LA CENTRIFUGACION.
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FIG. 41: EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LA FORMACION Y PRECIPITACION DEL COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO
EN EL R.I.E. DE LH(SERONO)
A) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA ADICION DEL I°ANTICUERPO Y LA HORMONA MARCADA
B) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURRDIO ENTRE LA ADICION DE LA HORMONA MARCADA Y EL 2°ANTICUERPO
C) VARIACION DEL TIEMPO TRANSCURRDIO ENTRE LA ADICION DEL 2°ANTICUERPO Y LA CENTRIFUGACION.
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ITI.APLICACION EN LA CLINICA HUMANA

DEL R.I.A. DE FSH Y LH

IIT. 1. CONCENTRACION DE FSH Y LH EN HOMBRES

A) POR EL METODO DE NIH

Se han determinado los valores de ambas hormonas
en:
1) Hombres normales de edad comprendida entre 18 y 35 afios.
2) Pacientes con Hipogonadismos primario y secindario.

3) Estériles (con Azoospermia y “Oligospermia).

Los valores individuales, media, D. S. y E. S. M.
de FSH y LH determinados en un grupo de hombres normales,

se pueden observar en las Figuras 42 y 43 y en la Tabla 16.

En estas mismas Figuras se representan dgraficamen-
te los valores de RH y FSH en hombres que padecen diferentes
tipos de Hipogonadismos y Esterilidad; los pacientes afectos
de Hipogonadismos hipotdlamo-pituitarios tienen cifras muy

bajas de LH y F8H, a menudo indetectables, mientras que lo0s
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FSH mIu/mi.
NiH — # 208
HOMBRES NORMALES
O HIPOGONADISMO HIPOFISIARIO
7 o0 @ E. KLINELFELTER
® ® A  A2008PERMIA Y OLIGOSPERMIA

FIG. 42: CONCENTRACIONES {mIU/m1-NIH) DE FSH
EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES
HIPOGONADALES.
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FIG. 43: CONCENTRACIONES (mIU/m1-NIH) DE LH

EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES
HIPOGONADALES.



213

sujetos con Hipogonadismos primario (Sindrome de Kinelfel-
ter, Reifenstein, etc.) tienen cifras muy elevadas de am-

bas gonadotropinas, especialmente de FSH.

En los pacientes con problemas de Esterilidad
(Azoospermia y Oligospermia), 1los valores de FSH son lige-
ramente superiores a 1os normales. Sin embargo los de LH
estdn dentro de los intervalos de normalidad. Estos datos
favorecen sin duda la existencia de un mecanismo de control

gonadal de la secrecibn de FSH.

B) POR EL METODO DE SERONO

De la misma manera que en el método anteriormente
descrito, sSe han realizado determinaciones de LH y FSH en
un grupo de hombres normales, cuyos valores individuales,
medias, D.S y E.S.M. se representan en la TAbla 16-A y en
las Figuras 44 y 45. En estas mismas figuras se puede obser-
var que los valores de FSH y LH correspondientes a los Hipo-
gonadismos-hipofisarios son mads bajos que los normales, sin
embargo los obtenidos en los pacientes que padecen de Hipo-
gonadismos primarios son muy elevados, tanto de FSH como de

LH,

En ambos métodos es interesante hacer notar que
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TABLA 16-A

VALORES DE FSH Y LH EN HOMBRES NORMALES (NIH)

FSH mIU/m1 (NIH) LH mIU/m1(NIH)

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 1li-b

VALORES DE FSH Y LH EN HOMBRES NORMALES(SERONO)

FSH mIU/m1(SERONO) LH mIU/m1(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 17,5 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

n° : 14 n® : 11
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H mlu/ml 3
FsSERONO F{ Hombres normoles M$DS
O Hipogonadismos
Hipogonadotropicos
[} Hipogonadismos
) Hipergonadotropicos
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FIG. 44: CONCENTRACIONES (mIU/m1-SERONO) DE FSH
EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES
HIPOGONADALES.
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LH mIU/mi.
SERONO
30 Hombres normales M:DS
® [0 Hipogonadismos
Hipogonadotropicos
® Hipogonadismos
28 ] Hipergonadotropicos
@
®
20

FIG. 45: CONCENTRACIONES(mIU/m1-SERONO) DE LH
EN HOMBRES NORMALES Y EN PACIENTES
HIPOGONADALES.
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la relacién de LH/ FSH , en hombres normales y en Hipogo—
nadismos- Hipofisarios, es muy prbéxima a la unidad, situa-

cibén que se altera en los Hipogonadismos de origen gonadal.

ITT.2. CONCENTRACION DE FSH Y LH EN MUJERES

A) POR EL METODO DE NILH

Se han determinado los valores de ambas hormonas
en
1) Ciclos menstruales normales
2) Fase folicular y Fase lutefnica en Mujeres normales

3) Amenorreas de diferentes causas.

Las cifras normales de LH y FSH, en los diferen
tes dias de un ciclo normal menstrual ,esté representado
en la Figura 46. Cada punto de la Figura expresa la Media
y E.S.M. de las determinaciones de LH y FSH en un Jrupo
de mujeres; se ha tomado como referencia el dia de maxi-
ma concentracibébn de LH y FSH, dia O.

En la primera parte de la Fase folicular (dias
primeros del ciclo) se nota una concentracibén alta de FSH,
que va descendiendo hasta los dias préximos al dia O,en el
que los niveles madximos de FSH ( 7 mIU/ml) y LH ( 30 mIU/
ml) coinciden ( dia de la ovulacibn). A partir de esta fe

cha, los valores descienden a unos. niveles que, COn pe=—-—
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quefias fluctuaciones, se mantienen durante los dias poste-
riores (fase luteinica), para comenzar de nuevo a subir en

el inicio del préximo ciclo.

Los valores de LH en los dias anteriores a la -
ovulacibén presentan variaciones, al igual que FSH, lo que
demuestra su secreccibdn pulsitil; después del méximo pico,
en el dia O, sus valores van descendiendo en paralelo con

los de FSH.

Los valores individuales, de 34 determinaciones,
en la fase folicular y luteinica, asf como las M, D.S. y
E.S.M. , aparecen en la Tabla 17-A. La representacibn gra
fica de estas medias (f D.S.) de FSH y LH, en mujeres nor
males, y los valores individuales en mujeres con diferen-
tes tipos de Amenorreas estéin representadas en las Figu-—-
ras 47 y 48, respectivamente. Los valores de FSH y LH du-
rante la fase folicular son ligeramente superiores a 1los
de la fase luteinica, pero no hay diferencia significati
va. Las mujeres con Amenorrea de origen hipotédlamo-hipo=’
fisario tienen concentraciones muy bajas de FSH y LH, sin
embargo las mujeres con Amenorreas gonadales (menopalisi--
cas) presentan cifras muy altas de FSH ( 38, 36 mIU/ml)
y de LH (12, 11 mIU/ml), siendo éstas menos elevadas que
las de FSH, y la relacién de LH/FSH es menor que la uni-

dad.



219

miu/mi 2t ES.M (NIH)

e LH ({ne3)
csssses  FSH (Ao Q)

l!!lln.l?‘ll!lIOIISQIC?"IO“I!B;‘

FIG. 46 : CONCENTRACIONES (mIU/w1+E.S.M.-NIH) DE LH EN 3 MUJERES Y DE FSH EN 4 NUJERES
EN DIFERENTES DIAS DE CICLOS MENSTRUALES NORMALES.EL DIA CERO CORRESPOMDIENTE
AL PICO MAXIMO DE FSH Y LH SE TOMA COMO REFERENCIA.
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TABLA 17-A

VALORES DE FSH Y LK EN MUJERES NORMALES (NIH)

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FASE FOLICULAR

LH(mIU/m1)

FSH(mIU/m1)

9,0 10,0 5,1 3,0 6,2
8,7 8,7 7,7 6,4 6,4
12,5 17,3 4,9 6,5 3,8
9,7 8,0 3,7 2,2 2,9
12,0 9,5 5,2 3,1 6,1
14,5 11,5 7, 6,3 0,3
8,1 13,5 4,8 5,4 3,8
8,0 9,0 3,4 2,0 2,7
7.8 9,0 5,3 3,2 6,0
9,0 15,6 7,4 6,5 6,5
13,0 14,0 5,0 6,3 3,6
10,0 11,0 3,5 2,4 3,0
MEDIA : 10,8 MEDIA : 4,86
D.S. 2,67 0.S. : 1,69
E.S.M.: 0,55 E.S.M.: 0,28
n® : 24 n® :36

FASE LUTEINICA

N LH(mIU/m1) FSH (m1U/m1) LH(mIU/m1) FSH (mIU/m1)

) 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 3,4 4,2 1.4 3,1 3,4 3,1

2,8 2,3 2,4 3,4 2,6 2,6
MEDIA : 3,23 MEDIA : 2,98 MEDIA : 2,59 MEDIA : 2,56
0.s. : 0,51 D.S. : 0,61 D.S. : 0,80 D.S. : 0,77
E'i‘F' ;32.14 E.:;H ;33.17 E'sﬁ-'i gizz £.§EM.§42.21
TABLA 17-8.
VALORES DE FSH Y LH EN MUJERES NORMALES (SERONO)

LH(mIU/m1)

FSH(mIU/m1)

18,8 16,3 15,5 4,9 5,4 3,5 3,2
13,5 13,2 9,9 3,8 3.8 2,0 2,8
15,4 12,7 12,7 5.0 5,3 3,4 3,0
12,8 10,0 11,1 3,7 3,4 2,0 2,8
13,5 9.9 5,5 2,5 2,8 1,7 2,7
18,3 15,4 15,0 5,0 4,1 4,0 2,8
12,5 13,0 2,5 1,9 2,6 4,2
14,3 12,0 5,0 4,2 4,0 1,6
12,6 12,9 4,9 5,0 3,6 5,1
10,2 11,0 3,0 3,8 13,7
14,0 10,5 1,9 2,7 2.4

5,6 9,5 2,7 2,5 4,3
MEDIA : 12,52 MEDIA : 3,40

D.S. 3,05 0D.5. : 1,0
E.S.M.: 0,57 E.S.M.: 0,14

n° : 30 n° :4%
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FSH mlU/ml
NIH

H  Mueres normales M : DS
@ Amenorreas de origen gonadol
[0 Amenorreas de origen hipotalamo- hipofisario

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FIG. 47: CONCENTRACIONES (mlU/m1-NIH) DE FSH EN MUJERES AMENORREICAS Y EN LAS

FASES FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES A CICLOS MENSTRUALES
NORMALES.
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LH mIU/mi.
NIH m Mujeres normoles M DS
14 @ Amenorreas de origen gonadol
D Amenorreas de origen hipotalomo- hipofisario
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FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FIG. 47: CONCENTRACIONES (mIU/m)-NIH) DE LH EN MUJERES AMENORREICAS Y EN LAS
FASES FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES A CICLOS MENSTRUALES
NORMALES.
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FIG. 48: CONCENTRACIONES (mIU/m1-SERONO) DE LH

A

v ¥

26 28
DS DEL CiCLO

22 24

Y FSH DE 3 MUJERES EN

DIFERENTES DIAS DE CICLOS MESTRUALES NORMALES.SE TOMA COMO

DIA 1 EL PRIMER DIA DE LA MESTRUACION.
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FSH miu/ml
SERONO

46

MUJERES NORMALES i@ ¢t DS

18 . AMENORREAS DE ORGEN GONADAL

7y O ANENORREAS DE ORIGEN  WIPOTALANO -
MHIPOFISANO

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FIG. 50: CONCENTRACIONES (mIU/m1-SERONO) DE FSH EN MUJERES AMENORREICAS
Y EN LAS FASES FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES A CICLOS
MENSTRUALES NORMALES.
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Mujeres normales M £ DS

@ Amenorreas de origen gonadal

LH mlU/mi
SERONO

[0 Amenorreos de origen hipotalamo- hipofisario

14 4

2 0 o

FASE FOLICULAR FASE LUTEINICA

FIG.51: CONCENTRACIONES(mIU/m1-SERONO) DE LH
EN MUJERES AMENORREICAS Y EN LAS FASES
FOLICULAR Y LUTEINICA CORRESPONDIENTES
A CICLOS MENSTRUALES NORMALES.
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B) POR EL METODO DE SERONO

I

Se han determinado, igual que en al método ante-
rior, LH y FSH en
1) Ciclos menstruales normales
2) Fase folicular y Fase luteinica en Mujeres normales

3) Amenorreas de diferentes causas.

Tomando como dia 1 el 19 dia de comienzo de la
menstruacibn,se realizaron determinaciones de FSH y LH du
rante todos 1os dias del ciclo hasta el comienzo de la —-
mestruacibén siguiente en tres mujeres (Fig.49).En 105 ——
tres casos l4s maximas concentraciones de FSH y LH coin-
ciden en el dia 13. Elegimos esta forma de representacidn
para hacer notar la coincidencia de los picos de FSH y LH
en el mismo dia, dque no podia ser observada en la forma -
de representaciébn del Método anterior, en el que habiamos

elegido este dia como referencia.

La M, D.S, y E.S.M, y 1los valores individuales
en la Fase folicular y luteinica se presentan en la Tabla
17 -B. Graficamente,estos resultados pueden ser observa--
dos en las Figuras 50 y 51, junto con 1los valores indivi-

duales de mujeres con diferentes Amenorreas.

Los valores de FSH y LH en Amenorreas de ori--
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gen hipotaldmico-hipofisario son muy bajos y en las de
origen gonadal (disgenesias gonadales) son mucho mis al-
tos que los normales, siendo generalmente los de FSH

( 50, 48 mIU/M1) més elevados que los de LH (25, 19 mIUu/

ml.
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1

ITI. 3 . DINAMICA DE LA SECRECION DE FSH Y LH

EN MUJERES CON CICLOS ANOVULATORIOS

Se determinaron las cifras de FSH y LH en dos
mujeres que presentaban baches amenorreicos con ciclos
anovulatorios, confirmados con estudios de temperatura
basal y valoraciones de pregnandiol, durante periodos
de 5 a 8 meses, y que se pueden observan en las Figuras

52 y 53.

La caracteristica comﬁn de ambos ciclos es que
el pico ovulatorio de FSH y LH se presenta muy tarde(dias
29 y 31) y que la fase luteinica es muy corta,posiblemen-
te debido a que el cuerpo lGteo que se forma, es insufi-

ciente hormonalmente.
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F1G. 52: CONCENTRACIONES (mIU/m1-NIH) DE LH Y FSH EN UNA MUJER CON CICLOS
ANOVULATORIOS. SE TOMA COMGC DIA 1 EL PRIMER DIA OE LA MENSTRUACION,
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F1G.53: CONCENTRACIONES (mIU/m1-SERONO) DE LH Y FSH EN UNA MUJER CON CICLOS
ANOVULATORIOS. SE TOMA COMO DIA 1 EL PRINER DIA DE LA MENSTRUACION,
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IIT. 4. COMPARACION CUANTITATIVA DE LAS CONCENTRACIdNES

DE FSH Y LH OBTENIDAS POR AMBOS METODOS EN SU-

JETOS NORMALES

A) FSH

En la Figura 54 se expresan comparativamente los
valores de FSH en mujeres, en las diferentes fases del ci-
clomenstrual,asi como en los hombres. Como se puede ver, -
los valores medios obfenidos por el método de‘NIH; son ——
siempre inferiores a los obtenidos por el método de Sero-
no, y su dispersibn, en términos generales, es tambien me
nor. Sin embargo existe siempre una buena correlacibn en-

tre los datos conseguidos por ambos métodos.

B) LH

De igual forma, en la Figura 55, se expresan -
graficamente y de una manera comparativa los resultados
por ambos métodos. La diferencia apreciada entre las me-
dias, mis elevadas en el de Serono que en el NIH, es més
acusada que la observada para LH. La dispersién de los -~
datos del método de NIH es menor que el de Serono, aunque

existe buena correlacibn entre los resultados.



231
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F. FOLICULAR PICO OVULATORIO F. LUTEINICA HOMBRES

FIG. 54: COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FSH OBTENIDAS POR EL
R.I. A.UTILIZANDO EXTRACTOS PITUITARIOS(NIH) Y EL R.I.A.
UTILIZANDO EXTRACTOS URINARIOS (SERONO) EN SUEROS DE MUJERES
Y HOMBRES NORMALES.

mIU/ml LH
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-
l WE0S NI
]
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F. FOLICULAR PICO OVULATORIO F. LUTEINICA HOMBRES
F1G. 55: 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 MUJERES
Y HOMBRES NORMALES.

-
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IV. RESPUESTA DE LH Y FSH AL TEST DE LH-RH SINTETICO

IV, EN HOMBRES NORMALES

A) POR EL METODO DE NIH

La respuesta de LH a la inyeccibébn i.v. de LH-RH
consiste en una elevacibn, estadisticamente significativa,
en su concentracibdn que comienza a manifestarse a 1los 15
minutos y que duvra, aproximadamente, hasta los 45.(Fig.
56.y Tabla 18). Los niveles de FSH experimentan tambien -
una subida por encima de los basales, pero mucho menor,
m4s retrasada ( entre los 90 y 120 minutos), y sin signi

ficancia estadistica.

B) POR EL METODO DE SERONO

De la misma manera dque en el método anterior,
la Figura 57 y la Tabla 19 representan las respuestas de
FSH v LH en 9 hombres normales. La respuesta de LH es m4-!
xima a los 30 -45 minutos y la de FSH a los 60-90, siendo

ésta menor que la de LH y sin significancia estadistica.
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mlU/mi. (NINH)

— LH HOMBRES NORMALES

LH-RH (100 pg) == FSH I A2ps. (ns3)

'
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~p T

® .’ 30' e’ ' VY 120’
F16.56: VALORES BASALES Y A LOS 15,30,45,60 90 Y 120 MINUTOS DE FSH

Y DE LH ( mIU/ml ¢£D.S.-NIH) DESPUES DE LA ADMINISTRACION I.V.
DE 100 ug DE LH-RH EN 3 HOMBRES NORMALES.

TABLA 18

VALORES DE LH Y FSH EN HOMBRES NORMALES DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE 100 mg DE LH-RH

MINUTOS
n® Basal 15 30 45 60 90 120

LH mIU/mt (NIH)

2,0 6.5 8,8 8,5 6,7 5,6 4,6
2 1,8 10,5 9,5 10,0 7.1 5,5 4,2
0.85 8,4 8,0 7.9 6.6 4,6 4,0
MEDIA 1,55 8,47** 8,77** 8,8""* 6,8"" 5,23  4,27"
D.S. 0,61 2,0 0,75 1,08 0,26 0,55 0,31
E.S.M, 0,35 1,16 0,43 0,62 0,15 0,32 0,18
2 A 446 465 467 338 237 175
FSH mIU/ml (NIH)
4,5 ,2 3,6 3,8 3,0 3,6 5,4
2 2,9 3,4 4,2 4,0 3,6 3,2 3,6
3 1.6 2,0 2,3 2,0 2,6 2,4 2,6
MEDIA 3 2,87 3,37 3,27 3,07 3,07 3,87
D.S. 1,45 0,76 0,97 1.10 0,50 0,65 1,42
E.S.M. 0,84 0,44 0,56 0,64 0,29 0,35 0,82
1A -4 12 9 2 2 29

"DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P =0,001
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P<0.01 DE LOS VALORES BASALES
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mIV/mi (SERONO)

-—-FSH

LH-Rh (100 Agrs)

as

HOMBRES NORMALES (n=89)

1L M*DS

F16.57 : VALORES BASALES Y A LOS 15,30.45,60,90 Y 120 MINUTOS
DE FSH Y LH (mIU/m12D.S.-SERONO) DESPUES DE LA
ADMINISTRACION I.V. DE 100 mwg DE LH-RH EN 9 HOMBRES

NORMALES .
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TABLA 19

VALORES DE LW Y FSH EN HOMBRES WORMALES DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE 100 mg DE LH-RM

NINUTDS
n* BASAL 15 30 as 60 90 120
LH mIU/m1 (SERONO)

1 7 29 30 27 22,5 22 16,5
2 4 22 26 27,5 35 17 15,5
3 6,5 40 45 36 34 37 34

4 13 23 24 29 26 23 21

5 7.5 20 18,5 18 18 14 1

6 16 22 23 20 24 21 19

7 13 30,8 28,2 25 22,4 19,6 15,5
8 12. 28,2 28,5 24,4 19 19 17,2
MEDIA 9,88 26,88*%  27,9**  25,86** 25,11**  21,58** 18,71*
D.S. 4,16 6,59 7,82 5,55 6,33 6,86 6,83
E.S.M. 1,47 2,33 2,717 1,96 2,24 2.43 2,41
1A 172 182 161 154 118 89

FSH mIU/m1 (SERONO)

1 3,5 6,3 6,2 6.2 6.5 5,7 1.8
2 2,9 3,0 3.4 3,1 4.2 2,9 3,2
3 5,5 10,0 12,0 12,5 11,0 8,5 10,0
4 2.2 2,3 2,6 2,8 2,9 2.8 3.5
5 6.9 6,5 5,0 6.0 6.5 8,5 7.8
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 5,31 5,69 5,53 5,33 5,45
D.S. 1,7 2,68 3,2 3.5 2.8 2,37 2,73
E.S.M. 0,6 0,95 1,13 1,25 1,02 0,84 0,93
s A 36 39 49 45 40 43

** DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P<0,001
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P< 0,01

DE LOS VALORES BASALES
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IV, 2. EN HOMBRES CON DIVERSAS PATOLOGIAS ENDOCRINAS

El test de LH-RH se ha realizado en dos sujetos
que sufrian hipogonadismo secundario con los diagnbsticos
de Obesidad hipotalémica, en un caso, y Sindrome de Kall--
man, en el otro; en ambos casos, como se ve en la Figura
58, se aprecia una respuesta disminuida al test, tanto de

FSH como de LH.

Es interesante sefialar, cin embargo, que siem--
pre hay algin grado de reserva gonadotrbépica, 1o que fa-
vorece que la pituitaria estd intacta en ambhas situacio-

nes.
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= HOMBRES NORMALES (n=9)

=== OBESIDAD
eeess KALLMAN

L H(Serono) FSH(Serono)
35 J™Uml § LH{RH(100 Agr) LH RH(100 Agr)
.
.

FIG. 58 : RESPUESTA DE FSH Y LH (mIU/m1-SERONO) A LA ADMINISTRACION I.V.
DE 100 pg DE LH-RH EN UN OBESO Y UN SINODROME DE KALLMAN EN
COMPARACION CON LA RESPUESTA EN HOMBRES NORMALES.
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IV. 3. EN MUJERES NORMALES

A) POR EL METODO DE NIH

La respuesta de LH y FSH al test de LH-RH en un
grupo de mujeres normales se representa en la Figura 59 y
en la Tabla 20. Al igual que en los hombres, la respuesta
de LH es mixima a los 30-45 minutos y es estadisticamgnte
significativa. La respuesta de FSH es menor y mis retrasa
da, siendo mixima entre los 90 y 120 minutos. Es intere-
sante comentar que la respuesta de FSH es mis acusada en
las mujeres que en 1os hombres, pues en ellas se aprecia
que la diferencia entre 1los valores basales y los obteni-
dos después de la inyeccibébn i.v. de LH-RH es estadistica-

mente significativa, cosa que no sucedia en los hombres.

B) POR EL METODO DE SERONO

En la Figura 60 y en la Tabla 21 se ilustran -
la respuesta de LH, que es mdxima a los 30 minutos y esta
disticamente significativa, y la de FSH, que es mixima en
tre los 90 y 120 minutos, menor y mds retrasada que la de

LH, aunque de nuevo mis acusada que en los hombres.
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FIG. 53: VALORES BASALES Y A LOS 15,30,45,60,90 Y 120 MIUNTOS OF FSH
Y DE LH (mIU/m] =D.S.-NIH) DESPUES DE LA ADMINISTRACION I.V.
DE 100 wg DE LH-RH EN 7 MUJERES NORMALES DURANTE LA FASE
FOLICULAR
TABLA 20
YALORES DE LH Y FSH EN MUJERES NORMALES (FASE FOLICULAR) DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE 100 ug DE LH-RH.
MINLTOS
n°® BASAL 15 30 45 60 90 120
LH mIU/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 2,17 6,2 11,3 11,7 12,0 11,4 9,0
W *x *% *& x® *k
MEDIA 2,24 8,2 11,71 10,87 10,0 9,28 7,32
D.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
¥ A 226 422 385 346 314 226
FSH mIU/ml (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
| 35 22 52 49 63 70 64

** DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P<0,001
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P< 0,01 DE LOS VALORES BASALES




240

mIWmi (SERONO)

w| —L_H
w=eFSH
LH-Rh (I00pgrs)
45
MUJERES NORMALES (n=9)
1 W tDs (FASE FOLICULAR)
- T
6 T
30=
I_.‘\
201
1S
S«

FIG. 60: VALORES BASALES Y A LOS 15,30,45,60,90 Y 120 MINUTOS DE
FSH Y LH (mIU/m} £D.S.~SERONO) DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DE 100 ug DE LH-RH EN 9 MUJERES NORMALES DURANTE LA FASE
FOLICULAR.
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TABLA 21

VALORES DE LW Y FSH EN NUJERES WORMALES (FASE FOLICULAR) DESPUES DE LA
ADRINISTRACION OE 100 wg DE LN-RHW

NINUTOS

n° BASAL 15 30 45 60 90 120

LK wiU/m} (SERONO)

1 6 17 18,6 21 19 17 11
2 14 27 29 25 27 27 25
3 1 24 36 3 25 24 22
[} 4 19 24 10,5 11 9,2 7
5 6.2 10,5 16 17 16 18,5 12,5
6 8 30,5 36 37,5 32 38 N
7 5,3 14 23 27 32 16 18
8 3,1 25 38 “" 46 39 28
9 16 34 34 32 36 36 30
WEDIA 7.96 22,33%%  28,29%*  27,22**  27,11%** 24,97** 20,5 *
0.S. 4,41 7,77 8,2 10,32 10,82 10,77 8,82
E.S.M. 1,47 2,59 2,13 3,44 3,61 3,59 2,9
| Y 180 262 241 240 213 157
FSH m1U/m1 (SERONO)
1 6,2 10,7 19 14,5 19,1 21,7 19,3
2 7,8 11,0 14 13,5 12 13 14
3 4,5 5,7 6,7 16,8 5,7 5,9 5,7
4 4,0 3,5 5,5 5,8 6,0 6,5 7,0
5 . 10,0 9,5 11,0 10,0 16,0 17,0
6 5,2 6.2 8,0 8,2 10,5 10,2 7.5
7 3,0 4,2 5,0 6,4 5,5 5,3 5,4
8 9,5 9,0 .10,5 11,5 13,5 12,0 10,5
9 8,1 11,0 11,5 11,5 11,0 11,0 10,2
MEDIA 6,06 7,92 9,97%%¢ g glees 10, 3]ae¢ )] 29%ewe |0, T3Nee
D.S. 2,09 3,00 4,47 3,20 4,39 5,28 5,02
E.S.M. 0,70 0,98 1,49 1,07 1,46 1,76 1,67
F AN 30 64 63 n 86 n

esav  pe0,02
**%  P<0,05
bk P<0,001
. P<0,01 DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LOS VALORES BASALES
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IV. 4. EN MUJERES CON DIVERSAS PATOLOGIAS ENDOCRINAS

La respuesta al test de LH~RH en un grupo de mu
jeres con Sindrome de Sheehan se puede observar en la Fi-
gura 61. En los tres casos estudiados los valores basales
de LH y FSH son menores que los normales, y existe siem——
pre respuesta al test aunque en un dgrado inferior al que

presentan los sujetos normales.

Hemos estudiado tambien un grupo de mujeres que
padecian de Sindrome de Cushing por hiperplasia suprarre-
nal y con amenorrea de varios afios de duracibdbn. Como se -
puede apreciar en la Figura 62, la réspuesta al test de -
LH-RH , sobretodo en dos de ellas, es muy pobre en rela--
cibn con la de 1os normales, que se manifiesta m&s clara-

mente en la de LH.
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FIG. 61: RESPUESTA DE FSH Y LK (mIU/m)-SERONO) A LA ADMINISTRACION I.y.
OE 100 ug DE LH-RH EN 3 SINDROMES DE SHEEHAN COMPARADA COM
LA RESPUESTA EN MUJERES MORMALES.



mlu/ml (SERONO)

LH FSH

LH-RH (100 Mmgrs) LH-RH

404
Wr
+ | —— MUJERES NORMALES (n=9)
1 ST SINDROME DE CUSHING (n=3)
§d M2Ds.

30+
2!
2
1
10
S
° I L] 1 L LI L 1 ] T L §

;5;0'450090»20' 8 18 30 48 60 90 RO

FI1G. 62: RESPUESTA DE FSH Y LH (mIu/m} ~SERONO) A LA ADMINISTRACION I.V,

DE 100 ug DE LH-RH EN 3 SINOROMES DE CUSHING COMPARADA CON
LA RESPUESTA EK MUJERES NORMALES.
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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 -

LES.,

Testosterona cristalina disuelta en 0,5 ml de -
alcohol etflico, en dosis farmacolbgicas ( 12 mg) fué ad—-
ministrada en infusibén i.v. durante cuatro horas con el -
fin de comprobar su efecto inhibitorio sobre la secreccibn

de FSH y LH y sobre la respuesta a la inyeccibén de LH-RH.

Como se puede observar en la Figura 63 y en la -
Tabla 22, la administracibdn de testosterona i.v., durante-
dos horas, disminuye notablemente los'niveles basales de
LH sin que se varian los de FSH. Por el contrario,la tes-
tosterona es incapaz de modificar la respuesta de ambas go .
nadotropinas al estimulo de LH-RH de una manera negativa,
e incluso se puede decir que la favorece,atn cuando la di-

ferencia respecto al grupo control no es significativa.



248

LH FSH -

mIiU/mt (NIN)

. e=® HOMBRES NORMALES (n *3)
1. . =0  TESTOSTERONA (ne3)
18 LH- RH uoon)l NtES M
i
LH-RH (Y00 pq.)

" ‘ { "
10
. TESTOSTERONA
4

i
. !

[}
s ]

]
: .'
3 ] ,1--

i Tt
] ] T:.T T 1
) { oo
8 3% o 90 120 ' 30 45 o 90 wo' ® 20 60 80 1200 W 30 48 &0 80 180’

FI16. 57: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 12 mg DE TESTOSTERONA EN LA RESPUESTA DE FSH Y LH(NIH)
A LA INYECCION INTRAVENOSA DE 100 ug DE LH-RH EN 3 HOMBRES NORMALES. LAS DIFERENCIAS
DE RESPUESTAS EN AMBOS CASOS NO SON SIGNIFICATIVAS ESTADISTICAMENTE.

TJABLA 22

VALORES DE LH Y FSH EN HOMBRES NORMALES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE 100 ug DE LH-RH 12 mg DE TESTOSTERONA

MINUTOS

n° BASAL 30 60 90 120 15 " 30 45 60 90 120

LH mIU/mV (NIH)

1 s 3 2,8 2,7 2,3 11,2 12,0 11,0 10,0 7,5 6.5
2 . 2,1 2,0 1,4 1,7 6.4 6,0 5,4 5,5 5,5 4,2
3 . 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
D.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 mIu/ml  (NIH)
1 3 , 2,7 2,3 2,5 2,6 2,4 3,2 3.4 2,5 2,7
2 3,8 . 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 ¢,93 1,17 0,95 1,15 1,1 0,86 0,79 1,61 1,18
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IV. 6. EFECTO DE LOS ESTROGENOS (EQUINOS) EN LA RESPUES-
TA DE FSH Y LH AL TEST DE LH-RH EN MUJERES NORMA-—-—
LES (FASE FOLICULAR)

Estrb6genos equinos conjugados en dosis farmacolbgi-
cas para seres humanos (20 mg) fueron administrados i.v. -
durante cuatro horas con el fin de estudiar su efecto inhi
bidor en la secreci6n de FSH y LH, y también en la respues

ta con LH-RH.

Como puede apreciarse, en las Figuras 64 y 65 y en
la Tabla 23, en condiciones basales y después de dos ho-
ras de la infusibn de estrbgenos, los valores de FSH y LH
estédn marcadamente disminuidos, sobretodo los de FSH. ~—-
Tras la inyeccibébn de LH-RH, 1o0s estrégenbs son capaces de
inhibir practicamente la respuesta de FSH y LH al citado
estimulo, de tal modo que la diferencia respecto al grupo
control es estadisticamente significativa, aunque menos -

acusada en los valores de FSH.
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FIG. 64: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 20 mg DE ESTROGEMOS EN LA RESPUESTA
OE LW (NIH) A LA INYECCION INTRAVENOSA DE 100 mg DE LH-RH EN §
MUJERES NORMALES OURANTE LA FASE FOLICULAR. LA DIFERENCIA DE
RESPUESTA PRODUCIDA XO ES SIGNIFICATIVA ESTADISTICAMENTE.

FASE FOLICULAR

=0 ESTROGENOS I.V. (n=5)
t Esm

B 30 60 90 120 15 30 45 67 90 120 150 180 210 240 MINUTOS

FIG. 65: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 20 mg DE ESTROGENOS EN LA RESPUESTA

DE FSH (NIH) A LA INYECCION INTRAVENOSA DE 100 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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TASLA 23

"LH mlU/ml (NIH)

MINUTOS
n°® Basal 30 60 90 120 15 30 45 60 %0 120 150 180 210 240
1 3,5 2,6 2,1 3,8 2,6 4.6 7,0 6,0 55 4,2 4,0 3.4 31 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 1.8 2,0
4 3.0 3,2 2. 2,7 2,8 5,2 50 4,3 50 4,0 3.0 - - - -
5 4,5 3.8 4,0 2,8 3.0 4.5 44 3,8 2,7 2,6 2,2 - - - -
MEDIA 3,66 2,88 2,92 2,96 2,78 4,40" 5,02* 4,08" 3,95"%3,34" 2,92° 2,67 2,47 2,23 2,30
D.S. 0,92 0,41 1,13 0,66 0,90 0,73 1,63 1,29 1,58 0,81 0,76 1,10 0,57 0,87 0,36
E.S.M. 0,41 0,19 0,50 0,29 0,40 0,33 0,73 0,58 0,71 0,3 0,34 0,64 0,33 0,50 0,21

FSH mlu/m1 (NIH)

MINUTOS
n* Basal 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 47 5.0 4,5 4,3 4,0 3.8 3,5 a7 2.3 4,4 3.8
4 4,5 5,0 3,8 4,1 3,8 6,0 55 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 5,04 4,46 3,84 3,80 3,88 4,66 4,36 4,58 4,56 4,68*" 4.62"'" 4,13 3,60 4, 3,20
D.S. 1,13 1,02 1,18 0,92 1,53 1,25 1,44 1,02 1,15 0,88 1,19 0,98 0,89 0,31 0,85
E.S.M. 0,51 0,46 0,53 0,41 0,68 0,56 0,65 0,46 0,51 0,39 0,53 0,57 0,51 0,18 0,60

* P« 0,01
** P < 0,001
**r p < 0,02
seeep < 0,05

DIFERENCIAS SIFNIFICATIVAS DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES A LA AOMINISTRACION DE

100 mg OE LH-RH (TABLA 20).
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IV. 7. CONCENTRACION DE FSH Y LH EN NINOS.

Se han determinado las cifras basales de gonadotro
finas en ain grupo de nifios normales de edades comprendidas
entre 7 y 13 aillos. Como puede observarse en las Figuras -
66 y 67 las cifras van aumentandé Paralelamente con la —-—
edad, tanto la LH como la FSH; a 1los 10-13 afios las cifras
de FSH ya han alcanzado las de la edad adulta, mientras --
que las de LH, superiores a las de FSH, a los 10-13 afios -
todavia no han alcanzado los limites de normalidad de los

hombres adultos.
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FIG. 66: VALORES DE FSH (mIU/m1-SERONO) EN NIROS NORMALES COMPARADOS
CON LOS VALORES EN HOMBRES ADULTOS.
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FIG. 67: VALORES DE LH ( mIU/m1-SERONO) EN NIROS NORMALES COMPARADOS
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 los tests de LH-RH realizados en un- {rupo-
de nifios prepuberales y en otro grupo de nifios puberales,
se han inyectado i.v. 200 ug de LH-RH, disuelfos en 300
c.c. de suero salino, durante cuatro horas; se han deter
minado los valores basales de FSH, LH y Testosterona a -
la 1, 2, 3y 4 horas durante la infusién y 30 minutos des
pués de terminado el experimento. Los resultados se es—-

presan en la Figura 68 y en las Tablas 24 y 25.

En los nifios prepuberales la respuesta tanto -
de FSH como de LH es muy pobre, no siendo estadisticamen
te significativa. Es interesante comentar el hecho de -
que la respuesta de FSH es mids acentuada que la de LH,

al revés de 1o que sucedia en los adultos.

En la pubertad,la respuesta al LH-RH es prac-
ticamente igual a la obtenida en los adultos. El incre--
mento de la testosterona, como es 16gico, sigue paralelo
al de LH tanto en los puberales como en los prepuberales,

aunque en esto 0ltimos es menor.
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68: VALORES BASALES Y A LAS 1,2,3,4,Y 4,30 HORAS DE LH Y FSH (SERONO)
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE 200 ug DE LH-RH EN NINOS

PREPUBERALES Y PUBERALES.
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TABLA 24

VALORES DE LH Y FSH EN WIROS PUBERALES(13-14 AROS) DESPUES DE
LA ADNINISTRACION DE 200 ug DE LH-RH

n* BASAL 1 2 3 . 4.30
LH wiIU/ m1 (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*v** 16,18* 21,25*

E.S.M. 1,65 3,16 1,92 2,48 2,28 2,17
FSH mIU/m1  (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.NM. 1,21 1,03 1,5 0,88 1,12 0,51

RERE P 0,02

* P < 0,01 DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LOS VALORES BASALES.

TABLA 25

VALORES DE LH Y FSH EN NINOS PREPUBERALES(B8-12AR0S) DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE 200 ug DE LH-RH

HORAS
n° BASAL 1 2 3 4 4,30
LH mIU/m]_(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 4,48 4,12 §,5 4,85
FSH mIU/m1 (SERONO)
1 1,5 3,6 4,7 7,0 7,5 6,8
2 1,8 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 4,83 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 respuesta al test de Clomipheno realizado en
un grupo de hombres adultos, consiste en un incremento de
los niveles de LH y FSH, mis acusado en los de LH llegan-

dose a doblar pr&cticamente las cifras basales (Fig. 69).

En el mismo test realizado en nifios prepuberales
no se obtiene respuesta positiva, e incluso puede decirse

que existe un descenso en las cifras de LH y FSH (Fig. 69).

V. 2. EN PATOLOGIAS ENDOCRINAS MASCULINAS Y FEMENINAS

Como se puede observar en la Figura 70, en el -
Sindrome de Kallman no hay respuesta de las gonadotrofinas
al estimulo con Clomipheno durante cinco dias, sin embargo
como ya hemos sefialado, el LH-RH es capaz de inducir algin
grado de respuesta, 1o que favorece que esta enfermedad sea

de origen hipotalémico.

En las disgenesias gonadales masculinas (Sindrome
de Klinelfelter), las cifras basales de FSH y LH son muy -

elevadas y no responden al test del Clomipheno (Fig. 71).
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FIG. 69: VALORES BASALES DE FSH Y LH(mIU/ml Y MAXIMA RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
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FIG.70: VALORES BASALES DE LH(mIU/m1-SERONO) Y MAXIMA

RESPUESTA A LA ADMINISTRACION ORAL DE 100 mg
DE CLOMIPHENO EN HOMBRES NORMALES Y EN EL SIN
DROME DE KALLMAN.
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TEST DEL CLOMIPHENE (100 mg/5d.)EN LA DISGENESIA GONADAL
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F16.71: VALORES BASALES DE FSH Y LH(mIU/m1-SERONQ) Y MAXIMA RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
ORAL DE 100 mg DE CLOMIPHENO EN 2 HOMBRES CON DISGENESIA GONADAL.
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En un grupo de ﬁujeres con disgenesia gonadal
(Sindrome de Turner), como se puede observar en las Fi-
guras 72 Ay By 73 A y B, no hay respuesta al Clomiphe
no,mientras que el LH-RH es capaz de provocar respuesta
tanto de FSH como de LH, 1o que demuestra que el estado

funcional de la pituitaria es normal.
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En primer lugdar, vamos a discutir las condiciones ex-

perimentales bajo las que hemos realizado las iodaciones de FSH

y LH para su utilizacibn en el R.I.A., empleando material hormo

nal donado por N.I.H. (National Institute of Health).

Para la iodacién de FSH y LH se pueden usar los iséto

1251 y 1311. Nosotros hemos elegido el 1251 -

pos radioactivos
por su mayor abundancia isotépica, por la baja energia de sus -
radiaciones ¥ (27 Xev) y Roetgen (35 Kev), produciendo asi me--—
nos irradiacién del ambiente (324), y, sobre todo, por su larga

1371 (8 dtas), --

vida media (60 dfas) en comparacibén con la de
permitiendonos utilizar la hormona marcada varios dias después

de su oidaciébn.

Las determinaciones radioinmunolégicas de FSH y LH re
quieren hormona marcada de alta actividad especifica, para 1o -
cual hemos utilizado el método original de Greenwodd y col. —-—-

(91), con alguna modificaciébn que hemos introducido.

La cantidad de Cloramina-T y el tiempo de Oxidacibn -
que se emplea en el procedimiento (tiempo comprendido entre la
adicién de la Cloramina-T y del metabisulfito) es variable para

cada laboratorio. Segtin Yallow (325), no es conveniente que la
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oxidacibén supere los 10 segundos; sin embargo, en nuestras con-
diciones experimentales en que hemos standarizado las iodacio--
nes de FSH y LH, precisamos dos minutos para obtener una activi
dad especifica adecuada, tiempo que coincide con el empleado --

por Ross y Midgley (325) y Donini (322), entre otros.

La actividad especiti a que 'iamos conseguido, compren
dida entre 100 y 200 uC/ug,coincide con la obtenida pcr Jeffcoa
te (326) y Aono y col (327).No se deben obtener aétividades es—
pecificas mids altas, ya que la diferencia entre el comportamien
to inmunolégico de la hormona original y el de la marcada aumen
taria, disminuyendo por 1o tanto su capacidad de unibn al anti-
cuerpo, tal como demostraron Greenwodd y col. (91) para GH y —-
Kohler (328) para LH. Otra ventaja que ofrece el obtener activi
dades no excesivamente altas, aunque suficientes para que la --
sensibilidad del ensayo sea buena, es la disminucibn del efecto
"decay catastrophe" descrito por Yallow y Berson (98), que con-
siste en alteraciones en las moléculas de la hormona debido a -
desintegraciones en el 4tomo de iodo radioactivo cuando la rela

cién es de 2 6 mis &tomos por molécula.

Otro aspecto interesante que es preciso vigilar para
que la iodacibn sea correcta es el pH. Freedlender (86) demos—-
tré que a un pH mayor de 8 pueden iodarse mds grupos que la ti-

roxina. Para Hunter y Greenwood (90) el pH ma&s idbneo es de 7,5



264

que es el que hemos utilizado en nuestras iodaciones satisfac-

toriamente.

El procedimiento utilizado para la separacién de 1la
hormona marcada del resto de los compuestos obtenidos en la —-
iodacién, varia segliin los diversos autores. Saxena y col. (82)
y Schlaff y col. (329) utilizan Sephadex G-100 para la purifi-

2 . '
1 5I-FSH, mientras que Odell y col. (26) y Lemarchand

25

cacibn de
Béraud y Gbémez (330) usan Sephadex G-75 para 1 I-LH. También

es frecuente la utilizacién de columnas de celulosa ((Jeffcoate
(326)). Nosotros hemos preferido utilizar Sephadex G-75 para -
la purificacién de FSH y LH inmediatamente después de su ioda-
cibn, y Sephadex G-100 para su repurificacibn antes de afiadir

la hormona marcada al ensayo. De esta forma, los resultados ob
tenidos han sido muy buenos, como hemos podido comprobar al —-
aplicar los criterios de pureza a las fracciones de hormona —-

marcada mas pura, elegidas por no contener mis del 5% de hormo

na deteriorada ni de Iodo libre.

La electroforesis en papel Whatman n? 1, basada en el
trabajo de Landon (331), y la precipitacién con TCA (tricloro-
acético), son dos métodos muy réapidos para establecer la pureza
de la fraccibn de hormona estudiada. Sin embargo, estos métodos

parecen insuficientes para valorar la capacidad inmunolébgica de
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las hormonas estudiadas y deben ser acompafiados por un estudio
de inmunoprecipitacibn, con altas concentraciones de anticuer-
pos especificos, tal como indica Hunter (332). Con los tres mé
todos citados, las fracciones hormonales de mayor pureza fueron
las correspondientes al pico de purificacibn y repurificacibn
de maxima radioactividad, y las adyacentes en la parte descen-
dente de la gré&fica. Estas fracciones coinciden con las utili-
zadas por Saxena y col (82), Greenwood y col. (91) y Sobrinho

(33), entre otros autores.

Siguiendo las indicaciones de Greenwood y col. (91),
hemos afiadido a las columnas de Sephadex soluciones con albimi
na bovina o con algtin suero, para evitar en todo 1o posible 1la
adsorcién de las hormonas a las paredes. Por la misma razbn, la
hormona marcada se recoge en tampbédn fosfato con alblmina bovi-
na. En nuestra opinibn, no es necesario afladir mercaptoetanol
para reducir su deterioro durante su almacenamiento, como en -
el caso de otras hormonas, tales como ACTH, como indicé Yallow

y Berson (121).

Con el fin de ahorrar tiempo y material, hemos utili
zado las fracciones hormonales marcadas, (conservadas a -2029C)
aproximadamente hasta un tiempo méximo aproximado de 7 semanas

después de su iodacibn, sin obtener pérdidas considerables en



la precisibn y sensibilidad de las diferentes curvas standard.
En concordancia con los resultados de Yallow (325), al aumen—
tar el tiempo de almacenamiento aumenta el iodo libre y los —-
fragmentos producidos por el deteriorode la hormona. Estos no

van a interferir en el ensayo por ser eliminados en la repuri-

ficacibn.

En el desarrollo del raioinmunoensayo de FSH, uno de
los mayores problemas que se ha.. pfesentado ha sido la obten--~
cibn de anticuerpos especificos anti-FSH. Saxena y col (82) y
Odell y col. (23) obtuvieron anticuerpos de titulos muy altos,
pero que presentaban reaccibn cruzada completa con LH, TSH y -
HCG. El1 anticuerpo anti-FSH usado en estos radioinmunoensayos,
donado por NIH, no presenta interferencias con HCG, ya que en
su preparacibédn ha sido absorbido previamente con esta hormona.
Sin embargo, nosotros hemos observado interferencias con TSH -
humana, lq que también ha sido demostrado por otros autores —-

que trabajan con el mismo material((Garcia y col. (334)).

El TSH humano, en las condiciones de nuestro RIA ——-—

25I—F‘SH de

. . 1
(concentracibn de anti FSH 1:30.000), desplaza al
su unién con anti-FSH Gnicamente cuando se encuentra en dosis

de 10 a 8 veces mayor que la presente en sujetos normales, por

1o que pré&cticamente no es preciso tenerlo en consideracibn. -
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Los valores normales de FSH encontrados en un suero de un suje-~
to tiroidectomizado (con concentraciones de TSH muy elevadas) -
corroboran la poca afinidad de nuestro anti-FSH por TSH humand

y nos hacen pensar que la afinidad encontrada con la muestra de
TSH pueda ser debido a que ésta Gltima presente contaminacién -

con residuos de FSH.

Desde que en 1.961 Wide y col (335) pusieron en marcha
su radioinmunoensayo, con €l que eran capaces de detectar LH en
plasma, usando como anticuerpo especifico anti-HCG, muchos auto
res, como Djian y col (336) y Reuter y col. (337), han seguido
usando este anticuerpo por la facilidad de obtener HCG en esta-
do puro. Nuestros ensayos de LH con anticuerpos anti-LH presen-
tan reaccibén cruzada completa con HCG. La curva obtenida por di
lucibén de plasma de embarazada es paralela a la conseguida con
HCG como hormona standard, y en menor grado cuando la hormona -

empleada es LH.

Estas reacciones cruzadas entre las diversas hormonas
glicopfoteicas se han explicado por la analogfia de las cadenas
de su estructura. Sin embargo, en el caso de LH‘y HCG, Jacobs y
col. (338) han demostrado que la razén no es é&sta, sino una ana

logia estructural de las moléculas completas.



Las hormonas urinarias FSH y LH preparadas por Dinini
y Donini (106) desplazan la unién de FSH y LH (procedentes de -
extractqs pituitarios y marcadas con 125I) con sus anticuerpos
especificos anti~FSH y anti-LH de una manera muy similar (las -
curvas standard son paralelas), pero en menor grado que lo ha--
cen las hormonas standard de origen pituitario. Esto puede ex—-
plicarse por la heterogeneidad existente entre hormonas de ori-
gen distinto, como ya expusieron Berson y Yallow (133),y que se

manifiesta por la afinidad diferente por un mismo anticuerpo.

Veamos ahora el problema de la separaciédn de la hormona
unidad al anticuerpo de la hormona marcada libre, que ha sido -
resuelto de muy diversas maneras, segin los diferentes autores.
Saxena y col (279) han utilizado la cromatoelectroforesis como
técnica de separacibn eﬁ la valoracién de FSH y LH en plasma; -
Catt y col (81, 108) emplearon polimeros en fase sblida para la
fijacibn del anticuerpo en la valoraciédn de LH, y Donini y col.
(106) emplearon un método que se basa en el uso de anticuerpos
polimefizados. Otros autores, como Neill y col. (339) y Sobri--
nhé (333) absorben la hormona libre en el RIA de LH con charcol

o talco.

Todos estos métodos ofrecen ventajas e inconvenientes
respecto al método del segundo anticuerpo que nosotros y gran -
nimero de autores han empleado (0dell y col. (23), Midgley y —-

col. (143), Dolais y col. (83), Franchimont y col. (66), etc.).
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A pesar de las limitaciones que ofrece este filtimo mé-
todo, como son la incapacidad de detectar el grado de deterioro
que pfoducen las muestras cada una por separado y las interaccio
nes debidas, ya por factores termolédbiles presentes en el suero
((Sobrinho (333)) o por la presencia de complemento ((Midgley —--
(143)), nosotros lo hemos utilizado por considerarlo el m&s cémo
do y sencillo de realizar, asi como por su empleo universal y po

sibilidad de comparacibén con otros autores.

Para la aplicacibén de este método de doble anticuerpo
a la determinacibn urinaria de FSH y LH en suero, hay que tener
en cuenta los siguientes puntos:
12 La concentracibén del primer anticuerpo,
22 La concentracibdn del segundo anticuerpo,
32 El1 efecto de la presencia de suero en la precipitacion del
complejo, y

42 E1 tiempo de incubacién.

Tal como indicaron Hunter y Landon (117), se debe ele
gir aquella concentracibdn del primér anticuerpo que proporcione
curvas standard de mlxima sensibilidad y precisibn. En nuestros
ensayos la concentracién m&s adecuada corresponde a 1:30.000 pa

ra FSH y un titulo mayor de 1:120.000 para LH.

Debido a la baja concentracibdn utilizada de estos an-
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ticuerpos, hemos afiadido suero de conejo normal (NRS) en una di-
lucibn de 1:400 con el fin de aumentar la precipitacién del com-
plejo antigeno-anticuerpo sin tener que aumentar la cbncentra——-
cibébn del segundo anticuerpo. Algunos autores, como Faiman y Ryan
(79) y Reuter y col. (337), afiaden NRS asociado al segundo anti-
cuerpo. Nosotros, al igual que Midgley y col. (143) preferimos -
hacerlo disuelto junto con el primero en un tampbdn fosfato que -

contiene EDTA, para asi minimizar los efectos del complemento.

La concentracibédn a que se emplea el segundo anticuerpo
es muy importante, ya que, como observaron en un principio Mor-—-
gan y Lazarow (340) y posteriormente Wellborn y Freiser (341), -~
si estd en defecto, la precipitacién del complejo antigeno-anti-
cuerpo es incompleta y el suero de las muestras puede favorecer-
la y, por tanto, conducirnos a falsos resultados. Sin embargo, -
si estén en exceso, se pueden formar complejos solubles,como com
probaron Brufeldt y Jorgensen (342), que del mismo modo que en -

el caso anterior, nos llevarian a errbneas interpretaciones.

En su titulacién, y en las condiciones experimentales
en que realizamos nuestros ensayos, hemos obtenido_curvas anédlo-
gas a las obtenidas por Hunter y Ganguli (117) y Reuter y col.
(337) y hemos degido la concentracibébn que nos ha dado mayor pre-

cipitacibn. del complejo.

Un aspecto metodolégico importante que hay que consi-

derar, es el efecto de las proteinas séricas en el RIA.
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Para esto, se deben comparar las curvas standard obtenidas
con la hormona disuelta en el tampon propio del ensayo y -
las realizadas con la misma hormona disuelta en suero li--
bre de gonadotrofinas (Yallow y col. (101), Wellborn y Fra

ser (341) y Buckle (343)).

En el RIA de FSH observamos un ligero aumento de
la precipitacién del complejo antigeno-anticuerpo en pré-—
sencia de suero de sujetos hipogonadales, aunque la dife-
rencia no es significativa. Mediante la dilucibn en sue-
ros de otras especies, como buey y caballo, se obtuvieron
efectos adversos como son €l "no paralelismo" de las cur-
vas obtenidas, 1o que concuerda con las observaciones de
Hunter ( 344) y @rskov ( 345) y no con la de Franchimont (66),
que a veces utiliza suero de buey con resultados pasiti-

vOSs.

Segiin 10 que hemos visto nosotros,podemos decir
que el uso de sueros humanos o de otras especies en la di
lucibén de la hormona standard no es necesario en 1lo0s ra-
dioioinmunoensayos en los periodos largos de incubacibn,-
como es el huestro. Cuando por lo contrario. son muy cor-
tos (condiciones de no-equilibrio), la utilizaciébén de es—

tos sueros es imprescindible para obtener buenos resulta
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dos, como han observado Vekemans y Robyn (346) en un RIA -

de LH.

Ei tiempo de incubacién de 3 - 4 dias de duracibdn
se emplea con el fin de alcanzar el equilibrio completo de
la reaccién antigeno-anticuerpo, logrando asi una mixima --
sensibilidad y precisién. Algunos autores, como Gitsch y -
Spona (347 y Vekemans y Robyn (346 ) sacrifican la especifi-
cidad y sensibilidad del ensayo por una mayor rapidez en la

obtencibn de los resultados.

La hormona marcada se aflade al segundo dia para -
asi aumentar la sensibilidad ((Rodbard y col. (348)). E1 -
tiempo de incubacibn desde que se afiade el segundo anticuer
po hasta la centrifugacién puede ser de horas, pero la reac
cién completa necesita de 2 a 3 dfas ((Midgley (143)). _—

Nosotros preferimos dejar un tiempo de 36-48 horas.

Debido a la duracibén del RIA (67 dias), no se ——
no se puede mantener las hormonas en solucibén a temperatura
ambiente ya que, como indicaron Rodbard y col. (348 ) —_—
e Isojima y col. (349), la unibn a su anticuerpo desciende
rédpidamente; por ello mantenemos los tubos del ensayo en la

nevera a 42 C durante todo el tiempo de incubacibn.
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- Investigadores como Morgan y Lazarow(340), Zaharko -
y Berk(350) encontraron que el PH 6ptimo para la reaccibén anti
geno~-anticuerpo estaba comprendido entre 7.0 y 8.0. Nosotros -
decidimés elegir un PH de 7.4 a 7.6, con-un tampén 0.07 M PBS.
En un trabajo reciente,Nagata y col.(g51) explican las diferen
tes concentraciones de hormona que a veces se encuentran en -—-
una misma muestra debido al cambio de PH que sufren durante su
congelacién (-202 C); por ello,.sugierenla idea de controlar -
estas variaciones mediante el uso de un tampédn mis potente, co-
mo 0.7 M PBS. Alin cuando el resultado es mAs aplicable al méto
do de separacién de fase sb6lida que al de doble anticuerpo, 1o

creemos de interés para futuros experimentos.

Las curvas standard que hemos obtenido para LH tie--
nen una sensibilidad de 0.6 mIW/ml, lig8ramente superior a las
de Sobrinho(333) vy quar y col. (352), entre otros. La corres-
pondiente a las curvas standard de FSH es de 1.25 mIU/m1, coin
cidiendo con la de 1los anteriores autores. Ambas son muy acep-
tables pues nos permiten apreciar concentraciones muy bajas de

FSH y LH.

La transformacibén logit-log de las curvas sigmoideas
nos dan lineas que se ajustan perfectamente a la ecuacibdn de -
rectas con un coeficiente de regresién de 0.99 y pendientes —-

prbéximas a ‘-2.3. Segtin Rodbard ( 146) este Gltimo valor seria -



21

el ideal. Esta linealizacibn nos permite automatizar los resul-

tados con limites de confianza del 95%.

El paralelismo que hemos observado entre las curvas
standard y las obtenidas por diluciones de sueros de mujeres -
menopausicas, demuestra un comportamiento inmunolégico identi-
co en la muestra due se valora y la hormona standard, requisi-
to imprescindible para considerar valido un RIA (Midley (143)

y Berson y Yallow (27 ).

Las reproducibilidades intra-ensayo (no superiores -
al 5%) son muy inferiores a las de inter-ensayo (entre 12 y —-—
14%). Ello puede ser debido a las variaciones incontroladas -
que pueden existir entre ensayos realizados en dias diferentes
o por un cambio del pH de las muestras (Nagata y col. (350)),

y que concuerdan con las experiencias de otros autores, como -
Vekemans y Robyn (345) y Rodbard (146). Las variabilidades cal
culadas.con diferentes sueros coinciden con -las concentraciones

correspondientes de los standard.

Debido a la heterogeneidad de las hormonas glico-pro
teicas (Berson y Yallow (130 ), ha sido dificil encontrar un —-
standard adecuado para los sistemas de RIA en la valoracibn de

gonadotropinas.
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La hormona fria (standard) puede ser de origen pitui-
tario, como la utilizada en el método ya discutido (LER-907), o
de origen urinario (ﬁMG: gonadotrofina humana procedente de mujer
menopdusica) que se utiliza en los "Kits comerciales" de los la
boratorios Serono. En ambos casos, estas hormonas tienen una ac
tividad biolbgica, medida por los tests de Parlow y Greep (150)
que se comparan con la actividad de diversos standards de refe-

rencia del N.I.H. (National Instituto of Health).

Nosotros hemos usado como referencia para ambos méto-
dos el 2nd IRP-HMG, por ser el mds utilizado por los diferentes
autores en el momento actual. Este patrén de referencia interna
cional consiste en un extracto urinario procedente de orina de
mujer menopiusica, cuyos valores en FSH (40 yI) y LH (40 UI) —-
han sido fijados en la Conferencia Internacional sobre 10§ ————

standards (Ginebra 1964).

No obstante, como indicaron Djian y col.(336), la ma-
yor oﬁjecién que puede hacerse a la eleccibdn de este standard -
de‘referencia, es el comparar la actividad inmunolégica de un -
extracto pituitario o plasmatico con el de un extracto urinario,
cuya extructura y degradacibén es mal conocida. Por esta razbn,

muchos autores expresan sus resultados en unidades de peso

(pg-ml).



276

Paralelamente al método anterior, hemos evaluado
FSH y LH mediante el empleo de "Kits comerciales", estudian
do previamente las caracteristicas que ofrecen sus curvas -

standard en relacibn con las ya descritas.

Como bien indicaron Albert y col. ( 354) y Banghan
y Borth ( 355), los standard hormonales utilizados han de ser
lo mids similar posible a los presentes. en el medio en el ==
que se van a valorar; es decir, para evaluar FSH y LH eﬁ -
orina es necesario FSH y LH standards procedentes de extrac
tos urinarios. Franchimont ( 356) opina que, en el caso de
valorar ambas hormonas en plasma, las preparaciones proce-—-
dentes de pituitaria son muy satisfactorias; aunque Brunfeldt
: 1y col. (342) sugieren que serfa mis conveniente la utili

zacibdn de unos standards plasmiticos o séricos.

Los"Kits comerciales"procedentes de Serona presen
tan el inconveniente de que los standards utilizados para -
la valoracién de FSH y LH en suero.provienen de extractos =~
urinarios por lo que deberian ser bésicamente utilizados pa

ra la medicibén de gonadotrofinas en orina.
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Sin embargo, el paralelismo que ofrecen las dilu
ciones del standard y las obtenidas con suero de alta do--—

sis de FSH y LH prueba la validez del ensayo.

La sensibilidad de estos ensayos para”FSH.y LH -
es de 1,5m IU/ml, menor que en el método anterior, pero ca-
paz de diferenciar valores bajos en las deficiencias gona-
dales. Las recuperabilidades intra-ensayo (nunca mayor -
del 5%) y las del interéensayo (14,16%),aunque ligeramente

mayores que las del método de N.I.H., son muy aceptables.

En la trasformaciédn logit-log, las curvas standard
se ajustan a ecuaciones de rectas, cuyas pendientes son —-
muy prbéximas a -2,3 y su coeficiente de regresiédn de 0,99.
Al igual que en el método anterior, €&sto nos permite la --
automatizaci6n de los resultados de las concentraciones de

FSH y LH.

Otro punto muy interesante a tener en cuenta al
realizar ensayos con los"Kits comerciales'es su contenido
de hormona marcada. Debido a que la cantidad incluida en
el envio es justo la indispensable, no se puede repurifi-

car la hormona para eliminar los fragmentos hormonales de
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teriorados y en el Iodo libre (325) que, sin duda, reducen la
especificidad del ensayo. Por este motivo, es conveniente rea
lizar el RIA el mismo dia delvenvio. Si la unién inespecifica,
o sea, el porcentaje de radioactividad debida a los tubos "ce
ros", es mayor del 5%, es posible que los resultados no sean

correctos,por existir un alto grado de deteriorouae la hormo-

na.

Los periodos de incubacién en que se realizan estos
ensayos, son mas cortos que 1o que exigen las condiciones de
equilibrio, manifest&ndose en un aumento de la unibén entre —-
hormona marcada y anticuerpo al aumentar el tiempo transcurri
do entre la adicibn del primer anticuerpo y el segundo, y en-
tre éste y la centrifugacién de los tubos, tal como demuestran

las experiencias de Midgley (143) y Vekeman y Robyn (345).

La disminucién de la unibn antigeno-anticuerpo, al
aumentar el tiempo comprendido entre la adicién del primer an
ticuerpo diluido en buffer y la hormona marcada, la interpre-
tamos como una pérdida de capacidad inmunolégica del anticuer
Po en su reacciédn con el antigeno, quiz4 debido a la degrada-

cibén del anticuerpo a la temperatura ambiente.

La temperatura ambiente en que se realizan estos en

' sayos no origina deterioro de la hormona, ya que el tiempo de

incubacién es corto (Isojima y col. (349).
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En conclusién con nuestros resultados, podemos decir
que las caracteristicas analiticas del método de N.I.H. son mu
cho mids precisas que las del método de Serono, atin cuando éste
filtimo, teniendo en cuenta sus limitaciones, puede ser de gran

utilidad, fundamentalmente en los diagnésticos clinicos.

El método puesto en marcha por nosotros con el mate-
rial donado por N.I.H. tiene, ademés, la ventaja de ser mucho
mis econbdmico, permitiendo valorar simultlneamente 600 6 mis -

tubos con costos minimos.

La aplicacién clinica del R.I.A. de gonadotrofinas

exige, en primer lugar, establecer,con la metodologia propia

de cada autor, los patrones de normalidad de LH y FSH en una

poblacibn.

La Tabla n? 26 presenta los niveles de FSH y LH en
un grupo de sujetos normales, hombres y mujeres, valorados por
los métodos de NIH y Serono, comparados con los resultados -

de otros investigadores.

Como se puede apreciar, existen grandes discrepancias

entre los diferentes valores obtenidos. Se ha pensado que estas
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variaciones son debidas al empleo de diferentes standards de
referencia. Esto ha llevado a intentar establecer un tGnico -

patrédn universal, problema que aln queda por resolver.

Por otra parte, esta variabilidad de resultados no
se debe tGnicamente a la razbn antes mencionada, sino, como -
se comprobd en los estudios comparativos realizados pOr ———-
Taymor y Miyata (352), a los diferentes anticuerpos, dilucio

nes y metodologias empleadas.

Por todas estas causas, cada laboratorio tiene que
referirse a sus propios patrones de normalidad e interpretar
con cuidado los datos de otros grupos de trabajo al hacer —-

comparaciones.

Indudablemente, la secrecibn pulsitil de las gona-
dotrofinas y su ritmo nictameral puede ser también importan-
te a la hora de interpretar los resultados, como han visto -

Midgley y Jaffe (252) y Vande Wiede y Ferrin (254).

No obstante, la relacién LH / FSH que hemos obteni
do es siempre muy prdéxima a la unidad, dato que coincide con

los demés investigadores.
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Estos patrones de normalidad nos permiten separar
adecuadamente aquellos pacientes que padecen de hipogonadis
mo primario por lesibn . gonadal y los afectos de hipogonadis

mo secundario por enfermedad hipotdlamo-hipofisaria.

En efecto, en los hombres que padecen de una dise
nesia gonadal (Klinelrfelter, Reinfestein, etc.) las cifras
de LH y FSH se encuentran muy elevadas en suero, sobre’todov
FSH, alteridndose el cociente LH/FSH, datos que coinciden --
pridcticamente en todos los investigadores (Franchimont ——-
(261) y Paulsen y col. (308)).>De igual forma, en las dige-
nesias gonadales de la mujer (Sindrome de Turner) y en la -
menopausia hay un gran aumento de LH y, sobre todo, de FSH,
con alteracién de cociente LH/FSH. Ello es debido a la invo
lucién ovdrica reproductiva y endocrina, con la consecuente
alteracibn de los sistemas de"feedback" hormonal (Franchimont

(66) y Millet y col. (353)).

Por el contrario, en los‘pacientes, hombres y muje
res que padecen de un hipogonadismo hipot&lamo-hipofisario
(Sheehan, Kallman, hipopituitarismo, etc.) los niveles de -
LH y FSH suelen ser muy bajos, a menudo indetectables, y el
cociente LH/FSH se mantiene o altera segfin predomine la de-
ficiencia de una gonadotrofina sobre la otra (Franchimont

(66), Djian y col. (336), etc.).
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Otro aspecto muy interesante a comentar son 1los va-
lores de LH y FSH obtenidos en un grupo de hombres estériles
que padecian oligospermia o azoospermia, sin que existiera —-
ninguna enfermedad endocrina asociada. En estos individuos, -
llama la atencién el hecho de que la cifrasde LH, y por 10 —-
tanto de testosterona, son normales, mientras que las corres-—
pondientes a LSH se encuentran aumentadas, resultados que con
cuerdan con los obtenidos por Franchimont (240) y Van Thiel y

col. (354).

Indudablemente, estos hallazgos, asociados con los
altos niveles de FSH en las digenesias gonadales, con cifras
normales y oligospermia acentuada, apoyan la hipbtesis de ——
que existe una sgstancia quimica,de naturaleza polipeptidica,
producida por el epitelio germinal, cuya existencia fue, pfl
meramente, establecida por McCullagh (239) y actualmente con
firmada por Franchimont (240). Dicha sustancia regularia la
sintesis y liberacién de FSH por medio de un mecanismo de --

"feed-back" largo negativo.

La valoracién de los niveles séricos de FSH y LH -
durante el ciclo menstrual normal de la mujer, ha sido estu-
diado por diversos autores (Midgley y Jaffe (252), Franchimont
(66), Saxena y col. (279), Curchod y col. (355) y Garcia y -

col. (334,356)). Al igual que ellos, hemos observado un pico



maximo de LH enrel dia correspondiente a la mitad del ciclo
(pico ovulatorio), que coincide con el méximo valor de FSH,
y que hemos comprobado. tomando como dia de referencia —-—-—-
(dia "cero") el de mixima concentraciébn de LH y a la vez, -
valorando simulténeamente LH y FSH a partir del dia primero

de la menstrucibn.

En conjunto, los niveles de LH y FSH durante la -
fase folicular suelen ser superiores a los encontrados en -
la fase lutéinica, pero estas diferencias no son significa-
tivas, datos que coinciden coﬁ los de Wide y col. (357) y -
Djian y col. (336). La pequefia subida de los niveles de FSH
que encontramos en la priméra etapa de la fase folicular, -
descrita también por investigadores como Odell y col. (113)
y Franchimont (66), pue&e interpretarse debido a un "feed-—-
back negativo" por la disminucién de los estrbgenos en la

fase final del ciclo.

El mecanismo por el cual se produce el pico ovula
torio de LH y FSH no se conoce, aunque tiende a interpretar
se como debido a un efecto de "feed-back positivo" de los -
estrégenos y, quizi, a algunos metabolitos de 15 progestero
na. Sin embargo, otros tienden a considerar que es la dismi

nucibn del estradiol, fundamentalmente antes de la ovulacibn,



que por un mecanismo de "feed-back negativo" provoca el pico

de LH (Millet y col. (353) y Monroe y col. (265)).

En dos mujeres estudiadas que presentaban ciclos -
anovulatorios, confirmados por determinaciones dg temperatu-
ra basal y pregnandiol, llama la atencibén la presentacibn —- -
muy tardia de los picos de LH y FSH, con una fase luteinica
muy corta. Sherman y col. (358), Scott y col. (315) sugieren
que la deficiencia de FSH en la fase folicular, con la subsi
guiente malformacién del foliculo, serfa la causa de la exis
tencia de un cuerpo luteo inadécuado, demostrado por una in-

suficiente secrecibn de estrébdgenos.

vEl empleo de LH-RH como test din&mico para valorar
la secrecién pituitaria de gonadotropinas, ha Sido posible -
gracias a los trabajo b&sicos de Schally y col. (359). La -
dosis de LH-RH empleada (de 25 pg a 150 ng) asi como la via
de admiﬁistracién a utilizar, es diferente segﬁn.los grupos
de trabajo que se consideren (Franghimont y col. (312),

Solbach y Weigelman (360)).

En nuestras experiencias se ha elegidb una dosis de
100 pgs, en un pulso rapido intravenoso, no habiéndose obteni
do respuestes negativa en ninguno de los sujetos normales es-

tudiados. Aono y col. (361), Mortimer y col. (362), Gonzilez

BArcena y col (363), etc. emplean, para los tests dindmicos,
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la misma dosis y via de administracién.

En los sujetos normales, la intensidad de respues
ta de LH al test de LH-RH varia con la dosis empleada, como
han demostrado Kastin y col. (211) y Franchimont y col. (312)
y que, al igual que en nuestros resultados, consiste en un -
aumento significativo de los niveles de LH cuando las dosis -
inyectadas superan 25 Mg. Esta respues es mdxima a los 30 mi
nutos de haberse administfado. Dosis de 25 ug de LH-RH, sin
embargo no producen ninguna respuesta en los niveles de FSH,
en tanto que dosis de 50 a 100.pg inducen un ligero aumento,
m&s tardfo que el de LH (a 1los 90-120 minutos). Esta disocia
cién de respuesta, observada por Franchimont (312), Besser y
col. (364), Kastin y col. (311), entre otros, y confirmada -
en nuestros resultados,.ha llevado a numerosas especulacio--
nes sobre la posible existencia de una hormona liberadora de
FSH, independiente de la de LH. A pesar de que la mayoria de
los experimentos realizados han sido negativos, Garashi y -
col. (365) y Johansson y col. (366) mantienen la existencia

de FSH—RH.

En dos sujetos con hipogonadismo hipogonadotré6fi-
co que hemos estudiado, obesidad hipotalamica y sindrome de
Kallman, existe una respuesta aceptable al test, aunque des

de luego en menor grado que en los normales. A pesar de que



Franchimont y col. {385) no han logrado obtenef respuesta en
pacientes con hipogonadismo hipogonadotréfico, creemos que -
la causa de esta falta.de respuesta sea debida a la insufi-—-
ciente dosis empleada (25 ng). Mortimer y col. (362), Roth -
(367), obtienen uné respuesta similar a la nuestra, io que -
demuestra que posiblemente la lesidén fundamental en estos hi

gonadinos esté localizada en el hipot&lamo.

Una de las razones por la que ha sido dificil esta
blecer, en mujeres, un patré4n normal de respuesta al LH-RH,
se debe a la variabilidad de resultados obtenidos segin la
fase del ciclo menstrual en que se ha realizado el experimen
to, como han demostrado Yen y col. (368)y Taymor (369). Las
causas de estas diferencias se desconocen, pero quizé tengan
relacibébn con los niveles de estrb64genos circulantes o con 1los

cambios de sensibilidad hipotalémica durante el ciclo.

Un grupo de mujeres normales en fase folicular fue
ron estudiadas, y coincidiendo con los anteriores autores ci
tados hemos conseguido una respuesta méxima de LH a los 30 -
minutos, mientras que la de FSH fue mucho menos acentuada y

mis tardia.
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Un aspecto muy interesante que hemos comprobado, y-
que no creemos que n adie haya descrito hasta ahora, es una
direrencia sexual en la respuesta de FSH al LH-RH, que es mu
cho mds marcada en las mujeres. En realidad, estamos muy le-

jos de conocer el significado de estos hallazgos.

En un grupo de mujeres que padecian de necrosis -
post~partum de la pituitaria (Sindrome de Sheehan) la res—-
puesta al LH-RH era débil, pero indudablemente existia. A
resultados similares han llegado Aono y col (361) y Coscia
y col. (370), lo que demuestra que, en esta enfermedad, la
destruccién de la pituitaria nunca es total y siempre que--—

dan células productoras de LH y FSH funcionantes.

En dos pacientes estudiados que padecian de Sin-
drome de Turner con niveles altos de LH y FSH, existia una
respuesta atenuada al LH-RH, que algunos autores intentan
explicar como debido a una mayor sensibilidad de las célu-
las dé la pituitaria por el déficit estrogénico (Siler y -

col. (371) y Lundberg y col. (372).

En el Sindrome de Cushing, debido a hiperplasia
suprarenal, es frecuente la existencia de una amenorrea. -
Por esta razbn decidimos valorar la respuesta al test de -

LH-RH e intentar aclarar su mecanismo de produccibn. Curio
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samente, hemos encontrado que la respuesta de LH y FSH es
muy débil, lo que todavia nunca ha sido desérito. Nos plan
teamos la hipétesis de que en esta enfermedad, por algin mo
tivo que desconocemos, la pituitaria es insensible al test
dinimico. En este sentido, estamos trabajando para intentar

esclarecer este interesante problema.

Los mecanisﬁos por los cuales las hormonas peri-
féricas controlan la sintesis/liberacién de LH y FSH en el
hombre y en la mujer, viene siendo tema de estudio desde -
hace ya algunos afios. Indudabiemente, todavia queda un lar

go camino pOr recorrer.

En nuestras experiencias, que coinciden con la -
mayoria de los autores (Capell y Paulsen (373) y Peterson
y col. (374)), la testosterona inhibe los niveles periféri
cos de LH en el hombre, quizd a través de su transformacién
en 5 DHT o por intermedio de los estrbgenos formados en su
metabolismo. No hemos observado, por el contrario, que los
ni&eles de FSH se modifiquen, aln cuando existen investiga
dores como Mauss y col. (375) que recientemente consideran

esta posibilidad.
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Con intencién de conocer a qué nivel se realiza
el control de la secrecibn de LH-FSH en un grupo de hom--
bres normales sometidos a una infusibén con dosis farmacold
gicas de testosterona, hemos realizado un test de LH-RH
sin que hayamos encontrado diferencias significativas con
la poblacién normal. Ello favorece la hipbtesis de que el es
hipotdlamo el receptor de los mecanismos de feedback negati
vo largo de la testosterona, afin cuando este problema no es
t4 ni mucho menos solucionado. Muhlen y Kobberling (376) --

han llegado a similares conclusiones.

El control de la secreciédn de dgonadotropinas en -
la mujer,por las hormonas del ovario, es mucho mads complejo
y oscuro que en el hombre. La mayoria de los investigadores
consideran que son los eétrégenos, producidos por el folicu
lo y en el cuerpo gluteo,'los que bAsicamente regulan LH y
FSH, y que el resto de la progesterona y de sus metabolitos
es fundamentalmente aditivo. Franchimont (261), Botella ——-
(377),’Cargille y col. (269) y Dhont y col. (378) han demos
tra&o recientemente el efecto de los estrébgenos varia segin
el momento del ciclo menstrual eﬂ que se administre, siendo
bdsicamente inhibidores de LH y FSH en el comienzo de la -
fase folicular y posiblemente actuando de una forma estimu-

lante durante el periodo peri-ovulatorio.
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Como hemos comentado con anterioridad, esto puede
guardar relacib6n con cambios en la sensibilidad del "termos
tato hipotalémico". Hemos estudiado el efecto de la infusiébn
de estrbébgenos equinos conjugados sobre los niveles de FSH y
LH en mujeres normales durante la fase folicular, observan-
dose una disminucibén de sus valores,més marcado;-con respec-
to a FSH. De este experimento podemos concluir que los estrd
genos infundidos en la fase folicular, por un corto periodo
de tiempo, provocarian una disminucién en la sintesis/libe-
racibn de las gonadotropinas. Experimentos, que atin no hemos
publicado, coinciden con 1lo0s auéores anteriormente citados,
en los cuales, durante la fase folicular tardia y peri-ovula
toria, el efecto sobre LH~-FSH es indudablemente positivo ——-

(Thompson y col. (264) y Cargille y col. (269).

El sitio de accidén de los estrbgenos en el mecanis
mo de "Feedback" ha sido objeto de numerosos estudios, pero
los resultados varian de unos autores a otros, quizd por em-
plear- diferentes vias de administracién y valorar distintas
partes del ciclo menstrual (Schaliy y col. (379), Libertun y

col.(380).

Hemos estudiado la respuesta de LH y FSH al LH-RH
en un grupo de mujeres en fase folicular, sometidas a una in

fusibn con dosis farmacolbgicas de estrbgenos, observando -
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una anulacibn de respuesta, tanto para LH como para FSH.
Esto, sin duda, favorece la interpretacibébn de que, funda-
mentalmente, la pituitaria juega un papel importante como
centro receptor del mecanismo de control gonadotrébdpico, a
diferencia de 1o que ocurre en los hombres. A similares -
conclusiones han llegado Franchimont y col. (312) y Gual
(381). Pefo ademas, FRanchimont describe también un efecto

estimulante de los estrb6dgenos sobre la secrecién de FSH.

Uno de los capitulos mis apasionantes que existen
actualmente en la Biologia es el de la pubertad. Los mecanis
mos neuro-endocrinos que ponen en marcha la maduracibébn se-

xual son complejos y no bien conocidos.

Hemos tenido la oportunidad de estudiar un grupo -
de nifios en etapas prepuberales, comprendidos entre 7 y 13

afios y en 1los que hemos valorado las cifras de LH y FSH.

De acuerdo con los trabajos de Winter y Taimor ——-—
(296) y Grumbach (295), hemos observado que los niveles de -
ambas gonadotropinas van aumentando a medida que se acerca -
la pubertad. Sin embargo, l1os niveles de FSH alcahzan 1l ci-

fras correspondientes a la edad adulta antes que los de LH,
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lo que demuestra la importancia de la FSH en el crecimiento

del testiculo y desarrollo tubular.

La administracién de 200 pg de LH-RH en in vitro
en nifios prepuberales provoca una respuesta de la pituitaria
que, aunque no tan marcada como en lasetapas puberales, indi
ca que la pituitaria es capaz de responder al estimulo hipo-
taldmico y que el centro nodal, que pone en marcha la puber-
tad, radica bdsicamente en el hipotdlamo, como sefialan Kulin

y col. (382,383).

Un aspecto muy interesante que hemos observado es
una mayor respuesta de FSH durante las etapas prepuberales,
al contrario de lo que ocurre en la edad adulta, donde la -
de LH es mayor. Ello taﬁbién ha sido observado por otros -—-
autores como Chaussain y col. (384) y Franchimont y col. ~-
(385). Para este filtimo autor, este fenbmeno se explicaria
por una falta de hormonas gonadales que estimulen la libera

cibn de LH.

Por lo tanto, segin el tipo de respuesta de la FSH
al test de LH-RH,podemos diferenciar con facilidad una puber

tad retrasada de un hipogonadismo.
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La utilizacién del test de Clomipheno, un estrébdgeno
débil derivado del Clortriantiseno, como test dindmico de ex-
ploracibn de eje hipotélamo—hipéfisis gonadal, se basa en la
afinidad‘que tiene este compuesto para desplazar a los estré-
genos a nivel hipotalémico, evitando asi las inhibiciones pro
ducidas por ellos (Eisenfeld y col. (386), Greenblatt col, —-

(387), Harkness y col. (388) y Charro y col. 389).

Una dosis de 100 ug durante 5 dias, es capaz de in-
ducir en ambos sexos un aumento marcado de LH y en menor gra-
do, de FSH, demostrando asi, una integridad funcional del eje

hipb6fiso--gonadal.

En los nifios prepuberales, el clomifeno es incapaz
de provocar una respuesté de las gonadotropinas. Segin Kulin
y col. (383) se debe a la enorme sensibilidad del hipoté&lamo
al "Feedback" negativo gonadal. En el Sindrome de Kallman, -
donde la lesibén estd localizada en el hipot4lamo, tampoco —-
hay reépuesta de LH y FSH. Ello también ha sido observado --

por'Charro y col. (390).

En las disgenesias gonadales, tanto masculinas co-
mo femeninas, donde se encuentrammuy elevados 1los niveles de

gonadotropinas, el clomifeno, en vez de estimular, suprime,
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hecho muy importante para el diagnbstico clinico diferencial.
También ha sido observado por Franchimont y col. (¢Y64), entre

otros.

De la combinacién de los tests dindmicos con clomi-
feno y LH-RH, el clinico puede deducir una importante informa

cibn, de gran utilidad para la localizacibn de la lesibdn cau-

sante del hipogonadismo.
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METODOLOGIGAS

En el desarrollo de los andlisis radioinmunolégi-

cos para la evaluacibn de FSH y LH en suero, con el mate--—

rial donado por N.I.H. (National Institue of Health), he--

mos conseguido :

12) Marcar las hormonas FSH y LH con

125Iyobteniendo una -

actividad especifica comprendida entre 100 y 200 uCi/ug

251-FsH y 1251

El grado de pureza de ! -LH, estudiado por
métodos electroforéticos, cromatoelectroforéticos e —-~
inmunoelectroforéticos, estd comprendido entre 90-95%.
Este grado coincide con el criterio establecido para: =
su utilizacibn en el R.I.A. Estas hormonas marcadas --
pueden emplearse en_radioinmunoensayos posteriores, du
rante un periodo de siete semanas , siendo necesaria -
su repurificaciédn antes de su utilizacibdn en el ensayo;

las diluciones en que se afiaden al mismo se realizan -

de modo que 0,1 ml den 10.000-12.000 c.p.m. !

Estudiar la especificidad de los anticuerpos Anti-FSH y

Anti~LH; el primero no presenta reacciones cruzadas con



LH ni con HCG. Sin embargo,en presencia de 40 pU/ml 0 --
mis de TSH presenta interferencias que no es preciso te-
ner en cuenta, pues esta concentracibn es 8 6 -10 veces -
superior a 1los niveles normales de esta Gltima en suero.

El Anti-LH no tiene reaccidn cruzada con TSH ni —-
con FSH, pero con HCG se observa una gran interferencia,
aspecto que hay que tener en cuenta cuando se valoran —-
sueros de embarazada.

En la titulacibn de estos anticuerpos hemos obteni
do una relacibn B/T de 30-40 % para concentraciones de
1:30.000 de Anti-FSH y 1:120.000 de Anti-LH, que son las
diluciones que elegimos para los radioinmumoensayos, PpoOr

proporcionarnos las curvas standard de mayor sensibilidad

Curvas standard o patrémn con una sensibilidad de 0,6 mIU/
ml para LH y 1,2 mIU/ml para FSH. En ambos casos,la re-
producibilidad intra-ensayo no excede del 5% y la inter-
ensayo es del 14-15%. La recuperabilidad es siempre ma-
yor del 90%.

En la transformacibn lqgit—log de estas curvas, -
obtenemos rectas cuyas pendientes varian entre -3,0 y -
-2,1, siendo su coeficiente de coeficientes de correla-
cibén superiores a 0,99, lo que automatizacibn de los da
tos. Las curvas obtenidas con las diluciones de sueros
de mujeres menopdlisicas son siempre paralelas a las —--

standard.



Para economizar tiempo, las diluciones de los pa—-
trones pueden realizarse con anterioridad al ensayo, debien
do:. ser conservadas a -202C, sin que por ello se altere la
sensibilidad del mismo. Estas diluciones pueden ser hechas
en taﬁpén fosfato con albGmina bovina, sin que sea preciso
afladirles sueros humanos o de otras especies één bajas do-
sis de gonadotropinas.

Todas estas caracteristicas demuestran que estas
curvas reunen las condiéiones adecuadas para pdderse apli

car a la valoracibébn de FSH y LH en sueros plasmiticos.

En la evaluacién del método basado en los "Kits"
comerciales de Serono, hemos obtenido curvas standard con -
una sensibilidad de 1,25 mIU/ml para FSH y LH. La reproduci
bilidad intr-ensayo no e#cede al 5% y la inter-ensayo es -
17-18%. La recuperabilidad, al igual que en el método anterior,

es mayor del 90%.

Las transformaciones logit-log de estas curvas —-—
nos dan unas rectas que tienen pendientes que varian entre -
-3,0 y =2,2, con un coeficiente de correlaciédn mayor de 0,99,
y que son paralelas a las obtenidas con dilueciones de sueros

con altas dosis de gonadotropinas.
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El corto tiempo de incubacibén con el que se realiza
este método no permite a la reaccibn antigeno-anticuerpo lle
gar al equilibrio, como lo demuestra el aumento de esta unibn
en periodos de incubéciénumayores.Sin embargo, en el método an
terior,cén el empleo de un periodo mé s dilatado, este fenbmeno

no ocurre.

Las caracteristicas de las curvas standard de este
método permiten afirmar,que a pesar de estar basado en hormo-
na standard procedentes de extractos urinarios,es valido para

la medicwbn de FSH y LH en suero.

La ventaja que ofrece el método de NIH en compara-—-
cibén con los "Kits" de Serono es,en primer lugar, que nos per
mite controlar el grado de pureza de la hormona marcada y,--
por lo tanto,obtener curvasmis sensibles y precisas; en segun
>do lugar, el ekvado costo que supone la adqusicibn de estos
"Kit",es un punto muy interesante a tener en cuenta en los

casos en que se pretenda valorar un gran nimero de muestras.



CLINICAS

12) Con ambos métodos radioinmunolédgicos hemos definido nuestros
patrones normales de FSH y LH en hombres y mujeres. Con és—-~
tos, como punto de referencia hemos podido clasificar los -

diferentes tipos de hipogonadismos.

Existe una excelente correlacibébn entre los resultados
obtenidos por ambos métodos, aunque la disperpersibn de re--

sultados e€s mayor con el método de Serono.

El estudio de los niveles basales de FSH y LH duran
te el ciclo menstrual normal de la mujer , nos ha permiti-
do la clasificacibn y diagnéstico de los diferentes tipos —-

de esterilidad y ciclos anovulatorios.

22) E1 LH-RH administrado i.v. (100 mg) es capaz de inducir una
liberaciébn de gonadotropinas, fundamentalmente de LH, mixi-
ma a los 15-30 minutos. En la mujer,la respuesta de FSH —-
parece ser mis acusada que en 10s hombres. El test dindmi-
co de LH-RH es de gran utilidad para la diferenciacibn y -

localizacién etiolégica de los hipogonadismos

32) La testosterona es capaz, en el hombre, de inhibir la se--
crecibn de LH pero en cambio no modifica la de FSH. Parece

ser que sus receptores estén localizados fundamentalmente



301
a nivel hipotalémico, puesto que ésta es incapaz de inhibir 1la
respuesta hipofisaria al LH~RH , como se ha comprobado al in—— .

yectar 12 mg de testosterona dos horas antes del test de LH-RH.

Los estrégenos disminuyen los niveles de FSH y LH en
las mujeres normales, en fase folicular. Su lugar de accibn,pa
rece estar localizado basicamente a nivel de la pituitaria,co-
mo indica el hecho de que suprimen la respuesta de ambas gona-

. dotropinas al test de LH-=RH.

42)Las cifras de FSH y LH van aumentando paralelamente en el ni-
filo hasta el inicio de la pubertad.La FSH alcanza 10s niveles
de la edad adulta a los 13 afios, mientras que 1los de LH lle-

gdn a su méximo mis tardiamente.

La pubertad sé caracteriza por una respuesta posi--
tiva al Ciomipheno y al LH—RH del igual grado que en la edad
adulta; en etapas prepuberales no hay respuesta al Clomiphe-
no, sin embargo el LH-RH induce una respuesta cuyo patrén es
inveréo al del adulto ya dque provoca ya que la estimulacién

de FSH es mayor que la de LH.

52)El1 Clomipheno, actuando directamente en el hipotédlamo, induce
una liberacién de FSH y LH tanto en hombres como en mujeres

mormales.En los hipogonadismos secundarios (Sindrome de Kall-
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man) con cifra bajas de LH y FSH, no hay respuesta poéitiva,
lo que favorece la hipbtesis de que en esta enfermedad el fa-
110 es a nivel hipotaldmico, ya que el LH-RH es capaz de z —-

aumentar la secrecibn de gonadotropinas.

En las disgenesias gonadales masculinas y femeninas,con
cifras altas de FSH y''LH, el clomifeno suprime los valores ba-
sales, mientras que el LH-RH hace-gumentar los niveles de FSH
y LH. Esto demuestra que la pituitaria no esti implicada y —--
funciona adecuadamente en esta enfermedad,a pesar de que estd

siendo estimulada al m&ximo por las hormonas hipotaldmicas.



ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotropa

ADN: Acido desoxiribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

BSA: Albumina serica bovina

C-AMP: Adenosin monofosfato ciclico ' -

CPM: Cuentas por minuto

CRH 6 CRF: Hormona liberadora de corticotropina

CV: Coeficiente de variacién

PHT: Dihidrotestosterona

DS: Desviacién standard
- EDTA: Acido etilen-diaminotetracetico

ESM: Error standard de la media

FSH: Hormona foliculo estimulante

GH: Hormona de crecimiento

GH-RF 6 GH-RH: Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
GIH 6 GIF: Hormona inhibidora de la hormona de crecimiento
HCG: Gonadotropina corionica

HMG: Hormona gonadotropica de mujer menopausica

ICSH: Hormona estimulante de las celulas intersticiales
IRP-HMG: Patrén de referencia internacional de hormona gona-

dotropica de mujer menopausica

LH: Hormona luteotropica

LH~-RF 6 LH-RH: Hormona liberadora de hormona luteotropica
m-ARN: Acido ribonucleico mensajero

MIH 6 MIF: Hormona inhibidora de la hormona melanotropa
MRH 6 MRF: Hormona estimulante de la hormona melanotropa
MSH: Hormona melanotropa '

NIH: National Institute of Health

NRS: Suero de conejo normal

PBS: Solucion de buffer fosfato

PIH 6 PIF: Hormona inhibidora de la liberacion de prolactina
PRH 6 PRF:. Hormona liberadora de prolactina

PRL: Prolactina

RGG: Gammaglobulina de conejo

RTA: Radioinmunoensayo

RLA: Ensayo por unibén a receptores

RPB: Tanto por ciento de unibn

TCA: Acido tricloroacetico

TRH 6 TRF: Hormona liberadora de tireotropina

TSH: Tireotropina
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