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El desarrollo de técnicas de bio y radioinmunoandlisis con suficiente
sensibilidad para medir hormonas circulantes, ha hecho posible detec-
tar concentraciones plasméticas y urinarias de las hormonas proceden-
tes del 16bulo anterior hipofisario, dentro de los niveles mé&s bajos po-
sibles. Las cifras basales de las hormonas gonadotropas, de la hor-
mona de crecimiento, de la tirotropina, prolactina y corticotropina,
han sido precisadas en sujetos de ambos sexos en diferentes edades de
la vida, vislumbrédndose la posibilidad de que a medida que se vayan
perfeccionando y desarrollando nuevas técnicas de radioinmunoensayo,
se podrdn determinar otras hormonas menos conocidas,como son las

hormonas alfa y beta melanocitoestimulantes y la lipotropina.

El descubrimiento de hormonas hipotaldmicas, y su sintesis, per-
mitiendo que cuando se les administra por via ex8gena produzcan
una rdpida liberacién de su hormona hipofisaria correspondiente y
de otras almacenadas en las células del l6bulo anterior, ha demos-
trado que existe una reserva hipofisaria movilizable de las mismas,
adn sin haber sido detectadas sus cifras basales. Por lo cual, en
ciertas ocasiones y sobre todo en casos de deficiencias hormonales,

resulta de mayor fiabilidad la pré4ctica de una prueba de reserva hipo-
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fisaria que la simpie determinacién basal hormonal. Las caracteristi-
cas de las respuestas en tiempo y magnitud de respuesta de cada una de
las principales hormonas adenohipofisarias a la accién liberadora de
su estimulo hipotaldmico especifico o de otros factores fisicos, quimi-
cos o farmacolégicos, han sido documentadas en estudios de individuos
sanos y enfermos de ambos sexos, y en casi todas las edades de la vi-

da.

El paralelismo entre los caracteres bioldgicos y quimicos de dos o mis
hormonas adenohipofisarias --que ha permitido clasificarlas por fami-
lias - - relacionado con la embriogénesis comin de sus células produc-
toras, es probablemente la causa de que diferentes hormonas respon-
dan al mismo estimulo. Esta pluralidad de accidén es aceptada, aunque
se siga manteniendo para la hormona hipotaldmica liberadora su nom -
bre de origen. Observaciones clinicas y experimentales muestran cd-
mo la hormona hipotaldmica liberadora de hormona luteinizante (LHRH)
induce una rdpida liberacién de hormona luteinizante (LH) y de hormo-
na foliculo estimulante (FSH) por accién directa sobre las concentra-
ciones hipofisarias de las mismas,y que la hormona hipotaldmica libera -
dora de tirotropina (TRH) induce la respuesta de hormona tirotropa
(TSH) a nivel de la hipéfisis,actuando directamente sobre la misma,e
induce una respuesta ain mayor de prolactina (PRL) aunque no es, se-
gain Schally, la hormona liberadora especifica de la misma,y sin estar

controlada la PRL por mecanismos mediados por TRH. Las condicio-
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nes de neuroglucopenia inducidas por la administracidén de insulina han
sido ampliamente utilizadas para liberar hormona Ae crecimiento (GH),
actuando por via hipotaldmica sobre el factor liberador de hormona de
crecimiento (GH RH). Esta condicién hipgglucémica, de stress, se ha
comprobado produce también liberacidén de prolactina y de corticotropi-
na (ACTH). Parece ser que los mecanismos de accibén de la hipogluce-
mia inducida por insulina, estimulando la liberac ién de GH, PRL y AC-

TH, son indirectamente regulados a través del hipotdlamo.

Se sabe ademds que esta pluralidad de respuesta de las hormonas del
16bulo anterior se ve mediatizada por estados de ansiedad o de enferme-
dad, por la accién de neurotransmisores centrales, por factores,como
son el frio, el suefio, el ritmo circadiano, por accién hormonal como

la de los esteroides gonadales, y por otros factores, ya probables, ya

desconocidos.

Estas observaciones acerca de la pluralidad de accién hormonal son las
o

que dieron lugar a que distintos grupos de investigadores desarrollaran

pruebas funcionales integradas de liberacién de todas las hormonas del

16bulo anterior, cada una con sus fundamentos y caracteristicas, pero

con el resultado comidn de ser pruebas de gran utilidad clinica por la

necesidad frecuente de valorar la reserva hipofisaria, y por la reduc-

cién en el tiempo, esfuerzos y molestias para el paciente.
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Rakoff y col.v (1974) se basan en las observaciones de Mac Indor y Tur-
kington, de que la liberacién de GH y FRL, estimulada por la arginina,
se lleva a cabo por via hipotaldmica. También parten de las acciones
ya conocidas de LHRH sobre LHy FSHy de que TRH sobre TSHy PRL
para desarrollar una prueba funcional integral de la adenohipo"fisis, de
tal modo que administrando una infusién de arginina durante treinta mi-
nutos obtienen una rdpida pero pequefia respuesta de FRL, seguida de la
respuesta de GH, que consideran se producen por via hipotaldmica. Ad-
ministrando a los noventa minutos un bolus conteniendo TRH y LHRH,
obtienen otra respuesta de PRL mayor que la anterior, pero esta vez in-
ducida por TRH, Obtienen ademds la esperada respuesta de TSH a TRH,
mdés la inducida sobre las hormonas gonadotropas por LHRH, La prime-
ra mitad de la prueba daria la medida del estado hipotaldmico, de acuer-
do con la respuesta o no de la prolactina, y la segunda la medida de la
integridad de la hip6fisis,dada larespuesta de la prolactina directamente
desde la hipéfisis, Esta prueba, unida a los datos clinicos y de labora-
torio, serviria para orientar si el defecto bdsico era una disfincidén o
una neoplasia de la hipéfisis, o si era de origen hipotaldmico y si habia
una o mas hormonas involucradas en el proceso, La prueba en esta for-
ma concebida, con una duracién de seis horas, resulté de utilidad al
aplicarse en casos patoldgicos, y muestra que las respuestas hormona-
les obtenidas en los grupos de control normales, eran similares, en

magnitud y en tiempo de respuesta, a aquellas observadas cuando se
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hacia la administracién individual de cada una de las hormonas o facto-
res liberadores especificos. Yeny col. (1972), adem4s de Kastin y col.,
Jacobs y col., Bowers y col. y Rakoff y col., ya habian demostrado que
tras la administracién de LHRH y TR H en un solo bolus habia un aumen-
to concomitante de LH, FSH, PRL y TSH, y que las respuestas fueron
similares a las observadas tras la administracién aislada de LHRH 6

TRH, tanto en tiempo como en amplitud.

Las dudas que pudieran surgir respecto a la posible interferencia oca-
sionada por la administracién de los factores liberadores hipotaldmicos,
conjuntamente con otros factores de prueba de la funcién hipofisaria
--0 séase, la interaccidén en la secrecién de una hormona por la conco-
mitante liberacién de otra-- son aclaradas por Mortimer y col. (1973),
quienes demuestran que la administracién simultdnea de una hormona
hipotaldmica con otra y con insulina no modifica en ningidn sentidc la
respuesta de las hormonas hipofisarias, concluyendo que esta prueba
puede ser utilizada con ventajas ya que la integridad adenohipofisaria
quedaria valorada en dos horas, Ellos determinan ademds cortisol
por métodos fluorogénicos, como un indice de la secrecién de ACTH,

y recomiendan la utilidad clinica de la misma,

Ademds de estas dos comunicaciones se encuentran los trabajos de
Voigt y col, (1975), quienes siguieron el método de Mortimer, pero

modificdndolo en el sentido de que utilizan arginina para producir la li-
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beracién de GH, vy lisiné-vasopresina para la induccién de la liberacién
de AC'I'H, arguyendo sobre la inconsistencia de la hipoglucemia induci-
da por insulina, Todas las hormonas,segin estos autores, alcanzaron
el mismo grado de respuesta que lo harian en una prueba de estimula-
cién individual, encontrando la prueba de gran utilidad para valorar la

reserva hipofisaria, sobre todo en pacientes de cardcter ambulatorio.

Rastogi y cols. (1976), estudian esta prueba sometiendo a cinco hombres
sanos'a la estimulacién simultdnea intravenosa de insulina de TRH y de
LHRH, repitiendo la misma con una semana de intervalo y a distintas
horas del dia (8, 12, 18 y 24 horas), con el objeto de estudiar el ritmo
circadiano de las respuestas adenohipofisarias, Encuentran variacio-
nes significativas en la glucemia, GH, cortisol y en cierta medida en
PRL, pero no encuentran diferencias circadianas notables en las cifras
plasméticas de LH, FSH y TSH, Concluyen que las variaciones circa-
dianas son evidentes cuando los estimulos actdan a través de mecanis-
mos centrales o hipota‘lémicos y no cuando act@an estimulando directa-
mente la adenohipéfisis, en cuyo caso resultan idénticas las respuestas
en los diferentes periodos estudiados. También sostienen que las varia-
ciones circadianas observadas en respuestas donde los mecanismos cen-
trales son operativos inducen a practicar la prueba con uniformidad en

el tiempo, sobre todo en estudios de grupos,

Hervds y col, en este Servicio (en prensa), documentan esta prueba en
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estudios de grupos controles adultos y de ambos sexos, y siguiendo la
linea de Mortimer y col., inducen hipoglucemia con insulina, e inyec-
tan en el mismo bolus TRH y FSH, realizé.ndo siempre la prueba en ho-
ras de la mafiana. Los resultados obtenidos constituyen el control de

la prueba para su aplicacidén en adultos; pero no ha sido docum«ntada

en estudios de grupos controles infantiles.

Considerando sus ventajas ya mencionadas, en cuanto a rapidez de va-
loracién hormonal, fiabilidad, reduccién de molestias y tiempo para
el paciente que la revisten de gran utilidad en el nifio, especialmente
durante la época de crecimiento y desarrollo, se ha estudiado una
muestra de nifios y nifias en buen estado de salud fisica y men:al, sin
alteraciones en su proceso de desarrollo y crecimiento y en edades
comprendidas entre 9; 2 - 17.9 los nifios y entre 7.2 - 15.2 las niiias,
procedentes en su mayor parte del Servicio de Endocrinologia de la
Seguridad Social que dirige el Prof. Pozuelo Escudero, y procedentes
también de los Servicios del Prof. Peralta, quien generosamente ha

cedido los protocolos de algunos de sus pacientes para este estudio.
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En este trabajo se intentan establecer los valores normales de la res-
puesta de LH, FSH, PRL, TSH, HGH y cortisol--como indice este dl-
timo de la reserva hipofisaria de ACTH-- tras la administracién si-
multénea de los estimulos hipotaldmicos sintéticos LHRH y TRH, més
insulina, en un grupo de nifios normales. Estos valores servirdn,an-
tes y después de la pubertad, de referencia para la aplicacién de la
prueba y sus respuestas en casos patolégicos. A la vez, se pretende
aprovechar la oportunidad para observar el comportamiento de hormo-

nas que, como sucede principalmente con PRL, son objeto de estudios

para aclarar su influencia en el desencadenamiento de la pubertad.

Los procesos metabdlicos y glandulares propios del desarrollo y el
crecimiento estdn bajo la influencia del eje neuroendocrino, y en con-
secuencia, las alteraciones relacionadas con los mismos requieren

frecuentemente una valoracién de la integridad adenohipofisaria.

Las alteraciones del crecimiento y desarrollo pueden ser causadas

en esta época por excesos o defectos hormonales. En el primer caso
se encuentra la pubertad precoz, cuando la maduracién del esqueleto
y sistema reproductivo se adelanta, retrasdndose el crecimiento es-
tatural-ponderal ante un exceso de produccién de hormonas sexuales.

En el segundo caso existe el hipogonadismo, con retraso en la madu-
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racidén del esqueleto y sistema reproductivo y adelanto en el crecimien~
to estatural-ponderal, con déficit en la produccién de hormonas sexua-
les. Como que la etiologia del trastorno puede estar localizada en

cualquier nivel del eje neuroendocrino, se impone la valoracién de la

reserva hormonal de la hipéfisis.

Sin llegar a los casos extremos antes mencionados, se encuentran si-
tuaciones intermedias, tales como los retrasos de talla y peso, deno-
minados cronopatias por Marafién o adolescencia diferida por otros,
en cuya etiologia intervienen factores genéticos, constitucionales, nu-
tricionales, ambientales, etc. En estos casos, el diagndstico etiold-
gico correcto es esencial y la valoracién del estado hormonal de la

hipéfisis es importante para el tratamiento.

Ademids, deficiencias endocrinas primarias, apareciendo en forma
simultinea o escalonada, pueden ser diagnosticadas como sindrome de
hipofuncién hipofisaria, y esta prueba vuelve a ser esencial. Y por
dltimo, el diagnéstico diferencial del origen hiptdlamo-hipofisario de

los trastornos justifica la aplicacién de esta prueba de valoracidén.
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I. Material

Esta recomendado que para establecer los valores hormonales de un
grupo control, sobre todo en el caso de nifios en época de desarrollo y
crecimiento,se tengan en cuenta el peso, la talla, la edad sexual y la
edad 4sea en relacidn con la edad cronolégica. El concepto de normali-
dad, sobre todo en esta época, depende de la relacién armdénica entre
el desarrollo del esqueleto, la produccién de hormonas gonadales, el

desarrollo sexual y el crecimiento estatural y ponderal,

Teniendo en cuenta estos requisitos el material humano de este trabajo
consistié en un grupo de nifios de edades comprendidas entre 9,2 - 17,9

afios, y otro grupo de nifias de edades comprendidas entre 7.2 - 15,2,

Seleccionados los sujetos en principio, de acuerdo con su edad cronolé-
gica, se establecio un protocolo en el que se incluyd: Historia clinica,

exploracidn clinica y exploraciones complementarias,

Historia clinica: Se tuvieron en cuenta los siguientes apartados:

- Antecedentes familiares
- Antecedentes personales
prenatales

nacimiento
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crecimiento y evolucién durante la primera y
segunda infancia

enfermedades padecidas

traumatismos, intervenciones quirdrgicas e
intoxicaciones

factores ambientales y sociales

nivel intelectual

- Anamnesis por aparatos
drganos de los sentidos
sistema nervioso
aparato digestivo
aparato respiratorio
aparato circulatorio
aparato genitourinario

sistema locomotor

Exploracidn clinica:

talla, peso, perimetro cefdlico y tordcico

relacién pubis-suelo, didmetros bitro-
cantéreo y biacromial

coloracién de piel y mucosas
distribucién de la grasa
cabeza: conformacidn cefdlica y fascies,ojos, gargan-

ta, nariz, oidos; Boca: lengua, orofaringe, paladar
y encias,
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cuello: adenopatias, exploracién de tiroides
térax: inspeccién, auscultacidn cardiaca y pulmonar
. abdomen: inspeccién, palpacién y percusién
exploracién del aparato genital masculino:
tamafio de los testiculos
distribucién del vello sexual
tamafio del pene
vello pibico, abdomen, térax, axilas y barba
exploracién del aparato genital femenino:
conformacién de la vulva
inspeccién: conformacidén labios mayores y
menores, clitoris, introito vaginal, himen
exploracién mamaria
vello pdbico y axilar
Exploraciones complementarias:
radiografia de carpo y mano izquierda

citologia vaginal en las nifias

Las determinaciones de hormonas sexuales no estuvieron incluidas en
este trabajo. Estd bien establecido por Job y cols. (1974) y otros la

correlacién entre el ascenso de las cifras circulantes de testosterona
en nifios y de estrdgenos en nifias a medida que transcurren los fend-
menos que conducen a la pubertad. Sin embargo, como entre los cri-

terios de maduracién de Tanner se encuentra el correspondiente al
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grado de maduracién sexual en las nifias, se ha realizado esta valora-

cién por medio de técnicas de citologia hormonal o de urocitograma,

Las tablas que se usaron para comparar talla en altura y peso con edad
cronolégica de los nifios fueron las publicadas por J. R, GEIGY, SA,

en Documenta Geigy, Tablas Cientificas (62 edicién),

La radiografia de mano izquierda sirvid para determinar la edad 4sea
por comparacién de la misma con los esquemas radioldgicos del Atlas
de Greulich & Pyle (1974), y siguiendo los criterios establecidos por
estos autores se consideraron como normales aquellos sujetos cuya
edad 6sea se ajustaba a estos esquemas, sin apartarse de los mismos

en més de dos desviaciones standard,

A los sujetos que pasaron el examen clinico y cuyo grado de crecimien-
to y desarrollo sexual fue considerado como normal por la relacién ar-
monica entre su peso y talla, edad 6sea, edad sexual con su edad cro-
nolégica, se les hizo una exploracidn genital mas detallada con el obje-
to de clasificarlos en grupos, siguiendo los indices establecidos por
Marshall y Tanner (1969), aunque con ciertas modificaciones, Estos
autores clasifican los sujetos de acuerdo con el avance de sus caracte-
res sexuales secundarios, en cinco grupos. En el primero, que deno-
minan P1, incluyen nifios que adn no muestran signos de pubertad, En
el segundo P2, aquellos con pubertad incipiente, Luego hacen una di-

visién en grupos P3 y P4, de los chicos y chicas con signos mas avan-
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z»ados de pubertad, pero de acuerdo con el grado de avance de la misma.
El grupo P5 de estos autores estd constituido por muchachas con menar-

quia establecida y varones con signos de desarrollo testicular completo.

Debido a que la muestra obtenida después de hacer la seleccién de los
sujetos, no era lo suficientemente amplia para poder hacer una clasifi-
cacidén exactamente igual a la anterior, se modificé la misma en el sen-
tido de incluir en un grupo que se siguié denominando P1, a los nifios
sin signos de pubertad externa. En el grupo P2 se integraron los que
mostraron sus primeros signos de desarrollo sexual, En un grupo que
se denomind P3P4, se englobd a los que tenian un grado avanzado de
desarrollo sexual, sin llegar a la menarquia en las hembras, y obser-
vdndose en los varones que no habian completado adn su desarrollo to-
talmente, En el grupo P5, se incluyeron estos dltimos. La clasifica-

cién quedd como se detalla en la Tabla siguiente, dividida por sexos.
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VARONES
Grupo | EDAD a{#*)| CEITER10S DE NOR MALIDAD:
maduracién 10-18 afios (X 13)
primeros signos pubertad 10-15 " (X 12)
brote crecimiento 10-16 " (X 14)
desarrollo completo 14-18 " (X 13)

Marshall yTanner (1970)

P1 9,2-12,2 6 - no hay signos clinicos de pubertad
- testiculos 1, 2, 3 ml.

F2 12-13 6 - aumento tamafio testiculos més de 3 ml

y/o

- aparicién de vello pubiano

P3-P4|12-15,3 7 - pene comienza a aumentar de tamafio

- mayor aumento tamafio de testiculos

- vello pubiano mds abundante

- pene aumentado mds de tamafio

- testes més de 12 ml

- vellos abundantes se extiende abadomen,
térax, axilas, vello fino en labio superior
y mentén

P5 14,5-17,9 7 - cesan de crecer testiculos (normales en-
tre 12-25 ml)

vello abundante, barba

(*) n = Ndmero de sujetos
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HEMBRAS
CRITERIOS DE NORMALIDAD:

maduracién 8-16 afios (X 13)
primeros signos pubertad 8-13 " (X 1)
brote crecimiento 10-14 " (X 12)
menarquia 11-15 " (X 13)
Marshall y Tanner (1969)

F1l

7,2-11,3

- no hay signos clinicos de pubertad
- mucosa vaginal o sedimento urinario:
° Id 13 Ao
predominan células ciandfilas profun-
das e intermedias (atrofia vaginal)

P2

10,5-12, 11

- botén mamario y/o algunos vellos gran-
des labios

- aumento tamafio labios mayores y meno-
res

- mucosa vaginal o sedimento urinario:
aparecen células eosinéfilas superfi-
ciales aumentan in:ermedias disminu-
yen profundas: (hipotrofia vaginal)

P3-F4

12-13,8

- mayor aumento mamas: se palpa tejido
glandular se ven foliculos Montgomery

- vello plbico se extiende monte de Venu:

- aparece vello axilar

- engrosamento labios mayores y menores

- la areola forma mamelén secundario so-
bre mama aumentada de tamafio

- se extiende el vello pdbico lateralmente

- vello en axila moderado

- genitales externos bien desarrollados

- mucosa vaginal o sedimento urinario
células eosinéfilas y ciandfilas super-
ficiales aumenta, disminuyen interme-
dias, nulas o algunas células profun- .
das (buen trofismo vaginal)

F5

13,5-15, 2

- menstruaciones regulares
- mucosa vaginal o sedimento urinario =
que P3P4 avanzado, con cambios ciclicos
entre una y otra menstruacién

(*) n = Ndmero de sujetos
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Para valorar el estado de desarrollo y crecimiento de un nifio no basta
. P’ P .
con comparar su peso y talla en funcién de su edad cronoldgica con
otros grupos de nifios de igual edad y sexo, pero con caracteristicas
genéticas raciales y nutricionales distintas, a partir de las cuales
se confeccionan las tablas generalmente usadas para ello, siendo lo
ideal establecer los propios grupos controles para tener patrones pro-
pios de referencias. Ademds, teniéndose en cuenta que la ripida ma-
duracién sexual que caracteriza la pubertad se acompafia de aumento
en la velocidad del crecimiento anual --el estirén de la adolescencia--
. . [ d o~
y la aparicién de la pubertad varia entre unos y otros nifios, con un
margen de varios afios, puede suceder que al establecer comparacio-
nes, unos estén sexualmente mds adelantados o retrasados que otros,
teniendo la misma edad cronolégica, credndose dudas acerca de su

normalidad.

Por otra parte se ve que en esta época 1a maduracién sexual y el cre-
cimiento ponderal y estatural son paralelos. En las nifias, un afio an-
tes de la menarquia se produce el midximo aumento de la talla, y cuan-
do los 6rganos reproductores han adquirido la maduracién completa
necesaria para que aparezcan las menstruaciones, la velocidad de cre-
cimiento disminuye y se producen cambios en el esqueleto que condu-

cen al cierre o fusién de los cartilagos epifisarios,
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En nifios sucede lo mismo: junto a la aparicién de los caracteres
sexuales secundarios, o séase, vello pﬁbico o axilar y aumento de los
testiculos, se produce un méiximo incremento estatural anual, que dis-
minuye a continuacidén y termina con el cierre de las epifisis, una vez

que la maduracién sexual se ha completado,

Los estudios comparativos del esqueleto en grupos de individuos, a tra-
vés de su infancia y adolescencia,comprueban que entre la maduracién
sexual y la del esqueleto hay una relacién mis estrecha que entre la
primera y el aumento de peso y talla, Al desarrollarse progresiva-
mente el esqueleto se producen en el mismo cambios que son visibles
en las placas radiogréficas y que se suceden en forma progresiva y or-
denada, lo cual permite establecer comparaciones entre los sujetos,
sin tener en cuenta los factores nutricionales, regionales y genéticos
que influyen en la talla y el peso siempre que no haya habido enferme-

dades que alteren el progreso normal del mismo,

Ias tablas radiolégicas de Greulich y Pyle han sistematizado los sig-
nos propios de la maduracién del esquelefo para cada etapa de la vida,
y siguiendo sus pautas se puede calcular el indice de maduracién sexual
de un sujeto relacionado con su edad Ssea y de acuerdo con los modelos
del Atlas,

Siguiendo estos criterios en este estudio del protocolo general de cada

sujeto se han separado los datos correspondientes a su EC (edad cro-
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nolégica), EO (edad 6sea)y Peso/Talla ( en kilogramos y centimetros,
respectivamente), para mostrar las caracteristicas de cada nifio/nifia

en particular, dentro de cada uno de los grupos separados.

Intentar en 48 sujetos la ilustracidén detallada sobre su estado de madu-
racién sexual y otros datos de su exploracidn fisica y analitica haria
demasiado extensa la exposicién. For ello, en las Tablas que se re-
producen a continuacién, sélo se recogen los datos aludidos anterior-

mente.
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II. Sistemditica de la prueba

a, Los estimulos hipotaldmicos sintéticos utilizados en la prueba en estu-

dio y sus propiedades farmacoldgicas son los siguientes:

--- LHRH: decapéptido sintético , con las mismas propiedades fisi
quimicas del compuesto natural aislado por Schally cols. (1967) en ex"~
tractos hipotala’.micos de cerdo, con actividad liberadora de las hormo-
nas luteinizante y estimulante del foliculo, LH y FSH, a nivel de la hi-
pbfisis en adultos (Schally y cols. 1971), induciendo en nifios prepubera-
les la liberacidén de la reserva hipofisaria normal de ambas (Schally y

cols. 1971).

--- TRH: tripéptido sintético, sintetizado y usado desde 1970 en huma-
nos con fines diagndsticos (y algunos usos terapéuticos, como antide-
presivo), con las mismas propiedades de la hormona hipotaldmica, ais-
lada por Schally (1969) en hipotdlamo de ovejas, capaz de producir la
liberacidn de TSH, tanto en adultos como en nifios, y con accién de ca-
récter especifico. No produce alteraciones significativas en las con-
centraciones séricas de ACTH, HGH, LH ni cortisol, pero tiene acti-
vidad liberadora de prolactina aunque TRH no es la hormona hipotald-

mica liberadora de PRL la cual (Schally, 1976, 1977) tiene su propio

factor liberador.
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--- INSULINA: La propiedad de la insulina para provocar el aumento
de las cifras bajas circulantes de HGH en nifios y adultos fue demos-
trada por Roth y cols. (1963), dando lugar al aumento de la misma a

los 20-40 minutos de inyectada por via intravenosa.

Ademds, estd demostrado el efecto hipoglucemiante de la insulina pa
ra producir aumentos de cortisol circulante, por accién del mismo
sobre la concentracién de ACTH hipofisaria a través de la via hipota-
ldmica, produciendo su liberacidén, via por medio de la cual la hipo-

glucemia insulinica provoca también la liberacién de PRL.

Los estudios fueron iniciados entre las 8 y 9 de la maifiana. Los pa-
cientes acudieron al laboratorio en ayunas y se les puso en posicién
decuibito supino en una camilla. Una cédnula Butterfly fue insertada en
una vena antecubital, la que se mantuvo permeabilizada por medio de
una infusién salina fisiolégica, gota a gota. Después de tomar 10 cc
de sangre para las determinaciones basales se comenzd a adminis-
trar en forma secuencial: Insulina regular, a razén de 0.1 U/Kg de
peso, TRH sintético (300 pg) y LHRH sintético (100 pg). Las mues-
tras se obtuvieron a los 20, 40, 60, 80 y 100 minutos. Centrifugadas
estas muestras, los sueros se extrajeron y separaron en fracciones
de 0.5 cc para cada hormona determinable por RIA, y 0.1 cc para la

glucosa. Excepto la glucemia, que se determind ¢l mismo dia, los
demds sueros se refrigeraron a ~20°C hasta el momento de hacer

las determinaciones hormonales.
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III. Técnicas Analiticas

Generalidades: Las técnicas analiticas son las siguientes:

- Determinaciones hormonales por radioinmunoanélisis: Radio-

inmunoanélisis de FSH, LH, PRL, TSH, HGH y Cortisol.

- Determinacién de Glucemia
- Determinacién del indice estrogénico en pacientes del sexo

femenino, por medio del colpocitograma y del urocitograma,

Las determinaciones séricas de FSH, LH, PRL, TSH, HGH y Cortisol
se hicieron por medio de técnicas de radioinmunoandlisis, la determi-
nacién de los valores de la glucosa en suero, por medio del método de
la Orto-toluidina, y la determinacién del indice estrogénico en las nifias,

mediante técnicas citoldégicas, vaginales o urinarias, seg(n la edad,

Determinaciones hormonales por Radioinmunoandlisis

1. - Fundamentos del Radioinmunoandlisis,

E]l RIA entra dentro de las técnicas conocidas como andlisis de satura-
cién que en general se basan en hacer reaccionar la substancia a deter-
minar (F) con un receptor especifico (Q) de capacidad limitada; la subs -

tancia P se repartird en dos fracciones, una unida a Q y la otra libre,
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dependiendo de la cantidad de P presente, Esta fraccidn libre podrd
determinarse comparando su distribucién y la obtenida por una serie dc

standares o cantidades conocidas de P, introducidas en el sistema,

El modo més generalizado de identificar las dos fracciones ligada y li-
bre de la substancia P, es afiadir una pequefia cantidad de material ra-
dioactivo, generalmente idéntico a P, en el sistema, Al separarlos por
un método ffsico-quimico adecuado, la distribucién de la radiactividad

da idea a su vez de la distribucidén de la substancia P, a medir,

El anélisis por saturacidn se conoce también como an4lisis competitivo
o por desplazamiento, que hace mencién a la competencia entre los li-
gandos marcado y frfo (no marcado) o al desplazamiento de uno de ellos

por el otro, respectivamente, en la reaccién con el receptor,

Cuando el receptor es un anticuerpo la técnica recibe entonces el nom-
bre de radioinmunoanélisis, término que se debe a Ekins (1971) quien
junto con Yallow y Berson (1960) son los primeros en poner en préctica

estos métodos,

Se ha demostrado que las hormonas polipeptidicas pueden actuar como
antigenos (Berson y cols, 1955, 1956 y'otros). Y las hormonas que no
son peptidoé también pueden actuar como antigenos unidas a una protef-
na, Si se inyectan en organismos extrafios a ellas y en condiciones fa-

vorables, inducen la produccién de anticuerpos contra si mismas, de



forma que se puede obtener del organismo inyectado un suero que contie-
ne el anticuerpo especifico contra esa hormona que a su vez sirve para
conseguir una reaccién antigeno-cuerpo cuando el suero conteniendo el
anticuerpo se une a la hormona que lo produjo, en un tubo de ensayo,

Si se marca el antigeno (la hormona) con un isétopo radioactivo (I 125,

I 131, C14, etc) el antisuero reacciona con ella de igual forma que si no
estuviera marcada, El radioinmunoandlisis pues, aptovecha la propie-
dad de la hormona no marcada del plasma o de otras soluciones, para
competir con la hormona marcada en su reaccién con el anticuerpo es-

pecifico y, por lo tanto, de evitar la formacidn del complejo Ag - Ac

marcado,

El principio de inhibicién competitiva del RI A, se basa en las siguien-

tes reacciones:

Ag® _—> Ag¥Ac
(F) . (B)

+ Ac R\
Ag . AgAc

en donde: Ag es el antigeno marcado

Ag es el antigeno no marcado

AgaAc es el complejo marcado
antigeno-anticuerpo

AgAc¢ es el complejo no marcado
antigeno-anticuerpo

Ac es el anticuerpo especifico
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Cuando la | AC| es pequefia respecto a la| Ag*| (trazador), limitando de
este modo su capacidad de unién al mismo, las moléculas no marcadas
del antigeno competirdn por los centros especificos del anticuerpo, alte-
rando asi la distribucién de la radiactividad, o lo que es lo mismo el
cociente B/F. Se podr4, asi, construir una curva estandar comparan-
do concentraciones conocidas de antigeno no marcado con el valor de
B/F o de cualquier otro pardmetro de distribucién (F/B, % B, etc), ob-

tenido para cada concentracidn,

De modo que en un sistema de RIA, resultan esenciales cuatro compo -
nentes:

- Anticuerpo especifico antihormona (substancia li-
gadora especifica)

- Standard no radiactivo (hormona sin marcar o fria)

- Sustrato marcado o trazador (una hormona marca-
da con un isétopo radiactivo)

- Técnicas de separacidn de las fracciones libre y
ligada, o séase de separacidn del antigeno libre
marcado (hormona marcada) y el que se ha ligado
al antisuero en forma de complejo Ag¥ - Ac,

Al final de la incubacidn la radiactividad que intere-
sa medir es la del antigeno marcado ligado al anti-

cuerpo,
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a: Anticuerpo especifico antihormona: En RIA la substancia ligadora

es un anticuerpo que reacciona con la substancia a detectar, de esa in-

teraccién depende la especificidad del andlisis, Por tanto debe reunir

las siguientes caracteristicas:

1)

Fécil disponibilidad y coste adecuado: Los kits comerciales
han permitido el uso de anticuerpos comercializados a coste

razonable por muestra analizada,

Titulo adecuado: entendiéndose por tal la concentracidn Sp-
tima del anticuerpo o bien la dilucién final del antisuero usa-
do en el andlisis y depende de factores tales como: peso mo-
lecular y composicién del antigeno usado, tiempo de inmuni-
zacién, dosis total del inmunégeno, forma de administracién
del antigeno, relacién entre las especies (del antigeno y del

animal inmunizado),

Especificidad: capacidad de discriminacién de un antigeno dife-

rente frente a otras substancias presentes en el andlisis,

4) Adecuada afinidad o avidez del anticuerpo por el antigeno.

b: Standard no radiactivo: En técnicas de RIA, es responsabilidad del

ensayista la eleccién de las preparaciones de referencia {cuando no

existen estidndares internacionales ni patrones de referencia) de acuer-

do con los siguientes criterios: similaridad: relacién constante entre
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el rango de concentracidn elegido entre la curva standard y diluciones
seriadas del suero conteniendo la substancia problema; estabilidad para

mantenerse cogelados a -209C; disponibilidad durante largo periodo de

tiempo: ya que los nuevos estidndares deben ser calibrados frente a uno

primitivo; y homogeneidad entre la especie de que procede y la especie

de la substancia problema, si es posible,

c: Sustrato marcado trazador: El trazador aunque puede prepararse en

el laboratorio también puede obtenerse de las casas comerciales, Debe
poseer alto grado de pureza quimica y radioquimica y haberse consegui-
do a una alta actividad especifica, Fara especies no peptidicas el radio-
nucledtido empleado en la obtencién del trazado se incorpora por medios
biosentfticos generalmente (H-3-Cortisol, I-125-tiroxina, etc.,). Para

los peptidicos el radioisétopo es incorporado al sustrato por técnicas

de marcaje adecuadas, por las cuales se consigue que por un determina-
do proceso quimico quede unido a la especie de interés formando el sus-

trato marcado,

El tipo de radionucledtido utilizado y los métodos de preparacién del sus-
trato influyen en la actividad especifica y pureza del anélisis, El uso ca-
si generalizado en la actualidad de I-125 substituye al que se usé en pri-
mer lugar (I-131) para el marcaje de insulina y resulta con mejores ga-

rantias en cuanto a pureza y actividad especifica del sustrato marcado.
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En la eleccién del nucleétido ha de considerarse que la mayoria de los
compuestos que se someten a técnicas de RIA estdn constituidos por ele-
mentos de isétopos radiactivos emisores de particulas beta (C-14 y H-
3). El uso de radionucledtidos beta emisores presenta inconvenientes
(por actividad especifica baja dado sus grandes periodos de semidesin-

tegracién y otros motivos),

Los gamma emisores disponibles y adecuados para ser utilizados en la
obtencién de trazadores, no son, salvo excepciones, pertenecientes a
los elementos que constituyen los compuestos de interés biolégico (hor-
monas polipeptidicas, esteroides, drogas, vitaminas), por lo cual, al
sustituir a 4tomos de la substancia a ensayar modificardn su estructu-
ra, Presentan, sin embargo, ventajas que los hacen deseables frente

a los beta emisores,

De los gamma emisores, el I-131 y el I-125 dan resultados satisfacto-
rios al usarlos en el marcaje de hormonas polipeptidicas, E1 I-131 ha
quedado actualmente sustituido casi en su totalidad por el I-125 cuyas
caracteristicas més importantes son: periodo de semi-desintegracién
adecuado, gran abundancia isotdpica, eficiencia alta al ser determina-
do por las técnicas de centelleo con cristal de Nal y ausencia total de

emisidén beta,

d! Técnicas de separacidén de las fracciones, libre y ligada: Consiste

en métodos cuantitativos y rdpidos para separar las fracciones ligada
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ce modo que la radiactividad de cualquiera de las partes pueda medirse
con la médxima exactitud posible, Los métodos que se han utilizado son:
separacidén cromatoelectroforética; técnicas basadas en la precipitacidn
de las fracciones libres y ligadas (absorcién de la fraccién libre por un
carbén activado es la mds empleada) y la técnica de separacién emplean-
do un doble anticuerpo que es la més 1til dada su alta especificidad y

adaptabilidad a cualquier sistema de RIA,

2. - Condiciones del Ensavyo

La técnica en RIA estd sometida a ciertos principios, como son:

-- Tiempo de incubacién, Tanto en el un sistema de RIA, como

en otros en los cuales se utiliza una substancia ligadora diferente a un
anticuerpo, la velocidad de formacidén del complejo es mayor que la de
desociacidén, o sea que tedricamente el equilibrio entre los componen-
tes del sistema (inicialmente disociador) deberia establecerse en un
intervalo de tiempo corto, Esto no ocurre con interacciones tipo poli-
péptido-anticuerpo, que precisan tiempos méis prolongados, Y se au-
menta la sensibilidad del ensayo incubando en no-equilibrio unos dias,
al cabo de los cuales se afiade el trazador manteniéndose la incubacidn
un tiempo igual o mayor a 2/3 de la primera fase, Los kits comercia-

les indican tiempos de incubacidén para cada ensayo,

--Temperatura, Difiere segin el sistema.
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-- Volumen de incubacién. Cuanto mayor el volumen de incuba-

cién se obtiene mayor precisién técnica (pipeteo). El volumen depende

del método de separacidén empleado,

-- Factores inespecificos. Se deben a altas concentraciones de
suero o plasma introducidos en el ensayo, cuando éste no es lo sufi-

cientemente sensible para determinar concentraciones desconocidas,

3.,- Otros reactivos necesarios

Soluciones tam pén (fosfato, borato, veronal, etc.) con molaridades ba-
jas (0,05-0,1 M) con el fin de mantener un pH constante entre 7,4 y

8, 6 aproximadamente, ya que si varia se puede desnaturalizar la hor-
mona y ademds si se acidifica, se retarda e inhibe la reaccién antigeno-

anticuerpo

En los buffer mencionados suelen afiadirse quelantes tipo E,D, T, A,
(etilén-diamino-tetraacético) con el fin de evitar que los inoes Catt
P. €j., produzcan precipitaciones inespecificas del complejo y de la hor-

mona libre,

También se afiaden proteinas como la albimina bovina, albimina huma-
na, suero de caballo, etc, al-1 - 2%, con el fin de igualar la concen-
tracién protéica en todos los tubos y ademds impedir que la hormona

se pegue a las paredes,
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4, - Técnica del RIA

12 Hay que preparar un protocolo que servird de guia de las can-
tidades de reactivos que se afiadirdn a los tubos correspondientes y pa-

ra identificar los problemas y los standard. (ver protocolo).
22 Se prepara el buffer
32 Se prepara el antisuero antihormona a la dilucidén conveniente,

49 Se preparan las diluciones de los standard partiendo de una
que tenga una concentracién

n ng / ml. o pU / ml. (Standard 19),

1 ml + 1 ml debiffer ( "  29)= n/2 ng/ ml
1  ml + 1 ml debiffer ( " 3°2)= n/4 ng/ ml
] ml + 1 ml de biffer ("™ 49)= n/8 ng/ ml
1 ml + 1 ml de biffer (- 59)—.-. n/16 ng/ml

59 Los problemas se preparan de acuerdo con la concentracidn
de hormona que se espera contengan, Si entran dentro de las concen-
traciones de la curva standard, se ponen sin diluir., Si no, se diluyen

al/sa, 1/8, 1/16, 1/32 etc.

62 El protocolo consta de los siguientes grupos de tubos:
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a) '"ceros, que no llevan hormona fria y s{ marcada

b) "Standard", que llevan hormona fria en concentra-

cién creciente,
c) "problemas', que lleva los plasmas a dosificar.

d) "control de centrifugacién o filtracién", que dard la
radiactividad inespecifica que se pega a las paredes

del tubo o que queda en el filtro,

e) "control de radiactividad total', que da la radiactivi-
dad total que ponemos en forma de hormona marcada

(unas 8-10.000 c.p. m, )
Cada punto debe ponerse por triplicado o por lo menos en duplicado,

Una vez pipeteadas las cantidades descritas en el protocolo se realiza
la incubacién durante 3-4 dias a 09C., Hay algunas hormonas cuya in-
cubacién se realiza en estufa a 379C durante 1 dia, como la hormona

de crecimiento,

Al final de la incubacién se efectda la separacién del complejo Ag* -
Ac por alguna de las técnicas descritas anteriormente y se cuenta la

radiactividad durante uno o dos minutos,
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5. - Representacién de la curva Standard.

Una vez obtenidos los datos se procesan de forma que podemos repre-

sentar los siguientes tipos de curva standard:

12 En ordenadas % de radiactividad ligada por los ceros y standard
respecto a la radiactividad total, y en abscisas la concentracién de hor-

mona standard puesta a reaccionar,

22 En ordenadas % de radiactividad ligada por los standard con
respecto a los ''ceros'", considerando que lo que ligan es el 100%, Asi

se obtienen los llamados cocientes _C_ x 100 6 RFB (Relative
o

Percent Binding). En abscisas la concentracién de hormona standard.

32 En ordenadas los mismos porcentajes vistos anteriormente,
y en abscisas el logaritmo decimal de la concentracién de hormona

standard puesta a reaccionar

B - Bl
B, - BI
49 En ordenadas el logit= 1n y en
B - Bl
] — — i
B, - Bl

abscisas el logaritmo decimal de la concentracién de hormona standard,

In = log. neperiano; B = radiactividad de los standard y problemas,
B1 = radiactividad de los controles de centrifugacién o filtracién,

By, = radiactivida ligada por los ceros,



48

52 En ordenadas los cocientes B / F y en abscisas la concentra-
cién de hormona standard. (B = radiactividad ligada en forma de comple-
jo Ag* - Ac. F = radiactividad de la hormona libre). En abscisas la

concentracién de hormona standard.

Una vez representado el tipo de curva que convenga se podra ex-
trapolar el z% de cada problema dentro de la; misma y asi conocer la
concentracién de hormona que tiene. Estos cdlculos se facilitan si se
realizan con una calculadora programada. Se ha utilizado la Olivetti

P-602.

6. - Bases para evaluar la reproducibilidad del radioinmunoandlisis,

El radioinmunoandlisis mide concentraciones de hormonas; debido a
ello se necesitan unos principios para poder analizar y comparar los dis-
tintos métodos. Se han descrito muchos andlisis "especificos", con su
"precisién', '"sensibilidad'" y "exactitud". Sin embargo, estos térmi-

. /7 3
nos pueden prestarse a confusion por su uso inadecuado, por lo que de-

be establecerse el sentido en que aqui se emplean (Midgley y cols. 1,969),

Partiendo de la base de que lo que sucede en el radioinmunoandlisis es
una reaccién antigeno-anticuerpo entre los sitios de unién anticuerpo y
la hormona, ya sea fria o marcada, y que el andlisis depende de la se-
paracién de la hormona marcada libre de la que se ha ligado al anti-

cuerpo en forma de complejo Ag*¥ - Ac, es necesario, para facilitar



&sta y las siguientes discusiones usar los términos siguientes:

S

Asft:

Ht

AY

1]

Standard
Problema

Hormona marcada total afiadida a cada

tubo expresada en c.p.m,

Hormona marcada ligada al anticuerpo,

expresada en c. p.m,

Hormona marcada no ligada al anticuer-

po, o libre, en c,p.m,
T* = B* 4+ F*

Cantidad de hormona no marcada, o fria,

afiadida al tubo,

Cantidad de hormona marcada, ligada al

anticuerpo en ausencia de Ht o "ceros'.

*
BT Bl (B1 = radiactividad del
B, - Bl

control de centrifugacién o filtracién),

Log. Ht,

Incremento en Y,

49
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AX = Incremento en.X como consecuencia de Y,
Xs = Log, de la cantidad de standard en cada
tubo,
Xu = Log. de la cantidad de problema en cada
tubo,

B* - Bl

Y B,* - Bl

Logit, (Y) = log.e S log. e
,.B* - BI
Bo * - Bl

Con una cantidad constante de anticuerpo y de hormona marcada, el
aumento (Ht) (Standard) se relaciona inversamente con los cocientes
B*

e e e e

F*

Las bases para evaluar la reproducibilidad del radioinmunoanélisis

son; precisidén, sensibilidad, exactitud y especificidad,

Precisién y su evaluacién, - Midgley (1969) la ha definido como la con-
cordancia de una serije de medidas de una muestra con la media de di-
cha serie, FPuede calcularse mediante el pardmetro (Coeficiente de
precisién) definido como el cociente entre la desviacién standard (D.S.)
de la i-eSpuesta (R) y la pendiente de la curva R frente a dosis, para

cada dosis., La precisién es independiente de K,



01

PRECISION

 (Logaritmo) Hr:10 100 1000 |

Ilustracién de la precisién, representada por el indice que depen-
de de la varianza (s) y de la pendiente (b). Se llama la atencidn
sobre el hecho de que a una variacién pequefia de Y, no le corres-

ponde una proporcién de X,

La medida de una muestra serd mds precisa cuanto menos haya entre
log resultados de las diferentes medidas, de aqui que la precisién se
puede definir como la diferencia entre las distintas medidas de una mis"

ma muestra y la media de esas medidas. Si el error en X depende del
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error en Logit (Y), la varianza (s), dividida por la pendiente (b) nos prc-
porciona un indice de precisién lambda = -E~ . En la figura se ilustra
la precisién, Se define como el efecto de la pendiente de la curva y del
error en la estimacién de Y, Y, sobre la determinacién de X en un va-
lor particular de Y. Aunque Y es igual a ambos lados de Y, Xy, no es

igual a Xy cuando Y es igual a 0'5., De aqui que hay que establecer 1i-

mites de confianza en una curva dada.

-

Los menores detalles técnicos pueden afectar la precisidn significativa-
mente. Asi sucede segin el método de micropipeteo que se utilice.
Igual ocurre, si antes de centrifugar para separar el complejo Ag* -
Ac de la hormona libre, se afiade buffer frio a todos los tubos, pues se

diluye la hormona libre marcada (F*) y se disminuye el error,

Sensibilidad y su evaluacién. - La sensibilidad queda definida como la

menor cantidad de hormona no marcada X que puede ser distinguida de
Ht = 0 (Midgley, 1.969). Es decir, la minima cantidad de hormona
fria que al competir con la hormona marcada produzca un desplaza-
miento que sea significativarrente distinto del que se produce cuando
s6lo hay hormona marcada frente al antisuero, Definida asi, la sensi-
bilidad depende del error en la determinacién de Y, segin la siguiente

figura.
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SENSIBILIDAD
o

>

n

* 0

M
~
*
M

Log X
Cuando Y = 1, y la pendiente de la curva en este punto., La cantidad

exacta dependerd del error elegido por el investigador. Se usan los 1i-
mites de confianza del 95%, o sea, un error del 5% para los Bo* (ceros).
Un procedimiento mejor seria el examen de la distribucién del error to-
tal en el radioinmunoensayo, y determinar la relacién entre Y y su va-
rianza, (Y), para Y = 1, Con esta definicién se puede comparar f4-

cilmente la sensibilidad entre varios ensayos diferentes,

Especificidad y su evaluacién, - Se define la especificidad como el grado

de libertad de interferencia por otras substancias, con la que se intentz
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medir (Midgley 1.969). Esta interferencia puede deberse a:

a: Reacciones cruzadas inmunoldgicas. Una subtancia inmunoreactiva

se define como aquella substancia capaz de reaccionar con los sitios de
unién del anticuerpo. Ya que existe hetereogeneidad entre substancias
. 3 . . . 3
inmunoreactivas en los sitios de unidén del anticuerpo, no es sorprenden-
te que diferentes anticuerpos puedan combinarse con la misma substan-

. 3 k3 . o .« 7
cia inmunoreactiva, con diferentes energias de reaccién, de acuerdo
con su K, Inversamente, los mismos sitios del anticuerpo pueden com
binarse con diferentes substancias inmunoreactivas y con diferentes va-
lores de K., Estas consideraciones que son particularmente importantes
con grandes y complicadas moléculas, tales como las hormonas glico-

” o . . . 3 ’ 3 re . . A a

protéicas, significan que ningun antisuero tendrd propiedades idénticas

a ningun otro,

Ademd&s, implican que las reacciones cruzadas seridn la regla, méis que
la excepcién, ya que en unos pocos sitios de unién del antisuero, es ve-
rosimil que tengan una débil asociacién para sitios inmunoreactivos de
alguna otra molécula. Si hay pocas diferencias en las constantes de aso-
ciacién, se obtienen curvas que son esencialmente paralelas y casi su-
perponibles. Sin embargo, si dos hormonas tienen grupos diferentes de
sitios inmunoreactivos, unos comunes y otros diferentes, se obtienen

curvas asimétricas o de inhibicidn bifdsica.
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b: Fresencia de substancias marcadas inespecificas. Un radioinmuno-

andlisis especifico supone la presencia de una dnica especie molecular
de hormona marcada. Si hay una segunda, no es posible la especifici-
dad, ya que el antisuero puede reaccionar con estos compuestos no de-
seados. Como los anticuerpos se obtienen usualmente contra prepara-
ciones que son méis puras que aquellas que son marcadas, es ldgico que
los anticuerpos que haya presentes contra estas substancias inespecifi-
cas, sea muy alto. La presencia de dos o mas substancias marcadas,
implica la existencia de dos o mds sistemas inmunoreactivos por sepa-
rado, Estudiando curvas de inhibicién ohtenidas con cantidades varia-
bles de hormona purificada, mds otros compuestos que puedan existir
como contaminantes, se pueden obtener curvas bifisicas, a menudo con

una meseta pronunciada,

c: Diferencias en la composicidén del medio de incubacién, Un radioin-

munoandlisis especifico supone constante la composicién fisico-quimi-
ca en el medio de incubacién de todos los tubos; o que las diferencias
que puedan existir, no interfieran con la reaccidén inmunolégica. Se sa-
be que cambios en la composicidn iénica, fuerza iénica, pH, tempera-
tura, concentracién proteica, urea, etc., pueden influenciar la reac-
cidén, la estabilidad de la hormona marcada y fria, la adsorcién de hor-
mona al vidrio, etc. En un intento para mantener constante el medio,
se suele afiadir suero libre de hormonas, de forma que todos los tubos

tengan igual cantidad de suero, sueros que contienen hormonas sin reac-
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cidén cruzada con el antisuero, sueros que estin libres de hormonas
después de pasarles por resinas de intercambioidnica; sueros almace-
nados durante mucho tiempo con hormonas sin reactividad 6 sueros que
han sido tratados anteriormente con anticuerpos contra la hormona en

L
cuestion,

Una de las mejores formas para determinar el efecto de variacién en
la composicién del medio de incubacidn es el test de recuperacién jque
puede hacerse demostrando primero, que una preparacién hormonal da
curvas que son paralelas a la curva standard cuando se disuelve en el
mismo medio de incubacién. Se puede afiadir la hormona a diferentes
medios de incubacién y hacer diluciones. Si la variacién en el medio
de incubacidn no tiene efecto, el andlisis de la regresidn lineal de la
cantidad prefijada, sobre la cantidad medida en la curva standard, da-

rd una pendiente de 1 y la intercepta en 0,

Exactitud y su evaluacién, - La exactitud se define como el grado en

que la media de un nimero infinito de medidas de una substancia, estd
de acuerdo con la cantidad exacta de la substancia que estd presente
(Midgley 1.969). Asi, la evaluacién de la exactitud, requiere una defi-
nicién ambigua de la substancia que se mide. Ya que decir que la subs-
tancia que se mide es una hormona, es insuficiente: Las hormonas

son substancias segregadas a la sangre, que actian y producen sus

efectos., Una hormona puede tener mis de una actividad biol8gica; se
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puede sintetizar de una forma, almacenar de otra, circular de otray
ser excretada como un metabolito, El suero puede tener productos me-
tabdlicos rotos, derivados, sub-unidades, agregados moleculares y
moléculas parcialmente sintetizadas. Como que cada una de estas for-
mas puede tener diferentes cantidades de actividad biolégica, 1la acti-
vidad biolégica neta representa una suma de las actividades asociadas
de las distintas formas de la hormona que estdn presentes en una mues -
tra. Asi, la potencia estimada por biensayo, no se puede correlacio-
nar siempre con las concentraciones molares de las distintas formas
de la hormona presentes en toda la muestra, Si el bioensayo no puede
ser siempre el punto de referencia para comparar con el radioinmuno-

andlisis, hay que saber cudl serd este punto de referencia,

Si ain suponiendo que el medio de incubacién es constante, asegurarian
que tanto la hormona marcada, como la standard, tienen la misma
energia de reaccién con el anticuerpo, no es completamente exacto ya
que el standard, a menudo, se prepara a partir de extractos hipofisa-
rios, mientras que las muestras problema, son muestras de suero,
con lo que la posibilidad para que haya diferencias en las constantes de
asociacién/disociacién, es muy alta. Por esta razén, seria ventajoso
emplear como standard, materiales similares a los del suero, Asi,

el anilisis de extractos crudos de hipéfisis serdn relativamente més

exactos, cuando se use un extracto crudo de hipéfisis como standard,
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Lo mismo se puede decir para muestras de suero, pudiéndose usar una

mezcla de sueros que contengan una concentracién muy alta de hormona.

Otro método para evaluar la exactitud relativa es comparar resultados
obtenidos con radioinmunoensayos diferentes. Si los antisueros son ca-
paces de discriminar diferencias sutiles, el acuerdo entre los resulta-
dos para un gran nimero de preparaciones diferentes por dos o mis ra-

dioinmunoandlisis especificos sugiere evidentemente que se estd dosifi-

cando la misma substancia.

Reproducibilidad y su evaluacién. - La reproducibilidad se define como

el grado en que una medida es semejante a otra medida repetida(Midgley
1. 969). La evaluacién de la reproducibilidad es una evaluacién de la

estabilidad y similitud de las condiciones elementales:

a) Dentro de un andlisis,

b) Entre andlisis realizados por un solo
analista,

c) Entre andlisis realizados por distintos
analistas,

d) Entre laboratorios.
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7.~ Técnicas de las determinaciones de FSH, LH, PRL, TSH, HGH

y Cortisol utilizadas en este trabajo y basadas en los fundamentos ex-

puestos.

A. Radioinmunoandlisis de hormona foliculoestimulante (FSH). Se uti-

liza el "Kit" proporcionado por la casa '""Serono', con el cual el com~

plejo antigeno-anticuerpo radiactivo es precipitado quimicamente con

la adicién de una solucién de glicopolietileno que al final de la incuba-

cién se recoge por centrifugacién.

Reactivos

a) blffer para la solucién tampén

b) antisuero anti- FSH

c) FSH standard liofilizada

d) HCG marcada con I-125

e) segundo anticuerpo

f) solucidén de glicopolietileno
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Preparacién de los reactivos

Si se preparan con antelacién a la prueba se mantienen en congelacién
a -209C si es por mds de 2 dias, a 42C si es por uno o dos dias. El
buffer se disuelve con 120 ml de agua bidestilada y se agita, EIl anti-
suero anti-LH con 12,4 de la solucién buffer y se agita, El standard
de FSH se disuelve con 10 m1 de la solucién biffer y se divide en partes
alicuotas de 2 ml, Una de estas fracciones, que representa el primer
punto de la curva standard (50mU/ml) se tomard en cada anilisis para
preparar, a partir de la misma, 5 diluciones seriadas en proporcién
1:2, con la solucién buffer, para obtener los distintos puntos de la cur-
va standard., La HCG marcada con I-125 se disuelve con 12,5 ml del
baffer. EIl segundo anticuerpo con 12,5 ml de la solucién biffer y se
mezcla suavemente. La solucidon de glicopolietileno viene ya prepara-

da para su uso,

Procedimiento

Se plantea el protocolo con cuatro grupos de tubos:

4 tubos blanco (concentracién de la hormona, cero)

2 tubos control (sin adicién de antisuero)

tubos standard (por duplicado para cada punto de la curva)

tubos 'problemas (por duplicadoe)

Se diluye cada muestra con la solucidén buffer en la proporcién 1:2 y se
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pipetean dentro de los correspondientes tubos, a continuacién se pipe-
tean los standards : tomando una parte alicuota de 2 ml (50 mU3ml) se
pone 0,1 por triplicado en los tubos correspondientes: ler. standard,
De este se toma 1 ml y se le afiade 1 ml del biffer para obtener el 2°
standard, (25 mU/ml) que también se pone en los tubos por triplicado y

asi sucesivamente hasta obtener el 62 standard (1.6 mU /ml).

El procedimiento del andlisis es el siguiente:

reactivos standard problema blanco control
suero problema 1:2 - 0.1 4 - -
FSH standard 0.1 - - -
biffer - - 0.1 0.2
anti -FSH 0.1 0.1 0.1 -

Se mezcla e incuba a temperatura ambiente durante 6 horas

HCG marcada I-125 0.1 0.1 0.1 0.1
Se mezcla e incuba a temperatura ambiente durante 20 horas,

Segundo anticuerpo 0.1 0.1 0.1 0.1
Solucidn glicopolietileno 1,0 1.9 1.0 1.0
Se mezcla con agitador vibratorio. Se centrifuga a razén de 3,500-
4,000 r, p.rn. durante 2 o 3 minutos, Se decanta el sobrenadante y se
mide la radiactividad del precipitado en los tubos, con contador gamma,
Se mide la radiactividad de los tubos blanco, standard y problemas,

Los controles de radiactividad se separan para medirlos al final,
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Célculo de resultados.

Se halla la curva standard en papel logaritmico colocando el resultado
de los c. p.m. de cada punto standard frente a la concentracién de la
hormona correspondiente. A continuacién interpolando en la gréfica ob-
tenida el promedio de los c.m. p. obtenidos para cada problema, se tie-
nen las correspondientes concentraciones de la hormona, las cuales se
multiplican por 2 (factor de dilucién) para obtener asf la correcta con-

centracién del problema,

La referencia de este 'kit" es: mUI-FSH del 22 IRF-HCG =35 ng de

LER 907,

Utillaje .

micropipetas automdticas 0.1 ml tipo "Oxford"
tubos de pldstico desechables (10x70 mm aproximadam ente)
agitador rotatorio

contador gamma de pozo automético

B. Radioinmunoanilisis de hormona liteo estimulante (LH), Se utiliza

el "kit" facilitado por la casa "Serono'", en el cual el complejo antige-
no-anticuerpo es precipitado por la adicién de una solucién de glicopolie-
tileno, igual que en la técnica de radioinmunoandlisis para la hormona

luteinizante,
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R eactivos

a) biffer para la solucién tampén
b) antisuero-anti LH

c) LH standard liofilizada

d) HCG marcada con 1-125

e) segundo anticuerpo

f) solucién de glicopolietileno

La preparacidn de los reactivos, el procedimiento del andlisis, el cdlcu-
lo de los resultados y el utillaje, son los mismos que los descritos pa-
ra la técnica de la hormona foliculoestimulante, por lo que para evitar
repeticiones sblo se afiade que la referencia de este método es 1 mUI/

LH del 2nd. IRP-H,M.G. = 5 ng LER 907,

C. Radioinmunoanalisis de prolactina (PRL), Se utiliza el "kit" propor-

cionado por la casa "Serono' en el cual el método de precipitar el com-
plejo antigeno-anticuerpo es afiadiendo suero antigammaglobulina al fi-

nal de la incubacidén es recogido por centrifugacién,

Reactivos_

a) biffer para la solucién tampén
b) suero anti-PRL

c) preparacién standard de PRL
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d) PRL marcada con I-125

e) suero anti RGammaglobulina

Preparacion de los reactivos

Se disuelve el biffer con 120 ml de agua destilada., El suero anti-PRL
se disuelve con 12,5 ml del bdffer, La preparacién de PRL standard se
disuelve en 10 ml de la solucidn buffer y se divide en porciones alicuo-
tas de 2 ml. A partir de cada parte alicuota que representa en primer
punto de la curva (100 ng/ml) se preparan seis series de soluciones con
una proporcién de 1:2 afiadiendo la solucién buaffer, con el objeto de pre-
parar los distintos standards que servirdn de referencia para los distin-
tos puntos de la curva, EIl vial que contiene la hormona marcada con
I-125 se disuelve con 12,5 ml de la solucidén biffer, EI antisuero

RGammaglobulina se disuelve con 12,5 ml del biffer,

Procedimiento

Se plantea el protocolo con cuatro grupos de tubos:

4 tubos para el blanco (no se afiade hormona fria)

4 tubos para control (no se afiade antisuero)

2 tubos para cada nivel standard
- 2 tubos para cada muestra de suero
Las muestras de suero que proceden de sujetos normales o en los que

se sospechan moderados niveles de prolactina se emolean sin diluir,
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pero si se sospechan altas concentraciones de FRL como en los casos
de los (ltimos meses del embarazo o de tumores hipofisarios se diluyen

en proporcién 1:2 con la solucién biffer,

Se preparan los standards en seis series de soluciones con una propor-

cién de 1:2 como se ha descrito anteriormente

El procedimiento del andlisis es el siguiente:

reactivos standard muestra blanco control
muestra - 0.1 - -
standard de PRL 0.1 - - -
biffer - - 0.1 0.2
suero anti-PRL 0.1 0.1 0.1 -
PRL marcada I-125 0.1 0.1 0.1 0.1

(se mezcla e incuba a temperatura ambiente 20-24 horas)
suero anti-RGG 0.1 0.1 0.1 0.1

(se mezcla e incuba a temperatura ambiente por 20-24 horas)

Al final de esta incubacidn la total radiactividad de los tubos 'blanco"

se cuenta., Se recoge luego el precipitado por centrifugacidn,

Centrifugacién: Se afiaden 2 ml de agua destilada a cada tubo, para di-
luir la hormona "libre'" marcada., Se centrifugan los tubos a 3,500 -
4,000 xg durante 30', Se decanta el sobrenadante y los tubos se dejan

boca abajo en una hoja de papel de filtro. Se cuenta la radiactividad
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precipitada en los tubos control. Se presenta el substractor del Conta-
dor gamma con la media c. p.m. precipitada en los tubos control, Se
cuentan todos los tubos: los '"blanco', standards y problemas por 1 mi-

nuto,

Cdlculo de resultados

La media c.p.m, en los tubos 'blanco' se usa para calcular el porcen-
taje de enlace en ausencia de la hormona marcada, después se calcula

el porcentaje de inhibicién para cada standard y muestra problema,

La curva standard se dibuja comparando el % de inhibicidén con las dife-
rentes concentraciones standards. Se usa papel de semilogaritmos en
los que los niveles standard se marcan en la abscisa y los % de inhi-

bicién se marcan en las ordenadas,

Interpolando en la grédfica de la curva standard el porcentaje relativo de
la muestra no diluida se obtiene la concentracién correspondiente (en
ng/ml) de hormona, Si se diluyeron antes, se multiplican por el factor

de dilucién,
Utillaje. Es igual que en las técnicas anteriores,

D. Radioinmunoandlisis de la hormona estimulante del tiroides (TSH)

Se utiliza el "kit'"" de CEA-IRE-SORIN, compuesto de los siguientes:
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Reactivos

a) TSH marcada con I 125
b) TSH standard liofilizada
c¢) Antisuero anti-TSH

d) Inmunoabsorbente

e) Tween 20

f) Tampén veronal 0'02 M a pH 8'4

Preparacién de los reactivos

Todos se preparan en el momento que van a ser utilizados: el tampén
se disuelve con 200 ml de agua bidestilada y 0.1 ml de tween 20 verifi-
cando el pH que debe quedar entre 8,2 - 8,6. La TSH marcada biofili-
zada se disuelve con 10 ml del tampén, la TSH standard con 5 ml del

tampdn y el antisuero con 10 ml del tampdn,

Si se sospecha alto contenido hormonal en las muestras de plasma és-
te se diluye con el tampén, Se preparan las diluciones standards, a
partir de la solucién madre (16 ng/ml) obteniéndose standars de 0,5-

1-2-4-8 y 16 ng/m1 de acuerdo con el siguiente proceso:

1 ml de la solucién madre en tampén veronal standard St 6 (16 ng/ml)
0.5 ml del standard St 6+0, 5 m1 del tampdén (standard St 5), 0,5 ml
del standard St 5+0.5 ml de tampdn (standard St 4), 0.5 del standard

St 4+0.5 ml de tampén (standard St 3). 0.5 ml standard St 3+0.5 ml
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de tampén, biffer (standard St 2). 0.5 ml standard St 240, 5 ml del tam -

pén (standard St 1 ). (0.5 ng/ml).

Frocedimiento del andlisis

Se prepara el protocolo y los grupos de tubos:
Grupo T para determinacidn de la actividad total
Grupo 0 para el punto cero de la curva y la determinacién
de la habilidad de enlace,
Grupos standard del 1-6 para 6 puntos de la curva standard
por triplicado

Grupos Sx para las muestras problemas,

Se distribuyen los reactivos siguiendo el siguiente orden:

Grupos de Tubos Baffer Standard TSH I-125 Antisuero
m] ml ml
Grupo T - - 0.1 -
Grupo 0 0.3 - 0.1 0.1
Grupo St 1 a Sté 0.2 0,1 0.1 0.1
Grupos Sx 0.2 0.1 0.1 0.1

Pipeteados todos los tubos, se mezcla el contenido con un agitador

Vortex se incuba a temperatura ambiente 18-24 h,

Separacién de TSH ligada y TSH marcada

1, - Se afiade el inmuno absorbente manteniendo la suspensién obtenida
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al afiadir 10 ml del tampén, mediante agitador Vortex mientras se pi-

petean 0.5 ml en cada tubo (excepto en el grupo de tubos T).

Se tapan los tubos y se incuban agitando durante 3 horas en un agitador

magnético.

2. - Lavado y conteo del precipitado. Se centrifugan los tubos 3,000 r,
p.m, durante 10 minutos, Se aspira el sobrenadante con una trompa de
vacio. Se diluyen 75 ml del tampdn con 225 ml de agua bidestilada y se
pipetean 3 ml del mismo dentro de todos los tubos., Se mezcla suave-
mente el contenido, Se centrifuga a 3,000 r, p.m. por 5 minutos, Se

decanta el supernadante por medio de trompa al vacfo,

3. - Un segundo lavado con 3 ml de agua destilada, Se mezcla el conte-
nido, se decanta o centrifuga, Se aspira el supernadante por trompa al

o~
vacio,

Célculo de resultados

Se mide la radiactividad de todos los tubos empezando por el grupo T,
Se cuenta la r,a, durante 1-2 minutos segdn la cuenta obtenida en los
tubos de reactividad total, Se representa la curva standard y se inter-
polan los valores obtenidos expresados en porcentajes, en funcién de la
cantidad de TSH de cada patrén, Se multiplican por diez los valores ob-

tenidos y se halla asi la concentracién de los sueros problemas en ng/ml.
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pipetas automdticas con puntas desechables
tubos de polietileno

mezclador tipo Vortex

centrifuga

contador gamma automdtico

E., Radioinmunoanilisis de 1a hormona de crecimiento (HGH), Se utili-

za el "kit" que suministra la casa CEA-IRE-SCRIN, en el cual se em-
plea el método de doble anticuerpo para separar el complejo antigeno-

anticuerpo. El doble anticuerpo es obtenido inyectando a conejos, in-

munoglobulinas de cobayas,
Reactivos

a) antisuero anti-HGH liofilizado.

b) HGH marcada con I-125

c) HGH standard, liofilizada

d) segundo anticuerpo

e) biffer borato 0,13 M+E,D, T, A, + BSA 0,1% a pHé6

f) albdmina humana al 5%

Freparacién de los reactivos

Al vial conteniendo el antisuero anti-HGH liofilizado se le afiaden 10
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ml de agua bidestilada, dilucién capaz de ligar el 40-60% de la radiac-
tividad de la hormona marcada, Se obtiene de cobayas, EIl vial conte-
niendo la hormona HGH marcada con I 125 se disuelve con 10 ml de
agua bidestilada de forma que en cada tubo se ponen a reaccionar 0,1
ng/ml con una actividad de 10-12, 000 c.p. m. aproximadamente, El
HGH standard liofilizado se disuelve 2 ml de agua bidestilada y se ha-
cen diluciones seriadas para hacer fa curva standard con las concentra-
ciones de 0.1 - 0,25 - 0.5 -Ly 2 ng/0.1 ml. La seroalbimina huma-
na se disuelve con 10 ml de agua bidestilada, y el biffer borato con 10

ml de agua bidestilada,

Procedimiento

Se plantea un protocolo con cinco grupos de tubos: blancos, controles,
standards y problemas, Se pipetea 0.1 ml por triplicado de cada uno
de los puntos. En los ceros se afiade 0,1 ml del bGffer borato. Se
mezclan los contenidos de los viales de seroalbumina humana y de an-
tisuero anti-HGH, De la mezcla se pipetean 0,2 ml en los tubos ceros,
standards y problemas, A los controles de centrifugacién y de radiac-
tividad total se les pone 0,2 ml del baffer borato, Se agitan en mezcla-
dor tipo Vortex todos los tubos, poniéndoles luego a incubar en estufa,

a 379C durante 6 horas,

A las 6 horas se afiade 0,1 ml de HGH marcada con I-125 a todos los

tubos y después de nueva agitacién en el Vortex se colocan en estufa
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a 37°C durante 18 horas.

Al cabo de este tiempo se afiade el segundo anticuerpo: 0,1 ml en todos
los tubos menos en los controles. Se agita nuevamente y se incuba du-
rante 1 hora en estufa a 379C, Se afiade el buffer borato y se centrifu-
ga durante 40 minutos a 2,500 r, p.m. Se decanta el sobrenadante y se

cuenta la radiactividad entre 2 -5 minutos.

Calculo de resultados

Se representa la curva standard obteniendo mediante interpolacién de

resultados los valores problemas,

Utillaje

micropipetas autométicas tipo Oxford
tubos de pqlietileno

mezclador tipo Vortex

contador automdético de centelleo gamma

centrifuga

F.Radioinmunoandlisis de cortisol, Se utiliza el "kit" comercial "Cor-

tipac'"., Los fundamentos del método son los descritos para el radioin-
munoandlisis, pero en este caso el anticuerpo que se utiliza es la trans-
cortina o proteina transportadora del cortisol, Se aprovecha la compe-

tencia entre el cortisol marcado que se introduce en el sistema, con
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el cortisol en cantidades desconocidas contenido en los problemas, Los
resultados del método son semejantes, segiin han comprobado Gore y
Lester (1975), a los resultados que se obtienen de medir el cortisol en

'l 13 » -
suero o plasma por métodos fluorimétricos.
Reactivos

a) cortisol standard en suero humano liofilizado, en cuatro concentracio-
nes diferentes a saber 2,3 pg/ml, 5,9 pg/ml, 17,0 pg/ml, y 43 p.g/ml

para confeccionar la curva de control standard.

b) tubos conteniendo: - no més de 0,2 pc de cortisol marcado con sele-
nium 75 como sustrato radiactivo,
- grinulos absorbentes en suspensién en un me-
dio biffer.

- transcortina unida al cortisol marcado,

Ademds, el '"kit'" suministra una hoja-protocolo conteniendo tres re-
cuadros: un primer recuadro para anotar el conteo obtenido a partir de
los tubos conteniendo cada una de las concentraciones de suero standard;
otro recuadro parai anotar el conteo obtenido a partir de los sueros pro-
blemas; y una gréifica semilogaritmica con cuatro puntos de referencia
correspondientes a las distintas concentraciones de los sueros standards
y en las que se trazard la curva standard, Sobre ésta se superpondrén

los resultados de los sueros problemas y asi se determinard el conte-
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nido de cortisol en los mismos.

Freparacién de los reactivos

Se recontruye el suero standard afiadiendo a cada vial 0.5 ml de agua

destilada, se deja en reposo 5 minutos para que se disuelva,

Procedimiento

Se plantea el protocolo y se preparan los grupos de tubos,

Se extrae, por medio de pipetas automdaticas 0.1 ml del suero proble-
ma y se coloca en su tubo correspondiente por duplicado.

Se extrae 0.1 m1 de cada frasco de suero standard y se introduce en
su correspondiente tubo, por triplicado,

Se afiade a cada tubo 0.2 ml de agua destilada,

Se agitan en el agitédor rotatorio.

Se calientan en bafio de agua a 702C, durante 10 minutos,

Se enfrian a la temperatura ambiente,

Se mezclan en el agitador rotatorio,

Se pipetean 0,2 ml de cada tubo, problemas y standards, dentro de
los viales que contienen el cortisol marcado, el biffer y la transcor-
tina,

Se vuelven a mezclar, a temperatura ambiente, durante 30 minutos
en el agitador rotatorio,

Luego se invierten los tubos para arrastrar y lavar los grédnulos y a
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continuacién se dejan reposar por 5 minutos para permitir el sedimen-
to de los grénulos en el fondo del tubo,
Por ditimo, se extrae con pipeta --sin mover los grédnulos del fondo--
el sobrenadante, que se cololca en tubos de conteo para material radiac-
tivo.
E]l primer conteo que se hace es el del selenium 75 en el sobrenadante,
Se hace el conteo de las muestras y los resultados obtenidos en el conteo
se llevan a las'graficas para resultados, Para los standards se anota
el resultado del conteo en los ejes Y, y de las concentraciones de corti-
sol se hace sobre los ejes logaritmicos X. Se construyen las curvas
sobre estos puntos y se buscan los resultados en la abscisa de la gréifi-

ca,

Utillaje

tubos de conteo
pipetas automdticas
agitador tipo Vortex
bafio Maria

contador para materiales radiactivos de rayos gamma,

A continuacién se reproduce la curva standard de la concentracién de
HGH y el protocolo de¢ este anédlisis, como ejemplo aplicable a todas
las técnicas expuestas, con las variaciones que pudieran correspon-

der a cada una.
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II1b) Determinacién de glucosa en suero

Fundamento

lLas aldohexosas en medio 4cido acético glacial reaccionan con la orto
toluidina produciendo una coloracién verde que es debida a la forma-
cién de una base de Schiff y glucosimina. Esta coloracién permite me-

dir la glucosa mediante métodos de colorimetria.
Reactivos

60 ml. de Orto-toluidina
240 ml. de Acido acético glacial
1.5 gr. de Tiourea
La mezcla, conservada en frasco &mbar, tiene una duracién de dos

meses.

Metodologia

Se pipetea, en tubos de ensayo largos, la sucesién siguiente:

Problema Standard Blanco
Suero> 0.1 _— —_—
Labtrol —_— 0.1ml —_—

Reacc. ORTO-TOLUIDINA  6.0ml 6.0ml 6.0ml
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Después de mezclar bien, se cubren los tubos con una torunda de al-
godbén. Se ponen a hervir en Bafio de Maria durante 7 minutos y me-
dio. A continuacidén se enfrian rdpidamente en chorro de agua fria.
Se miden en espectfofotémetro frente al blanco, a 600 milimicras de
longitud de onda y la intensidad de color da la concentracién de la
muestra problema, conocida la concentracién del standard, de acuer-

do con la ley de Beer.

Utillaje

tubos largos de ensayo, pipetas normales,
bafio de Maria, centrifuga, tubos de es-

pectrofotometria, espectofotémetro.

Citodiagndstico hormonal: colpocitograma vy urocitograma

Fundamentos de las técnicas de citodiagndstico hormonal. Estos mé-
todos se basan en que los epitelios urogenitales actian como 6rganos
efectores u érganos ''diana' de las hormonas gonadales, teniendo los
estrégenos una accidn tréfica caracteristica sobre ellos, mientras
que, bajo la accién de la progesterona sufren modificaciones cualita-
tivas. Estas acciones son paralelas a las ejercidas sobre el miome-

trio y otras estructuras anatémicas femeninas.

Los fenémenos de diferenciacidn y proliferacidén epiteliales produci-
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dos por los estrégenos y la progesterona se reflejan en las células que
se descaman y que aparecen en el extendido vaginal, dando imédgenes
caracteristicas en las distintas etapas de la vida y en correlacién di-
recta con los niveles hormonales circulantes. Estudiando los carac-
teres celulares en un extendido vaginal o urinario se aprecia el efecto

hormonal producido.

Debido a la accién de los estrégenos maternos la nifia nace con una
clara diferenciacidén de los epitelios vaginales en tres capas celulares:
basales, intermedias y superficiales. Al quedar suprimida la accién
hormonal a los pocos dias de nacida, se produce una descamacién ce-
lular masiva que conduce a la atrofia epitelial. Desde esta edad has-
ta que empiece a despertar su propia funcién ovarica el epitelio per-

manece atréfico, manteniendo solamente la capa basal.

En la premenarquia, conjuntamente con los sintomas de estimulacién
ovarica que se reflejan en el desarrollo somitico y de los caracteres
sexuales secundarios, las capas epiteliales vuelven a diferenciarse a
expensas de la basal, apareciendo las intermedias y superficiales sin
que se produzcan variaciones ciclicas, que se hardn manifiestas cuan-
do se instalen los ciclos menstruales. En plena época de actividad
sexual, el epitelio presentard ciclicamente una fase de maduracidn e

hipertrofia relacionada con la accidn foliculinica, y otra fase de des-

camacibn relacionada con la accién de la progesterona.
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Hacia el final de la vida reproductiva, el epitelio evoluciona progresi-
vamente hacia la atrofia, y junto con el declinar de la funcién ovirica,
van desapareciendo las capas intermedias y superficiales hasta que

después de la menopausia, en un plazo variable, segin la mujer, solo

existe la capa basal.

Como que cada una de las capas histongicas originari un ti.po determi-
nado de célula y ésta aparecerd por descamacién en los extendidos va-
ginales, determinando por conteo microscdpico el porcentaje de célu-
las que predominan, se infiere la accién de la hormona predominante

o la falta de accibén hormonal. Es lo que constituye el colpocitograma.

A nivel del trigono vesical y de la uretra, se encuentran islotes de te-
jido pavimentoso estratificado, que tienen la misma génesis embriona-
ria que la vagina, que responden igual que ésta a la accidén de las hor-
monas sexuales y cuyas células descamativas aparecen en el sedimen-
to urinario. Estas circunstancias han permitido la elaboracién de
otra técnica citoiégica de valoracién hormonal, el urocitograma, cu-
yas imédgenes citolégicas son superponibles en lineas generales a las

del colpocitograma (Lencioni y otros).

Para tipificar las células se tiene en cuenta su tamafio, forma, afini-

dad tintoreal, y caracteres del nicleo celular, habiéndose separado

los cuatro grupos siguientes:tefiidos con la coloracién tetracrénica de

Shorr.
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Células ciandfilas profundas: se tifien de color azul intenso, son
~ ) ’ .

pequeifias, redondas, con nucleo grande que ocupa casi todo el cuer

po celular. Su presencia en los extendidos significa pobre o nula

estimulacién hormonal. Normales: en la nifiez, menopausia, cas-

tracidén artificial, tratamientos con andrdgenos post-parto. Anor-

males: en época de actividad sexual.

Células ciandfilas intermedias: se tifien de color azul claro, son
de tamafio mediano, ovales, con nicleo globuloso y provisto de
cromatina nuclear. Su predominio significa moderada estimula-
cién hormonal estrégeno-progesterona. Normales: en el ciclo
sexual antes y después de la ovulacién, premenarquia y premeno-
pausia, embarazo, tratamiento estrogénico moderado. Anorma-
les: en ciclos sexuales patoldégicos en que hay poca estimulacién

hormonal.

Células ciandfilas superficiales: sé tifien de azul claro, son gran-
des, poligonales, con el nicleo puntiforme (picnético), opaco y
desprovisto de cromatina. Su predominio significa buena estimu-
lacién hormonal. Normales: en la fase foliculinica, inmediata-
mente después de la ovulacién. Anormales: en ciclos no ovulato-
rios cuando persisten en la fallida fase progestacionai y en emba-

razos patolégicos.
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D) Células eosinbfilas superficiales: solo se diferencian de las ante-
riores en que se tifien de rojo, en lugar de azul. Representan un
periodo de maduracién mds avanzado que las cianéfilas superficia-
les, por lo que su predominio es signo de buena u dptima estimula-

cién hormonal, y cuyo porcentaje da el llamado "indice eosinéfilo'".

La suma de las células eosinéfilas superficiales (''indice eosiné-
filo'') mds las cianéfilas superficiales constituye el '"indice cario-

picnético'.

Para el estudio hormonal por medio de las células descamativas hay
que tener en cuenta ademds: (a) que las células se presenten aisladas
(significa accién estrogénica), agrupadas (accidén progestacional), ex"
tendidas (accibén estrogénica), plegadas (accidén progestacional), esca-
sas (pobre estimulacién hormonal), abundantes (buena estimulacién
hormonal); y (b) que en los extendidos pueden aparecer otros elemen-

tos normales y anormales con significado hormonal o no.

Imégenes citolégicas de cada etapa sexual

Conocidos los tipos celulares ha de saberse que en los estudios citold-
gicos hormonales puede describirse una imagen caracteristica para
cada una de las épocas de la vida sexual femenina y que son las siguien-

tes:
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En la nifia recién-nacida, hasta el 15° dia: En relacién con la estimu-

lacién estrogénica materna y con signos de mastodinia y de metrorra-
gia por deprivacién estrogénica en un elevado porcentaje, la imagen
citolégica suele ser TROFICA:

-- con indice eosinéfilo de un 15%

-- indice cariopicnético de un 20%

-~ presencia de eritrocitos

Desde los 15 dias hasta los 8 § 9 afios: Durante este periodo, o de

INFANCIA, por la falta de grandes cantidades de estrégenos mensu-

rables, la imagen citoldégica es ATROFICA, presentando:

-- gran porcentaje de células cianéfilas profundas
-- algunas células cianéfilas intermedias
-~ abundantes leucocitos, que dan al preparado aspecto

""sucio'"

Desde los 10 a los 16 afios: La terminacién de la infancia (premenar-

quia) marca el comienzo de la PUBERTAD, la cual termina con la
completa madurez somitica. En una primera fase de la misma apare-
cen los caracteres sexuales secundarios, tales como desarrollo de las
gldndulas mamarias (telarquia) y aparicién del vello en axila y pubis
(pubarquia), y como acontecimiento mds importante aparecen las pri-

meras menstruaciones (menarquia) en una edad variable segin condi-
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ciones climdticas, étnicas y nutricionales, etc. En relacién con estos
hechos que coinciden con ﬁn aumento de los estrdgenos circulantes,

de las gonadotropinas y de los 17 cetosteroides, la citologia presenta
modificaciones que la convierten paulatinamente de ATROFICA en

TROFICA:

-- el porcentaje de células profundas disminuye

-- aumentan primero las células intermedias y después
las superficiales

-- los leucocitos tienden a desaparecer y el aspecto de

los preparados es 'limpio"

Se observa con frecuencia que aunque por el estimulo diencefdlico so-
bre la hipéfisis las gonadotropinas producidas conducirdn a la madura-
cién de foliculos primordiales ya existentes, determinando la funcién
incretora de la gldndula, y por tanto la produccibn de estrégenos, no
se llega a producir la funcién generativa con deshicencia folicular,
ovulacién y formacién del cuerpo liteo. Al no producirse progestero-
na, las imdgenes citolégicas pueden ser de insuficiencia progestacio-

nal total o parcial.

Estos ciclos anovulatorios se consideran normales, siendo las pri-

meras metrorragias producidas por deprivaciones hormonales.

En esta época se observa que la corteza suprarrenal sufre un aumen-
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to de peso y por consiguiente un incremento de su actividad funcional,
aumentdndose la produccién de esteroides suprarrenales, y entre ellos
de andrbgenos, necesarios para el desarrollo somético, dando lugar a
lo que se denomina adrenarquia. No se puede mediante la citologia,
sin embargo, detectar ningin efecto epitelial definitivo de los andré-

genos en los epitelios mucosos.

En esta edad es frecuente la incidencia de hipertricosis, acné y obesi-
dad, y también de las imédgenes hipotréficas con trastornos del ritmo
y la persistencia de ciclos monofdsicos, lo que le da validez al méto-
do para, por medio de las im&4gines celulares, llegar al diagnéstico

del problema.

Desde los 18-20 afios a los 38-40 afios: Es la época de la reproduccidn,

que comienza con el primer ciclo bifdsico y termina con el cese de la
funcidén generativa. Se presentan simultineamente las funciones incre-

tora y generativa.

La produccidn ciclica de hormonas sexuales y de ovulacién se refleja
en la citologia, dando lugar a las siguientes fases:
-~ Fase menstrual: caracterizada por la presencia de

glébulos rojos.

-~ Fase post-menstrual: Eosinofilia escasa, alcanzando

solo un 20%. Predominio de células cianéfilas inter-
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medias, células aisladas, sin plegaduras.

-~ Fase ovalutoria: Eosinofilia elevada entre un 30% y un

50%. Células aisladas y planas. Preparado 'limpio'.

-- Fase luteinica: Disminuye la eosinofilia. Predominio
de células intermedias plegadas, acimulo celular.

Abundantes leucocitos, aspecto del preparado ''sucio''.

Técnica de citologia hormonal

Este método sigue las siguientes etapas: Extraccidén y extensién de

la muestra vaginal, fijacién, coloracién y lectura al microscopio.

la. Extraccién y Extensidén de la Muestra: Se debe hacer del tercio

superior de la vagina y de la cara externa del fondo de saco late-
ral, tomando la muestra por aspiracién mediante una pipeta pro-
vista de pera de goma, una espédtula de Ayre o un asa de platino.
Es preferible hacerlo en esta forma para controlar el lugar de

la vagina de donde se toma la muestra, pero hay casos, por ejem-~
plo en las virgenes, en los cuales es preferible hacerlo a través
del orificio himeneal, previa separacidén de los grandes y peque-
fios labios y dirigiendo la pipeta hacia el fondo de saco lateral pa-

ra aspirar el contenido de la vagina.

El material as{ obtenido se extiende inmediatamente en un porta-
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objetos, cuidando de no manipularlo excesivamente para que con-
serve sus caracteristicas naturales, ya que tanto la agrupacién
como el plegamiento celular son necesarios para apreciar la ac-

tividad progestacional.

Material para este primer paso:

2a.

-~ Portaobjetos numerados

-~ Pipetas de vidrio

-- Espétulas de Ayre o asa de platino

-- Espéculos

-~ Guantes ginecoldgicos

-~ Solucién fijadora en frasco color caramelo y de reciente

preparacién

Fijacién de la Muestra: Inmediatamente de extraida de la vagi-

na, debe introducirse en el frasco de solucién fijadora, antes de
que al desecarse las células pierdan sus caracteristicas norma-

les.

El fijador que se emplea habitualmente es una mezcla a partes
iguales de alcohol y éter:

Alcohol 96°................ 50 ml

PH normal 6,9 - 7
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Se recomienda el "método de desecacién'’, llamado asi porque
permite que la muestra se seque, para luego pasarla por agua
y que las células recobren la hidratacién perdida, y por alcoho-

les dcidos para que recobren su pH.

Soluciones necesarias para las técnicas del material desecado (téc-

nica de Kiserud, modificada por Lencioni).

Alcohol de 30° con 2% de idcidos acético glacial. Se prepara

con alcoholde 96°. ................ 30 ml
E= o 4 - 70 ml
dcido acético glacial........... 2 ml

Alcohol de 70° con 2% de dcido acético glacial. Se prepara

con alcoholde 96°................ 70 ml
AEUA. .ttt e s 30 ml
4cido acético glacial........... 2 ml

Alcohol de 96° con 2% de &cido acético glacial. Se prepara
con alcoholde 96°................ 100 ml

dcido acético glacial.......... 2 ml
Xilol.
Material necesario para esta técnica:

-~ Frascos de 500 ml, para contener las soluciones alcohdlicas
preparadas.
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-- Frascos de Borrel con tapa, para sumergir los preparados

en las distintas soluciones.

-~ Probeta de 25 ml )
) para medir componentes de las

-- Probeta de 500 ml1 ) soluciones

pasos de la técnica cuando se hace por desecacién consisten en:

Pase por alcoholde 30°................ dos minutos

Pase por alcoholde 70°................ dos minutos

Pase por elcolorante.................. de cuatro a ocho minu-
tos

Lavar con agua corriente
Lavar con alcohol de 70°
Lavar con alcohol de 96°
Dejar secar y cubrir con material pldstico (laca) para

lectura al microscopio

Coloracién: Se obtiene buena coloracidén celular con el coloran-

te de Shorr:
Alcoholetilico................... e 100 ml
Biebrich escarlata..... et e e e e . 500 mg
Fastgreen............... ... 75 mg
Orange G........... ettt 250 mg
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Acido fosfomolibdico.................. 500 mg

Acido acético glacial............... e 1 ml

Colocando el preparado en una gradilla de vidrio situada sobre
una cubeta se cubre con el colorante, el cual se puede aplicar
con un frasco gotero. También se puede introducir el prepara-

do en un frasco de Borrel conteniendo colorante.

Lectura al microscopio: Con aumento pequefio primero X 50

(ocular 5, objetivo 10), se apreciaré: el trofismo general del‘
preparado, clasificdndolo en tréfico, hipotréfico y atréfico.
Con un recuento semejante al que se hace al realizar los hemo-
gramas se establece el nimero de cada tipo celular y luego la
proporcién de los mismos en porcentaje, teniéndose en cuenta
la coloracién de la célula, su forma y tamafio nuclear, o sea,
siguiendo los criterios indicados para tipificar los grupos celu-

lares.

Se tendrén en cuenta:

-- La agrupacidén celular
-- Si son células planas o plegadas
-~ Cantidad de gldébulos rojos

-- Cantidad de glébulos blancos
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De acuerdo con los resultados y con los criterios de valoracidn estable-
cidos, se hard el diagnéstico hormonal. Para valorar el efecto de las
hormonas estrogénicas se tiene en cuenta el ''indice eosinéfilo', que
equivale al porcentaje de células eosinéfilas, o el "indice cariopicnd-
tico' que es la suma de las células superficiales cianéfilas y eosindfi-
las. El efecto de la progesterona se valora por su efecto cuantitativo,
como es el descenso de los indices eosindfilo y cariopicnético; y cua-
litativo, como es la descamacién en cimulos, las plegaduras y el au-

mento de los leucocitos.

De acuerdo con el grado de trofismo se pueden dividir los colpocitogra-

mas en:

Atréficos: -- De ler.grado, cian6filas intermedias

y profundas.

-- De 2do. grado, cianéfilas profundas
solamente (a veces también eosindfi-
las profundas con leucocitos abundan-

tes: 'sucios').
Hipotrdficos: -- De ler. grado, eosinéfilas del 1 al 14%

-- De 2do. grado, no eosinéfilas, cianéfi-

las superficiales o intermedias. Pueden

aparecer abundantes leucocitos.
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Tréficos: eosindfilas, desde un 15 hasta 60%

Hipertréficos: Cuando las células eosindfilas pasan del
70%, o se mantienen entre el 30% y 70%
en 4 extendidos sucesivos tomados cada

tres dias,
Los extendidos pueden ser ademéds:

Hipotréficos: con o sin variaciones, En los primeros,
las modificaciones de los porcentajes ce-
lulares no siguen un ritmo y no pasan del
20% de eosinofilia, En los segundos, se

mantienen bajos todo el tiempo,

Existe otra clasificacién (Allende, 1957)que diferencia resul-
tados en Anestrogénicos, Hipoestrogénicos, Normoestrogéni-

cos e Hiperestrogénicos,

Cuando se utilizan las células epiteliopavimentosas que aparecen en la

orina, el método constituye el urocitograma, y es el més aconsejable

en las nifias,

Este método pasa por las fases de: Centrifugacién de la orina y exten-
sién del material, desecacién, coloracién previa hidratacidn y paso

por alcoholes 4cidos, y lectura al microscopio.

En términos generales la técnica no difiere de la anterior nada més
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que en los dos primeros pasos.

]_O

20

Centrifugacién de la orina: Se pide a la paciente orina de por la

maiiana al levantarse. Se deja reposar el frasco en un lugar
fresco para que sedimenten las células contenidas en la orina.
A las dos o tres horas se extraen con pipeta dirigida hacia el
fondo del frasco, alrededor de 25 ml de orina, que se vierten
en dos tubos de ensayo. Luego, se centrifugan en tubos durante

diez minutos.

Extensién del material: Se decanta la orina y para unir las cé-

lulas sedimentadas a la gota de orina que quedd se frota el fondo
del tubo con los nudillos de la mano izquierda. Esto puede hacer-
se también colocando el tubo en el rotamezclador, pero no se re-
comienda para no manipular las células con rigor. Mezclado el
material que quedd en el fondo del tubo, se vierte sobre un por-
taobjetos seco y sefializado con un nimero, o bien con el nombre"

de la paciente y fecha de la muestra.

También puede aspirarse con pipeta de 2 ml el contenido del

tubo, y colocarlo sobre el portaobjetos.

Desecacién del Material: Se deja secar al aire durante 24 6 48

horas.



30

40

99

Coloracién
AQUa, . o vt e i e 5 minutos
Alcoholde 30°............... e 2 minutos
Alcoholde 70°. ........ ... inn... 2 minutos
Colorante de Shorr.................... 4 a 6 minutos

Se lava el exceso de colorante con agua corriente
Se lava en alcohol de 70°

Se lava en alcohol de 96°

Se deja secar, se cubre con material pldstico (laca)

y se lee al microscopio

Lectura al Microsc opio: Igual que el Colpocitrograma. Las

células son las mismas,aunque el tamafio que tienen es menor.

Pero la interpretacidén de los resultados no difiere de la descri-

ta para la muestra tomada a nivel vaginal,
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Diagndsticos:
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(Ejemplo de protocolo utilizado en este estudio

para el Colpocitograma o el Urocitograma)

Nombre: no
Edad: Ultima menstruacién
Adultas: Edad de la Menarquia

Ritmo menstrual

Tratamientos hormonales

previos:

Fecha:

Método: Obtencidén del material por centrifugacién, desecacién y colora-

cién con Shorr.

Material que corresponde al dia

de un ciclo sexual,

Nifias:

Férmula de porcentaje:

Células
Células
Células
Células
Células
Disposicidn:
Células
Células
Células

Calidad:

Plegaduras celulares:

Células

Desintegracién 4 citolisis:

Moco

anucleadas:

%

eosinéfilas superficiales:

cianéfilas superficiales:
cianéfilas intermedias:

%

%

%o

cianéfilas profundas:

%

aisladas:

agrupadas:

en colgajo:

naviculares:

Leucocitos

Eritrocitos

Paréisitos

Conclusiones:

Otros

Fecha:

Firma:
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IV. Métodos Estadisticos

Las pruebas estadisticas empleadas en el cdlculo de los resultados ob-

tenidos en este trabajo han sido.

IVa) Pardmetros o medidas dentro de un grupo.

- Media: Suma de todos los datos del grupo (X) dividido

por el nimero de ellos (N),

- Desviacién standard: Raiz cuadrada de la varianza, y
ésta representada por DS que se calcula por medio de

la siguiente férmula:

DS =\ [Nsx2 — (sx)2

N(N-1)

- Error standard: Es igual a la desviacidén standard, par-

tida por la raiz cuadrada del nimero de datos menos 1,

ES = DS
N-—-1
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Con las medias y el error standard se confeccionaron las curvas repre-
sentativas de los valores para cada grupo. Con los valores séricos ba-
sales, a los 20, 40 y 60 minutos de FFSH, LH, ?RL, TSH, HGH y Gluce-
mia, y con los valores séricos basales, a los 20, 80 y 100 minutos de
Cortisol de todos los sujetos dentro de cada grupo se hallaron los pard-
metros media,desviacién standard y error standard de la media, y se
confeccionaron las curvas representativas de los valores para cada

grupo.

Comparacién entre dos grupos de medias dependientes de la prueba de

t para datos dependientes: (t dependiente), con el fin de probar la hipdte-
sis de que las dos medias son iguales, procediendo del siguiente modo:
- Fijando un nivel de significatividad de 0'05, se calcula

t de acuerdo con la férmula:
X - ¥

tdep. =

\/ DS x*+ 5Dy 2 ~ 2 r DSxDSy
n

donde X es la media del primer grupo

Y es la media del segundo grupo
DS es la desviacién standard

n es el ndmero de sujetos en el grupo

r es el coeficiente de correlacidn.

Con el resultado se hallan en las tablas correspondientes los limites de
significancia de la distribucién de Student (P). Si el valor calculado pa-

ra t es igual o menor que la t del 95% se acepta que las dos medias per-
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tenecen a la misma poblacidén,y si es mayor ha de aceptarse que las

dos medias son diferentes

IVc) Comparacidn entre medias independientes usando la prueba de la t para

datos independientes: (t independiente), por medio de la férmula:

t ind = = X-Y

(Px 1) DSEH(?y-1) DS 2y 1+ L
n, + ny -2 ny, ny

donde X es la media del grupo 1

Y es la media del grupo 2
DS es la desviacidén standard

n es el nimero de sujetos en el grupo

El resultado de calcular la t independiente se utilizd para hallar en las
tablas el limite de significancia de la distribucién de Student (F),que
demuestra en forma significativa la igualdad o la diferencia entre las

medias correspandientes a dos grupos de datos,
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RESULTADOS

A. Resultados a partir del primero y
segundo analisis estadistico.

B. Resultados a partir del tercer ana-
lisis estadistico.

0
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Los RESULTADOS se han dividido en la forma siguiente:

A:- RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DEL PRIMER ANA-

LISIS ESTALISTICQO, que consistié en hallar las medias, la desviacién

standard y el error standard de las medias, de los valores individua-
les de cada sujeto dentro del grupo en que se clasificaron para su es-
tudio. Estos resultados se representan graficamente en las figuras

numeradas del 1 al 14. Y RESULTADOS al hallar las diferencias en-

tre los valores basales medios (j_-el error standard de la media) y los
valores medios (tel error standard de la media) en cada uno de los
tiempos de respuesta, con el objeto de estudiar la significatividad de
la misma mediante el test de la t dependiente de Student, KEstos resul-
tados se encuentran representados en las Tablas que se numeran de

I a XIV,

B:- RESULTADOS DEL TERCER ANALISIS ESTADISTICO,

que consistié en comparar por medio de la t de Student independiente,
Ve o
para grupos no pareados, los valores basales y los valores de maxi-
mo incremento tras el estimulo, en cada hormona, entre los grupos
en que se clasificaron los sujetos para su estudio, Estos resultados
se representan graficamente por medio de columnas, en las figuras

numeradas del 16 al 24,



102

A. RESULTADOS A PARTIR DEL
PRIMERO Y SEGUNDO ANALISIS
ESTADISTICO.
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I, Concentraciones basales y efecto
del estimulo sobre FSH

la) En la Tabla I, figura 1, se muestran los valores basales y los efectos
del estimulo en la respuesta de FSH, en los cuatro grupos de sujetos

del sexo masculino,

Partiendo de cifras basales que practicamente coinciden en los cuatro
grupos como lo demuestra la superposicién de sus intervalos de varia-
bilidad,y que no difieren de las cifras basales obtenidas para los adul-
tos, el maximo incremento de los valores se produce en el grupo Pl

a los 60 minutos, en los grupos P2 y P3-P4 a los 40 minutos y sola-
mente en el grupo P5 se produce a los 20 minutos igual que en los

adultos.

En cuanto al caricter de la respuesta en cada grupo se observa que
en el grupo Pl, desde valores basales de 2.9040. 70 mUI/ml, la FSH
sérica asciende a los 20 minutos aunque no significativamente, EI
ascenso es significativo a los 40 minutos y el maximo incremento
con valor mds significativo respecto a la basal que en el tiempo an-
terior, lo obtiene a los 60 minutos, La respuesta de FSH en este
grupo se caracteriza por ser positiva y porque el pico de maxima

respuesta se produce a los 60 minutos, siendo como se vera a con-

tinuacién el pico de respuesta mixima mds tardio en todos los grupos.



104

(S) (S) (s) (S)

8°€T €S L'SFL L o Lw+T’s g'l+s’e  SOLTINAV
0% 0 > 0Z°0 > 010 >
85€0°1 LSLT 2 1566 °2
(€) (¥) (¥) (¥)
6£°2 +19°S G1°z¥02°8 €9°14+68°8  $S'0 +.6°2
63
S0°0 > 01°0> 10°0 >
1986 °¢€ €$82°2 6258 °€
(¥) (L) (2) (L)
9¢°T + 08 °9 GZ2°2 +¥2°6 0L°0%8€°L 1L°0 +.8°¢
bd-¢d
20°0 > 10°0 > S00°0> -
€61¥°¢ 6821 % €11S°9
(9) (9) (9) (9)
16°T +€1°2 0T°1 +82°L LL°0 $+€0°L €S°0F L0°€E
24
10°0> 20°0 > 010 > K .
9%8€ °9 0L06°€ $8€°2 3
(¥) (9) (9) (9) ) u
86°0 +55°8 16°0 +86°9 96°T1+29°6 0L°0F06°Z °'S'T*X
1d
‘urwa 09 ‘urtw oF ‘urw g7 [eseg sodnan
' . our[ndosew OX3§ [3p SOYIU 3p

sodnid soy us (d) eo13sIpe)Is? uordedryrudrs 4 (3) 3uapnig ap 31833 .Acv sojafns ap oxswnu
‘(*s°d 3 X) piepuels 10119 A serpawl(PUfN)HSI P O[nuwirisa [2 sel) A sa[eseq §310[ep

I elqeL



mUl/ m i

S H

FsH d

INSULINA 0,1 U/Kg
LHRH 100 g
TRH 300 pg
v

|3T

12—

I 14 T

10 ~

195

o————0 p'

o —-—@ P
A~ P3p*

y - A P®
0O-——~——-0 ApuLTOS

1 1
40 60 MINUTOS



106

Grupo P2: en este grupo, desde cifras basales de 3, 07+0. 53 mUI/m1
asciende muy significativamente tras el estimulo a los 20 minutos, a
los 40 minutos tiene un ascenso significativo donde alcanza su maxi-
mo incremento, desciende a los 60 minutos aunque manteniéndose sig -
nificativamente elevada respecto a los valores basales, La respuesta
en este grupo se caracteriza por ser mayor que en el grupo de prepi-
beres y por formar una meseta al no descender como en los demd’s
grupos a los 60 minutos, habiendo una diferencia en el tiempo de des-

censo de la respuesta entre este y el grupo anterior,

Grupo P3-P4: desde valores basales medios de 3,8740. 71 mUI/ml
ascenso significativo a los 20 minutos, alcanza su méximo incremen-
to a los 40 minutos y desciende a los 60 minutos para mantenerse con
valores significativamente altos respecto a la basal, La respuesta de
ese grupo se caracteriza por ser mayor que en los grupos anteriores
y alcanzar su méximo incremento a los 40 minutos, en lo cual difiere
de la respuesta en los grupos de adolescentes y adultos, cuya respues-

ta,como se ve a continuacién alcanza su nivel maximo a los 20 minutos.,

Grupo P5: desde valores basales de 2,5710, 54 mUI/ml la FSH sérica
en este grupo asciende poco significativamente alcanzando su maximo
incremento a los 20 minutos. Sus caracteristicas son semejantes a
las descritas en este Laboratorio para el grupo de adultos o séase,

basales: medias de 3,441.8 mUI/ml e incremento miximo a los 20 mi-

nutos.
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Resumiendo: todos los individuos del sexo masculino responden signifi-
cativamente al estimulo con aumentos de FSH, sin embargo el tipo de
respuesta es distinto en los cuatro grupos: méaximo precoz a los 20 mi-
nutos en el grupo P5, maxima algo retrasada a los 40 minutos en el
grupo P3-F4, respuesta en meseta en el grupo P2 y ascenso continuo,

hasta los 60 minutos en el grupo P1,

En la Tabla II, figura 2 se muestran los resultados obtenidos de esta

hormona, en los cuatro grupos de sujetos del sexo femenino,

Partiendo de cifras basales semejantes, y cuyos intervalos de variabi-
lidad se superponen con aquellos correspondientes a los adultos, las

. e - - .
respuestas alcanzan todas su maximo incremento a los 40 minutos con

las caracteristicas individuales para cada grupo, siguientes:

Grupo F1l: desde cifras basales medias de 2.6240.26 mUI/ml la LH sé-
rica asciende en este grupo tras el estimulo significativamente a los 20
minutos, alcanza su maximo incremento a los 40 para descender rdpi-
damente a los 60 minutos. La respuesta en este grupo se caracteriza
por alcanzar cifra media médxima con un gran inter valo de variabilidad
que da lugar a que algunos de los sujetos de este grupo muestren una
respuesta al estimulo mayor que en todos los deméas del sexo femeni-
no, con un brusco descenso que no veremos repetirse en los demiés

grupos.
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Grupo P2: desde valores basales medios de 2.90+0. 67 mUI/ml la FSH
asciende en este grupo significativamente a los 20 minutos, alcanza su
incremento mdximo a los 60 para descender, manteniéndose significati-
vamente alta respecto a los valores basales, a los 60 minutos, La res-
puesta en este grupo, se caracteriza por alcanzar cifras medias de in-
cremento maximo con intervalos de variabilidad dentro de los del gru-
po anterior, diferencidndose de la misma en que su descenso no es tan

marcado.

Grupo P3-F4; desde cifras medias basales de 6,10%1, 00 mUI/ml, as -
censo no significativo a los 20 minutos, con incremento maximo signifi-
cativo a los 40 minutos, para descender a los 60 minutos, La respues-
ta en este grupo se caracteriza por no diferir grandemente ni en las ci-
fras medias ni en los intervalos de variabilidad ae las cifras corres-

pondientes a los adultos.

Grupo P5: desde cifras basales de 4. 7240, 82 mUI/ml, asciende no sig-
nificativamente a los 20 minutos, alcanza su médximo incremento, muy
significativo a los 40 minutos descendiendo a los 60 minutos mantenién-
dose significativamente alta respecto a su valor basal, La respuesta
en este grupo es la de menor magnitud de todos los grupos y menor que
la obtenida para el grupo de mujeres adultas cuyo incremento maximo
es también menor que en los grupos precedentes (partiendo de valores

de 4.7+2.3 mUI/ml con un incremento maximo a los 40 minutos de
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12.545.7 mUI/ml) y caracteriza la respuesta obtenida en adolescentes
con menarquia establecida en las cuales se ha realizado la prueba du-

rante los primeros dias de la fase folicular del ciclo.

Resumiendo: todos los individuos normales del sexo femenino respon-
den significativamente al estimulo con aumentos de FSH, siendo el tiem-
po de respuesta maxima igual en todos los grupos pero con las siguien-
tes diferencias individuales: grupo Pl alcanza una respuesta importan-
te mayor en algunos sujetos que en el resto de los grupos con interva-
los de variabilidad también importantes y un descenso brusco que no se
ve en los demds grupos, en P2 la respuesta de FSH puede mostrarse
mds baja que en el grupo anterior, no subiendo aparentemente en este
grupo con pubertad incipiente pero manteniendo cifras medias altas res-
pecto a los grupos subsiguientes, en el grupo P3P4 sigue manteniéndo -
se la respuesta mas alta respecto a los grupos P5 con menarquia esta-
blecida y el grupo de adultas, grupos, estos 2 dltimos en los cuales la

respuesta corresponde a la fase folicular temprana del ciclo.
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II, Concentraciones basales y efecto
del estimulo sobre LH

IlTa) En la Tabla III, figura 3, se muestran los resultados de LH, en los cua-

tro grupos de sujetos del sexo masculino.

Partiendo de cifras basales semejantes, algo mds bajas en el grupo pre-
puberal todas las respuestas son significativas y todas alcanzan su méxi-
mo incremento a los 40 minutos. Las caracteristicas individuales de

cada respuesta son las siguientes:

Grupo P1: desde cifras medias basales de 3, 7840.94 mUI/ml la LH as-
ciende tras el estimulo significativamente a los 20 minutos, alcanza in-
cremento maximo muy significativo a los 40 minutos y desciende a los
60 minutos manteniéndose en este tiempo significativamente alta res-
pecto a los valores basales. La respuesta en este grupo es pues muy

significativa pero es la menor de todos los grupos.

Grupo P2: desde valores basales de 6,2040, 71 mUI/ml, el estimulo
produce un aumento de LH significativos en todos los tiempos con in-
cremento méximo a los 40 minutos con descenso a los 60 minutos, aun-
que significativamente alta respecto a la basal, La respuesta en este
grupo es mayor que en el grupo anterior en cuanto 2 su magnitud y en

cuanto a la amplitud de sus intervalos de variabilidad.
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Grupo P3-P4: desde cifras medias basales de 6.124+1,32 mUI/ml, el
estimulo produce un aumento muy significativo de LH a los 20 y a los

40 minutos donde alcanza el midximo incremento, manteniéndose signi-
ficativamente elevada respecto a la basal a los 60 minutos. La respues-

ta en este grupo es muy significativa en todos los tiempos.

Grupo P5: desde cifras basales medias de 4.0440, 95 mUI/ml, la LH
tras el estimulo asciende muy significativamente en todos los tiempos
alcanza su incremento médximo a los 40 minutos y se mantiene elevada
respecto a la basal a los 60 minutos, La respuesta en este grupo se
caracteriza por seguir de cerca las caracteristicas de la respuesta ob-
tenida para los adultos en los cuales desde cifras basales medias de
5.241.3 mUI/ml, alcanza tras el estimulo valores méximos a los 40
minutos, descendiendo a los 60 minutos pero:manteniéndose con cifras

altas respecto a la basal,

Resumiendo: la LH en todos los grupos del sexo masculino responde
significativa al estimulo siendo la respuesta menor y con intervalos de
variabilidad menores, en el grupo Pl, alcanzando en el grupo P2 valo-

res mucho mas elevados y semejantes al resto de los grupos,

IIb) En la Tabla IV, figura 4, se muestran los valores de esta hormona en

los cuatro grupos de sujetos del sexo femenino.

Partiendo de cifras basales que tienden a aumentar con el avance de



116

los estadios puberales, la respuesta al estimulo significativa en todos
los grupos alcanza su mdaximo incremento a los 40 minutos con las ca-

racteristicas individuales siguientes:

Grupo Pl: partiendo de cifras basales de 3, 4240.95 mUI/ml, la LH
tras el estimulo asciende no significativamente a los 20 minutos alcan-
za su maximo incremento, significativo a los 40 minutos, descendiendo
a los 60 minutos aunque manteniéndose aumentada significativamente
respecto a la basal, Esta respuesta de LH se caracteriza por ser, co-

mo se verid mis adelante, la méis baja de todas en estos cuatro grupos.

Grupo P2: desde cifras basales medias de 5,30+1. 89 mUI/ml asciende
tras el estimulo no significativamente a los 20 minutos alcanzando in-
cremento méximo significativo a los 40 minutos, desciende a los 60
minutos donde se mantiene significativamente alta respecto a la basal,
La respuesta en este grupo con ascenso mas significativo que la del
grupo anterior a los 20 minutos, donde comenzd a subir, alcanza mdéxi-
mo incremento significativo a los 40 minutos, desciende para mante-

nerse significativamente alta respecto a la basal a los 60 minutos.

Grupo P3-P4: desde cifras basales méas altas que en los grupos ante-
riores de 9,4742,52 mUI/ml, la LH tras el estimulo asciende muy sig-
nificativamente en todos los tiempos, alcanza un incremento maximo
a los 40 minutos y se mantiene muy significativamente elevada respec-

to a la basal a los 60 minutos. La respuesta en este grupo es la ma-
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yor de todos los grupos de sujetos del sexo femenino,

Grupo P5: desde cifras basales que no difieren de las del grupo ante--
rior, 9.3243.82 mUI/ml, la LH en este grupo asciende muy significa-
tivamente en todos los tiempos alcanza méximo incremento a los 40 mi-
nutos para descender a los 60 minutos, manteniéndose solo significati-
vamente elevada respecto a la basal, La respuesta en este grupo de su-
jetos, con menarquia establecida, realizada la prueba en la fase folicu-
lar temprana del ciclo, es algo menor que en el grupo anterior y més

elevada que la obtenida en adultas.

Resumiendo: las respuestas de LH en el sexo femenino, tras el estimu-
lo son: en el grupo P1 significativa, con tendencia a formar meseta y
la menor de todas, en el grupo P2 aumenta sobre la anterior muy sig-
nificativamente, No llega a los elevados valores que alcanza en los
grupos P3-P4 y P5; en este Ultimo grupo la respuesta es aun mayor

que en el grupo de los adultos y menor que en el grupo P3-P4,
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111, Concent_raciones basales y efecto
del estimulo sobre PRL

IIla) En la Tabla V, figura 5, se muestran los resultados obtenidos en los

diferentes grupos del sexo masculino,

Las cifras basales son semejantes y coinciden con el intervalo de va-
riabilidad de la cifra media correspondiente a los adultos. Las res-
puestas, tras el estimulo alcanzan su maximo incremento a los 20 mi-
nutos, con excepcién de la respuesta del grupo Pl cuyo incremento
méximo significativo es més tardio, y en todos los grupos excepto en
el grupo P2 los valores a los 60 minutos no difieren del valor basal,
Las caracteristicas de las respuestas, considerado el grupo individual-

mente, son las siguientes:

Grupo P1: desde cifras basales de 5, 9040, 46 ng/ml la PRL sérica as-
ciende tras el estimulo en este grupo significativamente a los 20 minu-
tos alcanza su mdaximo incremento a los 40 minutos descendiendo a los
60 minutos. La respuesta en este grupo se caracteriza por ser signi-

ficativa y tardia respecto a las demids,

Grupo P2: desde valores basales de 5, 4410, 46 ng/m]l los niveles séri-
cos de prolactina ascienden en este grupo muy significativamente a los

20 minutos tiempo en el que alcanza su méaximo incremento, descen-
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diendo para mantenerse elevada respecto a los valores basales a los 60
minutos. La respuesta en este grupo es méas precoz y més elevada que

en el grupo anterior.

Grupo P3-P4: partiendo de valores basales medios de 5,43+0.41 ng/ml,
hay un ascenso muy significativo a les 20 minutos donde alcanza su méxi-
mo incremento., Se mantiene significativamente elevada a los 40 minu-
tos y desciende sin diferencia significativa respecto a la basal a los 60
minutos, La respuesta es precoz y tan elevada como en el grupo ante-

rior,

Grupo P5: desde valores basales de 7,46+1,87 ng/ml, asciende a los 20
minutos donde alcanza el pico de respuesta maxima, se mantiene sig-
nificativamente elevada respecto a'la basal a los 40 minutos y descien-
de a cifras que no difieren de la basal a los 60 minutos, La respuesta
en este grupo reproduce las caracteristicas del grupo de sujetos adul-
tos, en los cuales desde valores basales medios de 6.3+2. 8 ng/ml, hay
un ascenso tras el estimulo a los 20 minutos, tiempo de incremento
méximo a partir del cual tiene un pronunciado descenso con poco mar-

gen en los intervalos de variabilidad.

Resumiendo: las respuestas de prolactina en los sujetos del sexo mas-
culino se caracterizan porque exceptuando la respuesta del grupo P3-

P4 que ha alcanzado los niveles méis elevados de todos con intervalos

de respuesta también mayores y exceptuando también la respuesta del
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grupo Pl que es la mas baja de todas a los 20 minutos, los incrementos
méximos de los grupos P2 y P5 a los 20 minutos quedan incluidos den-
tro de los intervalos de variabilidad del grupo de adultos, La respues-
ta tardia del grupo P1 a los 40 minutos tiene también sus intervalos de
variabilidad en superposicién con las respuestas de los demdas grupos,
excepto para el grupo P3-P4., En estos grupos destacan, pues, la res-
puesta tardia del grupo Pl y la respuesta mdis elevada del grupo P3-P4,

En los demd&s tiempos y grupos las respuestas son semejantes.

En la Tabla VI, figura 6, se muestran los resultados de PRL en los

cuatro grupos de sujetos del sexo fem enino,

En estos grupos partiendo de valores basales que se aprecian méas ba-
jos en el grupo de prepliberes que en el resto de los grupos y més ele-
vados y con intervalos de variabilidad muy amplios en el grupo de suje-
tos con pubertad incipiente, las respuestas en todos los grupos alcan-
zan sus incrementos mdximos a los 20 minutos., Con excepcidn del
grupo P1, en los demds grupos los valores a los 60 minutos no difieren

del valor basal, Se observan los siguientes caracteres de la respuesta,

en cada grupo,

Grupo P1l: desde valores basales medios de 5.24+2, 00 ng/ml alcanza
incremento méximo significativo a los 20 minutos, comenzando a des-

cender para mantenerse significativamente elevada respecto a la ba-

sal a los 40 y a los 60 minutos, La respuesta en este grupo es signifi-
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cativa en todos los tiempos, es tan importante como en los grupos P2

y grupos de adultos que son méas elevados que en los grupos P3-F4 y P5,

Grupo P2: desde valores basales medios de 9, 6343, 85 ng/ml asciende
significativamente a los 20 minutos donde alcanza su méximo incremen-
to, desciende a los 40 minutos y a los 60 minutos se halla con valores
que no difieren de los basales. La respuesta en este grupo es tan im-
portante como en el grupo anterior y se asemeja en importancia al gru-

po de adultas.

Grupo P3-P4: en este grupo desde valores medios basales de 6.651+0.50
ng/ml asciende muy significativamente tras el estimulo alcanzando su
méximo incremento a los 20 minutos para descender algo a los 40 mi-
nutos encontrdndose a los 60 minutos con valores que no tienen diferen-
cia significativa respecto a los basales, La respuesta en este grupo

es menor que la de los dos grupos precedentes,

Grupo P5: desde cifras medias basales de 9.72+1, 50 ng/ml la PRL en
este grupo alcanza su médximo incremento significativo a los 20 minu-
tos se mantiene alta y sin diferir de la basal a los 40 minutos y des-
ciende a los 60 minutos a cifras que ya no tienen diferencia significati-
va respecto a la basal, La caracteristica de la respuesta en este gru-
po es la de ser semejante en cuanto a sus cifras medias e intervalos

de variabilidad, a la respuesta del grupo precedente, diferencidndose

ambas del grupo de adultas.: En este Gltimo grupo la respuesta, se-
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gin cifras dadas por este laboratorio, es mayor que en los cuatro gru-

pos estudiados.

Resumiendo: las respuestas de prolactina tras el estimulo en los gru-
pos de sujetos del sexo femenino son todas significativas con incremen-
to maximo en los grupos Pl y P2 por encima de los grupos P3-P4 y PS5,
Ademds de la diferencia encontrada respecto al grupo de sujetos adul-

tos, en los que la respuesta es la mds elevada de todas,
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IV, Concentraciones basales vy efecto_
del estimulo sobre TS H

IVa) En la Tabla VII, figura 7, se muestran valores correspondientes a
los niveles séricos de tirotropina en los cuatro grupos de sujetos del

sexo masculino.
——

Partiendo de valores basales que, excepto en el grupo P5, coinciden
con los intervalos de variabilidad del valor medio correspondiente al
grupo de adultos, las respuestas de TSH tras el estimulo alcanzan su
méximo incremento a los 20 minutos, excepto también el grupo P5
que es mds tardia y tiene su incremento mdximo a los 40 minutos,

La respuesta en cada grupo es como sigue:

Grupo Pl: partiendo de valores basales de 0, 7510, 40 ng/ml la TSH
sérica alcanza tras el estimulo su incremento méximo significativo a
los 20 minutos, para descender manteniéndose en cifras medias sig-
nificativamente mds altas respecto a las basales a los 40 y a los 60
minutos., La respuesta se caracteriza por ser significativa y ser la

menor de todas,

Grupo P2: desde valores medios basales de 0, 6410, 19 ng/ml en este
grupo hay un ascenso significativo a los 20 minutos donde alcanza

su maximo incremento, se mantiene significati vamente alta respecto
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a la basal a los 40 minutos y desciende a los 60 minutos sin diferir en
este tiempo del valor basal, La caracteristica de esta respuesta es la
de ser mayor que la anterior manteniéndose en meseta para descender

luego, rdpidamente,

Grupo P3-P4: desde valores basales de 0.7740,. 05 ng/m1, la respuesta
en este grupo es significativa a los 20 minutos donde alcanza su méxi-
mo incremento, descendiendo para mantenerse significativamente alta
respecto a la basal a los 40 y a los 60 minutos. La respuesta en este
grupo se caracteriza por ser menor que la anterior, contrastando co-
mo se verd més adelante con la tendencia observada en estas respues -
tas, a hacerse mds importante a medida que avanzan los estadios pu-

berales,

Grupo P5: desde valores basales medios de 1,28+0,26 ng/ml, la TSH
en este grupo responde significativamente al estimulo a los 20 minu-
tos pero el incremento maximo lo alcanza a los 40 minantos con valo-
res de 3.1310, 65 ng/ml, descendiendo después hasta valores que no
difieren significativamente de los valores basales. La caracteristica
de esta respuesta es la de ser mayor y més tardia que la anterior y
por alcanzar valores semejantes --aunque més tardios-- que en el
grupo de adultos, en los cuales los valores basales de 0,8+0.2 ng/ml
tienen un méaximo incremento a los 20 minutos descendiendo a partir

de este tiempo.
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Resumiendo: todos los individuos del sexo masculino responden signifi-
cativamente al estimulo con aumentos de TSH, sin embargo el tipo de
respuesta es distinta en los cuatro grupos: precoz en todos con excep-
cién del grupo 5 en el cual la respuesta midxima es més tardia --par-
tiendo de valores basales mds elevado en todos los grupos-- pero cu-
yos valores de médximo incremento no difiere del de los adultos los que
a su vez alcanzan la respuesta mas elevada de todas. Mas baja que la
de los adultos y que el grupo P5, en el grupo P2 y méas baja ain que es-
ta en el grupo P1. Se observa pues una tendencia en la respuesta a ser
mayor a medida que avanza el desarrollo de acuerdo con los grupos,
con la excepcién del grupo P3-P4, en el cual la respuesta ha tenido

una tendencia a bajar,

En la Tabla VIII, figura 8, se muestran los valores de TSH en los cua-

tro grupos de sujetos del sexo femenino.

Los valores basales mis bajos se observan en los grupos Pl y P2, pe-
ro no difieren de los valores basales del grupo de sujetos adultos, y
las respuestas en todos tienden a mostrar valores progresivamente
crecientes a los 20 minutos a medida que avanza el desarrollo puberal
aunque el incremento maximo difiere siendo en algunos grupos a los

20 en otros a los 40 minutos., La caracteristica individual de cada res-

puesta es como sigue:
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Grupo P1l: partiendo de valores basales de 0, 66+0.22 ng/ml, asciende
aunque no significativamente a los 20 minutos para alcanzar su incre-
mento méximo significativo a los 40 minutos, descendiendo a los 60
minutos en cuyo tiempo sus valores no difieren significativam ente de
los basales. Las caracteristicas de esta respuesta es la de ser la
menor de todas aunque significativa, pero tardia respecto a los grupos

P2, P5 y adultos.

Grupo P2: desde valores basales de 0,5410. 17 ng/ml, ascenso signifi-
cativo a los 20 minutos donde alcanza su méximo incremento, La res-
puesta en este grupo asciende de tal modo que su diferencia con el va-

lor basal es solo significativa a los 20 minutos,

Grupo P3-P4: desde valores basales medios de 1.0740. 11 ng/ml, la
respuesta es significativa a los 20 minutos y alcanza su maximo incre-
mento, muy significativo, a los 40 minutos, para descender a valores
no significativos respecto a la basal, a los 60 minutos., La respuesta
en este grupo aunque tardia es de amplitud semejante a la del grupo

P5 y mayor que en el grupo P2,

Grupo P5: en este grupo a partir de valores basales de 1, 04+0,22ng/
ml, la TSH sérica asciende significativamente alcanzando méximo in-
cremento a los 20 minutos para descender a cifras que no son signi-

ficativamente mayores que las basales a los 40 minutos ni a los 60

minutos, El caridcter de esta respuesta es la de ser mayor que la an-
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terior y mds tardia pero no alcanza los valores dados para el grupo de
adultas que son los siguientes: desde valores basales de 0, 840, 2 ng/ml
incremento méximo a los 20 minutos con valores de 4, 810, 7 ng/ml pa-

ra descender a los 40 y 60 minutos,

Resumiendo: las respuestas de TSH en los grupos del sexo femenino
han mostrado tendencia a hacerse mais elevadas a medida que avanza
el desarrollo sexual, con diferencias como son: ser méis tardias en el
grupo 5 y la diferencia sefialada en cuanto a la magnitud de la respues-

ta en este grupo y en el grupo de adultas,
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V. Concentraciones basales y efecto
del estimulo sobre HGH

Va) En la Tabla IX, figura 9, se muestran los resultados obtenidos en la
Hormona de crecimiento en los cuatro grupos de sujetos del sexo mas -

culino.

Los valores basales obtenidos en todos los sujetos pertenecientes a es-
tos cuatro grupos fueron semejantes. Tras el estimulo con excepcién
del grupo P3-P4 en el cual los valores se enéuentran elevados signifi-
cativamente a los 20 minutos, el aumento significativo se observa a
los 40 minutos y en todos los grupos, contindan ascendiendo de modo
que a los 60 minutos los valores son significativamente mds altos res-
pecto a los basales, excepto en el grupo P2 que en este tiempo tiene
un valor que no difiere del basal. La caracteristica de la respuesta

por grupos individuales es la siguiente:

Grupo P1l: partiendo de valores basales medios de 1, 1140.57 ng/ml,
la HGH tras el estimulo asciende significativamente a los 40 minutos

alcanzando su méximo incremento a los 60 minutos.

Grupo P2: desde cifras basales medias de 0,61+0.38 ng/ml ascenso
muy significativo tras el estimulo a los 40 minutos con incremento

maximo a los 60 minutos que no difieren del valor basal,
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Grupo P3-P4: desde valores basales de 1.2340. 66 ng/ml en este grupo
la HGH asciende significativamente en todos los tiempos tras el esti-
mulo alcanzando su méaximo incremento a los 60 minutos., La respues-
ta en este grupo difiere de las demds en el aumento significativo que

muestra a los 20 minutos,

Grupo P5: se ve que desde valores basales de 0,80+0, 08 ng/ml, tiene
un ascenso significativo a los 40 minutos, siendo el valor méaximo a
los 60 minutos., La respuesta en el grupo P5 es pricticamente igual
que la del grupo de adultos., Son iguales en los grupos P3-P4y P2y
la (nica que difiere es la del grupo Pl cuyo incremento méaximo es el

menor de todos,

En la Tabla X, figura 10, se muestran los valores obtenidos para la

HGH en los cuatro grupos de sujetos del sexo femenino,

d.os valores basales medios de estos cuatro grupos, son semejantes.
La respuesta tras el estimulo fue significativa a los 20 minutos sola-
mente en el grupo P5, ya que en todos los demds el ascenso significa-
tivo comienza a producirse a los 40 minutos y en todos alcanza su
maximo incremento a los 60 minutos excepto en el grupo P5 que des-
cendid ligeramente en este tiempo. En todos los grupos, los valores
se encontraban significativamente elevados sobre los basales, a los

60 minutos. La respuesta en cada grupo muestra las siguientes ca-

racteristicas.
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Grupo P1l: se observa que valores basales de 0, 59+0.26 ng/ml, tras el
estimulo ascienden muy significativamente a los 40 y a los 60 minutos,

donde alcanza su maximo incremento.

Grupo P2: desde valores basales de 0, 1740, 03 ng/ml, ascenso muy sig-

nificativo a los 40 minutos y maximo incremento a los 60 minutos,

Grupo P3-P4: en este grupo los valores basales son de 1, 1040.43 ng/ml,
y ascienden tras el estimulo significativamente a los 40 y a los 60 minu-

tos, donde alcanza su méiximo incremento,

Grupo P5: desde cifras basales de 1.24+0,3 ng/ml, ascenso significati-
vo a los 20 minutos con incremento méximo a los 40 minutos, y descen-
so a los 60 minutos pero con cifras significativamente elevadas sobre

el valor basal,

La respuesta en el grupo P5: la mayor de todas es algo mds elevada que
el grupo de adultos. Son muy semejantes en los grupos P3-P4y P2y la
unica que difiere es la del grupo P1l, cuyo incremento miximo es el méas

pequefio,

En todos los sujetos de ambos grupos en los cuales se midieron los va-
lores de HGH a los 80 minutos, éstos se encontraban tan elevados o

més a los 60 minutos,
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V1. Concentraciones basales v efecto
del estimulo sobre Cortisol

VIa) En la Tabla X1, figura 11, se ilustran los resultados obtenidos para el

VIb)

cortisol, en los cuatro grupos de sujetos del sexo masculino,

Partiendo de cifras basales entre las cuales las mas altas correspon-
den al grupo Pl, claramente mayores que en el grupo P5 y en el grupo
de adultos, las respuestas del cortisol tras el estimulo, medidas a los
80 minutos, no guardan diferencias significativas respecto a los valo-
res basales con excepcidén de grupo P3-P4 que alcanzd en este tiempo
un incremento significativo., Entre las caracteristicas individuales
de los valores hallados en cada grupo, sélo se destacan: las cifras ba-
sales elevadas en el grupo P1l, y el ascenso significativo alcanzado

tras el estimulo, a los 80 minutos, en el grupo P3-P4.

En la Tabla XII, figura 12, se muestran los valores para esta hormo-

na en los cuatro grupos del sexo femenino: desde valores basales que

son més altos en el grupo Pl que en los demds, no difieren entre si
y el cortisol, tras el estimulo alcanza valores significativamente ele-
vados sobre la basal en los grupos Pl y P3-P4, diferencias que no se
observan en los grupos P2 y P5. A los 100 minutos, los valores no

difieren significativamente de la basal en ninguno de los grupos.
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En cuanto a las caracteristicas de las respuestas individualmente, en
i

cada grupo se destacan: en el grupo Pl aumento muy significativo tras

el estimulo a los 80 minutos con descenso a los 100 "minutos con dife-

rencias estadisticas respecto a la basal y en el grupo P3-F4 ascenso

significativo a los 80 minutos con descenso también que no difiere res-

pecto al valor basal a los 100 minutos.
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VII., Concentraciones basales v efecto
del estimulo sobre la Glucemia

VII) En las Tablas XIII y XIV, y en las figuras 13 y 14, se muestran los va-
lores de glucemia basales y trds el estimulo obtenidos en los grupos
de ambos sexos, En los grupos de uno y otro sexo a los 20 minutos

se produce la maxima hipoglucemia,.

Como caracteristica individual en las respuestas es de destacar:

Sexo masculino, en los grupos Pl y P3-P4, los valores de la gluce-
mia a loss 60 minutos son significativamente inferiores a los basales

y en los grupos P2 y P5, no hay diferencia significativa, en este tiem -
po, respecto a los valores basales, En los sujetos del sexo femeni-
no con maximo descenso de la glucerﬁia a los 20 minutos, a los 60
minutos los valores no difieren ya del valor basal en todos los grupos
menos en el grupo P1l, en el cual en este tiempo sigue siendo signifi-

cativame mte diferente del mismo.
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Bg RESULTADOS A PARTIR DEL
TERCER ANA LISIS ESTADISTICO.
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En esta segunda parte se detallan los resultados obtenidos al comr
parar, por medio de la t de Student independiente, los valores basales
y los incrementos méximos tras el estimulo de las siguientes hormo-
nas: FSH, LH, PRL, TSH y HGH, entre los diferentes grupos en que
se clasifican los sujetos para el estudio, En el caso de la glucemia se
compararon ademéds de los valores basales y los valores de la respues-
ta higlucémica, los valores obtenidos a los 60 minutos, para apreciar
el estado de recuperacidén de la glucemia sanguinea en ese tiempo y ver
las diferencias entre grupos y sexos. En el caso del cortisol se hizo
lo mismo. A continuacidén se compararon los grupos de uno y otro
sexo entre si, Los resultados, expresados en cifras medias y error

standard de la media, se encuentran representados en las figuras nume-

radas del 15 al 24,

I, Estudio comparativo de FSH

En la figura 15 se muestran a la izquierda los resultados obtenidos en
los cuatro grupos del sexoc masculino, y a la derecha los resultados de

los grupos del sexo femenino,

Ia) Grupos de Varones, - No hay diferencias significativas de los valores
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basales entre los grupos P2,F3-P4, F5, comparados con el grupo P1l, que
tampoco difieren entre si, En las respuestas tampoco se observan dife-

rencias significativas entre los grupos.

Grupos de Hembras, - Los valores basales de FSH en el grupo P2 no di-
fieren de los del grupo Pl, pero fueron significativamente mayores en
el grupo P3-P4 cuando se le compard con el grupo P1, con una diferen-
cia estadistica de P¢0, 005, También fueron mayores los valores basa-
les de FSH en el grupo P5 respecto al grupo P1 (F<0,05), aunque no
fueron diferentes entre si, Cuando se compard la respuesta al estimu-
lo entre estos grupos no se hallaron entre ellos diferencias significati-

vas,

Comparacién entre Grupos de Ambos Sexos. - No se observaron diferen-

cias significativas de los valores basales de FSH entre uno y otro sexo,
Aunque en el grupo Pl femenino los valores de FSH tras el estimulo al-
canzaron cifras medias con m4rgenes de variabilidad muy amplios, de-
bido a que algunas nifias en este grupo alcanzaron las respuestas més
altas de todos los grupos, no hay diferencias significativas entre la res-
puesta de este grupo y el mismo grupo del sexo masculino, En el gru-
po P2, sin embargo, las respuestas de FSH si fueron significativamen-

te mayores (P<0.001) en las hembras que en los varones,
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II, Estudio comparativo de LH

En la figura 16 se muestran, a la izquierda los resultados obtenidos al
comparar los cuatro grupos de sujetos del sexo masculino, a la dere-

cha los resultados en los grupos del sexo femenino.

Grupos de Varones, - No se observan diferencias significativas en las

cifras basales de LH entre grupos. La respuesta de los grupos P2,
P3-P4 y P5 fueron significativamente mayores que en el grupo P1., La
diferencia entre el grupo P2 y P1 fue significativa (P<0,02), entre los
grupos P3-FP4 y P5 respecto al grupo P1 fue muy significativa e‘n ambos
(P<0.005 y P<0,001 respectivamente), Pero no se hallaron diferencias

en las respuestas de LH entre estos dltimos grupos entre si,

Grupos de Hembras, - Los valores basales de LH entre estos grupos no

fueron significativamente diferentes entre si, En cuanto a las respues-
tas, se vié que en los grupos P2, P3-P4 y F5, éstas fueron significati-
vamente mayores que las del grupo P11, La diferencia entre Pl y F2
fue muy significativa (P<0,005), entre P3-F4 y Pl muy significativa
(P<0.001) y también entre P5 y P1 (P<0.001), Al comparar estos tres
grupos entre si se encontrd que la respuesta en P3-P4 es significativa-

mente mayor que en P2 (P<0,001), P5 no difiere de P3-F4,

Comparacidn entre Grupos de Ambos Sexos, - En la figura 17 se encuen-

tran representadas las diferencias encontradas en la respuesta de LH
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antre uno y otro sexo, En los valores hasales medios no se observan
diferencias significativas de LH entre uno y otro sexo., Las respuestas

de LH al estimulo fueron:

- entre los grupos F1l: mayores en los sujetos del sexo
masculino que en los del sexo femenino (F<0, 005)

- entre los grupos F3-F4 y F5: mayores en los sujetos
del sexo femenino, La diferencia de la respuesta de
LH entre los grupos P3-F4 femenino y masculino fue
significativa (F<0.05), y la respuesta entre los grupos
F5 masculino y femenino fue también significativa
(F<0.05)

- entre los grupos F2: hubieron diferencias significati-

vas, mayores en nifios (P<O, 05) que en nifias,

III, Estudio comparativo de FRL

Los resultados de comparar los valores basales y los valores de méxi-
mo incremento tras el estimulo, entre grupos y entre sexos, referen-

tes ala "RL se hallan representados en la figura 18,

IlIla) Grupos_de Varones., - Entre los grupos de sujetos del sexo masculino no

se encontraron diferencias estadisticas significativas ni en los valores

basales ni en la respuesta al estimulo combinado.
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IITb) Grupos de Hembras, - Tampoco fueron significativamente diferentes

ambos valores, basales y de méximo incremento, entre los diferentes

grupos del sexo femenino,

IIIc) Comparacién entre Grupos de Ambos Sexos. - La respuesta de FRL
fue mayor en las hembras del grupo P2 que en los varones del mismo
grupo (P<0,01). Es de sefialar que esta fue la dUnica diferencia signifi-
cativa encontrada entre sujetos del sexo masculino y femenino y entre

grupos de uno y otro.sexo respecto a la PRL,

IV, Estudio comparativo de TSH

En la figura 19 se encuentran representados gréficamente los resulta-
dos al someter a comparacién estadistica los valores de TSH, Los va-

rones a la izquierda, las hembras a la derecha,

IVa) Grupos de Varones, - No se observan diferencias significativas ni en-

tre los valores basales ni entre los valores plasmdéticos de TSH tras el

estimulo en.los grupos de sujetos del sexo masculino.

IVb) Grupos de Hembras, - Los valores basales de TSH en los grupos de

hembras no difieren entre si. Pero la respuesta del grupo F3-F4 fue
significativamente mayor, comparada con la respuesta del grupo P1

(P<0.02),

IVe) Comparacién entre Grupos de Ambos Sexos. - Ni entre los valores ba-
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sales ni entre los valores correspondientes a los picos de respuesta
méxima se encuentramn diferencias significativas de TSH entre los dos

sexos,

V. Estudio comparativo de HGH

En la figura 20 se encuentran representados los resultados de compa-
rar los valores basales y de médxima respuesta tras el estimulo de
HGH, entre los grupos del sexo masculino a la izquierda, femenino a

la derecha, y las diferencias entre los sexos,

Grupos de Varones, - Las cifras basales de HGH no fueron significati-

vamente diferentes entre estos grupos. En cuanto a las respuestas la
dnica diferencia que se encontrd fue que en el grupo P5 esta fue signi-

ficativamente mayor que en el grupo P1 (P<0,02),

Grupos de Hembras, - Entre las nifias, las cifras basales de HGH no

difieren entre si, Cornparadas las respuestas del grupo Pl y F2, se
ve que la del grupo P2 es mayor (P<0.02) que la del grupo P1, Tam-
bién son mayores las respuestas de los grupos P3-F4 y P5 respecto
a la del grupo P1., Se encontraron diferencias significativas, entre
P3-P4 y Pl de P¢0,05, y entre P5y P1 de P<0,02, Pero no difieren

entre si,

Comparacién entre Grupos de Ambos Sexos, - Ni entre los valores ba-
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sales de HGH ni entre las respuestas hubieron diferencias significativas

entre sexos,

VI, Estudio comparativo del CORTISOL

En las figuras 21 y 22 se muestran los resultados de comparar las ci-
fras basales de cortisol, los valores a los 80 minutos y también a los

100 minutos, entre grupos de uno y otro sexo,

Grupos de Varones, - En la figura 21, se muestra que no hay diferen-

cias significativas en los valores basales de cortisol entre los cuatro
grupos de sujetos del sexo masculino, y que la respuesta en el grupo
P5 es la menor de todos (P<0,05), sin diferencias significativas de los

valores entre los grupos a los 100 minutos,

Grupos de Hembras. - Los valores basales de cortisol difieren entre el

grupo P1 (donde est4n m4s elevados) y el grupo P2 (P<0,005), Tam-
bién resultaron mdés elevados en el grupo Pl que en el grupo P3-P4
(P<0.05), pero no difieren de los valores basales del grupo P5, La
respuesta a la accién hipoglucemiante de la insulina se vié que fue ma-
yor en el grupo Pl que en grupo P2 (P<0.05), y también que en el gru-

po P3-P4 (P<0.005), pero sin diferencias con PS5,

En cuanto a las diferencias entre grupos, en el {ltimo tiempo de la

prueba, se ve que en el grupo Pl el cortisol estd més elevado signifi-
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cativamente (P{0.05) que en P2, Es mayor también con diferencia
muy significativa (P40, 005) en P3-P4, que en P1, Entre Pl y P5 no

hay diferencias significativas,

Comparacién entre los Girupos de Ambos Sexos. - La similitud de los va-

lores basales de respuesta a la hipoglucemia y de recuperacidn a los
100 minutos fueron tan siemejantes entre hembras y varones que no se
creyd necesario hacer ell estudio estadistico comparativo entre los mis-

mos.,

VII, Estudi.o comparativo de la GLUCEMIA

En la figura 23 se representan las diferencias de valores de glucemia
entre los grupos de sujettos del sexo masculino y basales, tras el es-
timulo y a los 60 minutos, En la figura 23, los resultados en el sexo

femenino,

Grupos de Varones, - Los valores basales entre estos grupos no difie-

ren entre si, La hipoglucemia no fue estadisticamente diferente en los
grupos P2 y P3-FP4 cuando se compararon con el grupo Pl, pero entre
el grupo P5 y Pl si se hallaron diferencias significativas (P<0,05).

No hay diferencia de los valores entre los grupos, a los 60 minutos,

Grupos de Hembras, - No se encuentran diferencias significativas entre

los valores basales de los cuatro grupos, La respuesta hipoglucémica
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fue menor en los gruposs Pl y P2 --sin diferencias significativas entre
si-- que en el grupo P3--P4 (P{0,02), y que en el grupo P5 (F<0,05).
Al final de la prueba, em las nifias en el grupo P5 la glucemia estd més

elevada significativamemte (F¢0,05) que en el grupo Fl1,

Comparacidén entre Grupos. - Las cifras basales de ambos sexos son se-

mejantes y no se sometiieron a estudio estadistico, Las cifras de hipo-
glucemia no guardan dif erencias significativas entre los grupos de uno
u otros sexo, y los valores a los 60 minutos tampoco difieren entre los

grupos de uno y otro sexo,
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En vista de los resultados obtenidos en el preéente estudio se puede
afirmar que la administracién del decapéptido sintético LHRH ha induci-
do la rdpida liberacidén de las reservas hipofisarias de gonadotropinas
en todos los sujetos estuidiados, que el tripéptido TRH ha actuado sobre
la liberacién de TSH y FRL, y que la hipoglucemia inducida por insuli-
na ha dado lugar a un awmento de los niveles circulantes de HGH, de
acuerdo con la accién esipecifica conocida de dichos estimulos y coinci-
diendo con los datos pub:licados por Rakoff y cols., Mortimer y cols.,

Hervds y cols. (en prensa) y otros.

Sin embargo, no en todos los sujetos se ha comprobado el aumento que
era de esperar en los niveles del cortisol como indice de la liberacion
de ACTH producido por ila hipoglucemia insulinica, Tanto Cacciari
(1975) como otros, han ssugerido que el aumento del cortisol depende
tanto de la intensidad de: la hipoglucemia obtenida como de que esta se
mantenga durante cierto: tiempo, Este resultado se sefiala con el obje-

to de que sea valorado d.e cara a pruebas futuras con el mismo estimulo.

A, Gonadotropinas (FSHl v LH)

1. Al valorar los result.ados obtenidos con las gonadotropinas se ve que
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lJos valores basales no dlifieren en el sexo masculino, En hembras, FSH
mayores en grupos F3-1JF4 y F5 que en F1, observacién que coincide con
algunas encontradas en la literatura, Schonberg (1976) cita que en ni-

fias,la reaccion de FSH al estimulo LHRH es menos acentuada arrancan-

do de niveles bdsicos muy elevados que la de LH,

2. Las respuestas han sido positivas en todos los sujetos, aun en pre-

piberes.

Desde que se conocen los primeros datos sobre pruebas de descarga
hipofisaria de gonadotropinas debidos a Kastin, Gual y Schally (1972),
Roth y cols. (1972), Job y cols. (1972) se sabe que también antes de la
pubertad la hipdfisis segrega y moviliza, como respuesta a LHRH, go-
nadotropinas detectables por radioinmunoanédlisis. Esto hace que la
pruebé de LHRH sea 1till para valorar el eje hipéfisogonadal en nifios
con edad Ssea debajo de' los 10 afios sin ningidn signo de maduracién
sexual, padeciendo de trastornos del crecimiento aislado o asociado a
otras deficiencias hipofiisarias, al contrario de lo que sucede scgin
autores con el clomifeno, que no estimula la liberacién de gonadotro-

pinas en prepiberes por falta de maduracién hipotaldmica.

3. La respuesta de FSHI fue mayor en algunas nifias del grupo de pre-
piberes que en los nifios del mismo grupo. La respuesta en algunas

fue muy elevada, aunque estadisticamente la media del grupo no difie-
re entre los sexos debidlo al amplio margen de variabilidad de la res-

puesta en las nifias. Sim embargo sobrepasa la respuesta a la del gru-
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po de adultas, como se puede observar en la griafica n® 1,

Esta diferencia entre los sexos propia de esta edad ha sido sefialada por
Winter y cols. (1972, 1976) quienes estudian los esteroides gonadales y
las gonadotropinas en niifios durante la vida fetal, en los primeros me-
ses después del nacimiemnto y a través de la infancia, notan, desde los
primeros meses de la viida embrionaria diferencias en cuanto a la secre-

cién de gonadotropinas, testosterona y estrdgenos entre ambos sexos,

Destacan el aumento de testosterona en varones durante la etapa fetal,
coincidiendo con la difer-enciacidn sexual, gonadal e hipotaldmica en es-
ta época. En la nifia a lios 4 meses de nacida encuentran cifras altas y
variables de FSH que co:incide con gran actividad ovirica observada por
algunos en esa época, emcontrando que también la LH estd mds elevada
que en los varones, Ademds observan que los valores de FSH permane-
cen elevados por mds tiempo en nifias que en varones generalmente has-
ta después de los 4 afios,, demdstrando una demora en establecerse los
mecanismos de retroacc:idén negativos que, mediados por los estrdgenos
controlan la setrecién de gonadotropinas, Fiensan que este hecho serfa
la causa de la telarquia :prematura transitoria de algunas nifias en esta
edad, Esta diferencia emtre los sexos, notable en la vida fetal y que se

manifiesta durante la inffancia, vuelve a producirse en la pubertad,

La respuesta de FSH, m:ayor entre nifias prepiberes, ha sido sefialada

previamente por Kelch y- cols. (1957), Roth y cols., (1973) Garnier y
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cols. (1974) Guadalix y colls. (1974) y otros.

4, En las figuras que ilusttran las respuestas de LH y FSH en ambos
sexos, se puede observar (que la FSH no aumenta con el comienzo de la
pubertad mientras que la mespuesta de LH es significativamente mis ele-
vada en los grupos I 2 de :ambos sexos. Esta diferencia observada por
Roth y cols. (1972), Kelchi y cols, (1957) entre otros, tiene importancia
clinica cuando se trata de valorar el estado de maduracién hipotaldmica
en el diagndstico diferenciial entre pubertad precoz verdadera y falsa
pubertad precoz, asi como para valorar el estado de maduracidn hipota-

ldmica en nifios con hipogmnadismo hipogonadotrdpico hipotaldmico,

Reiter y cols. (1975) hallain respuesta puberal, en la pubertad precoz.
Zérate y cols. (1972),Chawmssain y cols. (1972) y otros ven que las res-
puestas prepuberales al esstimulo, permiten confirmar el diagndstico
clinico de hipogonadismo lmipogonadotrdpico hipotdlamico., En los casos
de pubarquia precoz una reespuesta prepuberal indicaria la falta de madu-
racién del eje hipotdlamo-‘hipofiso-gonadal y que la pubarquia podria

ser debida més bien a madluracién precoz del eje hipotdlamo- hipéfiso-
adrenal, Inclinando el diajgndstico en este sentido, permitiria investi-

gar la posible etiologia supprarrenal del problema,

Esta diferencia en la accidn del estimulo aplicado sobre gonadotropinas
entre adultos y prepliberess pudiera explicarse teniendo en cuenta la teo-

ria de accidén retrégada de: la inhibina para FSH,
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Se ha demostrado que los extractos germinéles de toro y humano inhi-
ben el aumento de LH tras la castracién, En adultos se ve que en casos
de lesiones testiculares pirimitivas los indices de FSH estdn elevados
mientras que los de LH no se elevan notablemente, En la mujer meno-
pdusica FSH se halla muy' elevada cuando los indices de estrdgenos y de
LH permanecen normales.,, Estos hallazgos sugieren que hay un control
retrégado distinto para LH y FSH, pudiendo ser la substancia que se ha
denominado inhibina la re:sponsable de este efecto de control retrdgado

sobre FSH,

Si la inhibina existe --cormo parece estar demostrado-- en las células
de Sertoli en el hombre y en el liquido folicular de la mujer teniendo un
papel importante en el comtrol retrégado de FSH se piensa que los re-
sultados de la prueba de ILHRH pudieran estar mediatizados por la mis-
ma, dando lugar a respue:sta de LH predominante en el adulto y res-
puesta méis acusada de FSH en los prepliberes, en los que aln no se ha

comenzado a sintetizar la. inhibina,

5. La respuesta de LH em nifias (en los grupos F3-P4), cuando aun no
tenian la menarquia pero con un desarrollo sexual avanzado, estd tan
elevada como la respuesta del grupo con menarquia, Considerando que
en la mujer el comportamiento sexual es ciclico, y estd condicionado
por el aumento de estrégenos y la accién de retraccién positiva que es-

te aumento ejerce sobre el centro ciclico hipotaldmico, esta observa-
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cién seria consistente comno signo significativo de que el aumento de es -
trégenos en esta época es;td ejerciendo su efecto retrégado positivo au-
mentando la secrecién de LH, y no de FSH que estaria inhibida, bien
por efecto de la accidén neigativa de estrégenos sobre FSH o por efecto
de la inhibina. La caida de los estrdgenos daria lugar a que, por depri-
vacién estrogénica, se pr-odujera la primera menstruacién, bajando LH

y subiendo FSH para comeenzar los ciclos.

6. En este estudio la dife:rencia de la respuesta de LH entre sexos ha
sido variable. En los grupos P1, P2 fue mayor en los varones,y en los
grupos P3-F4 y P5 fue mayor en las hembras. Las nifias del grupo P5,
después de la menarquia, tienen pues, en la fase folicular temprana del
ciclo, mayores cifras de LH que los varones del mismo grupo, y esto
ha dado lugar a que se rewise la literatura respecto a la diferencia en-
tre sexos en adultos, encontrdndose discrepancias: Vaitukaitis y cols.
y Abraham y cols., citados por Schalch y cols. (1972), muestran que en
los hombres normales en edad reproductiva las respuestas al estimulo
sintético LHRH son mayores que en las mujeres en la fase folicular del
ciclo. Rakoff y cols. (1974), con el estimulo combinado de arginina,
LHRH y TRH, también en adultos, encuentran mayores las respuestas
de LH en hombres que en mujeres. Otros no encuentran diferencia al-
guna entre los sexos, a menos que la respuesta considerada sea la que

se produce en la fase ovulatoria femenina, que es la mayor de todas.
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3. Prolactina (FRL)

1. Se observa en este estudio que los valores basales de PRL son seme-
jantes en todos los sujetos estudiados, sin diferencias debidas al sexo
o al grado de desarrollo puberal. Este hallazgo coincide con resulta-

dos publicados,

Demostrado por Knoff y cols. (1962) que los estrégenos en ratas no sé-
lo modulan la secrecién de HGH sino también la de PRL, comenzaron
los estudios para comprobar este efecto en humanos., Friesen y cols.,
(1972) y Lee y cols. (1974) no encuentran que los valores basales de go-
nadotropinas varien con la edad ni con el sexo, Estos 1dltimos estudian
en varones los niveles basales de FRL ademds de testosterona y gona-
dotropinas, a través de los estadios puberales y no encuentran cambios
en esta hormona, lo cual contrasté con la subida de LH y FSH en pu-
bertad avanzada. Aubert y cols. (1974) tampoco encuentran diferencias
en las nifias estudiadas en iguales circunstancias, entre 7 y 17 afios de

edad,

Noel y cols. (1972) no encuentran diferencias entre los adultos de am -
bos sexos y Jacobs y cols, (1974) publican que se encuentra més eleva-
da en el sexo femenino. Por lo que se ve la discrepancia existente en

cuanto diferencias entre sexos y PRL,

2. En este estudio se ve que el estimulo utilizado para liberar las re-



servas de prolactina hipoifisaria ha dado lugar a un aumento de las con-
centraciones séricas de lias mismas que no difieren segin el avance o
desarrollo puberal de los individuos, pero si se ve una diferencia entre
los sexos ya que en los swjetos del grupo con pubertad incipiente, P2

la respuesta es mayor significativamente en las nifias,

Rakoff y cols. utilizando la prueba miltiple a la que se ha hecho refe-
rencia al principio de estte trabajo concluyen que la prolactina respon-

dié méis en mujeres que en hombres adultos.

En vista de los resultado:s hallados en el grupo P2 del sexo femenino el
cual se caracteriza por encontrarse en los comienzos de su desarrollo
puberal, se considera de interés indagar sobre los trabajos publicados
en relacién con la posible influencia de PRL en los mecanismos de des-

arrollo puberal.

Entre los trabajos public ados se encuentran los de Wuttke y cols, (1975)
en ratas hembras, Ellos observan que antes de los 21 dias de nacidas,
los valores de PRL son bbajos, en ambos sexos, aumentan primero en
las hembras y se mantiemen altos después de adultas, Sugieren que
existe una interaccién emtre gonadotropinas, FRL y esteroides gona-
dales relacionada con el desencadenamiento de la pubertad en ratas
emitiendo la hipStesis de: que esta interaccién hormonal regularia el

desarrollo puberal,



Por otra parte se encuentr:an las observaciones relacionadas con el pa-
pel de PRL en el ciclo memstrual y sus alteraciones: la hiperprolactine-
mia no solo se asocia a vewes a galactorrea sino que se ve relacionada
con ciclos anovulatorios, t:rastornos menstruales y fases luteinicas cor-
tas. Este efecto lo explicaan Besser y cols., considerando que la PRL
interfiere la accién de las gonadotropinas a nivel de las células gonada-
les alterando la producciém de los estrégenos lo cual da lugar a un au-
mento de FSH, Este desceenso de los estrdgenos impide a nivel del hi-
potdlamo el efecto de retrmaccidn positiva de los mismos y desciende

LH.

Observando los resultados del estimulo en el grupo P2, se ve que la
respuesta de FSH al mismw fue mayor en las nifias que en los varones;
los valores de la respuesta de LH son menores que en varones --mien-
tras que en los grupos P3--4 y 5 fue mayor en las hembras- vy fue el

Unico grupo con valores de: PRL que difieren significativamente.

Estas coincidencias en el rmismo grupo pudieran explicarse porque PRL
elevada actuando sobre las; células productoras de estrégenos limitaria
su produccién lo cual daria lugar a aumento de FSH que en efecto se

ve méas elevada en este grupo, y limitaria la reserva de LH moviliza-
ble por el estimulo, Tamién se debe a Besser la sugerencia de que

la produccién elevada de F RL podria interferir en la accién de LHRH

enddgeno sobre las células: de la hipéfisis.



C. Tirotropina (TSH)

1, En este estudio no se hain observado diferencias en las concentracio-
nes basales de TSH en los dlistintos grupos de un mismos sexo, ni en-

tre ambos sexos,

2. Se ha comprobado que la respuesta tras el estimulo fue positiva y
significativa en todos los swjetos estudiados. Esta respuesta no fue dis-
tinta entre los varones, pemwo en el sexo femenino fue significativamen-
te mayor en el grupo P3-P4 que en el P1, siendo el Unico grupo en el
cual se aprecib una posible influencia de los estrdgenos sobre la res-
puesta de TSH, como habfa sido observado ya por Schalch y cols, (1972)

y por Schally, Gémez Pan y otros.

Este efecto no se ve, sin ermbargo, en el grupo de nifias con menarquia
establecida, y pudiera explicarse por la tasa baja de estrdgenos propia
de la fase folicular temprama del ciclo en la que se realizé la srueba

en estos sujetos,

D. Hormona de Crecimiento (HGH)

1. En cuanto a la secreciém de HGH en este estudio se ha observado
que las cifras basales de la. hormona no difieren entre los sujetos es-

tudiados,

2. Pero la respuesta al estimulo ha sido positiva y significativa en



todos siempre con algunas variaciones entre los grupos,aunque sin di-

ferencias entre los sexos., .

3. La respuesta fue m:ayor en el grupo P5 que en el P1, entre los va-
rones, Aunque Martin y Clark (1968) observaron que la testosterona
aumenta la secrecién die HGH en pacientes con hipogonadismo, Marimée
y Fineberg (1971) no comprueban este efecto del andr8geno en hombres

normales lo cual explicaria el aumento de HGH en este grupo.

4, En el sexo femenino se vid, que la respuesta de HGH fue mayor en
los grupos P2, P3-P4 w P5 que en el Pl. Es posible que esta diferen-
cia refleje la accién de' los estrdgenos sobre la liberacién de HGH,
Frantz y Rabkin (1965) observaron que distintos estimulos capaces de
inducir una liberacién de HGH tenian un efecto mis pronunciado en mu-
jeres adultas que en hombres de la misma edad y lo atribuyeron a la
accién de los estrégenos sobre la liberacién de HGH, Roth y cols.
(1963) y otros, no encomtraron variaciones en las diferentes fases del
ciclo en la secrecién de HGH, tras hipoglucemia inducida por insulina,
Sin embargo Merimée yv Fineberg (1971) observan que con el mismo gra-
do de intensidad de hipoglucemia inducido por insulina la diferencia en-
tre sexos depende de la. tasa de estrégenos circulantes en la mujer,
Con una hipoglucemia d eterminada, la mujer respondia igual que el
hombre si estaba en la fase menstrual del ciclo, pero con esa misma

hipoglucemia respondia méds que en el hombre si se hallaba en la fase
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preovulatoria del mismo. Esto les permite sugerir que los estrége-
nos modulan la secrecién de HGH en humanos y que una relacidn ho -
meostdtica entre estas dos hormonas --estrégenos y HGH-- es nece-
saria en el ciclo, en relacién con los fenémenos de la funcién repro-
ductora. Esto podria explicar la diferencia encontrada entre las se-
creciones de HGH a través de las distintas etapas del desarrollo

sexual en las nifias,

E, Cortisol

La respuesta al estimulo del Cortisol fue significativa en los grupos
P3-P4 entre los varones y en los grupos Pl y F3-P4 en las hembras,
pero no lo fue en los demds grupos. No se observan diferencias en-
tre sexos ni hay diferencias entre la respuesta de unos y otros grupos

en el sexo masculino,

Se nota que las cifras basales en nifias del grupo P1 son significati-
vamente mdas altas que en los grupos P2 y P3-P4 y aparentemente
sobrepasan las cifras normales dadas en este laboratorio para basa-
les en adultos, Podrian ser el resultado del stress causado por la
prueba en esa edad. Esto da lugar a que también las respuestas sean

mayores en este grupo,

De conformidad con lo consultado en la literatura y de acuerdo con

Ja muestra estudiada no es posible llegar a conclusiones sobre for-
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ma del comportamiento de la respuesta. Segin Landon y cols. (1963)
la hipoglucemia inducida por insulina --definiéndose como hipogluce-
mia la caida de la glucosia a menos de 40 mg/100ml-- provoca aumen-
to del cortisol de 2 a 2,5 veces de sus valores iniciales a los 30 minu-
tos de la caida de la gluc emia, y va precedido por aumento de ACTH,
Cacciari y cols. (1975) obtienen resultados anilogos en preplberes.
Sin embargo, Carrol y cols., (1969), Laron y cols, (1969) y Shenkin y
cols, (1970), consideran respuesta subnormal cuando el aumento del
cortisol es menor de 5 p.g/lOOml, o si el cortisol no sobrepasa 25 ng
en ningin momento de la prueba. Aplicando estos criterios a los gru-

pos estudiados, se ve que (nicamente en F5 (varones)y F3-F4 (hem-

bras) la respuesta puede ser considerada subnormal, pero, como cons-

ta en las Tablas XIII y XIV, son también los Gnicos grupos en los que

la glucemia no descendié por debajo de 40 mg/100ml.

Por otra parte al valorar la respuesta ha de tenerse en cuenta: 1) Se

ha demostrado que el stress. aumenta el cortisol, y el miedo a la prue-

‘ba, especialmente en nifios, puede haber causado una descarga previa
de ACTH, 2) El ritmo circadiano del cortisol se establece desde los
tres afios, y sus concentraciones son Sptimas en las horas de la maia-
na, cuando se hace 1a prueba, lo que puede enmascarar los resultados,
3) Algunos autores (Voigt y cols. 1974), prefieren valorar la respues-
ta hipofisaria de ACTH m ediante la administracién de lisinavasopresi-

na, que actua directamente sobre la hipdfisis anterior.



.....................

CONCLUSIONES
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Se ha estudiado una muestra de 48 sujetos, 26 del sexo masculino y
22 del sexo femenino, con edades comprendidas entre 7.2 - 15.2
afios los del sexo femenino y 9.2 - 17. 9 los del sexo masculino, selec-
cionados como normales por: a) la relacién armoénica entre su edad
ponderal-estatural, 6sea y sexual, con su edad cronolbgica; b) por
encontrarse en buen estado de salud; y c) por no tener antecedentes

de haber padecido enfermedad importante.

El objeto ha sido estudiar la respuesta de FSH, LH, PRL, TSH, HGH
y ACTH --tomando los niveles de cortisol como ind:ce de liberacién
de ACTH-- tras la administracién intravenosa simulténea de LHRH,

TRH e insulina durante la época de crecimiento y desarrollo sexual.

Se han dividido en grupos de acuerdo con el grado de desarrollo
sexual, siguiendo la clasificacién de Tanner,modificada, y se han de-
signado los grupos como P1l, P2, P3-P4 y P5, con una subdivisién

de los mismos en masculinos y femeninos.

En los grupos P11 se han incluido los sujetos de ambos sexos sin sig~
nos manifiestos de pubertad; en los grupos P2, los que presentaban
sintomas de pubertad incipiente; en los grupos P-3-P4 aquellos con

pubertad avanzada en menor o mayor grado; y en los grupos P5, las
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nifias con menarquia establecida y los varones con signos de completo

desarrollo testicular.

Del andlisis estadistico de los resultados se han alcanzado las siguien-

tes CONCLUSICNES:

En todos los sujetos de la muestra, aumentaron las concentraciones
séricas de FSH, LH, FRL, TSH, HGH sobre el valor basal, como
efecto de los estimulos sobre las reservas hipofisarias de las mismas,
Sin embargo, no se puede asegurar la reserva hipofisaria de ACTH,
demostrable por el aumento de cortisol sérico, porque a pesar de las
disminuciones de glucosa a un 50% o mds, por debajo de los valores ba-
sales en la mayoria de los casos, solamente en algunos grupos se mues -
tra estadisticamente el aumento de cortisol que se esperaba., No se pue-

de, pues, llegar a ninguna conclusién sobre la respuesta de AC'I.

En cuanto a las gonadotropinas, los valores basales de LH fueron se-

me’antes en la totalidad de los sujetos estudiados, sin apreciables di-
ferencias entre sexos y grados de desarrollo sexual, Sin embargo los
valores basales de FSH no varian entre los sujetos del sexo masculino,
pero en el sexo femenino, con el avance puberal cambian y se ven mis
aumentados en los grupos F3-P4 y F5 respecto al grupo F1, lo cual ya

ha sido sefialado en la literatura.
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Iv.

Como resultado del estimulo, la respuesta de ambas hormonas fue po-
sitiva en todos los grupos, ain en los prepiberes. Se destaca esta
respuesta puberal porque confirma el conocido valor de LHRH como
prueba de reserva hipofisaria de gonadotropinas antes de la aparicién

de los caracteres sexuales secundarios.

La respuesta de FSH puede ser mayor en las nifias prepidberes: algu-
nas de las respuestas individuales de este grupo han sido las mds al-
tas de todas, en la muestra estudiada. Ya se ha sefialado el predomi-
nio de los valores basales de FSH en nifias con pubertad avanzada. En
el grupo de nifias con pubertad incipiente, FSH ha respondido con va-
lores significativamente mdés altos que en los varones del mismo gru-
po. Sin embargo, en ellos FSH no varié con el avance de los estadfos
puberales. Se hace resaltar esta observacidén que apunta una vez mas
la diferencia entre los sexos en cuanto a la secrecién de FSH observa-
da desde los primeros estadios embrionarios, a través de la infancia
y en la pubertad, relacionada con la actividad ovadrica folicular propia

de la nifia en todas las edades.

Los aumentos de LH son notables en el comienzo de la pubertad, mien-
tras que la respuesta de FSH no varfa. Considerando los tipos de res-
puesta de ambas hormonas antes y durante la aparicién de los prime-
ros signos de pubertad, se puede decir que hay un tipo de respuesta

de gonadotropinas prepuberal y otro puberal.
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La respuesta de LH también es mayor en los grupos con mis avanzado
desarrollo sexual, respecto a los grupos prepuberales, demostrando
que LH estd aumentada con el avance del desarrollo puberal, pero

FSH permanece igual. Esto coincide con algo que es ya sabido: res-
puestas de LH mayores que de FSH. Se especula sobre el posible efec-
to retrégado de la inhibina en el control de FSH, dado que la respues -

ta de FSH es relativamente mayor en los prepiberes.

VII, - Al comparar las respuestas de LH entre sexos, se han encontrado las

VIIJ,

siguientes variaciones: han sido mayores en los varones que en las
hembras antes y en el comienzo de la pubertad. Pero en las hembras
con pubertad avanzada han resultado mayores que en los varones. Las
diferencias de la respuesta de LH al estimulo LHRH entre los sexos
han sido revisadas en la literatura,encontrdndose ciertas discrepancias
sobre el predominio de la respuesta en uno u otro sexo, entre adultos,
y cierta tendencia a aceptarse que en el hombre puede ser mayor la
respuesta cuando se la compara con la obtenida en la mujer en la fase

de estrdgenos bajos.

-En cuanto a la Frolactina: se ve que los valores basales de la misma

son serr ejantes, sin 'iferencias de edad ni sexo. Las respuestas tras
el estimulo son semejantes, sin variaciones entre grupos, con distinto
avance de desarrollo sexual. Pero, cuando se comparan las respues -

tas al estimulo entre uno y otro sexo, se ve que en el grupo de hembras
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con pubertad incipiente (F1), la respuesta es mayor que en los varones
del mismo grupo. Por ello se especula en este estudio acerca de la po-
sible influencia de esta diferencia en la respuesta de PRL sobre las res-
puestas de gonadotropinas en este grupo, que fueron: FSH elevadas y

LH baja, respecto a los varones.

No hay diferencias de los valores basales de TSH entre los sujetos con
distinto grado de desarrrollo puberal ni entre los sexos. La unica di-
ferencia encontrada es que la respuesta fue mayor en las nifias con pu-

bertad avanzada que en las nifias prepiberes.

Los valores basales de HGH son iguales en todos los sujetos, y res-
pecto a la respuesta, en el estudio de la muestra se ha observado que
no difieren entre los sexos, pero si de acuerdo con el avance de la ma-
duracién del individuo. Se ve que en los adultos estudiados la respues-
ta fue significativamente mayor que entre los prepiberes. Esto se ha-
ce mucho mis evidente en las nifias, puesto que los valores de la res-
puesta fueron mayores en los grupos con pubertad incipiente y puber-
tad avanzada respecto al grupo prepuberal. Probablemente se vea en
esta respuesta el efecto de los estrégcuos en potenciar la respuesta

de HGH en el sexo femenino, relacionado con la homeostasis entre glu-

cosa, insulina, HGH y los procesos de reproduccién en la mujer.
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