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. INTRODUCCI ON 

. ' 

La .hormona esti~ulante de la tiroides h.uman~ .(hlSH).es una de/ 

·las tres glicoprotefnas .del 16bulo anterior/de la h1p6Usis, 

ComQ grup~. ·esta~ moléculas prot6icas son ~e~.diffcil extrac

ci6n. purifi~aci6n y caracterizac16n qufmtca. Derivadas de 

. la fr,acc16n cruda de g11coprote1nas, que se obtiene por cualqu1! 

ra de los m6todos empleados para la e~traccióó stmult!nea de las 

~ormonas de la hip6fisis, su separación conlleva mQtt1ples pro"." 

blemas que dependen de la similitud ~e las propiedades ffsico

qu1micas de las tres glicoprotefnas. En lo que se refiere a la 

hTSH, es la hormona que en cualquiera de los procedimientos de 

extracci6n y purificación conocidos se obtiene al final de los 

mismos; además, su pe~manente acompaffante es la'ho~monl l~tei

ni~ante (LH), del~ cual es muy laborioso separarla~ Y 

raras veces .se logra {l). Las TSH más estudiadas hasta 1973 

fueron las de origen animal, y la humana a partir de esa fecha 

ha si4o el objeto de mayores estudios para lograr su ~is alta 

purificaci6n y con ella conocer las verdaderas car-acterfsticas 

f'isico-qu1micas de la hormona (2,3). Aunque todavh no se co

nozca la estructura co~pleta de hTSH, si se hai podidó deter

•inar con bastante aproximaci6n algunas de sus caracterfsti

cas, tales como que se trata de una gl1coprote1na, cuyo peso 

molecular es de 28 000 daltones, con radio de Stokes de 27.5 

A (ge1-fi1traci6n), altamente heterogénea, cuyos puntos 1so

el~ctricos van de pH 5 a 9 (isoelectrofocusing), que est' 

constitu1da por todos los aminoácidos (220), excepto el 

tofano y que contiene un 151 de ¿arbóh14ratos. Est4 

da, por las subunidades: a y a; 
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es común a las otras gl 1 coprote1nas (LH y h estimulante del 

folfculo, FSH), mientras que la B es diferente entre ellas· . . . . . .. 

y le.s confiere la espec1f1cidad de su acci6n· biol6g1ca e 

1mauno16g1ca. ,,_·I''. 

La ho.-mona se sintetiza en las células bas6filas (de las 

~1asificac1ones inici~les) (4) de ·1a hip6ftsis 6 de c~lulas 

cromófobas en las recientes y cuya caracter1stica al mi

croscopio electr6nico .es la abundancia de. microtübulos (5): 

dicha s1ntesis se realiza bajo la acci6n de ta hormona 1 ibera.;. 

dor~ de TSH, abreviado como TRH {thyrotrophic realeaslng hor.;. . 
.--. ' 

mone). Su acci 6n se .ejerce sobre las células de la gUndula 

tiroides,. induciendo a través de la acci6n del AMP cfclico la 

s1ntesis de las hormonas tiroideas (tiroxina, T4 y triyodot1-

ronina, T3) y su liberac16n a ta sangre; interviene ~n la re

absorc16n d~l coloide (tirogl~bujina) y como se dijo antes. 

en la secreci6n de las hormonas tiroideas. Una de sus m6s im· 

portantes acciones es estimular lf bomba del yodo a través de 

metanismos depen~ientes de DNA-RNA y la especifica organifica

ci6n de las yodotironinas. Ademfis, incrementa en la gl!ndula 

la ox1daci6n de la glucosa, el consumo de oxigeno, la stntesis 

de fosfolfpidos, el transporte de aminoácidos y la stntesis 

de DNA-RNA y protefna~ (6), La acci6n de las hormonas tiroideas 

liberadas al torrente circulatorio se ejerce en todo el organi! 

mo, interviniendo en los procesos de diferenc1aci6n y crecimien 

to celular. Al ejercer su acc16n, las ho.rmonas tiroideas se tran§_ 

forman a metabolitos inactivos. lo que conduce a que la concen-

. . . 
. .. .... ' ,' 

·, .. ! ·:·: 
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traci6n ,real d~ r 4 y T 3 .en la sangre. disminuyen. Esta dismi'." 

nución del nivel .hormonaL en la sangre permite la 11beraci6n. . . . 

de la TRH en el hipotálamo. el que a su vez estimula de h1p6-. 
. . . 

fisis par~ sintetizar TSH, que liberada a la sangre. de nuevo 

ej~rce su acci6n sobre la tiroides. Todo el proceso es un cla~ 

ro ejemplo de lo que en endocrinologla se conoce como mecanismo 

de retroalimentaci6ri con el que se regula el sistema en~ocrino. 

Estos mecanismos de regulaci6n hor~onal, que comparten las hor

monas del 16bÜlo anterior de la hip6ffsis se muestran en la, 

figura l. 

,. •L, 

'. ( 
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F'i gura 2 

En la itgura 2 se detallan los mecanismos para todas las hormo· 

nas conocidas de la hipófisis dehs cuales, los correspondten- ,: 

tes a la T.SH .sólo se ejemplifican con Ü producc16n de la T4 . 
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Cuando·•~ extrae y purifica una hormona. el procedimiento se' 

acompafta de tficnica• de caracter1zaci6n, que permiten detectar 

el gra-o.de pur1ficaci6n qut se ha alcanzado. En general, e~-

tas técnicas sirven para definir caracterfsticas ffs1co~qufmicas 

pero las más importantes sona.c¡uellas que permiten conocer la 

actividad inmuno16gica y la biol6gica, propias de cada protef

na. Mientras que para la primera ex.isten múltiples procedimien_ 

tos (7) de mayor o menor sensibilidad y que en los Qltimos aftos 

se han sustituido por el radioinmunoanálisis (RIA) {8) (lo que 

permite manejar numerosos problemas simultáneamente y tener ade

más una extraordinaria sensibilidad a nivel de pg ó ng), para 

la segunda 6 sea su actividad biológica, existen dos 6 tres 

bioensayos en animal completo para cada hormona (9}. 

Para el caso especial de la TSH se han ideado numerosas t~cni~ 

cas (10), de las cuales la de McKenzié (11) permanece como la 

mis adecuada para cuantificar la actividad bio16gica de la TSH. 

Aunque la técnica original (11) se realiz6 en ratones, algunos 

autores (10} han utilizado otros animales ~ara demostrar la ca

pacidad que la tiroides tiene de captar y concentrar yodo radi! 

activo y liberarlo a la sangre periférica bajo la acción de la 

TSH. 

Aparentemente, la rata ha sido poco favorecida para esta prueba. 

aunque Lamberg (12) cita que Wolff en {1951) y Botkin & Jensen 

en (1952) pudieron observar la liberaci6n del 131 1 a la sangre, 

2 a 4 horas después de una inyección intraperitoneal de TSH. 



En el Banco de Hormonas ProUicas del JMSS fue necesario .·desa

rrollar la técnica de McKenzie en ratas (10) porque era el ún! 

co animal de laboratorio disponible para desarrollar un. bioen

.sayo de la 'TSH q1ie se extrae y purifica .en el propio Uborato

rto~ Cuand~ ~~~apren~i6 todo 1~ relactona~~.al 1s6topo.~~· tas 

condiciones del animal de experimentaci6n, a las condiciones 

ambientales y los efectos de la TSH en re1aci6n al tiempo, da

sts y vfa de admintstraci6n (10) ~ra necesario estandarizar la 

técnica para incorporarla a la rutina de los bioensay.os. 
,¡ , 

El prop6sito de est~_trabajo ~s pre~entar los resultados de di-
' 

cha estandartzaci6n. la que se rea1i~6 con .1380 ratas prep~be

res, durante un periodo que c~mprendi6 de •~10 de 1982 a marzo 

de 1983. 
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M A. T Elt I A .. L 

·•·· <~f 1J1o16gi co: 
_;. Cf!pas endogl.mtcas, ratu . macho,~ Sp.ra9ue D~why /10 

... Evans •. de 23 a. 26 dlas de .edad~ con .peso corpor~lde '. 

~0:..100. g .. 

- Sangre venosa 0.5 rnl, dos veces por animal. 

·La tiroides. 

• EsUndar NIAKDD·ÓTSH-9 con actividad biológica de 1:•54 UI/mg.· 

- Eit&ndar NIH~TSH-86 con actividad bio16gica de 2.54 USP/mg. 

·· ~ ~roductos ~i~ofisarfos: 

45hs 1 Extracto g11coproti1co (LH-FSH-TSH} 

39hs 1 Extracto gl icoproté:1co 

39hS¡-CM-2 

45hS 1-cM-2,;DEAE.;2 

IMSS 'hGlf Lote 9 

48bS1-cM-2-DEAE-2b 

48bS 1-cM-2-DEAE-2c 

(LH-FSH•TSH) 

.(LH.;.TSH) 

(TSH) 

(blH) 

(bFSH) 

Las siglas utflizadas para cada producto corresp~nden a la no· 

menclátura utilizada para identificar cada uno de los produc-

tos; el nOmero inicial es el correspondiente al lote •xperi

mental; h~ humano, b= bovino, o•ovino. s1• primer sobren~dante 

o extracto crudo que. contiene las tres glicoprotefnas conocidas 

(FSH 11 Follicle Stimulating Hormone-Hormona Estimulante del FQ~ 

. •, 

; '' ~· 
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.• Hculo; LH.• .Luteinfng Hormone-Hormona lute1n1zante; ·TSH= · 

.fh,yr9fd Sttmulatfng Hormorie;;Hor·mona Estimulante. del Tfrofd.es~:· 
p.,.~· .• !-" ., . . . . . ' . 

. ; se:;,\ltflhan las siglas en 1nglés que son ,•de.uso .universal}· 

~H~ Carboxim'et1lcelu1osa; DEAE= Dietiletilaminocelulosa; ·2· 

Segündo pico de la cromatografh correspondiente; a .b .c .. fra"i:-. 

ci6n de ·un mismo pico. GH= Growth Hormone-Hormona .de Crecimfeh- ·. 

to; 9= Lo te Ni 9, de uso · clf n tco. 

B) Cristalerh.: . · .. ··,' 

C) 

- Tubos de ensayo de 10 x 75 mm, 16 x 150 111m. 13 x 100 

• Vasos de pr.ecipftado de SO, 10.0• 250 y 1000 ml. 

- Frascos 4mpula color ámbar de 100 ml. 

·- Pipetas de 1, 5, 10· y 20 ml. 

Apara tos ~- Equipos: 

- Mfcroscopfo estereosc6p1co Carl leiss·, modelo 6257. 
.. ! - Balanza Analítica Mettler, con sensibflfdad 1 mg. 

- Balan~a Analftica Mettler, con sensibilidad 0.1 mg. 

- Balanza de 500 g, con escala dietética marca Chantillon. 

- Balanza Chyo JGpfter, con capacidad de 1200 mg. 

Cnrltador de Centelleo para radiaciones gamma~ automltic~ 

Nuclear Chicago, modelo 4230. 

Calibrador de dosis, radiaciones gamma, Nuclear Chicago. 

-·cont~dor de centelleo, Syste~ Automátfc. modelo 1185. 

- Calculadora Hewlett-Packard HP-97. 

. " 
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Equipo: . 

Ti.jeras rectas. 

Pinzas .. de diséc.ci6n y bist&Arl. ' 

- Jerillgas desechables:·de: 2~5· lftr ilo 3 •mí con 

.. df rm1 ~as de 21 >( 32 mm. 

· · '- Jaulas de acrflfco con rejillas de acero. modelo. Jurllbo •. · 

- Mar~ador de roedores . 

.. Algodón y guas. 

Dl Dieta: . 

- Purina Laboratorios C.how (0~5% de la sal yodada). 

·- Extracto de ·tiroides (Armo~r 0.065 g, equivalent~ a 

0.130 mg de iodo en combinaci6n orgánica). 

- Mah quebrado. 

- Caseina~o de calcio clave 1930. cuadro b'sico del IMSS~, 

Protefnas 88% 
• 
Gru~s , 2% 

Sales Minerales 4% 

·Humedad 5% 

Calcio 2% 

F6sforo 0.8% 

Sodio menor. de o.u 



:' 

. 
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• AY'Preparacf6n de .. los animales para bioensayo: 

LOS animales se mantuvieron en condiciones constantes ch~ tem

peratura (22ºC), ciclo de luz (7 am .a 1 p111) y alimento espe

cial hasta la rea11zaci6n del bioensayo. El alimento conshti6 

·~en tina dieta pobre e~yodo que se preparó de la stgui~nte mane~ 
ra~ Caseinato de calcio en 18.86% y un 81% de ma1z quebrado. 

~1 agua que 1ngtr1eron "ad libitum" contenfa .130 mg de extracto 

total de tiroides por cada 100 ml de agua destilada. 

·A las 72 h a partir del inicio de la d1eta se aplicaron por. vta 

subcuthea 5 µCt de la soluct6n de Na 131 1en0.5 ml de soluci6n 

salina fisio16gica por animal y 48 h después se realizó el bfo"'. 

ensayo propiamente dicho. 

PREPARAC.lON DE RATAS PARA BIOENSAYO 

'· . -, . 

.I!!!m.e.: 
o a 72h Suministro ~e la dieta pobre en yodo y extracto total de 

tiroides en el agua ingerida · .· 

a las 
72h Apl1cad6n subcuUnea de 5 µCi de la soluc16n de 111 1 . ·· 

por animal 

hasta las 
120h .· Ttempo necesario, para el equilibrio metabtllico de yodo 

marcado 

\' 
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B) Obtendón y manejo de las muestras biológicas: 

Se:·for"!ª" grupos de 5 animale.s .cada uno; distribuid~s por pe$o: ·. 

pro~edio semejante. Cada roedor se mantuvo bajo ·11gerá anestesia, 

.de éter para extraer por punción intracardiáca 0.5 ml de sangre 

icori je~inga ~eséchable), la que se coloc6 en tubos de ensayo 

de 10 ~ 75 mm para aforar con solución salina fisiológica a un 

volumen da.l ml cada tubo; inmediatamente después se aplicó la 

dosis de TSH designada a cada animal en cada grupo~ por vfa su.!?_ 

tutánea o intraperitonial en un volumen de o.s ml de.soluci6n 

salina. Tres horas después se obtuvo una segunda muestra de sa! 

gre de 0.5 ml por la misma vfa la cual se llevó a un volumen de 

1 ml c.ada tubo. Por.último, se sacrificaron los animales con 

hielo seco para extirpar la tiroides, obtenida de la siguiente 

manera: Se hizo una inc1si6n de la piel longitudinalmente a la 

altura del cuello, separando asf la. piel y glándulas salivales 

quedan~o al descubierto mGsculos que rodean a la tr4quea y la 

tiroides; ~stos se.separan longitudinalmente y se sujetan con 

un separador de ojos, quedando ast tr&quea y hueso iodeo al 

~escubierto; por Oltimo, se corta el segmento de tr4quea que 

comprende hueso iodeo y 3 6 4 anillos traqueales a los cuales 

se encuentra adosada la glándula tiroides; el segmento traquea) 

se lava ert;agua corriente para elimin~r la contamtnaci.6n de ~a-

~ dioactividad y la tiroides ·se coloca en tubos de 10 x 75 mm 

·para contio "in vtiro". 
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.e} Afreparac1ón del materiál radioactivo: 

El Departamen.to de Medicina Nuclear def ~ospital General c:lef 
«· . . 

Ce,nt ro Médico Nac tonal, propor~·i on6 e 1 Na 1 31 I en so rtic i6n 

co11centrada, que es la misma que se utiliza para diagnóstico el.! 

.. nico; dicha soluc16n Se d11uy6 CCln solución salina fisiológica a 
una concentración de 10 µCi/ml; se elaboraron aHcuotas de 0.5 

ml (5 µCi) a las cuat~s se les. midió su actividad en c.p~m. eQ 

el c~ntador de dosis Nuclear Chicago• para posterior aplicación 

a.~ad~ a~im~l iiti11zado en e~ bt~ensayo. 

• ~r Preparaci6n de los est&ndares de origen animal: 

NIAMDD-oTSH-9: Dicho estándar tiene una actividad de T.5 Ul/mg 

(lst-~TSH) 53-/11, el que se prepar6 de la siguiente manera: 

Se prepararon 100 \.19 (750 mUI) de polvo y se dis()lVieron en .. 

15 ml de solución salina¡ de esta solución.se formó un primer 

grupo de 25 a11cuotas de 0.5 ml (25 mOI}, un segundo grupo de 

-160 µ1 (8 mUI) y por Gltimo un ter~er grupo de alfcuotas de 

so µ l { 2. 5 mu I). 

N.!! de fracciones µl mUI ng .. 
25 500 25 3250 

12 160 8 1040 

10 50 2.5 325 



-15~ 

NI.H·TSH-B6: Con actividad biológica de 2.54 USP/mg~ ·del cu~1., 

se pesaron 100 JJ9 (2.54 mU) de polvo y se disolvieron en un 

volumen de 10 ml .de so1uci6n s~lina f1s1ol6g1ca; de esta sol u• 

ci6n se formaron 50 all~uotas de 200 pl (5.08 mU) cada una. 

Todas las alfcuotas se congelaron con acetona y hielo seco y 

se conservaron a -23ºC hasta su utilizaci6n. 

E) Preparaci6n de los polvos problema: 

los polvos ut i1 iza dos duránte el trabaJo experimental se pre .. 

pararon de la manera siguiente: En el c•so de tener una solu

t1ón (que generalmente proviene de una cromatograffa de inter

cambio i6nico) se le determin6 la densidad ópttca en. contra. 

del amortiguador con que se eluy6 y el re~ultado se leyó en una 

curva de a 1 búmi na humana {o .15% µg a 1000 lJ~) l ef da a 280 nm, 

obteniendo asf la cantidad cproximada~de protelna por ml de 

soluc16n. 

En el segundo caso. cuando el producto estaba liofilizado, se 

pes6 1 mg de polvo, se disolvió en 1 ml de soluci6n salina fi

sto16gica y la soluc16n se ley6 contra la solución salina y el 

resultado se obtuvo en la misma curva humana obteniendo asf la 

cantidad de protefna por mg de polvo. 

Va que la dosis aplicada se hace por concentración de protefna, 

conviene senalar desde ahora su concentrac11n en los ~iferentes 

productos. 
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Productos 

45hS1 Extracto glicoprotéico (FSH-LH-TSH) 

39hS1 Extracto glicoprotéico 

39hS1-CM-2 . 

45hS1-CM-2-0EAE-2 

· 48bS -CM-2~DEAE-2B l ·.. . .. 

48bS 
1
-CM-2..:DEAE-2c 

( FSH-LH-TSH). 

(LH .. TSH) .. 

··. (TSH) 

(FSH) 

(LH) 

Proteina·µg/mg de polvo 
y/o rnl de solución 

1123 

. 750 

32"5 

180 

369 

511 

Como puede observarse. estos productos correspondieron a df ferentes gra.. · 

dos de purificación de la hormona. cuya aplicación en el bioensayo per- · 

mite el estudi.o de la especificidad del mismo. 

f') Técnica: 

El bioensayo completo se hace con 7 grupos de 5 animales cada uno. distri- ·. 

buidos en peso promedio semejante: un grupo control, tres grupos para la 

dosis de estándar y tres grupos para~ el polvo problema. 

Control Estándar Problema 

Oosis o.o ng 13.33 ng 26 ·ng 53 ng 25 nn 50 ng 100 ng 

l ----· ....... -......... 

2 -------- ..... -..... 

3 
" ... _ ... ____ ----- ............. 

4 
______ ,.. ----- _ .......... ~-

5 .. -.... -- __ _. .......... 
...... 4'."'•• 



111ic1al de bioensayo es la primer~· toma .d.e sangre 
. . . 

en".un volumen de 0.5 ml por animah inm~diátamente 
despuh se aplica el .estándar~ en dosis de 13 ng (0.1 mu), 26 

·. ,,·., 

ng (0.2 mU) 1 53 ng (0.4 mU) en un volumen de 0.5 ml de soluci6n 

salina, por vfa subcuUnea o intraperiton1a1; por último, el pr2 

·· blema a dosis de 25 ng (0.2 mu), 50 ng (0.4 mU), 100 ng (0.8 mU). 

La segunda toma de mu~stra se toma a las tres horas después de 

aplicado. el estfmulo y. 'se sacrifica al animal para extirpar la 

tiroides .. 

·rodas las muestras bio16gicas son ~l~vadas a conteo "in vitro" 

en el contador de centelleo Nuclear Chicago. El cuadro resume 

to anterior. 

·, G) Conteo y an31isis de los datos; 

NIAHDD-oTSH-9 

' . oasts 0;10 0.20 0.40 control· 

Nll del Spl Sp2 Spl Sp2 Spl Sp2 
anfníal 

. 1 591 824 439 711 190 924 259 399 
2 827 too 242 924 430 1653 641 704 
3 702 467 254 1021 338 1269 475 364 
4 587. 1247 442 • 704 714 734 695 887 .. 
5 658 1364 233 873 563 1348 497 719 -· t 613 1 920 322, 847 447 !ua6 _513 1615 

A1 307 525 739 102 

Aa 233 272 734 140 
-127 682 1223 63 
·235 767 931 ·111 
660 262 20 192 
706 640 785 222 

1)11 -.. m ·'ml l6Jj ' '10'6 . : 
¡ .· 

·' 
... ·· .. 

-~ ·. 
.... 

. _,, .. 
·,··.:'· 

!. 

' . ·~. ·. 
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·. \, . Nª dr:i,. anima les 
por grupo· 

.. 
Control 5 

EsUndar 5 
5 
5 

~rob lema 5 
5· 
5 

' . . . . 

BIOENSAYO DE TSH 
(Me Kenzfe) 

Ll8~AACION ~ LA S~GR(PEIÜFÉRICA DE lAs HORÍ«>NÁS TIROIDEAS ·· 

MARCADAS CON 111JBAJO El ESTIMULO DE LA tSH 

Dosis de i u¡ it toma 15 mfo después 
(1,1C1/animal sanfre perff~rfca dosisdeTSH 

m)lanimal) .·· por animal 
!!9. mu 

5 0.5 o o 

VI 

5 \Cll 0.5 13 ::l. 0.1 
5 Q. 0.5 26 0.2 
5 ~ 0.5 53 0.4 't:I 

• Cll 

"' .. 
o .e:: 

~ ao 0,5 25 0.2 ..,. 
5 o.s 50 0.4 
5 0.5 100 0,8 

:.:.,·· 

· .. A las 3h .. ·. 
2! toma de sangre 

(m1/ilnirna1) 

0.5 

o 
w. o.s 

o.s ¡... 

o.s z 
·o 
u 

o.s 
0.5 
o.s 
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S~li = ler. sangr,do (c.p.m.) 

sp2 . "' 2i sangrado_ . (c.p.m.) · 

'X "' La medi.a obtenida pro· grupó en cada 'sangradr> 

:Al " La difer.enc1a de las med1~s por grupo 

A1 = La diferencia en c. p.m •. decada sangrado/animal 

t = Suma total en c.p.m. 

H) Análisis estadístico. del .bioensayo: ,.~ . 

Todo _el análisis estadhtico se rea1h6 en un programa manual 

disef'iado. en la propia unidad (13) tanto para bioensayo balan

ceados de 2 + 2, como 3 + 3 y cuyos esquemas (1 y 2} se presen 

tan a continuación: 

I.) Oeterm1nac16n de 1.a actividad bio16gica de tas preparacione$: 

la determ1nac16n de Ja actividad bio16gica de las hormonas puri.: 

ficadas o ~e preparaciones crudas (en las que se sabe que existe 

la· TSH pero aún contaminada .con otra hormona), se obtiene por me-

,dio de un eniayo balanceado de 2+2 6 de 3+3, entendiendo por es· 

to, dos dosis del est!ndar y dos del problema para •1 primer C!. 

so y tres dosis para cada uno en el segundo caso. En cualquiera 

de ambos diseftos~ ~ay un ~rupo control que recibe la soluci6n sa

lina fisio16gica Ontcamente. 

La condict6n .esencial del bfoensayo es mantener la misma relac16n 

de cambio de dosiS en .el esUndar ·y el problema (ejemplo: 10 t 20, 

40 ng del estándar y 15, 30, 60 ng del problema; la relaci6n de 

cambio ~n ambos casos es de QOS. N() se debe tener en 
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Erro.r 

.. Tot~I 

., 

Pr•parac1on11 
~·or••IÓn 
_Paral•ll•mo 
Cur11atura 
Qifvotura cpuetta 

,, 

. •' ., 

w y .1 

1 ot =~te~·------
t El z E214n • ------
t FI • F2J 4n • -------
1 e' • c211211 • --'-----
' ctl •cti11t2n• ------.-. 

E~ r-wo-1 ~. =l!=:..4~1:'!':'~·~!~3~: __ . __ ... _ 
Fil r-w-xf.1 • G•(Úf1Í6n• -----

e~ r-2v+will-2yti• ____ tt ~ • T2 / n = 

----· K••X
2 = 

pi • --------
El•------
FI •------
el=-------
Ch1 = -------

F 

.. 

-. p 

8(n .. I) ·~ ff • Q-N • -------

6n-t :i_gj_ Q • K-G a 

g2 = -------

Ptndl•nt•. combinad a : (...;E) /.4riI 11 b. = _...,_ ___ ......__ 

V11rlanio. d• la P•ndl•nt• : . s2i4n j2 = Y(b)•. -------

1 S/b 
• 

t2v(b) lb2 
= 

. crlterlaa di 11alldt1 
). = -------
11 = 

ai!• .4 01/3 E•-·-----
mul -

. Pot111cla relativo del problema : A B 11 1 oM 11 P • --------~""'"'""-

- M1• M-L • 
Mzll' Mt L • 

Intervalo de Contlana:a 
ESQUEMA l 

M mW 

l .. A 8 .11 10 · 
1 

•. P1 111 /íl9 

A Bx 10Ml • WPS..· ..:•:....:=====m::%;110::. . .J. 
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w X y'. z. 

AN:A L 1 S (s 

·.· .. aro:E'.Ns·~vo ··2+2 ~ALANq~ADO 

tipo: CJ · fechQ: 1 I· 1 .·· L nºsec:[-:-'::J 
-. ·i,, :·.1,- ·" 

n•deQrillJ\ales/Qrupo:n.=_:: _._··. I~ ~Q9 <•1is1)• ......... .___ __ 

actividad d~I ~tdodar Á =· ~ m~ . 8~ ··l•L'. ta l·H, •u, ~ . . ___ . ___ ..,._.,.. ___ --------------- ----- --- _..;. __ -----. ' 
· D• W+><·Y-Z • _. ----- G• (~·T)2/ .. n:. _ ----

E•W+Y•X•Z 11 -----
H• :E T2/n • · -----

f11W+Z-)(-Y11 .;....,..; ____ _ K• .:E X a 11 ------
,. ' ... -

DE VAR 1 A NZA 
Suma de· Ciladrada1 Cuadrado Medio F .p 

N. • H·G·~· ------ .· N/h .. ·_· ........ ___ _ 

. Pr•PQ racione• 
Riora1ldn · 
Paratell•mo 

1 D1 '11 o2J4n• 
1 E1 • E2/4n•. _...... ____ _ 

1 f 1 • F~4n• 

Dí 11 

•' . 
Error 

Total 

lt·· ' 

. 4(n-I) 11 _!L R • Q•N • 

4n·I 11 __!!_ Q • K•G • 

t • l OOS.4(n•I) • -------

. ..•. <l.• ( 1/b(1~•l) ~ * [tf)'+U·RI] 

·-----------------------
M.• Dl/E•--------

M1• M- L • --------

M:z• M + L • --------

pi ..•. -'""-'----'----

12 11 

F (3 , 16) "3.24 

Pendiente combinada. (.:.E)/2nl • .b • ------

Varianza. de ta pendiente:· $2/ nl2• v(b)11 __ __. __ _ 
. . . 

SI • 

. · 1 S/b • 
Crlterlot de validez; 2 2 t v(b)/lf • 

A=------

Potencia relativa del problema: AB1 10M • p D __ _,_ _ _.....!n_~ .... /.lQ 

· ·1 ABxtOM1• Pi.• ____ _..m-U.....,/µg , , 
tn,ervalo de conf lanza : · M2 ·. 

. ABX 10 - P:z • _____ __.m_U-../µQ 

ESQUEMA 2 

:···., 
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una relación de, cambio de 2 y enel problema de 3: 101·20, '40, 

vs 10,, 30, 90). 

.- . ' . -.. '. 

El número de anima 1 es por ·punto debe .ser de cinco, aunque o casi o;. 
. _-, . ' ' ' . ~-. \ 

nalmente puede ser de cuatro; cuando un animal se pierde durante 

el .bioensayo, se promedian lqs resultados de los cuatro restantes 

y el resultado se introduce como el quinto. 

La potencia biológica de las hormonas con el 95% de 11mtte~ de -

confianza se obtiene del análisi,s de varianza de los contrastes. 

para las fuentes de variación: tratamientos. preparaciones, re

gresión, paralelismo y error experimental, si se trata de un bto-, 

ensayo 2+2 y si es. uno de 3+3 se agregan la curvatura y la curva

tura opuesta. 

Los criterios de valid~z a confiabilidad son: la lamda (1) que e~ 

un tndice de precisión del bioensayo y que se obtiene de dividfr 

la desviación est6ndar entre la pendiente de la 11nea de r~spue~- \ · 

ta al logaritmo de las dosis. 

El otro criterio de validéz es la (g) que es un 1ndice de signtfi~ 

cancia de la pendiente. 

J) Estandarización de la t~cnica: 

Ya qué el prop6sit-0 de este trabajo es la estandartzaci6n de la 

técntca, los est1mulos utilhados para el estudio fueron estánda

res ovino: NIAMDO-oTSH-9 y el bovino NIH~TSH-B6, proporcionados 

por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos. 
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Sensibilidad: Se determin6 con 12 ensayos ~e 20 ratas,c~da uno, 
. . 

distribuidos ~n cuatro grupoi cada u~o; es decir, u~ .grupo con· 
' ', l '"!'.!' ' ' . ' \ •,' " ' . 

trol j ttes ~rupos para las dosis del estándar. El rando de ias 

dosis ~st~d\adas se fra¿ciort6 debido a que no era posible manejar 

simult~neamente el gran nOmero de animalj~ nec~sar1os pa~a las .do

sis estudiadas. 

El primer grupo de tres ensayos recibió dosis de 0.05, 0~1, b;2 

mUI; el segundo grupo de cinco ensayos recibi6 dosis da 0~1, 0.2. 

0.4 mUI y ~1 tercer grupo de 4 ensayos recibi6 dosis de 0.2. 0.4, 

0.8 mUI, ~el est4ndar. 

Los resu.ltados se expresaron en porcentaje de 1 iberación de 131 1 

a la sangre periférica y se gr~ficaron con el log de l~s dosis. 

Especificidad: Se determin6 con c1.1atró. polvos hipofisarios. dos 

de los cuales eran ~e origen human6' dos de orfgen bov1rio, cuyas· 

caracterhticas biológ1Cas y de· concentración de pr'ote1nas se pr! 

~e~tan a cont1nu~ci6n: 

Producto 
(clave) 

4Shs 1-CM-2~DEAE•2 
48hS1-cM-2•DEAE-2b 

48hS1-CM-2•DEAE-2c 

IMSS-hGH-9 

Actividad biológica 
de: 

hTSH 

blH 

bFSH 

. hGH 

Concentraci6n de l'rotefnas 
(µg/mg 6 ml) 

·----~-----------------*··-----
180 

369 

511 

990 
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Cada producto se util1z6 a las do1Hs de. 25;. 50 Y.100 ng, que co.:· 

·rresponden en misa• las de 26, 53 y 1-06 ng del est&ndar~. ~1 en

sayo para· cada producto se hizo con 20 r:atas, 15 para la~ dosis 

del problema y cinco par~el control. Los resultados :se presen

tan comparativamente en porcentaje;de libera~i6n ~el 1311,a la 

sangre periférica. 

Precisi6n: La reproducibl11dad de la t6cnica se ~stud1• durante 

'1os meses de agosto de 1982 ~febrero de 1983, con un total de 
. ' . ' 

22·ensayos. Para cada uno se uti11uron 20 animales dfs.trib~1dos 

de la manera ya mencionada. El estándar se aplicó en dosis de 0.1, 
',. 

0.2 y 0~4 mUI. Y los resultados se presentan en forma gr&fica y 
. ' . . . 

los ~orrespondientes al an~lisis estad1st1co: promedio (f), des

vtact6n ttpo 6 est4~dar (s), error est&ndar(ES}, pendiente (b)~ 
. . 

e fndice de precisi6n (lamda: 1). Tamb1én los.datos se present~n 

en su transformac16n sem11ogarftmica y 1ogar1tmica grHica, uf 

como. con datos esta.dhticos. 

Exactitud: ,El diseno experimental y el concepto de exactitud de 

.un ensayo de naturaleza qufmic~. cambian en el bioensayo, debido 

a la énorme variabilidad del mismo, El concepto de que tan cer

cano est4 el valor experimental del "real". s~ sustituye por los 

crtterios de validez (1) y (g). E\ primero es ta~biin un fndice 

de precis16q y el segundo corresponde a la significancia de la 

pendiente. Debe seftalarse que estos parámetros s61o se obtienen 

en el bioensayo completo; el an61is1s de varianza para los con

trastes de tratamientos, preparaciones, regres16n. paralelismo 

y curvaturas en su caso, con el del error experimental propor-· 

d' . ' ' 
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cionan la prqbab11idad estadfstica de la fnfluencia que cada fac-. 
" . 

to.r l;iene en el .ensayo mtsmo. Si h lamda es menor de o .. 30 y la.· 
· · "g" menor de 1, .se puede obtener 1~ potené:ia del problema con sus 

Hmites de é.onfianza al 95%• 

Pa'ra· la real izaci6n de esta prueba se utilizaron cuatro productos, 

"de dos diferentes lotes humanos •. cuyo grado de pur1ficact6n era 

también diferente. Para e.1 estudi.o completo se utilizaron 595 ra

ta'.s,. distr1buidos en 35 animales por ~ioens.ayo; el número de exp_! 

rimentos para .cada polvo aparece en la· tabla corr~spondiente de 

resultados. Para ilustrarlos también se presentan en forma de gr! 

ficas. Los resultados se p.resentan como el promedio del número de 

ensayos y el análisis estaclhtico se hfzo CQn los programas m&RU,! 

les ya mostrados. 
• j' 

' 
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':_, .: : :,' 

; R E S ,U L T A .O O S 

Sens.ibilidad: La primera sección de· la figu,r{3·. inuest'~a ~u'e-laSd.Q. 
'~ s'is de 1~0.fl5 mUI del esUndar óvino,-(NIAMDD-orsH'·g) no tiene ningún . 

efectó.sÓbre la liberaci6n del 1311 de la tiroides. miéntras que··· 

las de O.l y 0.2 mUI son claramente efectivas; ,la dosis de 0.1 li

bera del 5 ai' 12.5% de la radiactividad presente en la gl&ndula y 

la de 0.2 libera-del 20 al 54%. Ert la segunda secctdn. se confir- · .

maque el efecto de la dosis de 0.1 alcanza el 15%, la ·de 0.2 es· 

de la misma magnitud obtenida en la primera sección yqu~ la de 

0.4 ya .. no rebasa los niveles de la 0.2 mUI. 

.En la tercera sección se observa que la dosis de 0.2 no tuvo efe~ 

to en uno de los cuatro ensayos; que la dosis de 0.4, aunque siem 

pre positiva y mayor que la de ·o. 2, es en conjuntó de menor mag.;. 

nitud que h obser-vada en la sección dos. Adem!s, el efecto de 

dosis de 0.8 mUI, aunque siempre positiva. es claramente inferior. 

a la dosti de 0.4 mUI. 

Estos datos indican que la .dosis mlnima de1 estfmulo aplicado es 

de Oil mUl y la m&xima Gtil es de 0.4 mUI. 

Por otro le~o. debe hacerse notar q~e la diferencia de la magni· 

.tud de 1a respuesta entre dos dosis, es en gen~ral, mayor der 15%, 

a éxcepci6n de dos casos (secci6n dos) en los que la d-iferencia es 

menor del 5% entre las dosis de 0.1 a 0.2 mUI. 

El otro dato importante en el estudio de la sensibilidad es que 
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los ensayos se verificaron a lo largo de ocho meses, lo que<obl! 

gad a hacer· consideraciones de la respuesta del animal a un mi!, 

·····moest1111ulo, en los diferentes per1odosdel afto. 

Lós resultados obtenidos permiten dejar establecido que la sen~! 

bilidad del bioensayo es de 0.1 mUI y que hay 11~earidad de la 

respuesta hasta 0.4. mUI del estándar. de TSH. 

'Especificidad: Los resultados de comparár el efecto de una TSH .· 

humana con la GH del mismo origen. as f como· con 1 a LH y la .FSH 

de origen bovino, a dosis igu~les, estin graficados en la figu

ra 4. Es evidente que la TSH humana tiene una respuesta positiva 

proporcional al aumento de las dosis; que la GH humanai por el 

contrario, disminuye la respuesta conforme se .acrecienta la can• 

tidad de hormona aplicada, y que la FSH y la LH .bovinas no son 

un estfmulo·espedfico para la HberaCi6n del 131 1 de .la tfroi• 
' des a la sangre perif~r1~a. 

Precisi6n: La figura 5 muestra las respuestas para cada dosis de 

los 23 ensayos que se realizaron entre los meses de agosto de 
1. 

1982 a febrero de 1983. Las respuestas se gra\1can en porc( ·je 
¡" 

de liberac16n del 1311. 

Si se analiza la figura en conjunto, sólo puede decirse que hay 

una tendaneia creciente en la magnitud de la respuesta, conforme 

aumenta la dosis; pero si se analiza cada uno de los ensayos, se 

encuentra que solo 16 tuvieron una respuesta proporcional a las 

dosis; el número 9 respondió inversamente µroporcional a ellos; 
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el 16 y el 20 disminuyeron s~ respuesta en la dosis intermedia; 

en la tercera dosis• se deprime la respuesta del 19 y aún más, 

el 18 t 21~ y . 22 muestran respuestas negativas en alguna de las 
·' 

dqsis. 

Si .se eliminan los ~nsayos con respuestas negativas y se anali

zan globalmente las respuestas para cada dosis, con los datos 

originales de las cpm de los resultados, sin transformación por

centual, se encuentra lo siguien~e: 

Dosis. (mUI de TSH): O~ 1 .Q:...?_ hl ......,.... 

X .. ,,291 725 1050 . . 
s :· .. 470 726 1141 

ES .. ' 100 151 238 

cv 120.2 100. o 108.6 

La media (i) aumenta proporcionalmerite con las dosis, pero las 

medidas de dispersi~n son enorm~s. 

' ' 

Si se analtza.n h1s resultados de los cin~o ensayos de 0.1, 0.2 

y 0.4 mUI de la sensibilidad, de lo~ ~uales se sab'a que todas 

eran respuestas positivas y proporcionales a las dosis seftala

das, tampoco disminuyeron las dispersiones: 

Dosis '(rnUI de TSH): 'o. l hl 0.4 

·x 425 917 1693 

s 551 ''i021 1709 

ES . ' 246 417 698 . 
cv .. \ 129.6 111. 3 100.9 . 
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la dispers16n 'de los resultados obliga a hacer:t~ansformactonesf' 

tanto en las dosis como lls respuestas. 

En la Tabla ,I que corresponde a los datos transformados de los. 

ensayos que tuvieron respuestas progresivamente crecientes a las 

dosis, se tiene en el lado izquierdo la transformación semiloga

rítmica, en la que .la transformación log es para las. dosfs; los 

datos anotados corresponden a las diferencias de las cpm entre 

las dos muestras de sangre, para cada dosis ensayadai En el lado 

derecho, la transformación es log, tanto para las dosis como' pa-... 

ra las respuestas. Lo que se advierte es que con la trans~orma- · 

ci6n log-log, las medidas dedispersi6n disminuyen en forma muy 

importante. 

Si se analizan l~s resultados correspondtentes Qnicamente a. los 

ensayos con respuesta err&tica, en la Tabla II que tiene la mi!_ 

· ma di stribuci6n que la anterior, se observa que lo señalado p'a;.; 

ra la tabla previa se repite en esta; otra vez, debe señalarse 

que los datos de dispersi6n son mucho menores que en la primera. 

Otro dato, que debe anotarse, y que corresponde a las .dos tablas 

de datos, es que la dispersión ~s mayor en la respuesta a las 

dosis más pequeffas y que disminuye proporcionalmente conforme 

aumentan estas, a excepción de la transformaci6n log•log para 

los ensayos que tuvieron respuestas erráticas, en l~s cuales el 

coeficiente de variación es bastante homog~neo~ 
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.RESPUESTA CRECIENTE A LA OOSlS 

Semi-'log log-Log 

DOSIS LOG 
Fecha 

0.10 0.20 0.40 0.10 0.20 0.41 

13-VI I I-82 30 116 1.48 2.0 
20-VII I-82 190 197 317 2.28 2.29 2.50 
10· IX-82 247 525 739 2.39 2. 72 2.87 
17-IX-82 1 31 60 o 1.49 1.78 
26-IX-82 21 405 731 l.32 2. 61 2.86 
4,..x-82 9 29 61 0.95 1.46 1,78 
18-X .. 82 44 169 264 1.64 2.23 2.42 
15-:U-82 78 138 190 1.89 2.14 z. 28 
29-XI-82 70 75 241 1,84 1.87 2.38 
13-1-83 36 203 286 1.56 2.31 2.46 
22-Xl-82 o 216 266 1.89 2.33 2.42 
22-m-a2 26 54 1.41 l. 73 
24-11-83 138 142 2.14 2.15 

t" 696 2182 3467 15.76 26.48 29.69· 

X " 6S.60 167.80 266.70 1.576 2.037 2.2838 

s " 83.94 151.58 226.70 0.697 0.451 0.3744 

E.S. = 26.54 42.04 62.87 0.220 0.1251 0.1038 

V " 7045.20 22977.97 51386.23 0.486 0.203 0.140 

c.v. " 119.45 90.30 85.00 44.23 22.10 16.40 

Tabla I.- Análisis t>stadfstico de la precisión de los ensayos con respuesta 
. creciente a la dosis, con transformación semilogarttmtco y log-

log. 

··:., 

. ''. 



RESPUESTA ERRATICA EN ALGUNA DOSIS 

Semi•Lo9 Log~Log 

DOSIS ·' LOG · " 

0.10 . 0~20 0.40 0.10 0.20 0.40 

X-82 173 491 383 2.23 2.69 2.58 

448 41 58 2.65 1.62 1.76 

-XU-82 94 75 340 1.97 l.87 2.53 

-1·83 210 259 102 2.32 2.41 2.00 

277 158 438 2.44 2.20 .2.64 

" 1202 1024 . ·1321 11·61 10.79 11.51 

.. 240.4 204.80 264.20 2.32 2.518 2.302 

.. . 133.5 180. 77 172.40 0.252 0.424 0.396 

,. .. 59.86 81.06 77.31 0.1130 0.190 0.178 

• 17834,30 32679.20 29723.20 0.063 0.180 0.157 

.. 55.50 88.30 65.20 10.86 16.8 17.20 

la II.- AnSlisb estadfstico de la precisi6n .de los ensayos con respuesta 
err4tica con transfonnación semilogarttmica y log-log. 
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Si .ahora. se comparan grlficamente (fig. 6) los resultados del 

primer grupo, I (Con respuesta positiva a las dosis) con ~1 

grupo total~ II (que incluye las dé respuestas errlticas) •. se. 

ob•erva que en su transformac16n semi-logarftmi~a,el primero 

tiene una completa linearidad, que. no tiene el segundo. 

En cambio. en 1& transformaci6n log-log (fig. 7) se demuestra 

que la lfnearidad corresponde al grupo total {II). 

Por lo tanto, una transformaci6n sem1-1ogarftm1ca es suf·ic1ente 

si se irata de ensayo con respuestas progresivamente crecientes 

a las dosis. La pendiente de esta recta fue de .328 y .su coefi-: 

ciente de regresi6n: 0,47, 

Para la transformación log-log. la. pendiente fue de 1.54 y su 

coeficiente de regres16n fue 4e 0.32. 

La prec1si6n del bioensaYo propfament~. di¿ho se veri·en ~1 .si

guiente tema de exactitud. 

Exactitud: Aqu1, la exactitud se estud16 con el estAndar ovino 

a las dosis ya seftaladas y dos productos de origen hipofisario 

humano, con dosis discretamente superiores a las del estándar 

y conservan~o la misma relac16n del cambfo de dosis. 

Los productos empleados procedfan de dot lotes, de los que se 

esperaba una actividad dtferent~ en raz6n de los tambi6n dife-

f rentes procedimientos de almacenamiento de las hipófisis de 
" ~ f donde proced1an. Las gr8ficas de la ffgura 8 corresponden a los 

\ 



! .. 

i 
Q. 
u '-N ca. 

(lt 
1 -.. 

Cll 

.! 

,, ... 

' ' ' 

SEf.ta•l.OG 

.'400' l' 
400~ ., ', ,::rt' 

300 

: '2 

'ºº 
.. 
.: 

f)( ' 

100 
. . . . . . : . . 

0.40 
0.10 0.20 0110 

Oosi•-TSH (f'f'IUI) 

FIGURA 61 TRANSFORMACIÓN SEMJLOGARf TMICA DE I: ENSAYOS CON 

RESPUESTA PROGRESIVAMENTE CRECIENTE Al AUMENTO 

DE LAS Dosis, y ll: EL GRUPO TOTAL (QUE INCLUYE 
LAS RESPUESTAS ERRÁTICAS), 



'''·! 

, TRÁNSFOR~CtON lOG-LOG 
. 

• [ 5. r lI 5 o ' -N . 

.R-' 3. 3 
' ' -Q. 

ti') 

_g 
OI 

"O 
... 

.2 
u e 
CI 
'-• 5 .. , -..... \ 'O 
g 

3 
,. 

.3 GI 
"O 

J><: 
0.10 0.20 040 0.10. 020 . Ot.O 

Oosis-TSH (mUI) 

FIGURA 7: TRANSFORMACIÓN LOG-LOG DE: 

J: 'ENSAYOS CON RESPUESTA PROGRESIVAMENTE 
CRECIENTE AL AUMENTO DE LAS DOSIS Y 

11: GRUPO TOTAL (QUE J NCLUYE EL GRUPO CON 
· . RESPUESTAS ERRÁTICAS), . · 

;;·" 

''·,l 

: .. 
~ .. 



-38-

datos, agrupados de· 1os resultados de .cada dosis. del 'nGmero de 

bioensayos prílcticado,s para cada producto; 

Para ·tener' una mejor idea del fenómeno subyacente. <.respuesta a 

,h dosis} la respuesta se grtf1c6 sin la transformación porcen

tual, sino como la diferencia de las cpm totales de la sangre 

periférica, .antes y después del est1mulo. 

En las dos primeras gr&ficas que corresponden al lote que se es

perab@ can pee~ actividad biol6gica, se advierte que hay un ma

yor p&ralelismo {i,dentidad) en el producto mis purificado (39hS¡

CM.;2) que contiene la TSH aún contaminada con LH, mientras que 

el producto crudo (39hS 1-Extracto g11coprot~ico) que adem&s con

tiene 11 contaminaci6n de FSH, 1& respuesta con paralelismo ape

nas comienza en la segunda dosis. Ademas 11 ma~nitud de 11 res

puesta .. es inayor- en el producto menos co.nta"1inado. que· en e.1 ex

tracto crudo. 

Lo mismo puede d~cirse del lote 45, en el que el producto puri

ficado (TSH) no solo tiene una respuesta mayor de magnitud y una 

11near1dad evidente con respecto a un extracto crudo (45hS 1-Ex

tracto glicoproti1co), sino que tambf~n mantiene un mejor para

lelismo en sus tres dos1c, con respecto al est6ndar. 

Cuando se aplica el an41is1s estadfstico a sus resultados num6-

ricos, los cuales se presentan en el Cuadro 11. se advierte de 

inmediato qu~ para los tres primeros productos no hay criterios 

de validez confiables. po~ lo que no se pueden determinar sus 



l:XACT I TU O 

H.* P O L V O DIO POTENCIA mUI TIPO DE ENSAYO 
•, 

39hS (EXTRA.ero GLI COPROTE 1 co (FSH·LH•TSH) 
}.~0~927 

2 1.339 2 + 2 
9•8.580 ' 

39hS ¡ .,. CH - 2 (LH·TSH) 
>-•0.677 

3 3.559 2 + 2 
9"4.550 

¡ 

>-•0.577 I· zt 45hS 1·EXTRACTO GLICOPROTEICO (FSH·LH· TSH) "· 753 2 + 2 
9•3.300 

J.•0.400 
1.865 3 + 3 

9100, 494 

><•0.245 
8 45hS 1-Cll•2·DEAE•2 (TSH) · 2. 117 2 + 2 

g•0, 789 

"ªº· 375 2.213 ·2 + 2 
g•0.668 

. 

Cuadro Il. • Estudio de exactitud con crfterfos de conf1ab11fdad. 
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limites de confianza y por lo tanto, la potencia. ·relativa del 

problema queda in~alidada. 

,En cambio, el producto purificado (45hS1-cM-2-DEAE-2). que eri 

el disefto experimental de 3 + 3 y en uno de 2 + 2 tiene una 

lamda discretamente superior al lfmtte permisible, posee una 

"g" excelente y por lo tanto, la potencia es~imada es válida. 

De las tres estimaciones (que son muy similares entre s1), la 

segunda llena todos los requisitos de los criterios de validez, 

por lo tanto, tiene limites de confianza al 95% y la pot~ncia 

estimada se acepta con confianza. 

Adem¡s de la estandartzaciOn de la ticnica, se buscó la rela

ci6n de las potencias del estándar ovino y del bovino. En un 

ensayo balanceado de 3 + 3 y teniendo al ovino cpmo es~ándar 

(7.5 UJ/mg) se encontr6 que la potencia del bovino era de 

6. 887 Ul /rng con límites de confianza a 1 95% de 3. 963 y 11. 969 

Ul/mg. Si con los mismos datos del bioensayo se califica el 

ovino contra el bovino (2.54 U-USP/mg), se encuentra que lapo

tencia del ovino es de (2.766 U-USP/mg). El bioensayo se repiti6 

una semana después y los resultados fueron muy parecidos: el bo• 

vino con 6.510 Ul/mg y el ovino con 2.928 U·USP/mg. Como no se 

pudo obtener la definición de la unidad USP, sólo puede decirse 

que la unidad USP tiene mayor actividad que la internacional y 

que el estándar ovino tiene una actividad discretamente superior 

al de origen bovino. 
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Deb-e S~ftalarse que la comparac16n deestos:::estándares con. la 
.TSH human·a· más purificada en este laboratodo, demostró sis

.tem6ti9amente que la potencia en orden. decreciente, fue: 

. C>vJno~·:·bovino' y humano. 

Aunque en, la secci6n de Material y M~todos se describ_i6 .que 

también s'e extrata la tiroides para conocer su deplec16n 'de 

la i t. desde 1 as primeras etapas de este .estudio se abandonó 

dicha práctica, porque pronto se observó una dispersi6n de datos 

•uy acentuada y no hubo una correspondencia estricta de la de

pleci6n del 1 31 I al aumento de las '·dos1s. 

. ·¡. 
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DISCUSION 

·. El· presente estudi.o es· la demostraci6n. de que la ráta Sprague

Dawley, macho. de 23 a 26 dhs de edad es también un anima 1 de 
-:·.;.· .. ·· 

;~~oratorio Gtil para el bioensayo de TSH, realizad~ con la 

técnica de McKenzie (11). La estandariza•ci6n de la técnica fue. 

posible en base al estudio previamente realizado en el mismo 

.laboratorio (10) del metabolismo del 131 1 en las cepas de.ratas 

Long-Evans y Sprague-Dawley. 

Otra aportación del presente trabajo consisti6 en sustituir la 

punci6n retroorbttaria por la punci6n intracardiaca, lo que pe! 

m1ti6 tener un mayor volumen y por lo tanto, un mayor nOmero de 

cpm¡ as1, pudo obtenerse una diferencia de cpm mis significati

va entre las dos muestras de sangre que conforman el bfo~nsayo 

en cada animal. Además, p~do acortarse ·el tiempo de duraci6n del. 

bioensayo, ya que fue suficiente un periodó de dos dtas con die

ta pobre en yodo y la administraci6n simultánea ·de extracto to

tal de tiroides antes de aplicar el isótopo¡ también se acortó 

el tiempo para alcanzar el equilibrio metab611co, que se f1j6 

a las 48 horas de aplicado el 131 I. 

Otra modificac16n a la tAcntca recomendada (10) fue la vta de ad-

ministraci~n, que fue m~s reproducible en los resultados. cua~d6 ! 

se adm1nistr6 por vfa subcutánea. 

Es interesante que la sénstbflidad de la técni~a en la rata es 
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igual :,a la primera inform'ada por McKenzie (14) y a las de otros, 

anotadas por el mismo autor (11) . 

. Aunque la t~cn1ca re~lizada en ratones¡ ha mostrado una mayor 

sensibilidad (11,15-11) que la aquí presentada para la rata. los 

resultados demuestran que para cuantificar concentraciones de 

TSH en los productos que se purifican en este laboratorio, la 

senribilidad de la técnica es muy adecuada. 

Debe hacerse notar que la rata ha sido el animal recipiente de 

los estudios del metabolismo de la TSH (16) y también de otros 

tipos de bioensayos o~. pero no se le ha considerado como un 

animal adecuado para aplicar la técnica de McKenzie. 

En cuanto a los resultados de la especificidad es evidente que 

una TSH altamente purificada tiene una acción liberadora de 131 1 . . 

desde la tiroides a la sangre periférica y que esta liberaci6n 

es proporcional al aumento de la dosis. 

Los notables resultados con la hGH, que tuvieron una pendiente 

negativa, se explican por el conocimiento previo de que la hor~ 

mona en cuesti6n tenfa una alta contaminación de TSH, lo que se 

debfa a la presencia del 2-mercapto-etanol en los pasos inicia

les de la extraccf6n de las gltcoprotefnas, como fue informado 

por Elrick (20) y que fue la técnica utilizada para el lote de 

donde procedfa la TSH. Va que su pendiente negativa indica la 

no identidad del producto con respecto al estándar de TSH uti-

11 zado en el bioensayo, solo puede decirse que ia hGH en cues-
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t16n tiene contamiuci6n de TSH, aunque no pueda cuantificarse 

su potencia, d~bido a la no identidad de los productos. Por . 
otro lado debe recordarse que Ching ( 21) sugiere que la GH po-

drfa potenciar la accióh dela TSH. De todos modos, es eviden.te 

que aan deben estudiarse en nuestro caso, ~osis menores de 25 ng 

de hGH por animal, con objeto de conocer el verdadero efecto de 

la TSH contaminante. 

:Algunos autores ( 21-23') han informado que .la LH. de rata estimula 
·1::' 
11· 

)~,a liberación de las hormonas tiroideas en el pollo y en el re:... 

nacuajo ó en el ratón pero no ha sido muy claro si la LH ut111 

zada era suficientemente pura, ya que como se sabe., la más fre .. 

cuente contaminación de la LH es la TSH ( 24) y la inversa es ta!!!. 

biin cierta. La LH bovina utiliiada en este trabajo demuestra 

claramente que no tiene ninguna acción para liberar el 1311 de 

la tiroides, aunque debe hacerse notar que las dosis utilizadas 

f~eron muy pequeHas comparadas con l~s reportadas por otros (21~ 

23 , • 

En cuanto a la FSH, Breneman (22) asegura que no tiene acción a 

la TSH en el pollo y aquf puedé verse que la FSH bovina no tuvo 

acción importante en el bioensayo de McKenzie. 

Es conveniente seffalar en relaci6n a las gonadotrof1nas, que 

otros ("21, 23) han indicado que dichas hormonas comparten con la 

TSH, similitudes de composición qufmica y estructura, lo que po

drfa explicar que una LH muy purificada (23, 25) tuvo una respue! 
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ta posi~iva eri ~1 bioensayo d~ McKenzie. Estos ·hecho~ sugieren 

que 1a·especif1cidad de la técnica par~ TSH se cbmparte con la 
. . . 

LH. En nuestro caso, queda aGn por com~robar la acct6~ qJ~ ias 

gonadotrofi nas humanas aHamente purificadas puedan tener en el 

bioensayo de Mc.Kenzie. 

Que la capacidad de respuesta de la rata al estlmulo de hTSH, 

· .. cambia de una semana a otra y :también con. las i!Staciones .del año, 

queda bien ejemplificado con la gráfica de reproducibilidad. No 

.s6lo la magnitud de la respue~ta cambia de una semana a ritra, a 

pesar de que las condiciones experimentales se mant~vieron cons-

tantes, sino que a partir de noviembre de 1982, y de una manera 

más clara, desde diciembre hasta febrero del 83, las respuestas 

se volvieron erráticas y a veces hasta ~egativas. Esta variabi

·lidad de la réspuesta biológica a los est1mulos con las estacio

nes del afio ha sido s.eñalada (26-28) corno una característica de 

los ritmos biológicos. Es interesante que dichos cambios. en las 

respuestas de los animales en el presente caso, se manifestaron 

a pesar de que ellos se mantuvie~on en condiciones ambientales 

estrictamente constantes y por lo tanto, los cambios en las res

puestas no pueden adjudicarse a las variaciones ambientales, que 

influyen de manera tan importante ( 10,29}. 

Esta variabilidad de las respuestas, obliga a recurrir a tr~ns-, 
formaciones estadfsticas de los resultados, para encontrar la 1 i

nearidad, que permita hacer cuantitativo el ensayo (30). Algunos 

autores US,31) han reportado modificaciones tanto a la t~cnica 



como 'al análisis estadfstico, para a'umentélr la sensJbilidad así 

támblAri como. la ·precisión de \11 técnica. ·E~ Jos datos. aquí pre-. 

sentados para la precisión del 'ensayo~ l~s coeficientes de va-. 

riación aün en t~agsfbrmaciones semilog y log-log son t~davfa 

muy importantes. Aunque las pendientes y los .coeficientes de re

gresi6n de las rectas obtenidas con los datos transformados son. 

aceptables, la persistencia de malas medidas de dispersión,. ex

plica porqu~ en los bioensayos se recurre a criterios de validez 

o de confiabilidad, con los que se sustituyen los criterios de 

precis16n y exactitud de la estadfstica de los análisis químicos, 

tal y como se describi6 en Metodología y Resultados de exactitud~ 

A pesar de estos resultados, la técnica de McKenzie continQa 

siendo favorecida pof los experimentadores, debido a que tiene 

las menores dispersiones, comparada con las otras técnicas descrJ. 

tas para e 1 bi oens ayo de TSH { 32 ). 

El concepto de exactitud de los bioensayos se demuestra cuando 

existen los criterios de validez y se pueden determinar los lfmi

tes de confianza. Esto sólo es cierto cuando la sustancia proble

ma es suficientemente pura, para dar una respuesta lineal propor

ciorial a la dosis (30). Esto qued6 demostrado en las figuras 8 y 

9: s1gnificanc1a de la pendiente y paralelismo s61o se dan en los 

productos de mayor purificaci6n. 

La comparac16n de las actividades de la TSH bovina con el estándsr 
' de TSH humana, con TSHs parcial y altamente purificadas (17), as'i 

como la domparaci6n de métodos de b1oensayo de TSH utilizando como 
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. 1 ~estlndar la TS~ bovtna y la· humana (33), de~ostraro~ que 1~ 

: humana es de menor potenc1á que el bovino, observación repe.,; 

tfda en nu~stros ~~sultados, ~ue se amplfan ion la ~em~~trá-; 
ci6~ d~ que a su vez, el bovino es de menor potenc1~ que ~1. 
ovino. 

Es probal>le que el bioensayo aquf reportado pueda mejorarse con 
. . 

algunas modificaciones tales como el agregar tiroxfnas par'a re-

forzar la fnhibfc16n de la TSH end6gena (11,· 14. 15, 17. 21) y 

deberán es.tablecerse sus condiciones utilizando un esUndar de 

orfoen h1pof1sario humano, como otros han reco111endadó (17, 33): 

(: 
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-".-.·-

Sé hicieron 'algunas modi,'ficaciones a la ,tt~rt'ica: ~e' b1o~nsayo en 

rata para la TSH humana, previamente estudi,ada en este laborat~ 
ri o. 

~e realiz6 la estandarizac16n de la técnica y se demostró q~e 

tiene una sensibilidad de 0.1 a 0 .. 4 mUl/mg; que su especificidad 

permite demostrar su actividad tanto en la TSH purificada. como 

en productos parcialmentecpurificados, asf como en hormonas dife

rentes aún contaminadas con TSH; una vez más de demuestra la gran 

variabilidad de las respuestas en los bioensayos, cuya precisión 

puede obtenerse, yá sea por modificaciones a la técnica, asf como 

con transformaciones estadtsticas de los resultados; finalmente, 

se demuestra que la exactitud s614 existe en el bioensayo de una 

TSH altamente purificada, expresada en los criterios de validez 

de tin análisis estadfst1co, que permiten determinar los ltmités 

de confianza cuando se quiere conocer la potencia relativa de una 

hormona a su estándar. 

Se compararon las potencias de los esUndares' de TSH ovina y .bo- . 

vina, asf como la de la TSH humana obtenida en el propio labora~ 

torio. 
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CONCLUSIONES 

. . ' 

los resul.tados de este trabajo permiten establecer 1,as condi-

ciones en que 1•utinariamente ,debe real izarse ,el bi.oensayo de. 

TSH de los productos obtenidos en el laboratorio y que son de 

origen hipof1sario: 

Ratas de cualquier cepa y sexo, de 23 a 26,dias de edad, mant•~ 

nidas en condiciones ambientales constantes, con .una dieta nutri

tiva y.pobre en yodo desde 48 horas antes de aplicar el is6topo 

por vfa subcutánea, a dosis de 5 µCi/animal y con la administra

c16n oral de extracto total de tiroides, a la dosis de 130 mg 

por 100 ml del agua potable, que se administra "ad libitum". 

Dos d~as después, aplicaci6n por vfa subcutánea (o intraperito~ 

neal) de la TSH est&ndar ovino a las dosis de 0.1, 0.2 y 0.4 mUI 

y eT problema a las dosis de 25, 50 y 100 ng, en un volúmen 

de 0.5 ml de solución salina isotónica. 

Obtención de 0.5 m1 de sangre por punción intracardfaca, en el 

tiempo O (inmediatamente antes de la aplicación del est1mulo), y 

a las tres horas de aplicado el estimulo, manteniendo a los ani-, 

males bajo una anestesia superficial, con ~ter. 

Conteo de los tubos con el 0.5 ml de sangre que se lleva a un 

volúmen final de 1 ml. 

Calcular la respuesta en % dél aumento del nOmero ~e cpm eh re-

1aci6n al tiempo cero. 

., ' 
... 1: -. ~- ';: ·. . ':~ - . 

- .· "-~ ; 

·.·;i'-' 
. ·_;·,.. 

' ·'' ".·.· ·.': .. ,,: 
- ···-· .'_ ·--·~' 

;¡~,{~(~~~¡;~~~~~i~c¡J,;h~'.Ji~¡¿~j:i~]~'., . 
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Graficar las respuestas de las dosis del estlndar i del problema 

en papel sem11ogarftmico. 

Calcular la potencia relativa del problem•, con sus 1 fmite~ de · 
confianza (cuando existen) por med1o del programa manual .dise-

ftado en la unidad. 
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