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,gLa hormona estimulante de la tiroides humana (hTSH) : :
~flas tres glicoprotefnas del. 16bu1o anterior de lakhipﬁfisis.ifx:xi
"Como grupn. estas molécu)as proteicas son de diffcil extrac-"”
: ciﬁn, purif1caci6n y caracterizaciﬁn quimica Derivadas de :
 ]1a fracci6n cruda -de glicoproteinas, que s nbtiene por cualquie
fra de 1os métodos empleados para 1& extraccidn simult&nea de 1as ;ﬁﬁ
hormunas de 1a hipéfisis, sy separacién conlleva mﬂltiples pro- e
';?blemas que dependen de la s1mi]itud de las propiedades fTsico-\x
'ﬂquimicas de las tres glicoproteinas En 1o que se refiere a la:flv
thSH es la hormona que en cualquiera de los procedimientos de
-extraccién y purificacidn conocidos se ocbtiene al final»de-loS'*r
kmismos, ademéds, su permanente acompaﬁante es la’ hormona Yutei- e

‘ nizante (LH), de la cual es muy laborioso separarla,., i

‘raras veces se loqra (1). Las TSH més estudiadas hasta 1973
:fueron las de’ origen animal, y la humana a partir de esa fecha‘ 
“-ha sido el obgeto de mayores estudios para 1ograr su mﬁs alta
purificaciﬁn y con ella conocer 1as verdaderas caractaristicas
vfisico -qufmicas de la hormona (2,3). Aunque todavia no se. co- -;,‘w
nozca la estructura completa de hTSH, si se han podido deter-
‘minar con. bastante aproximacién aigunas de sus caracterist1~
cas, tales como que se trata de una g)icoprpteina. cuyo pesoyyt’v
molecular es de 28 000 daltones, con radio de Stokes de 27.5
A-(geléfiltracién), aiﬁamente heterogénea. cuyos puntos iso-
eléctricos van de pH 5 a 9 (isoelectrofocusing), que estd

constituidé por todos los aminodcidos (220), excepto el trip~‘;;:v

tofano y que contiene un 15% de carbohidratos. Est& constitu

“da por las subunidades. o y 8 aparentemente a sub“'adad
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| es. comﬁn a las otras glicoprote!nas (LH y la estimulante de1
‘1foITculo. FSH), mientras que Ia B8 es diferente entre ellas
y les confiere la: especificidad de 5u acci&n bioiﬁgica e

_inmunolﬁgica.;

y7‘fLa hormona se sintetiza en Ias células basﬁfilas (de 1as 3i'?
gfclasificnciones iniciules) (4) dela hip&fisis 6 de célnlas
i;f‘cromﬁfobas en las recientes Yy cuya caracteristica al mi-
'~croscopio e1ectr6nico es 1a abundancia de mxcrotubulos (5) ‘
‘fflvdicha s1ntesis se realiza bajo la accion de 1a hermona libera- fo%
dora de TSH. abreviado como - TRH (thyrotrophic realeasing hor—f'5ff
.¥7 :mone). Su accidn se .ejerce sobre las células de la gl&ndula :
bbtiroides. induciendo a trﬁvés de 1a accidn del AMP ciclico la
sintesis de las hormonas tiroideas (tiroxina, Ta y triyodoti-
~“ronina, T3) y su liberaciﬁn a la sangre; interviene en la re- 
"abibfcién del coloide (iirbglobuiina),y‘como se dijo antes, |
\ ‘neﬁvla‘secrécién de las hormonas tirbiﬂeas.;Uha de sus mGS‘im+75,}
 ﬁ6rtgntesfac¢iobes‘é§ éstimulér 1a bombd,de];yodb a través de
:‘?=mé§§n13mosidépénd1édtes de DNA-RNA y la especffica organifica-
cién'de'las yodbtironinas Adem&é, incrementa en Ta'gl&ndu]a
Mla oxidacién de 1a glucosa, el consumo de oxfgeno, la s?ntesis
de fosfolfpidos, el transporte de amino&cidos y la sintesfs =
,de_DNA-RNA y proteinas (6). La accibn de las hormonas tiroideas
1iberadas al tofrente'circulatorio se ejerce en todo el organis
mo;_fnteryiniendo enzldé'prdcesos de diferenciacibn y crecimieg
:to;céluIAr. Al ejercer su accibn, lasihormonas‘tiroideas se trans

forman a metaholitos inactivos, lo que‘conduce.a‘que'la concen-




tracién.rea] de. T4 y T3 en la sangre, disminuyen. Esta dismi- i .
»,nucion del nivel hormonal en. la sangre permite la liberacidn ‘

‘ de 1a TRH en el hipot&lamo, el que a su vez est1mula de hipd—’
 7f1s1s pard srntetizar TSH, queliberada a la sangre, de nuevo v
eaerce “SU- accién sobre la tiroides.. Todo e] proceso ‘s un c1a~‘ﬁh’
ro eJemplo de 10 que en endocrinologia se conoce como mecanismo ffl>
de retroalwmentacidn con el que se regula el sistema endncrino.7
‘Estos mecanismos de regulacién hormonal. que comparten las hor-'  ‘*

‘monas- de] lébulo anterior de la hip&fisis se: muestran en la

'figura 1




Figura 2

a}En la figura 2 se deta]lan los mecnnismos para todas las hcrmo- ‘
}nas conocidas de la hipéfisis de1as cuales, los correspondien—

ﬁggtes a la TSH 5810 se ejemplifican con 1a prqduccién de la 74.'

:
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'; cuando se extrae Y. purifica una hormona. el procedimiento se

‘”rfacompaﬁa de técnicas de caracterizaci&n, que permiten detectar

et grado de purificacién -que 'se ha alcanzado En genera1, es-'

7}tas técnicas sirven para definir caracterfsticas ffstco qufmicasi.f
pero las més importantes sonaquellas que permiten conocer la
actividad inmunoldgica y la bioibgica, propias de'cada'prqtef-

‘na. Hiéntrds que para la primera exjsteﬂ‘mﬁ]tipiés‘procediﬁjgg"

“tos (7) de mayor o menor sensibilidad y qué'en ios ﬂltimbs aﬁos R

~se han sustituido por el radioinmunoan&lisls (RIA) (8) (10 que -
permite manejar nuMerosos probiemas. simulténeamente y tener ade-
mis una extraordinaria sensibilidad a nivel de pg & ng), para

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

bioensayos en Animal completo para cada hormona'(s).

Para el caso especial de la TSH se hanyideado nqmér6sas técni-
cas (10), de las cuales la de MCKenzie (11)*permahece‘como 1§ 1,.'

: hss‘adecuadavpara cuantificar la actividad biolégica ‘de la TSH.

Runque la técnica original (11) se realizé en ratones, algunos

autores (10) han utilizado otros animales para demostrarvla‘caf“‘

pacidad que la tiroides tiene de captar y concentrar yodo radig =~

activo y~11berarlo a lavsangre periférica bajo‘la accién‘dé la'"‘

TSH.

Aparentemente, la rata ha‘sido poco févorecida para esta prueﬁa,fff-
aunque Lamberg (12) cita que Wolff en (1951) y Botkin & Jensen

en (1952) pudieron observar la liberacitn del 1311 a la'sangre,

2 a 4 horas después de una inyecciénvintraperiﬁonealbde TSH.
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fEn e1 Banco de Hormonas Protéicas del IMSS fue necesario desa- o

‘»rrollar la técuica de. McKenzie en ratas (10) porque era- el uni :7”.

.ico animal de. 1aboratorio disponible para desarrollar un. bioen_;ﬂ,'u,

 fsayo7de la TSH que se. extrae ¥ purif1ca en el propio 1aborato-

,_,7‘Cuando se aprend16 tudo 1o relacionado al isétopo, a !as

vfcondiciones del animal de experimentacién, a las condiciones

~:amb1entales y los efectos de la TSH en re1ac16n al tiempo, do- ,
sis y vfa de administracién (10) era necesario estandarizar la :

técnica para incorporarla a la rutina de los bioensayos.

_51 propﬁsito de este trabajo es presentar los resultados de d1~f
‘ cha estandarvzaciﬁn. 1a que se rea1116 con 1380 ratas prepube- :
. res.,durante un periodo que comprendid de mayo de 1982 a marzo

de 1983




) siologico-

Cepas endogimicas, ratls machozvaprague Dawley y'f; i
Evans‘ de 23 a 26 dfas de edad. con peso corpora
fGD-lUO 9 R L ,

"JQQSangre venpsa,o.s ml,vdoézveCes,bdr>animal.

’“;;_La7tiraiaes;u

u}';Estandar NIANDD-DTSH 9 con. actividad bio]égica de 7.54 Urlmg:
  :,Est5ndar NIH TSH 86 con actividad bioldgica de 2 54 USP/mg._  =

7fProductos bipnfisarios v
© 45hS, Extracto glicoprotéico (LH FSH-TSH)
: 39hS1 Extracto glicoprotéico (LK~ FSH- TSH)
Jo0t 39hS-CMe2 e ,(Lu rsn) ;
: ’_,;‘1‘45h31-cn-2-'nEAE-’2' e if(rsu) e
S IMSS heH Lote 9 L
‘:;ff_aabsl-cn 2-DEAE-2b V ‘ ; 1(bLH)
. 48bS -CH-2-DEAE-2¢ (bFSH)

Las'siglas utiiizqdas“béra;CQda producto»correspondén1é-ia‘no-
~ menclatura ntilizada'paéa%identificaf'cadé uno de lo§ p}oduc¥'
:tos; el nimero inicia] es el correspondiente al lote experi-
_‘mental. h= humano, b= bovino onovino. s1 primer sohrenadante
f_o extracto crudo qye;contiene las tres glicoprotefnas conocidas

(FSHu fol11c1e Stihu]ating‘Hormone-Hormona Estimulante del Fo-
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Lf;lfculo, LH- Luteining Hormone Hormona Luteinizante. TSH=“
hy ithtimulating Hormone Hormona Estimulante del Tiroide

;2?3e utilizan 1as siglas en inglés que son. de uso unfversal)

4= orboximetiiceluiosa DEAE= Dietiletilaminocelulosa; 2x
7isegundo pico de la cromatografia correspondiente. a.b,cu Frac-
k»ciﬁn de un mismo pico. GH= Growth Hormone Hormona de Crecimien~f3

,rrto. 9= Lote N2 ED de uso: clfnico.vavj;j»

iaigj Crista!er{a Lo S
,jf“i- Tubos de ensayo de 10 x 75 mm. 16 x 150 mm, 13 x 100 m
fii- Vasos de’ precipitado de 50, 100. 250 ¥ 1000 ml E
jv‘" Frascos émpula color ambar de 100 m1 Tl
-ﬁﬁ‘Pipetas de 1,, 5, 10y 20 ml.

fcjjAparatos Yy Equipos. : e '
f;fEVMicroscopio estereoscdpico Car1 Zeiss. modelo 6257"~~
~}o'%;Balanza Ana!itica Mettler. con sensibilidad 1 mg.» k
"efBalanza Anaiftica Mettler, con sensibilfdad 0.1'mg.:
- Balanza de 500 g, con escala dietética marca Chantillon.'-
osgBalanza Chyo Jipiter, con capacidad de 1200 mg ' -
';:Contador de Centelleo para radiaciones gamma, automiticof’T?:”v
_ Nuclear Chicago, modelo 4230. | ;,' '  $
of%italibrador de dosis, radiaciones gamma. Nuclear ChicagoL o
-'Contador de centelleo, system Automatic. modelo 1185
- ?*Calculadora Hewlett- Packard HP-97.
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fAiTijeras rectas .
f»Pinzas de’ disecciﬁn y bist
j/kderingas desechables de 2. _}_;ff a;,,_;_i5a

f??dérmicas da 21 x 32 mm | v ’ e
: 37iJau1as de acrtlico con rejillas de acero. modeio Jumbo.;: o
‘;5Lf-:Marcador de- roedores. ‘ ’

"5i;~:Algod6n y gasas

Dieta .
Purina Lahoratorios Chnw (0 5% de la sai yodada)

e

Extracto de t1rnides (Armour 0. 065 g. equivalente a

- 0.130 ma de fodo en combinacién orgénica).

Mafz quebrado.

Caseinato de ca]cio clave 1930. cuadro hasico del !HSS
»Protefnas "4' 88%‘j '

zGrasas;~

.;'?'s§1gs Minerales
- 25Humedad '
;Cnlcio | Sl
d'fF&sforo o ”o'szﬁﬁiJEfELf;'
.,_ $$0¢10 menor de: ‘f6F1%,f[s‘T



A Prgbaf&&ifn?dé{i&s animales baf&_bid&ﬁgaydzil'

‘Los éhih&iéﬁféé:mantuvieroh enléondfcidhes'66n$£éntes’de"tEQQ‘fg;"
', peracura (22“6), ciclo de Tuz (7 am a 7 pm) y alimento espe-

"‘fcial hasta 1a reanzaciﬁn del hioensayo El al1mento ccnsistid =

fen una dieta pobre en yado que ‘se prepnrﬁ de Ta stguiente maneww .

Cpat Caseinato de calcio en 18. 86% y un 811 de ma?z quebrada.

"El agua que 1ngirieron ad Tibdtum® contenia 130 mg de extracto  S

‘total de tiroides por cada 100 ml de agua dest11ada.

A 135 72 h a. partlr del 1nicio de 1a dieta se aplicaron: por. v‘a: 7
subcuténea 5 uCi de la soluci&n de Na Y3 en 0.5 ml de solucfﬁn o
sa11na fis:c!ﬁgica por animal y 48 h después se realizé el bio- \g]'f

ensayo propiamente dicho.

Pntpéagcxon'ueiuATAS'PARA BIOENSAYD

e g

0a72h | Suninistro de la dieta pobre en yodo y extracto total de
‘tivoides en el agua ingerida .
alas ~ '
72h \ Aplicaciﬁn subcut&nea de § pCi. de la soluciﬁn de n'I
- -por animal :
“hasta las : ’
‘ 120h v‘ : Tiempo necesario, para el equilibrio metabﬁIico de yodo
marcado ‘




'B)“ObténCiénlygmanejQ de 1&5 muestkas‘biblégicaézfv

7.',Se forman grupos de 5 anima!es cada un0° distribuidos por P

.fyl'pramedlo semejante Cada roedor se mantuvo baJo ligera anestesia

'f;.fde éter para extraer por pancién intracardlaca 0 5 ml de sangre’i :

' ;_:f(con aeringa desechab!e). la que se colocﬁ en tubos de ensayo

Tvolumen -de .1 ml cada tubo; 1nmediatamente despues se aplicé la ‘

 dos1s de TSH' designada a cada animal en cada grupe, por via subia 
:  cgt&nea q in;raperitonlal,en ynuvo1gmenAde 0.5 ml de,soluci&n

xégiinaﬁ‘Tfes horas‘déspuésrse{obtuvo'uﬁa segunda muestra de san
'  :”gre’dé‘0{5 ml por lq'mismé via la 6ua1>se 1levd a un volumen de
.1;ﬁ1’c§daftubo. Por dltimo, se sacrificaron 1os animales con

’hvelo seco para extirpar la t1roides, obtenida de la siguiente
a]tura del cuello, separando ast la piel y g]éndulas saliva%es

;3~vt1roides, éstos se. separan 1ongitudinalmente y se sujetan con’
-un separador de ojos, quedando asi tréquea y hueso 1odeo a!
.descubierto,»por u]timo, se corta eI segmento de tr&queavque

comprende hueso iodeo y 3464 an111os traquea\es 8 \os cuales

- se lava en agua corriente para eliminar Ta contaminaciﬁn de Fa-
"dioactividad y 1a tiroides se coloca en tubos de 10 x 75 mm

Z‘para conteo "in vitro"

Y

Ciede 10 x 75 mm para aforar con soiucién salina f1sio]691ca a un 1,“

manera' Se hizo una incisién de Ta p1e1 longitudina1mente a 1a'f; y1‘

’quedando al descubierto musculos que rodean a 1a tréquea y la gv,fv |

se encuentra adosada la gléndu]a tiroides. el segmento traquea1i\f"



Ef,',C);e}épakacjén.de17matéris1iﬁ&dfohctfﬁd?f, f?*?”f

.¥una concentraciﬁn de. 10 qu/ml, se e]aboraron alicuotas de 0. 5

’“‘e1 cnntador de, dosis Nuc1ear Chicago. para posterior aptxcaciéni.ﬁ;

jNIAMDD-oTSH -9 Dicho esténdar tiene una actividad de 7 5. UI/mg ;J/»“
"(lst bTSH) 53 /11. el que se prepar5 de 1a siguiente manera- -

‘ffgrupo de 25 alicuotas de 0. 5 ml (25 mUI), un segundo grupoe - de'

BT

a auimai utilizado en e\ bioensayo. |

'fﬂfEl Departamento de Medicina Nuclear del Mospita1 Gene

HjﬂDTJPFehérabiﬁn'de'ios e$t&ndares de origen animal:

’ CEntro Médico Naciona]. proporcioné el Na "‘I en so}ucién LT
'*concentrada, que es la misma. que se utiliza para diagnostico c]fp

. ilgnico~ dicha soluciﬁn se diluyé con solucién salina fisiolﬁgica a

:“»f?ml {5 uc:) a las cuales se les m1d16 su actividad en c.p.m.

";f?Se prepararon 100 ug (750 mUI) de polvo Y se disolvieron en

jv_;ls ml de soluciﬁn sa1ina, de esta soluciﬁn se formﬁ un pr1mer :R:ﬁﬂf

$

’lfg160 ul (B mUI) y por: ﬁ1t1mo un tercer grupo de alfcuotas de

”‘so u1 (2.5 mUI)

o Nsadewfraépiqnes ‘ *;fg1 : Ul '.'ﬁg;
| :és - 500‘ 2§ ;"' . ;3256
12 160 | 8 1040
10 s0 | 2.5 325




: NIH TSH BE Con actlvxdad bio16g1ca de 2 54 USP/mg. del cual

‘se pesaron 100 ug (2 54 mu) de- polvo y se drsolvieron en un:"‘ ’”

: ,;volumen de 10 ml de solucién salina fisioldgica, de esta so?u-aufﬁ

"“cvén 5e formaron 50 alicuotas de 200 w1 (5. 08 mU) cada una

,‘Todas las alicuotas se congelaron con acetona y hielo ‘seco y

se conservaron a ~23 c hasta su ut11izac16n.

Eerreparaciﬁn de los p01v05‘prob1éma:

*Los polvos ut1llzados durante el trabajo experimentai se pre» o
pararon de 1a manera siguiente En el caso de tener una solu-

cién (que genéralmente proviené de una,cromatografia de inter-
cambio ifnico) se le determiné la‘deNSidad éptica en contra o
del amortiguador con que se eluyo y el resultado se Ieyé en una  f 
curva de albﬁmina humana (0 15% ug a’ 1000 ug) 1e1da a 280 nm. ;-7
obteniendo ass la cantidad aproximada de protein& por ml de |

solucién

En el segundo cégdg'cuando el produdto eﬁtabé liofilfzado, se
pesd 1 mg de polvo,‘se d1so1vio en 1 ml de soluc1on sa11na f1-fr1
siologica y la sa!ucién se leyé contra 1a so]ucién salina ¥y e1’ '
resultado se obtuvo en la nisma curva humana obteniendo asf la

cantidad de protefna por mg. de po!vo

Ya que 13 dosis aplicada se hace por concentraciﬁn de prdtéfna;
conviene sefialar desde ahora su concentraciﬁn en los diferentes

productos.
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Productos
45h81 Extracto glicoprotéico
39h$1 Extracto gliCQproténg
3905 ~CH-2 . P
45hS |- CH-2-DEAE-2
| ABbS|-CH-2-DEAE-2D

?‘i“488$1§CM¥2?D5A5~2c:‘ o

'C0mo puede observarse. estos

dos de purificacwén de la hormona, cuya ap11Cac16n en e] bioensaye per-;i

mite el estud1o de 1a especwf

5itF)”Té¢ni&a:

'151 bwuensayo completo se hace
" buidos en peso promedio semea

dosis de esténdar y tres grup

s
e
(IS

‘Proteina ug/mg de polvo

o y/o wl - de solucién
(FSH-LH~TSH) | R § VA e
(FSH-Lﬂ~Tsu)ﬁf],;; ‘

750
(Lh- TSH) 325

productos correspondieron a diferentes gra»

1c1dad del nusnn

con 7 grupos de 5 an1ma1es cada uno. distri-“ '

ante"un grupo control tres grupos para la ,"‘{

0s. para’ el polvo problema

. C@ntro1 ; : Esténdar o “Problema ,
“Dosis 0.0 ng .9 ng 26mg 53ng | 25ng  50mg 100 ng
1  , - e - wimi- cewme mdme eeemiee
; 2 mmeem [ mmmmeea e a ammm - me——— i mese
-3 e - nmm mhem i s -;,_._
g e o e e e i e
5 S mmmsens  aeaue | eemes wmtae | Cmewan mmesen




tomaide E;ngre'gi

3 tiempo inicia] de bioensayo 85 la primer
: arifér(ca enun- vo1umen de 0.5 ml por anima!, inmediatamente
fdaspués se- aplica el est&ndar. en dosis de 13 ng (0 1 mu), 25
’_>n§ (0.2 mU). 53 ng (0 'y mU) en un volumen de 0.5 ml de solucidn -
>:'lsalina. por via subcutdnea o intraperitonial; por Gltimo, el pro

blema & dosfs de 25 ng (0. 2 mu), 50 ng (0.4 mu), 100 ng (0. 8 mv)‘-, R

) :La sogunda toma de muestra se toma a las tres horas después de ,;' SR

i;faplicado el estfmulo y Se sacrifica al animal” para extirpar Ia

5  _t1roidesk

'wTudas Yas- muestras biolégicas son llevadAS a conteo "in vitro“k»

Cen’ el contador de centel!eo Nuclear Chicago El cuadro I resumE»H

”:Ia anterior

v ?w;G) canteo y anatisis de los datos.A j:,1; ”f

NIAHDD oTSH 9

. Dasis 010 Tom | om T ] cemteor |
N8 del 5, Sp, | . Sp, Sp Spy Sp,
aninal By Oh L L3
1 591 84 | 439 711 190 24 | 259 399
2 827 - 700 - | 242 924 | 430 1653 681 708
3 702 467 254 1021 | - 338 1269. 415 364
4 587 1247 gz 74 | Ta T 695 887
5 6581364 233 81 | 563 148 497 19
¥ 613 | 920 22 | 847 Tarluss 513 | 615
b 307 525 739 102
42 233 272 734 140
1223 63
931 -111
20 192
785
W




TBERAGION A ) SANGRE PERIFER!CA os s HORMONAS TIROIDEAS 5
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Dosis de 1311
-(uci/animal’) o

19 tom

sangre perifériéé S

' 15.min después :

~dosis de TSH

- por animal:

i A las 3h
2% toma de sangre
(ml/animal)

m]/animal)

0.5

ng T

0 0
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| Estandar

S LN tn

s o
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o
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ooy .

48 horas después
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V-;gAlf'

'7Sﬁig[é,17r sangrado {c. p.m. )

"i sp2{;§'29 sangrado e P m )

e La- media obtenida pro grupo en cada[_angrado

-T%fgLa‘diferencia de las med1as por grupo

La: diferencia en c. p m.‘decada sangrado/animal

T e
T e S
u w

s Suma total en c. P m.

AT

: "ﬂ‘)' Arf»ai 5is ésta'disi.fbu_- del \b"ioér’isﬁ‘y’o: !

N Todo el an&lisis estadistico se’ rea1126 en un programa manual
'diseﬁado en la prop1a unidad (13) tanto para bioensayo balan- S
:{f‘ceados de 2 + 2, como 3 + 3 y cuyos esquemas (1 y 2) se. presen’

. tan a continuacion'

A,l) Determjnaci6n.de.1a‘activida& $1o1§g1ca'de li§ preparact0nég;fff"

t

‘lzLa determinaciﬁn de 1a actividad bioidgica de las horaonas puri-:;f

"j{ficadas 0 de preparaciones crudas (en las que se sabe que existe{ o

S la Tsn~pero adn contaminada,cqn otrq-hormona). se obtvene por me-

lfdidfdéfun ensayo balanceado de 2+2 & de 3+3, entendiendo por es-
- “to. dos dosis del est&n&ar Y. dos'dél‘pfob!ema’bara'ei primerVéa
: s0 y tres dosis para cada uno en el segundo caso. En cualquiera
:"fde ambos- disefios, hay un grupo control que recibe la so!ucibn sa-_

1,11na fisio]ﬁgica ﬁnicamente.

:,La ¢ohd1c16ngesencjal de! bioensayo es mantener'la misma relaci6n
‘ ¢efCamb10 de dosis en.el‘esténdar-y el problema (ejemplo: 10, 20,
40 ng del estdndar y 15, 30, 60 ng del probiema; la relacidn de

‘cambio en ambos casos es de dos. No se debe tener.g67élie§§§dd
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fiuna relacién de cambio de 2 y ene] problema de. 3 10 20 40
*rvs 1o 30 90)

"QEI numero de animales por punto debe ser de cinco. aunque;ccas,
: nalmente puede ser de cuatro, cuando un animal se pierde durante
el bioensayo, se promed1an los resu]tados de los cuatro restantes :

y el resultado se introduce como. el quinto

3La potenc1a b1olog1ca de 1as hormonas con el 95% de Iimites de - %  .
' confianza se obtiene del ana11sis de var1anza de los contrastes

'fpara las fuentes de variacidn: tratamlentos. preparaciones,.re-'

 ;gres16n, para1e11smo y errgr. exper1menta1, si se trata de un bio-QyJ wr

.ensayo 2+2 y_sives,uno de 3+3 se agregan la curvatura y la curva-

tura opuesta.

Los criterios de validéz o confiabilidad son: la lamda (1) que es =

un fndice de precisign del'bioensayo yVQUé se‘obtiene'devdiQidfr ~+

: 1a desviacion estindar entre la pendiente de la linea de respues-éf":‘p

. ta al 1ogar1tmo de las dosis.

El otro criterio de validéz es la (g) que es un indice de signifia;x

cancia de 1a pendiente.

J) Estandarizacién de la técnica »
Ya que el .propbsite de este trabaao es Ia estandarizac16n de la
técnica,vlcs estimu1os utilizados para el estudio fueron estdnda-

res ovino: NIAMDD-oTSH-9 y el bovino NIH<TSH-B6, proporcionados

por los Institutos Nacionales,dé Salud de los Estados Unidos.
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Sensibilidad Se determinﬁ con- 12 ensayos de 20 ratas cada uno. ,
,:distribuidos en cuatro grupos cada uno, es decir, un grupo con-  ?.75
],jftrol y tves grupos para las dosis del estindar El rango de Tlas
‘>dosis estudladas se’ fraccioné debido a que no era posib]e manejar f{f
 _51mu1t5neamente el graﬂnumero de animales necesarios para las :do-

‘_sis estudiadas.

El primer grupo de tres ensayos recibié dosis de 0.05, 0. 1 0 2

‘ : mUI, 91 sagundo grupo de cinco ensayos recibié d051s de 0 1, 0.2,
_ 0. 4 muI- y ql ‘tercer grupo de 4 ensayos recibiﬁ dusis de 0. 2 0. 4.
o oe mUI, del esténdar.vv

*ﬁVLOSjresultédos se expreSaronVen porcentaje de liberacién de 131

"é 1a sangre periférica y se grqficaron con el log de las dosis.

o Esgeqifigidad: Se,detérmfn6 coﬁ~¢uatrq.polvos hipdfisarios, d@s
- de los cuales eran de origén<humah6 y dos de origen‘b0viﬁé;'cuyast
5*»3caracterist1cas bxolﬁgicas y de concentracxén de prote1nas se pre '

“lsentan a continuaciﬁn*

Products Actividad biolégica Concentraciﬁn de Proteinas
L tetave) e et
: 45hsl-cn-2%bEAEe2 B L1 R
48hs -CM-2-DEAE-2b | b4 | B
. 48hS,-CH-2-DEAE-2c bEsH | osn
IMss-hGH-9 S .
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- Cada producto se ut11126 a las dosis de 25. 50 y 100 ng. que co-‘7j!
y;ﬂrresponden en masa a las de 26, 53 y 106 ng del estﬁndar, e1 en{‘j\;
isayo para cada produeto se hizo can 20 ratas, 15 para las dosis e
f‘del prOblema y cinco parﬂel control Los resultados ‘se. presen-'_ o
tan comparativamente en porcentaje de liberacian de1 1311 ala '

'qsangre,periférica.
JPrecisiﬁn' La reproduc1b11*dad de la técnicé'sé estudfd:durénté:’f‘
vflos meses de agosto de 1982 a febrero de 1983. con un tota1 de

 22 ensayos Para cada uno se utilizaron 20 animales distribuidus

“7;de 1a manera ya mencionada. El est&ndar se aplicﬁ en dosis de 0. 1, o

~55;0.2 2 0.4 muI. ¥ los resultados sg,prgsentan en forma,grﬁfica y

'IGStborrespondientes al an&lisisyéstﬁdistico: promedio (X), des-

~ viacién tipo 6 estdndar (s), error ést&ndafgiss);,pehdientg (b)}rnifia'

i‘e ndice de precisidn (lamda: 1), También'lbs datos'se prekéﬁthnvvins

f;en su transformncién semilogarftmica y 1ogar1tm1ca gr&fica. asi

“gcomo con datos - estadisticos.

Exactitud:}ﬁl,diéeﬁq.expekimental y el éonceptofde exactitud de‘~'

T e———————s et

~uqd'ensayoide naturaléza Quimfcan éambianven el bi@ensayo, debido
’a i& enorme vﬁriabilidad del mismo. E1 conCeptq=de que tan égn#.f'
‘cano estd e]‘vaior experimental del “real". sé‘sustituye por 195"
criterdos de validez (A) vy (9)}'E1 primero es también uhffndjce~i
| devprecisfﬁﬁ y el segundo cbrreépondé a la sighificahcia de la
pendiente.:oebe seﬁalarse que esfos par&metros'561o se obtienen
'en'eI bidenéaya completo; el anflisis de varianza para los con-

trastes'de tratamientos, preparaciones, regresidn,~para1elfsmo'

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



R ¢

‘cionan la probabilidad estadistica de la 1nf1uenc1a Gue cada fuccf

.tor n1ene en: el,ensayo mismo.‘81 la lamda es menor de 0. 30 T ’ff

'ff"g" menor de 1. se puede obtener Ia potencia de] problema dun sué if

gilimites de ¢onf1anza al 95%.

'ﬁPara 1a realizacién de esta prueba se uti]izaron cuatro productos,
"de dos diferentes 1otes humanos, cuyo ‘grado de pur1ficac16n era_
'»ftambien diferente. Para e! estudio comp]eto se utilizaron 535 ra-; L
Tftas, aistribuidos en 35 animales por bioensayo, el nGmero de expe,”
‘ﬂfrimentos para cada polvo aparece en la tabla correspondiente de
 }esu1tados. Para 11ustrarins también se presentan en forma de graf
'-ficas. Los resultados se presentan como el promedio del nimero de:‘
| ensqyos y el an511s1s-estadist1;o 56 hizo con 10: programas manua

tes ya mostrados.
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fSensibilidadgéLa primara seccion de la figu'

15 de 0.05 nUI del esténdar ovino, (N1AMDD- oTSH=39) no- “tiene ningunﬂf

';Gagfecto sobre Ia liheracién de! 131! de la tiroides, mientras que

”'flas de 0.1 y 0.2 mUI son claramente efectivas; la dosis de 0. 1 11-1

3 _bera del 5 al 12.5% de la radinctividad presente en la gl&ndu!a Yoo

_]g[]a de 0. 2 libera del 20 al 54%, En 1a segunda’ seccion. se confir- S
‘Jma que el efecto de la dosxs de 0. 1 alcanza el. 15% 1a de 0. 2 88
Ti:‘de 1a misma magnitud obtenlda en la primera secc:ﬁn y que 1a de

f;o 4 ya. no rebasa los niveles de la 0 2 mul.

f:En 1a tercera secciﬁn se observa que la dosis'de 0.2 no tuve efec

~to en uno de los cuatro ensayos; que la ddsié~de 0.4, aunque'siemy -

z'pre posxtiva y mayor que 1a de 0 2. es en conjunto de menor mag~
~nitud que la observada an la seccién dos. Adem&s, ,1 efecto de L
‘dosis de 0.8 mUI. aunque siempre positiva, es claramente inferior it

. a 1a dosis de 0. 4 mUI

*Estos datos indican que 1a dosis minima de1 estimula aplicado es.;
de 0.1 mul y 1a méxima util es de 0.4 myl. ‘ ;

_Porjotro lado, debe hacerse notar que 1a diferenc1a5de[1a§magni;,
,,ftud de 1a résphesta entre dos dosis, es en generaI;‘mayor‘del’IS%,'
*ka excepcidn de dos casos (secciﬁn dos) en los que la diferencia es

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

" E1 otro dato importante en gl estudio de_la,se051bf1idad es que
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 a>1ns ensayos se verificaron a 1o largo de ocho meses. 10 que obli

?\gar& a hacer consideraciones de la respuesta de] animaiaa’un misf“‘“

=vmo estfmulo. en Tos - diferentes periodos del- aﬁo.t,

i7 Lds resuitados obtenidos‘permiten déjar estab]ecido»qﬁé 1a sensi
k”'bilidad de! bioensayo es de 0.1 mUI y que hay 11near1dad de la
f-respuesta hasta 0.4 mUI. del est&ndar de TSH. )

:» £spec1f1c1dad Los resuitadas de cumparar el efecto de. una TSH

. humana con 1a GH del mismo origen, asi como con la LH y 1a FSH

L de origen<bovino. a dosis iguales, e;;sn Qraficados e 12 figh-bv"kv‘

ra 4. Es evidente QUe la TSH'humahaftiene una respuesta p051tiya'
pfOporcionaI al aumento de_1as dosis; que la GH humana, por el

,coﬁtrario; disminuye la respuesta conforme se acreC1enta ia‘b§n~»
Ctidad de hormona aplicada. y que la FSH y 1a LH bovinas no son o
un estimulo especifico para 1a 1iberac16n del 1311 de la tiroi-f

: des ala sangre perifér1ca

f\PrecisiGn:.La figura 5 muestra‘las respuestas para cada dosis de 
105 23 ensayos que se realizaron entre‘Ibs meses de agusto de
1982 a febrero de 1983, Las respuestas se gra\ican en porc 7:3e‘

fde liberacidn del ;311

$i se analiza la figura en conjunto, s6lo puede‘decirse que’ hay -
una- tendencia brecienté‘en 1a magnitud de la respuesta, conforme
aumenta la dosis; pero si se analiza cada uno de los ensayos, se

‘encuentra que solo 16 tuviéron una Eespuesta proporcional. a las

dosis; el nameroc 9 respondié inversamente sroporcional a gilos;
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el 16 y eIVZD disminuyeron si respueéta en la dosis intermédia;

fel 18 21 y 22 muestran respuestas negat1vas en alguna de 1as

dOS is. .

viSi se. e11m1nan 1os ensayos con respuestas negativas y se ana1i-

'"zan g]obalmente las respuestas para cada desis, con los datos
' origina!es de las cpm de los resultados, s1n transfurmac16n por-

centual, ‘5e encuentra 1o siguaente

Dosis (nUIde TSH): .1 0.2 04

A . . ———

T ~ Coeaze 726 1181
CUES oo 1000 151 238

v  ' s 1202 100.0 - 108.5 =

..

La media (X) aumenta proporc1ona1mente con 1as dnsws, pero 1as i

:imedxdas de dxsnerswon son, enormes

‘ Si se ana1izqnj1ws"rgsu1tddosfdeklos_cinca énsayQS'dé 0.1, d.?

¥ 0.4 nUI de 1a sensibilidad, de los cuales se sabia gue todas
: erahvrespUeétasvpositivas } proporcionaTes‘a~1as dosis sefiala~-

daé; tampoco disminuyeron las dispersiones:

Dosis (mul de TSH): 0.1 0.2 0.4

2 -

ES 0 o+ o28 a7 e
'7 ;6v',«]*xf{i'f§P!#;Z  ,f»i29}é'i » a3 100.9

‘en la tercera d051s, se deprwme la respuesta de] 19 Y aun més, :’Qjﬂ
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La dispersidn de. los resultados obliga a hacer transformaciones';zﬁh”‘”

1tanto ‘en: las dosis como las respuestasL

'rEn la Tabla 1 que corresponde a los datos transformados de - 105'

A.ensayos que tuvieron reSpuestas progresivamente Lrec1entes a lasff;,l

dosis, se tiene en el lado izquierdo 1a transtrmacién semiloga-' o

: ritmmca, en la que T1a transformacién log es para Ias dosis, los

datos anotados corresponden a Jas diferenCIas de’ las cpm. entre

‘las dos muestras de sangre, para cada dos15»ensayad v-En'el ladO":J”JL 

vderecho, la transformac16n es log, tanto para las dosis: como pa- f-‘;

ra-las respuestas. Lo~ que se advierte es que con la transforma-;i;
cidn Tog- log. las medldas dedispersiﬁn dism1nuyen en forma muy

importante.

$i se analizan 1os resultados correspondientes unicamente a los”’f
ensayos- con respuesta err5t1ca. en la Tab!a IIque tiene la. mis;f '
,fma distribuciﬁn que 1a anterior, se observa que 1o seﬁalado paA”{
 ra la tabla prev1a se repite en esta, otra vez, debe seﬁaiarse

que los datos de dispersién son mucho menores que en la primera. ;“

Otro dato, que debe andtarse’ Y qug,corresponde»a‘las dos tabJaSy .
de datos, es qué'la‘dispérsién e$.mayor en fa‘respuesta a 1hs_f1’
dosis mds pequefas y que disminuye pkbporcﬁoﬁalmente‘conforme
aumentan=estas; §~excepc16n de 1a transformacién log—log'baraiﬂ

Tos ensayos que tuvieron respuestas erraticas. en las- cuales el S

coef1c1ente de variacidn es bastante homogéneo.




* RESPUESTA CRECIENTE A'LADOSIS . .~
o >"Semi.~'l..og" '“ k ' Log-Log
_ DOSIS LG
' Fecha. - e
, 0.10 0.20 0.40 0.10 | 0.20 o.a%
13-VI11-82 - 30 116 . 1.48 | 2.0
20-VI11-82 190 197 317 2.28 2.29 | 2.50
. 10-1X-B2 247 525 739 2.39 2.72 | z.87
17-1%-82 1 31 60 0 1.4 | 1.78
- 26-1X-82 - 21 405 731 1.32 2.61 | 2.86
© 4-X-82 9 29 61 0.95 1.46 | 1,78
18- 82 44 169 - 2648 1.64 2.23 | 2,42
15-Y1-82 78 138 130 1.89 2.14 | 228
29-X1-82 70 15 281 1,84 187 | 2.3
13-1-83 36 203 286 1.56 2.31 | 2.46
22-X1-82 0 216 266 1.89 2.33 | 2.42
22-X11-82 . 26 54 - 1.41 | 1.73
24-11-83 - 138 142 - 2.18 | 2015
p= 696 2182 3467 15.76 | 26.48 | 29.69-
X s L0 167.80 | 266.70 1.576 | 2.037 | 2.2838
s = 83.94 151.58 | 226.70 0.697 | 0.451 | 0.3744
£.5. = 26.54 42.04 62.87 0.220 | 0,1251] 0.1038
y = 7085.20 | 22977.97 | 51386.23 0.486 | 0.203 | 0.140
Cv. = 119,45 90.30 85.00 44,23 | 22.10 |16.40
'Ta61a'l{-'An§lisis estadfstico de Ta precisi6n de los ensayos con respuesta

§r9ciente a la dosis, con transformacibn semilogarftmico y log-
0g. : C . '




RESPUESTA ERRATI CA EN ALGUNA DOSIS

‘Semi-Log B _Ldg‘;‘-‘ZVL\b'g"_i': T
S b Lo we
1 0.0 “-g‘o.'zo | 040 010 [o0.20 | 040
m | am I 2.23 |2.69 | 2.58
448 a1 58 265 |1.62 | 1.7
o 75 340 1.97 | 1.87 | 2.53
210 59 | 102 2.32 |24 | 2.00
o 158 | 438 2.4 |2.20 | 2.64
1202 | 1022 |13 11.61 1078 | 11.51
240.4 | 208.80 | 264.20 2.32 | 2.518 | 2.302
1335 180.77 | 172.40 0.252 |0.424 | 0.39%
‘50.86 | 8L06 | 7.3 0.1130 | 0.190 | 0.178
17834.30 | 32679.20 | 20723.20 0.063 | 0.180 | 0.157
55.50 | 88.30 | 65.20 10.85 | 16.8 | 17.20

errdtica con transfovmaciﬁn semilogaritmica y log-log.

la 11.- Anilisis estadfstico de 1a precisi&n de los ensayos con respuesta
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Si.ahora se comparan grificamente (fig. 6)1ios,re§ultaq¢s;éel";7TU
‘primet grupo, I (pon-respuésta'poﬁitiv& a laéfdos1§)-cnﬁ-é1 > >”
grupo totdi,rll (que incluye 1as~dé respuésias err&tfcds);‘se;éfé_{;v

-observa que en su transformaciﬁn semi 109ar1tm1ca ~et primerO‘_ﬁ;ff

tiene una comp!eta 11nearidad, que no tiene el segundo

En cambio, en la transformacian log-log (fig. 7) se demuestra

que Ta linearidad corresponde al grupo tota1 (II)

Por lo tantn. una transformacién semi logaritm1ca es suflciente'*.
si se trata de ensayo con respuestas progresivamente crecientes   i

a las dnsis. La pendiente de esta recta fue’ de 328 y su coef1-~f5f-‘=a7" 

| ciente de regresibn: 0.47.

‘Para la transformacidn log-log;_la“pendiénte fue de 1.543y su -

coeficiente de regresién fue de 0.32.

La precisibn_de1 bibensayo'probidmenté,didhoAse_veraueh¢el.51; §

guiente tema de exactitud.

Exactitud: Aqui. la exactitud se estud16 con eI est&ndar ovino..;u =
a las dosis ya seflaladas y dos productos de origen hipofisar1o
"humano, con dosis discretamente superiores a las del esténdar

¥ conservando 1a misma relacidn del cambio de dosis.

Los productos emp1eado§ procedian de dos lotes, de Tos que se

esperaba una actividad diferente en razén de los tambisn dife-

rentes procedfmientos{de almacenamiento de las hipdéfisis de

donde procedfan. Las gr&ficas de la figura 8 corresponden a Tos
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datos. agrupados de los resu]tados de cada dosis. de1 nﬁmero de'f’

»fhioensayos practicados para cada producta.

vH;Para~téner°una'méjor 1de57de1”fen6menn subyacente (respnésta'é
‘5ila dosis) 1a respuesta se graficﬁ sin la transformacién porcen» v
tua1. sino como 1a diferencia de las cpm totales de 1a sangre B

.periférica, antes y después del estimulo

arEn las dos primeras gréficas que corresponden al lote que se- es-
;H_peraba cen.poea actividad biolbgica, se advierte que hay un ma-i
:fyor para]e]ismo (1dentidad) en el producto. més purificado (39hS1

_‘CH~2) que cont:ene la TSH aﬁn contaminada con LH, mientras que'
el productovcrudo (39h$1~Extracto glicoprotéico) que ademis con-
tiene 1a contaminacién de FSH, la respuesta con paralelismo ape-

has’comfénza-en 1a seguuda d051s;-ldem&s 1a magnitud de la res- »
puesta €5 mayor en e1 producto menos cuntuminado. que en el ex- Tiji

tracto crudo.-

Lo mfsho puede d§cirséfdé] lote 45, en el que el producto pufi-'
ficadb.(TSH) no solo tiene uh;‘resbuesta mayor de magnitud y una
linearidad evidente con respecto a un extracto crudo (45hS ~EXe

-1tracto glicoproteico), sino que también mantiene un mejor para-v

1elismoken sus tres dpsia. con respectu al estdndar.

.. Cuando se’ap]ica el andlisis estadfstico a sus resultados numé-
rfcos. los cuales se presentan en el Cuadro II, se advierte de

inmediato que para los tres primeros productos no hay criterios

de validez confiables, por lo que no se pueden determinar sus




CEXACTITUD -

POLVO

| rovencia mur | Tiro oE Ensavo-

BlO -

- '39h$,~tx7aqtro‘qL;cobaoxsncb}(féu-nn-rsu)

w07 |

- ge8.580

¢

2+ 2

39hS, + CH = 2 (LH-Tsh)

. a=0.677
3,559
_ g=h.550

2+ 2

 Ushs | ~EXTRACTO GLICOPROTEICO (FSH-LH-TSH)

h.753

- A=0.577
923.300

242

U5hS-CH-2-DEAE-2 (TSH) = . .

A=0,400
1.865
g=0. 494

3+ 3

A=0,245
2,117
g=0,789

2.+ 2

3=0,375°
g=0,668

242

Cuadro 11, Estudio de exactitud con criterios de confiabilidad.
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‘1Tm1tes de confianza y por 1o ‘tanto, la potencia relativa del

»problema queda invalidada

-En cambio, el producto purificado (45h5i;CM§2~DEAE~2). qué eﬁ,b
el diseﬁoreiperimental de 3 + 3 y en uno de 2 + 2 tiehe«una
lamda discretamente suyperior al limite permisible, posee,una
"g" excelente y por lo tanto, la potencia estimada es vaian.f;

De las tres estimaciones {(que son muy similares entre si), la .

segunda 1lena tgdos‘los requisitos de los criterios de validéz,u ,'j

‘por 1o tanto, tiene limites de confianza al 95% y la potencia i

estimada se acepta con confianza.

Ademds de la estandarizacidn de la técnica, se buscéd 1a‘rela—.
cién de las potencias del est&ndar ovino y del bovino. En un
ensayo balanceado de 3 + 3 y teniendo al ovino como est&ndar 3
(7.5 UI/mg) se encontrd que la potenc1a del bovino era de |
6.887 Ullmg con Vimites de confianza al 95% de 3.963 y 11. 969
Ul/mg. Si con los mismos datos del bioensayo se califica el
ovine contra el bovino (2.54 U-USP/mg), se emcuentra que la po-
tencia del ovino es'de (2.766 U-USP/mg). E1 biocensayo se repitié
una semana después -y Yos resu?tados fueron muy parecidos: e} bo-
vino-con 6.510 Ul/mg y el ovino con 2,928 U-USP/mg. Como no se

' pudo obtener la definicidn de 1la unidad USP, 5610 puede decirse
que Ta unidad USP tiene mayor actfvidad que la inteérnacional y

que el estdndar ovino tiene una actividad discretamente superior

al de origen bovino.
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;Debe seﬂalarse que la comparacién deestos estandares con la_7f'

ZETSH humana mis purificada en: este lahoratorio, demostré 513- ' 

 tema'1camente que la potencia en crden decreciente. fue.«_.giTy

 6v‘  bovino y humano

'Aunque en la seccidn de Material y Hétodos se describié que
- también se extrala l1a tiroides para conocer su depleciﬁn de

U’I desde las pr!meras etapas de este estudio se abandonﬁ

dicha practica. porque pronto se observ6 una dzspersiﬁn de datos L e

“muy acentuada 'y no hubo una correspondencia estricta de la de-

'plec16n del ”‘I al aumento de las dnsﬂs.
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' DISCUSION

;fElvﬁresente estudin es 1a demostracidn de que la rata Sprague~
u,'Daiiey, macho, de’ 23 a 26 dias de. edad es también un animai de_ 5
laboratorio Qi1 para el bioensayo de TSH. realizado cnn Ta
_',técnica de McKenzie (11). La estandarizaciﬁn de la técnica fue B ,j”
posih}e en base al estudio previamente. realizado en el mismo 1
i,xlaboratorlo (10) del metabolismo del ’3‘1 en las cepas de ratas

 Long-Evans y Sprague Daw\ey

vOtra aportacién del presente trabajo consistig en sustituir la:
,punciﬁn retroorbitaria por la puncién intracardiaca, lo que per
'miti6 tener un mayor vo1umen y por 1o tanto. un mayor niamero de

cpm; as¥, pudo obtenerse:una‘diferencia de cpm més significati-;

va enﬁre las dos muestras de-sangre que conforman el}bfoénsayo

en cadé animal. Ademés; pudo acortarse ei'tiempo de duraci&n delk "
: bioensnyo. ya que fue suficiente un periodo de dos d1as con die~
ta pobre en yodo y la administracidn simultdnea de extracto to-

tal de tiroides antes de aplicar el 156topo, también seiacorté

ei iiempo para alcanzar el equilibrio metabélico. qde se fijé

avi&s 48 horas de aplicadoiel,?’?l.
‘ Otr& mo¢1ficaci6n a lq técnica recbmendaéa'(IO) fﬁe']a vTa.de ad3
ministracidn, que fue mis repraducib]e‘en;Jos_resuItadOs. cgandd~ﬂ |

se administr6 por via subcuténea.

Es interesante que la sensibilidad de la técnica en ja rata es
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. -1gua1 ala pr1mera 1nformada po. HcKenzie (IQ y a Ias de otros, S

N janotadas por el mismo autor (1) .

‘fAunque la técnica realizada en ratones, ha mostrado una mayor

"sens1b1]idad (11, l&ih que la aqui presentada para la rata. Ias
'rgsultgdos demuestran que para cuantificar concentraciones de
TSH en 1los pfoductos que se purifican en este léboratorio; Ta

sensibilidad de la técnica es muy adecuada,

~Debe hacerse”notar-que'lé‘rata ha sido el animal recipientevde'
los esthdios‘ del me'tabolismo de 1a TSH (18) y tambien de otros
tipos de- bioensayos (13), pero no se le ha con51derado como un

animal adecuado para aplicar la técnica de McKenzie.

En cuanfo a losfresultados de 1a especificidad es evidente que.
una: TSH altamente pur1f1cada tiene una accion Iiberadora de. 1311
desde la tiroides a 1a sangre periférica y que esta 11berac1on o

es proporcional al aumento de la dosis.

Los notables resultados con la hGH, que tuvieron una pendiente
"~ ‘negativa, se explican por eT conocimiento pre&io de que la hor-
mona en cuestibn teniakuna alta contaminaci6n de TSH, lo que se
debifa a lé prgsencia del 2-mercapto-etanol en los pasos inicia-
;_jgs de la extraccién de las glicoprotefnas, como fue informado |
por‘Elrick {20) y qde fue ia técnica utilizada para el lote de
donde procedfa la TSH. Ya que su pendiente negativa indica la

no identidad delrprodUCto con respecto al estdndar de TSH uti-

11zado en el biocensayo, solo puede decirse que Ta hGH en cues- -
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ggtiGn tiene cohtaminibién dé'TSH, aUnQUe.no pueda, cuahtiﬁ{éifsé‘
f? sy potenc*a, debido a la no identidad de 105 productos.yPor
f,otro lado debe recordarse que Ching (21) sug1ere que la.GH po-
 fdrfa potenc1ar la accidn dela TSH De todos modos, es ev1dente
7-que aun deben estudiarsgaen nuestrq.caso._dos1s menores de‘zsfng} *
' de hGH pdr énimal, con Abjeto de gbnoter el verdadero efecﬁo:de

lla=TSH contaminante.

'°Algunos autores (21- 23) han informado QUE13 LH de rata estimula -

,'va liberac16n de las. hormonas twroldeas en el polio y en eI re-'f.»f B

n;cuajo 6 en el ratbn pero no ha sido muy claro‘s1 1a LH.ut111 Pj;
,iéda'era suficientemente pura, ya qdé‘como se sabe, la mis~fre;‘
ktﬁente contaminacifn dé lakLH es Ta TSH (24) y 1a inversa es tam
bién cierta. La LH bovina utilizada en este trabajo_demuestra .
‘claramente que‘nO'tiene‘ninguna accibn para liber;r el 1311 de ‘
1§ tiroides, aqune debékhacérse notar que,iasAdosis utilizadas»'
fueron muy pequéﬁas compavad&s'Canlas reportadas por otros (21&

23).

En cuanto a la FSH, Breneman’(ZZ) asegura que no tiene acciﬁn a -
‘1a TSH en el po!lo y aquf puede verse que Ta FsSH bovina no tuvo

‘ acc16n importante en el bioensayo de McKenzle

Esjconveniente seﬁalar~en relacidn a las gonadotrofinas, que
otros (21, 23) han indicado que dichas hormonas comparten con la

TSH, similitudes de composicién quimica y eStructUra, 1o que”po¥

dria explicar que una LH muy purificéda (23, 25) tuvo una respues
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‘1'ta'pqsftivareﬁrél‘bibensayo~dé MéKenzig.,EStbs'heéhééééﬁéieréﬁl

o ;que‘lé*esbécif1C1dad dé‘1a'£écnica para TSH’se dbmbafﬁeléod 1a
fLH En nuestro caso, queda aun por comprobar 1a acciﬁn que las
~gonadotrofinas humanas altamente purificadas puedan tener en el o

‘b1oensayo de McKenzie

nQue la capac1dad de respuesta de la rata al est1mulo de hTSH,

"«fcambia de una semana a.otra y tambien con las ;staciones de] aﬁo.

queda bien ejemp]iflcado con }a gréfica de reproduc1b1l1dad No
:sélo la magn1tud de 1a respuesta cambia. de una semana a’ otra La
Apesar de que las rond1c1onps experimentales se mantJvieron cons~

tantes, sino que a partir de-novaembre de 1982, y de una manera

m§§>clara. desde diciembre hasta febrero del 83, las respuestas
se volvieron errétlcas y a veces hasta negativas. Esta variab1-
J1dad de la respuesta bioldgica a los estimu1os con 1as estac1o- o

‘?ngs de] afio ha sido sefialada (26'2&vcomq una»caracteristica-de

Tos ritmbs Biolbgiéos. Es interesante que'dichos cambios enrlas

respuestas de los animales en el presente caso, se manifestaron

a pesar de que ellos se mantuvieron en cond1c1ones ambienta1es
estrictamente constantes y por lo tante, los cambios en las.res~
puestas no pueden adJudlcarse a las variaciones ambientales. que

~1nf1uyen ‘de manera tan importante (10, 2%

Esta'variabilidad?de las respuestas. obliga a recurrir a trans-
fbrmaciones estadfsticas de los resultados,para encontrar la 1i-

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

autores (15,31) han reportado modificaciones tanto a la técniéal
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‘como al analis1s estadistxco, para aumentar ia sensibilidad asi‘}xf s

En 105 datos aquf pre-ﬁlﬁ

.sentados para 1a prec1516n de1 ensayo. los coeficientes de va- ;.fo :

riac16n aun en transfbrwaciones semilog y !og~log son todavfa

muy 1mportantes. Aunque las pend1entes y 108 coef1cientes de re-

;gresién de las rectas obtenidas con los datos transformados son
-aceptables, la persistencxa de malas medidas de dispersion, ex-: (i
. plica porqué en. 1os bioensayos se recurre a criteruos de validez%

LR de ~confiabilidad, con los que se sustxtuyen los. criterios de

prec1516n y exact1tud de la estad?stica de. los anélis1s qu1micos,f

tal y como se describid en Metodologfa y Resu]tados de exactitud.
A,pesar de estos rgsultados, 1a técniga de McKenzie continfa

siendd favoreéida por 1os‘experimentadores, débido aique tiene

las menores dispersiones, -comparada con las otras técn1cas descr1  fjif

tas para el bioensayo de TSH (32)

El concepto de exactitud de los b1oensayos se demuestra cuando

- axisten 1os criterios de validez y se- pueden determ1nar Tos 1imi-

tes de confianza. Esto sélo es cierto cuando la sustancia prob]e- 
ma es‘SUficiéntehente pura, para dar uné;respuesta-ljneal prhpor-f
cioﬁal a la dosis (30). Esfo’quedﬁ demOStrada en las figuras B‘y R
_. s1gn1ficanc1a de la pendiente y paralelismo s6lo se dan en 1us

productos de mayor purificacién.

‘La comparacién de las actividades de Ta TSH bovina con el estindar

de TSH humana, con TSHs parcial y a]iamente purificadas (17), asi

o comq‘la éomparacién de métodos de bioensayo de TSH utilizando como
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‘ gestandar la TSH bovina ¥ la: humana (33). demostraron que Ia‘ f’
‘ ihumana es de menor potencia que el bovinu. ohservaC!Gn "epe”‘

' *tida ‘en nuestros resultados. que se amp11an con la demostra;

fciGn de que a. su vez, el bovino es de menor potencia que e]f__:

ovino.

Es probable que e‘ bioensayo ﬂauf reportado pueda meJorarse con o
a]gunas mod!ficaciones tales como el agregar tiroxinas para re-’f 1
forzar 1a fnhibicién de 1a TSH endégena (11; 14, 15, 17, oy

deberén estab]ecerse suUs condiciones utilizando un esténdar de

origen hipofisario humano. ‘como otros han recomendado (17, 33)"'




.58 hicleron algunas mod_f1caciones a-la técn ca 109"5330 e“

:~rata para la TSH humana, preVIamente estudiada en este laborato

VVPiO.

:”Se realizﬁ 1a estandarizacién de la tecnica y se demostro que
tiene una sensib111dad de 0 1 a 0 4 mUI/mg, que su especific1dad

permite demostrar su actividad tanto en la TSH pur1f1cada, como
;én productos parc1a1mente purificados. asi como -en hormonas d1fe—~
‘rentes ain contaminadas con TSH. una vez mﬁs de demuestra la gran
variabilidad de las respuestas en 1os bioensayos, cuya precision
»puede obtenerse, yd sea por modificaciones ala tecn1ca, asi como
con transformaciones estadisticas de los resultados. finalmente.»
- se demuestra que 1a exactitud sﬁ]o-extste en el bioensayo de una

TSH altamente'purificadé,‘eXpreshda en 1os-cfiterios de validez

de un andlisis estadfstico, que permiten determinar los lumites
de confianza cuando se quiere conocer 1a potencia relatiVa de una

‘hormona a su estdndar.

~Se compararon las potencias de los est&nd&re#jdevISH:ovinévyﬂydi,

k.yina. asf coho'?a-de'TabTSH'hhmaﬁa obtenida en el vrqp1d:i#66té~k »

torio. ,   ', L
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 CONCLUSIONES

‘ffLOSHre§u1tados de este trabéjo permften‘estahleéeé~533'ébndi- Ly
ciones en que vutinariamente debe realizarse el bioensayo de ‘
TSH de los productos obten1dos en el laborator1o y que son .de

origen hipofisario:

-Raﬁas de cualquier cepa y sexo, de 23 a 26.das de edad, mante-
nihés en condiciones ambientales constantes, con una dieta nutri-
tifavy;pobre en yodo desde 48 horas anteS de apliéér‘él isétopo '
'por via subcutdnea, a dosis de 5 uCi/animal y con la admlnlstra-'
cidn oral de extracto total de tiroides, a la dosis de 130 mg

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

Dos’dfasvdeSpués, aplicacion por via subcuténeak(o 1ntraperito;l
‘neql) de 1a TSH e;téndar ovino a las dosis de 0.1, 0.2 y 0.4 mUI>
y el problema a las dosis de 25, 50 y 100 ng, en un voldmen :

de 0.5 m1 de solucidn salina isoténica.

Obtencidén de 0.5 m1 de sangre por puncidn intracdrdiaca, en el
tiempo 0 (inmediatamente antes de la aplicacidn del estimulo), y
a las tres horas de aplicado el estimulo, mahteniendo a los an{-j

males bajo una anestesia superficial, con &ter,

Conteo de los tubos con el 0.5 ml de.Sangre'que se 1leva. a un

~voldmen final de 1 m1.

Calcular la respuesta en % dél aumento delynﬁmero de cpm enh re-

‘lacién al tiempo cero,
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~Graficar las respuestas de. 1as dosis delkeSt&ndar'yﬁde1'prob\eﬁa"'
i‘en papel semilogaritmico. | SRR

‘*cdlcu1ar Ta: potencia relativa del problema. con sus limites de u

‘conf1anza (cuando ex1sten) por medio del programa manual dise-"f;}f"

7ﬁado en la unidad
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