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Ell'll'illlllll!lllVICICillllll. 

La Endocrinología ha venido evolucionando desde una concepci6n 
meramente clínica hacia lo que es hoy: una disciplina en la que
se conjugan entre otras, la Fisiología y la Bioquímica aplicadas. 
El empleo de sofisticados an&lisis químicos combinados con inge-
niosos modelos matem&ticos, ha permitido arribar a conclusiones -
metodol6gicamente muy bien sustentadas y a emitir conceptos a la
vez nuevos y valederos. 

Tanto el estudio de las diferentes facetas del eje Hipot&lamo
Hipofisiario, cuanto la evaluaci6n de las acciones hormonales en
los tejidos, son motivo de intensa investigaci6n en la actualidad. 
Ubic&ndose en este contexto, se decidi6 estudiar algunas de las -
diversas influencias que tiene la hormona Prolactina sobre la fi
siología del eje Hipot&lamo-Hip6fisis-Test!culo, tratando de oh-
servar las diferencias existentes durante el proceso de la madur~ 
ci6n sexual. Por considerarlo de utilidad e interés, se incluyen 
las siguientes secciones en las que se describen algunos aspectos 
relevantes al respecto. 

I. PROLACTINA: GENERALIDADES. 

La Hormona Prolactina (PRL), conjuntamente con la Hormona de -
Crecimiento (GH), y con la Somatotropina Cori6nica (CS), pertene
a la familia de las Somatomamotropinas. Estos péptidos tienen a~-
ciones biol6gicas comunes, tales como la promoci~n de la lactan-
cia y el crecimiento. Existe una gran similaridad estructural si 
se analiza a estas hormonas en las diferentes especies, lo cual -
sugiere que los cambios en su duplicaci6n genética durante la ev2 
luci6n de los vertebrados, fueron relativamente limitados ( 89). 

La PRL es una cadena polipeptídica simple con 3 puente disul-
furo intramoleculares dispuestos entre sus 198 amino&cidos (89). 



-2-

Tiene un peso molecular de 23 kilodaltones, hecho que la ubica
como una hormona relativamente grande. Como tal, sus efectos se 
ejercen preferentemente atrav~s de receptores membranales especf 
fices y se han implicado a varios compuestos como segundos mensa 
jeras de su acción. 

La PRL tiene efectos múltiples y se le atribuye más de 90 a~ 

cienes diferentes (90). Su intervención en procesos fisiológi-
cos tan diversos como la osmoregulación, crecimiento, desarrollo, 
metabolismo y la reproducción,se han documentado en diferentes -
especies (90), Entre las acciones más conspicuas de PRL entre -
los mamíferos, se deben mencionar las referidas a su capacidad -
lactog~nica, las concernientes a sus influencias en los diferen
tes niveles del sistema Hipotálamo-Hipof isiario y las que tiene
en el Sistema Reproductivo. 

II. PROLACTINA Y EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIARIO. 

Las complicadas interacciones entre PRL y la unidad Hipotála
mo-Hipofisiaria han recibido atención preferente en el vasto Cél!!! 
po de las Neurociencias. Día a día se van revelando los finos -
detalles de esta particular relación neuroendócrina y permanent! 
mente se ofrecen nuevas perspectivas para la comprensión de sus
complejos mecanismos. La secreción de PRL está determinada por
un cortejo de influencias de variada índole y por lo tanto mere
ce una descripción más detallada. 

II.1 CONTROL DE LA SECRECION DE PROLACTINA. 

La secreción de la Hormona Prolactina está regulada prin
cipalmente por el Hipotálamo y por información neural y hor
monal proveniente de la periferia. Se acepta que varios neu 
rotransmiaorcs y neuromoduladores, incluyendo catecolaminas
Y neuropéptidos, ejerzan influencias diversas sobre la seer~ 
ción de Prolactina. 
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El Hipotálamo contiene dos tipos de factores que controlan
dicha secreci6n: inhibidores o PIFs (41 1122), y estimuladores-
6 PRFs {17,79;83,118), Entre los inhibidores se cuentan al --

' ácido gamma amihobut!rico (49,50) y al más establecido y estu-
diado dihidroxifeniletilamina,más conocido como Dopamina (41,-
122). Entre los estimuladores se mencionan al Factor Libera-
dar de Tirotropina (TRH), al P~ptido Intestinal Vasoactivo --
(VIP) y al P~ptido Histidina-Isoleucina {PHI). 

La regulaci6ninhibitoria t6nica de la secreci6n de PRL se -
ha demostrado mediante la interrupci6n de la influencia hipot~ 
lámica. Los procedimientos más empleados para el efecto son: 
a) el trasplante de hip6fisis a sitios .ect6picos (29,44,77) 
y b) la transecci6n del tallo hip6fisiario (79). r:n ambos casos 
se ha demostrado que existe un incremento notorio en la seer! 

ci6n de la hormona. 

En lo que se refiere a los factores que promueven la secre
ci6n de Prolactina: TRH (58), VIP (61,71,110) y PHI (11 1123),
se ha viuto que ellos actúan directamente en la Hip6fisis y -

además, que son secretados a la circulaci6n portal en cantidad 
suficiente para estimular dicha secreci6n. 

De manera adicional, se ha establecido que un gran número -
de neuromoduladores influencian la secreci6n de Prolactina. -
Entre los neurctransmisores clásicos se deben mencionar a la S! 
ro·conina (17,57), Norepinefrina, Acetilcolina e Histamina (62). 
Entre los neuromoduladores putativos, se deben incluir a los -
P~ptidos Opioides (27,59,99) y posiblemente a sus receptores -
(60,120), En todo caso, se ha sugerido que esta influencia -· 
neural se efectúa atravEs de modificaciones del cociente din4-
mico PIF/PRF en el Hipot&lamo (62). 



III. PROLACTI!IA Y HORMOilA L\J'i'EiliIZ1\HTl: (Llll, 

Existe divergencia de opiniones con respecto a los efectos que
pueda tener la hiperprolactinernia sobre la secreci6n de las gona
dotropinas, en especial en lo que Ge refiere a la Hormona Luteini 
zante. A pesar de que algunos autores reportan incrementos en -
las concentraciones de LH (30 1 64), una gran cantidad de estudios
describen la asociaci6n de niveleo elevados de Prolactina y con-
centraciones bajas de LH (S,7,73,83,125), Esta controversial si
tuación requiere ser evaluada críticamente, considerando que tan
to la regulaci6n hipotalámica de estas hormonas, cuanto sus inter 
relaciones, son de naturaleza compleja, Por esta raz6n, se incl~ 
ye a continuaci6n, una descripci6n somera de los mecanismos que -
controlan la secreci6n de LH, esperando situarla en el contexto -
referido. 

III.1 CONTROL DE LA SCCRCCION DE LA HORMONA LUTEINIZANTE. 

El Factor Liberador de las Gonadotropinas Hipofisiarias 
(LHRH), es aparentemente la vía por la cual se ejercen lama-
yor!a de las influencias neuroend6crinas que regulan la secre
ci6n de la Hormona Luteiniz~nte. Las sustancias que modifican 
el cociente LH/LHRH y sus tasas de secreción, son agentes neu
roactivos elaborados por neuronas altamente especializadas --
(neuronas concentradoras de esteroides, neuronas productoras -
de opioides y neuronas catecolamin4rgicas). Todos estos fac-
tor•es se combinan temporal y arm6nicamente para dar patrones -
de oecrcci6n específicos. Es natural pensar que dichos ele-
mentes oc encuentran en un equilibrio din&mico y por ende muy
frágil, de donde se infiere que una al teracicS.n en cualquiera -
de los puntos, necesariamente influir& en los otros factores -
y producirá una dita•upci6n de la cadena de control. En el Pª! 
ticular que nos atañe, se deben considerar fundamentalmente -
loa efectos de los Sistemas Opioide y Catecolamin,rgico sobre 
ln liberación de l~ Gonadotropina LH, pues aparentemente sus-

influonclas son üeterrninantes de l.is situaciones experimente."':: 
les que se describen. 
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III.1.1 Influencia del Sistema Opioide End6geno sobre la Lib! 
raci6n de LH.-

El tono opioide parece ser muy importante en la regulaci6n
de la secreci6n de la Hormona Luteinizante y se tienen eviden-
cias experimentales que apoyan este aserto. Se han empleado -
diversos modelos para el estudio de esta regulaci6n, entre --
ellos se incluye el uso de antagonistas opioides y opioides -
ex6genos. Se ha demostrado que la administraci6n de agonistas 
opioides es capaz de inhibir la secreci6n de LH bajo distintas 
condiciones experimentales (51,54,68), Sin embargo, es inter~ 
sante que pequefias dosis· de morfina administradas a ratas inm~ 
duras aumenten la secreci6n de LH (48). Adem&s de mediar la -
liberaci6n de LH, los opioides parecen influenciar los eventos 
neurosecretarios modulados por esteroides. Es as! que la ad
ministraci6n de morfina evita la acumulaci6n de LHRH promovida 
por Progesterona en ratas ovariectomizadas y suplementadas con 
estr6genos. En un trabajo similar, se inform6 que el sulfato
de morfina inhibi6 la acwnulacl~n de LHRH promovida por testo! 
terona en ratas macho castradas, Adem4s, este opioide ex6geno 
es capaz de hacer efectiva la inhibici6n que sobre LH tienen -
dosis muy pequefias de Testosterona, las mismas que cuando son
adJÍliniatradas solas, no producen ningdn efecto (40,72). 
Este hecho nos indica el desarrollo de una sensibilidad hipot! 
14mica incrementada, como re•~ltado de la acci6n sin,rgica de
un eateroide y un receptor opioide activado, enfatizando as!,
la posibilidad de cambios en 11111brale1 hipotal~icos,dependien
tn de diversos estadios de loa Sistemas Opioide y Esteroide. 

El tono opioide est4 dado por la concentraci6n relativa de
diversos neurop~ptidos,entre 101 ~u• se cuentan: 

1)'t Endorfinas.- Las neuronas secretoras de la• Endorfinaa se• 
localizan en loa núcleos arcuato y periventricular, de donde -
emiten sus proyecciones a la eminencia media y al 4rea medial
pre6ptica del Hipot4lamo, lugar en donde se ejarce su acci6n.
Su influencia se encuentra mediada por receptores del tipo l. y 
¡.f. • Característicamente, las Endorfinas producen una inhibi-
ci6n parcial y/o una supresi6n de la secreci6n de las gonado--

tropinas 
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(16,50,56,68). Sin embargo, existen reportes recientes en la• 
literatura en los que se plantea la posibilidad de que pudie-
ron existir efectos diferenciales determinados por el sexo y -

por la edad (48,91). 

2) Met-Encefalina y Leu-Encefalina.- Estos pentap,ptidos -
tienen afinidad por receptores J en las áreas medial pre6pti
ca, hipotalámica anterior, eminencia media y núcleo periventri 
cular. Su papel en la liberaci6n de Lll no está completamente
establecido, puesto que mientras Met-Encefalina es capaz de s~ 
primir la secreci6n de LH, Leu-Encefalina parece estimularla
(68 ,82). 

3) Dinorfinas.- Son producidas a lo largo del tracto magno • 
celular. Ejercen sus efectos por intermedio de receptores 
y suprimen la liberaci6n de LH (68). Su influencia es cuanti
tativamente mucho menor que la producida por las Endorfinas. 

Se ha informado que la hiperprolactinemia es capaz de modi
ficar las concentraciones de Endorfinas y de Het-Encefalinas 
en diferentes partes del Sistema Nervioso Central (92), De -
esta manera, se substancia la posibilidad de cambios en las -
concentraciones de LH, mediados por el Sistema Opioide y prod~ 

cidos por PRL. 

Tambi'n ser!a de inter's el conocer la din~ica del LHIUl 
circulante bajo la condici6n patol6gica mencionada, consideran 
do que los m'todos de cuantificaci6n de este plptido han mejo
rado (80). 

llI.1.2 Influencia del Sistema Dopamin&r¡ico sobre la Secre-
ci6n de LH. 

Se ha propuesto que un tono dopaminargico aumentado, como -
el existente en casi todos los tipos de hiperprolactinemia, P2 
dr!a ser el factor responsable de la depresi6n de los niveles
dc la Hormona Luteinizante (34,36 137), En realidad ha existi
do controversia al respecto y varios análisis de la dinámica -
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de la Dopamina (DA), bajo ·1a condición patológica en mención,
han orientado hacia diferentesconclusiones. Así se ha visto -
que DA es capaz de liberar LHRH en la eminencia media de ratas 
macho in vitro, y hay evidencia de ,Que la inyección intraven-
tricular de DA produce liberación de LH in vivo (56), Por el
contrario, la mayoría de la evidencia en la literatura indica
que las neuronas doparninérgicas son capaces de ejercer una in
fluencia inhibitoriaen la secreción de LH (311 1 36,37), De to-
das maneras, la persistencia de estas discrepancias precluye -
la emisión de conceptos categóricos al respecto. Sin embargo, 
la tendencia de los criterios hacia creer que LH es suprimida
por un tono dopaminérgico aumentado, sumada a la evidencia ma
yor de que.la hiperprolactinemia se asocia con niveles bafos -
de LH en la mayoría de los casos, sugiere fuertemente la posi
bilidad de que las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibula
res sean capaces de inhibir tónicamente la liberación de la -
Hormona Luteinizante bajo condiciones de hiperprolactinemia. 

IV. PROLACTINA Y HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO. 

Como se menciona al inicio, existen informes controversiales -
en la literatura con respecto a los efectos que pudiera tener la· 
hiperprolactinemia sobre la fisiolog~a de las gonadotropinas. E! 
te hecho es adn m's manifiesto en el caso de la Hormona Folículo
Estimulante (FSH): se han informado datos que documentan tanto es 
timulación (6 1 611,121), cuanto i~hibicidn de su liberación (6,7,7l), 
Esta dualidad probablemente refleje la comple~idad inherente de -
los mecanismos neurohormonales que gobiernan ~a liberación de FSH 
y cuyo1 pormenores son motivo de intensa investigación al presen
te. Se ha establecido que el control de la secreción de FSH es -
diferente al de LH, adn a pesar de que las dos hormonas son seer! 
tadas por el mismo gonadotropo, bajo la influencia de un factor -
liberador comdn (109), Mientras el locus neuroanatómico que rige 
la secreción de LH es muy amplio (ndcleo supraquiasm,tico, ndcleo 
arcuato, 'rea medial preóptica y zonas del 'rea hipotal&mica ant! 
rior, de la banda diagonal de Bracea, del hipocampo, del nervus -
terminalis, del hipot&lamo ventro medial, de la comisura anterior 
y del septum medial), el que gobierna la liberación de FSH parece 
estar restringido al área hipotalámica anterior y a la conexión -
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del núcleo arcuato con la eminencia media en el hipot4lamo ventr~ 
medial (53), 

La manera como influencia el Sistema Opioide End6geno y el Si! 
tema Catecolamin~rgico a esta secreci6n no est4 claramente deli-
neada, de tal modo que cualquier intento de an4lisis, incluyendo
ª estos elementos, es altamente especulativo. 

V. PROLACTINA Y TESTICULO. 

Las relaciones entre la Hormona Prolactina y el Test!culo, han 
sido abordadas desde diferentes enfoques. Estudios in vivo e in
vitro han demostrado la presencia de receptores para Prolactina -
en las c~lulas de Leydig, sugiriendo acciones directas de la som! 
tomamotropina sobre el Test!culo (1,1~,23,95), Se han descrito -
funciones tr6ficas positivas de Prolactina sobre esta gl4ndula. -
Entre las m4s conocidas est&n: mantenimiento de la espermatogene
sis (126), restauraci6n de niveles de Testosterona e incremento -
de la incorporaci6n d~ 1 ~c-acetato a Testosterona (~5), aumento -
de las reservas gonadales de colesterol (3), incremento en la --
uni6n de LH a sus receptores y aumento del número de los mismos -
(11,7~,81,128), etc. En todo caso, estos efectos tr6ficos se ---

ejercen teniendo como denor.iinádorcom<ln a un sinergismo entre PRL Y 
LH bajo condiciones muy espec!ficas de tiempo y duraci~n de expo
sici6n del test!culo a la hiperprolactinemia. 

Tambi~n existen varias observaciones que describen efectos --
antigonadales de PRL. Es as! que la conocida disminuci6n de Tes
tosterona que ocurre en la gestaci6n tardía de fetos masculinos,-
1a sido relacionada a los niveles de PRL, independientemente de -
otros factores (12~). Se ha visto adem&a, que PRL puede incidir
ncgativamente en el Testículo, atrav's de mecanismos indirectos-
tales como la inhibici6n de la aecreci6n de LH (3~ 1 36,37,38,103,-
125). Se ha involucrado como mecanismo intermedio de dicho efec
to a la elevaci6n del tono dopamin,rgico en las neuronas tuberoin 
fundibulares. La activaci6n de receptores para DA que precede a
este aumento (26,36,37,,~2),conjuntamente con incrementos o dismi-

nuciones 
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del recambio de dicha catecolamina (19,35,43), son factores cr!tl:_ 
coa en el establecimiento de una tonicidad determinada a nivel -
hipotal&mico. Alteraciones funcionales que afecten a cualquiera
de estos factores, incidir&n directamente en la din&mica de la s~ 
creción de la Hormona Luteinizante. Adem&s, una serie de experi
mentos han sugerido fuertemente la posibilidad de que DA medie la 
retroalimentación negativa que ejerce la Testosterona sobre la s~ 
creción de LH (34,36,37,113,114,115), A pesar de este camulo de
evidencia, se debe mencionar que existen varios informes en los -
que no se describe la asociaci6n de hiperprolactinemia y concen-
traciones disminuídas de LH (34,81 1124), 

Los efectos tróficos positivos de PRL sobre el testículo son -
f&ciles de entender, dadas las c~racterísticas estructurales y -

funcionales de la hormona ubicada en su papel de somatomamotro·-
pina. Por el contrario, la asociación muy frecuente de hiperpro
lactinemia con alteraciones endocrinológicas y gametogénicas del-

. testículo, sugiere per se, la posibilidad de una relación causal
entre estos factores. La factibilidad de que PRL pueda tener efe~ 
tos deletéros sobre la glandula sexual masculina ha sido postula
da y substanciada en numerosos estudios (30,34,36,37,103,124,125), 
La informaci6n al respecto se ha venido acumulando r&pidamente y 
dentro de ella se ha hecho evidente el trato preferente que ha r! 
cibido el an&lisis de la hiperprolactinemia sobre la célula in·
tersticial del Testículo. Existen varios y controversiales trab~ 
jos sobre el tema (26,38 142,45,64,73,81,103,125), sin embargo, 
se puede percibir que son necesarias evaluaciones m&s completas -
de la fisiología testicular bajo la condición patológica en men·
ción. La relativa carencia de an&lisis de la función de la célu
la tubular del Testículo (célula de Sertoli), cuando existen con
centraciones elevadas de PRL 1 precluye la posibilidad de obtener
conclusiones definitivas y orienta hacia la realización de estu-
dios en los cuales se trate particularmente este aspecto. 

Procurando ubicarse en la perspectiva ofrecida por la tan am·
plia gama de consideraciones esquematizadas en las secciones pre
cedentes, se decidió estudiar los efectos de la hiperprolactine-
mia sobre el eje Hipot&lamo-Hipófisis-Testículo, tratando de ad--

vertir 
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las sutiles modificaciones imprimidas a este nivel por el proceso 
de la maduraci6n sexual. LSte último enfoque constituye un con
cepto relativamente nuevo y algunas publicaciones lo incluyen co
mo componente importante de su desarrollo (12,44,91,112). La me
ra consideraci6n de cambios inherentes al desarrollo secuencial -
del Sistema Reproductivo, confiere un matiz más dinámico al estu
dio de las áreas citadas y lo transforma en un análisis más com-
pleto del problema en menci6n. 

IClBl.UETITO 

En esta tesis se describen los experimentos disefiados y efec-
tuados ,con el objetivo de evaluar los efectos que tiene la hiper
prolactinemia sobre el eje Hipotálamo-Hip6fisis-Test!culo, anali· 
zados a diferentes períodos de la maduraci6n sexual. Corno luego
se advertirá, el estudio de la fisiología de la Célula Tubular -
del Testículo (C6lula de Sertoli), recibe una atenci6n especial. 
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11 A T E a l A L Y 11 E T O D O S • 

I. REACTIVOS EMPLEADOS. 

Los reactivos empleados se describen categorizándolos de 
acuerdo a los diferentes análisis en que se usaron. A saber: 

a) Reactivos para los Radioinmunoanálisis de Hormonas Prote! 
nicas.-
El I125 se obtuvo de Amersham Internatiqnal(Inglaterra)¡
las inmunoglobulinas de conejo, albumina s~rica bovina -
ASB, Cloramina T, metabisulfito de sodio y EDTA de Sigma
Chemical, Co. (St. Louis, Mo.)¡ los fosfatos mono y dibá
sico de sodio, cloruro de sodio, ácido clorhídrico, hi--
dr6xido de sodio de J.T.Baker, S.A. CM~xico)¡ la azida de 
sodio de Fisher Scientific, Co., el Sephadex (G-100) de -
Pharmacia Fine Chemical (Upsala, Suecia)¡ los adyuvantes
completo e incompleto de Freund de Difco, Mich. Las -
hormonas de naturaleza proteínica: Prolactina, Luteiniza~ 
te y Folículo-Estimulante, as! como sus anticuerpos espe
cíficos, fueron obten!dos de la NIAMDD (Bethesda,Md.) 

b) Reactivos para los Radioinmunoanálisis de Hormonas Este-
roides .-
Los esteroides_ marcados con tritio: 3tt-Estradiol y 3H-Te~ 
tosterona, ~ori uió.:. actividad específica de 80-100 Ci/mmol 
se compraron a Amersham International (Inglaterra)¡ los -
anticd'érpos específicos correspondientes fueron provistos 
por el "Match Reagent Program", de la OrganizacicSn Mun--
dial de la Salud!' 

c) Reactivos para el An~lisis de UnicSn de la Hormona Folículo 
Estimulante a Membranas Testiculares.-
El 1125 provino de Amersham (Inglaterra¡cloramina T, met! 
bisulfito de sodio, yoduro de potasio, TRIS y albumina s! 
rica bovina de Sigma Chemical, Co. (St. Louis, Mo.);los -
fosfatos mono y dibásico, cloruro de sodio, cloruro --
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de magnesio, sacarosa, &cido clorh!drico, hidr6xido de -
sodio de J.T.Baker, S.A. (México). Las Hormonas: Folícu
lo Estimulante I-6 para las radioyodaciones, porcina para 
las uniones no espec!ficas y RP-1 para las curvas de des
plazamiento fueron procedentes del NIAMDD (Bethesda,Ma.). 

d) Reactivos para el ensayo de Uni6n de 3 tt-5-Dihidrotestost~ 
rona a Citosoles de Epidídimo.-
La 3H-5-Dihidrotestosterona con una a.e, de 50.6 Ci/mmol, 
se obtuvo de New England Nuclear Corp. (Boston,Ma.)¡ la-
·s~-Dihidrotestosterona no radiactiva fué adquirida a 
Steraloids, Inc. (Wilton,Na)¡ TRIS, carb6n Norit A. y De! 
tr&n de Sigma Chemical Co. (St. Louis,Mo.); &cido clorh!
drico, hidrdxido de sodio y glicerol de J,T,Baker (México). 

II. HODELO EXPERIMENTAL. 

Basados en las consideraciones mencionadas respecto al con 
trol hipotal&mico de la secrecidn de Prolactina, y las referentes 
a la influencia de la hiperprolactinemia sobre la f isiolog!a del
eje Hipot&lamo-Hipdfisis-Testiculo, escogimos como modelo esperi
mental a la rata macho hiperprolactinémica, analizada en diferen
tes estadios del desarrollo sexual. 

Para obtener tal condicidn, se efectuaron trasplantes hom§ 
logos de 2 gl&ndulas hipofisiarias de ratas Wi•tar hembras adul-
tas, a las c&psulas renales de ratas macho provinientes de la mi! 
ma colonia. Los animales trasplantados recibieron alimentacidn -
ad•libitwn y permanecieron en un ciclo de 14 horas luz a una tem
peratura de 23°C. De acuerdo con la edad al tiempo del trasplan
te, los animales se 'incluyeron en 4 grupos. Los grupos 1 y 2 co
rrespondieron a ratas inmaduras (15 d!as) y los grupos 3 y 4 a r~ 
tas adultas (60 d!as), Cada srupo experimental estuvo constitu-
Ído por N animales trasplantados y N animales control. Estos últi 
mos fueron manipulados de manera idéntica a los primeros, excepto 
que no recibieron el implante hipofisiario. Todos los animales -
se sacrificaron luego de 30 d!as del trasplante y se colectaron -
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la sangre periférica y los tejidos testicular y cpididimario. Se
excluyeron del estudio a aquellos animales que presentaron signos 
de necrosis o infección en los sitios de trasplante,conjuntamente 
con concentraciones circulantes normales de Prolactina. 

III. ANALISIS DE HORMONAS PROTEillICAS. 

III.1 GENERALIDADES: 
Dentro de los varios análisis hormonales conocidos, destaca 

nítidamente el denominado radioinmunoanálisis (RIA). Este tipo 
de estudio fué disefiado por los doctores Berson y Yallow (10), 
y su postulación les significó la concesión del premio Nobel -
de Medicina. La evolución en calidad y precisión que ha ten{
do este método incide directamente en los notables progresos -
que ha experimentado la Endocrinología moderna. 

En este tipo de análisis, se utilizan hormonas radiactivas
que compiten con preparacioneG hormonales estandarizadas y ho!: 
monas presentes en los fluidos biológicos, por los sitios de -
unión que tienen los anticuerpos generados específicamente CO!l 

tra dichas moléculas. Siendo considerada la unión antígeno• -
anticuerpo como una pseudoreacción de primer orden, termodiná
micamente se la puede expresar como: 

Antír,eno (Hormona) + Ac 

Antígeno~(l!ormona radia-
activa) + AC 

kü= Constante de Asociación 
kd= Constante de Dioociación 

ka Antígeno-Anticuerpo 
~ 

ka Antígeno-Anticuerpo 

~ 

La unión se considera reversible, siendo la constante de d.!_ 
sociación mucho más lenta que la constante de as.ociación. De~-
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este hecho básico se deduce que la cantidad de hormona unida -
en un momento dado, está determinada por la resultante de la -
suma algebráica de las constantes de asociaci6n y disociaci6n. 
Puesto que las concentraciones de hormona radiactiva y anti--
cuerpos son fijas, la resultante final dependerá exclusivamen
te de la concentraci6n de hormona no radiactiva presente en la 
reacci6n. 

Los estimados de la cantidad de la hormona en una muestra -
dada se pueden deducir de su interpolaci6n a curvas estándar,
para cuyn confecci6n se emplean varios métodos de eraficaci6n. 
Estos son: a) unido/libre vs Lag de la dosis de la concentra
ci6n hormonal; b) curva Dosis-Respuesta de unido/total vs la 
dosis de la hormona y c) transformaci6n de los datos a una 
curva Logit vs Lag, en la cual la linearizaci6n de la curva e~ 
tándar permite una interpolaci6n más sencilla y precisa de los 
resultado~. En los análisis aquí descritos, es este último 
modelo el empleado para los cálculos (9,10). 

III.1.2. Yodaci6n de los Estándares.-
La incorporaci6n de Yodo 125 a los residuos aromáticos de -

las Hormonas Proteínicas, se llev6 a cabo mediante el método -
de la cloramina T (49). El procedimiento consiste en añadir 1 
milicurie de 1125 a una alícuota que contenga N microgramos de 
la 1 .ormona disueltas en PBS-0.01M-ASB0.1\, seguidos de la adi
ci6n de una cantidad adecuada de Cloramina T. Luego de un --
tiempo de exposici6n al oxidante (30-60 segs), se detiene la -
reacci6n por medio del empleo de Metabisulfito de Sodio. 

La separaci6n del producto yodado del material radiactivo -
libre se hizo por medio de cromatografía en Sephadex G-100, -
eluyendo la columna con la soluci6n amortiguadora antes menci2 
nada, 

Los productos de yodaci6n y el material radiactivo fueron -
colectados en tubos de cristal que contenían PBS-0.01M-ASB si. 
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Estos tubos habían sido previamente enfriados a 4ºC y en el m~ 
mento de la recolecci6n estaban sobre hielo. La actividad es
pecífica (ae) se calcul6 utilizando la siguiente f6rmula: 

ae microcuries/microgramo. 

en donde A= Masa de la hormona en microgramos 
B= 1000 microcuries 
C= Cuentas totales-residuo 
D= Cuentas totales de proteína yodada 

Posteriormente se prepararon alícuotas de 100 microlitros a 
partir de los picos de eluci6n y se las guard6 a -20ºC, En el 
momento del RIA respectivo, se les agreg6 Suero Normal de Con~ 
jo (SNC) a una concentraci6n final del 2%. 

J.JI.1.3 Generaci6n del Segundo Anticuerpo.-
Desde las descripcionee iniciales de Ehrlich y Landsteiner

( 2 B ,65), se han venido elabo,rando una serie de procedimie:,tos
tendientes a la generaci6n de anticuerpos de cspecif icidad co
nocida (33,117) 1 por medio del empleo de inmun6genos determin~ 
dos. La formaci6n de las inmunoglobulinas sigue una secuencia 
clásica, la misma que puede expresarse gráficamente así: 

CINETICA DE FDltMACION DE ANTICUERPOS 

Ag IgG 

~ 
~ 

u ., e tgM . ' • 
"' .. , 
.! / \ .. ' . I ·.: , 

I 

' 
2 4 8 8 

SEMANAS 
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Como se muestra en la figura, luego de la administración -
del ant!geno se obtiene una inducción temprana y transitoria -
del pentámero IgM, seguida de una elevación mayor, más prolon
gada y susceptible de perpetuación, de inmunoglobulinas del ti 
po IgG, Es esta última caracter!stica la que se explota para
garantizar persistencia y aún incremento de t!tulos adecuados
del segundo anticuerpo (Ig G), através de inmunizaciones repe
tidas. 

Haciendo uso de estos conocimientos, nuestro laboratorio gene
ró en carneros un anticuerpo anti-ganuna globulina de conejo. -
La inmunoglobulina producida será descrita a partir de este -
punto como segundo anticuerpo y fué usada como factor precipi
tador en todos los radioinmunoanálisis de hormonas prote!ni-
cas que se describen aqu!: 

El procedimiento de generación del segundo anticuerpo fue el -
siguiente: 

Primera Inmunización: a carneros de raza Merino Australiano 1-

de aproximadamente 35 kilos de peso y 6 meses de edad, se les
administraron 100 microgramos/kilogramo de peso de gamma glob~ 
lina de conejo, disueltos en 10 ml de adyuvante completo de -
Freund. Con esta dosis, se cumple el objetivo dual de inducir 
anticuerpos de alta afinidad por un lado, y de evitar el fenó
meno de tolerancia por otro. La administración se realizó por 
la inyección intradérmica de 20 microdosis, a 3 cms d~ distan
cia cada una en el dorso del animal. Se tomaron muestras para 
titulación posterior. 

Segunda Inmunización: Luego de un lapso de ~ semanas, se rei~ 
munizó a los animales, buscando una respuesta anamnéstica apr2 
piada. Se utilizó la misma dosis disuelta en adyuvante incom
pleto de Freund y aplicada sobre la misma área anatómica. Se
tomaron muestras para titulación posterior. 

Evaluación: A las 12 semanas se tomó otra muestra de suero y-
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se analizaron todos los especímenes para estimar los títulos -
de anticuerpo inducidoo, y así evaluar la respuesta generada.
Se debe anotar que los sueros se guardaron a ·20°C. 

Inmunizaciones Posteriores: 
Cuando los títulos del 2o.anticuerpo fueron bajos a la 12a. 

semana, se utillz6 una dosio similar a la de la segunda inmun! 
zación. Con el objeto de mantener elevados estos niveles, se
administraron a los animales dosis similares a las de la segun 
da inmunización, cada 6 meses. El perfil de titulación del ª! 
gundo anticuerpo así generado y expresado en valores de unión
específica y no específica es el siguiente: 

1120 

u 1:111 e 
• .. 
.! 

1:10 

:t .. 
... t:U 

CIN!TICA DE ,OIUIACION DE 21 ANTICUEltPO 

2 4 

........ u. E1p1cifica 
o---ou. tn11pecifico 

Ao • An t io1no 

6 • 'º SEMANAS 
11 
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111.1.4 Cuantificaciones Hormonales.-
La concentraciones circulantes de la Prolactina, Hormona L~ 

teinizante y Hormona Fol!culo-Estimulante se determinaron por
medio del uso de radioinmunoan&lisis espec!ficos, cuyos reacti 
vos fueron proporcionados por la agencia de Hormonas Hipofi--
siarias .< Bal t imore, Md. ) • En todos los casos , cada muefitra 
fu~ analizada por triplicado y los resultados se expresaron en 
ng/ml de suero. 

111.2 RADlOlNMUNOANALlSlS ESPEClFlCOS. 

III.2.1 .Hormona Prolactina.-
Reactivos empleados: 100 microlitros (ul) de soluci6n amo! 

tiguadora de fosfatos O.lM-ASB 0.1\-SNC 2\ (Soluci6n A), conte 
niendo 20,000 cuentas por minuto (cpm) de 1251-Prolactina I-57 
100 de soluci~n amortiguadora de fosfatos 0.1m-ASBa ~1\ (Sol~ 
ci6n B), conteniendo concentraciones crecientes de NIADKK-PRL
Rp-3 desde 0.15625 hasta 20 nanogramos por 100 ul; 100 ul de -
soluci6n B conteniendo el anticuerpo ati r PRL S4, el cual ac
tda eficientemente a una dilucidn final de 1:10 1000; 100 ul de 
solucidn B conteniendo el anticuerpo precipitador (segundo an
ticuerpo) en una diluci6n inicial de 1:10; agua desionizada y
a una temperatura de 4°C. 

Procedimiento: Se incubaron a temperatura ambiente y por 18 -
horas: 100 ul de la hormona radiactiva, 100 ul de las diferen• 
tes diluciones de PRL·Rp-~/~ muestra y 100 ul de anticuerpo •• 
anti rPRL ~-~.Al cabo de esteper~odo se agreg~ a ciada tubo 100 
ml del segundo anticuerpo y ae penniti~ proseguir la reaccidn
por medio de la adici6n de 1 mililitro de aaua• Se centrifUS! 
ron los tubos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), durante 30 
minutos (min.) 1 se decantaron y se determinaron las cpm de los 
precipitados en un espectrofot~metro para radiaciones gamma •• 
(Eficiencia de conteo del 55\), Se calcularon los resultados
ª partir de las cpm obtenidas, en una calculadora Hewlett 



Packard HP-97. Dichos resultados fueron expresados luego de -
su interpolaci6n a una curva Logit vs Log (100), y se valida-
ron de acuerdo a criterios de Control de Calidad previamente -
establecidos (9). 

III.2.2 Hormona Luteinizante.-
Reactivos Empleados: 100 ul de Soluci6n A conteniendo ----

12,000 cpm de 1251-LH I-5; 100 ul de Soluci6n 8 conteniendo -
concentraciones crecientes de NIAMSD LH- Rp-1 desde 1.5625 --
hasta 100 nanogramos por 100 ul; 100 ul de Soluci6n B, conte·
niendo el anticuerpo anti rLH•S8, el cual trabaja eficiente··
mente a una diluci6n final de 1:180,000¡ 100 ul de Soluci6n 8, 

conteniendo el segundo anticuerpo a una diluci6n inicial de --
1: 10. 

Procedimiento: A 100 ul de la hormona radiactiva, se le agre
garon 100 ul de las diferentes diluciones de LH-Rp-1/6 muestra 
y 100 ul del anticuerpo anti rLH-SB. Se incu~ esta reacci6n
por 18 horas, al cabo de las cuales se adicion6 100 ul del se• 
gundo anticuerpo a cada tubo y se dej6 pzoose¡uir por 6 horas • 
adicionales. Luego de este lapso se adicion6 1 mililitro de • 
agua fr!a a cada tubo, 1e centrifug6 el ·radioinmunoan&liaia a 
3000 rpm por 30 minutos, se decantd y se determinaron loa cpm• 
de los precipitados. Se calcularon los resultados de manera -
similar a la descrita para el RIA de PRL. 

III.2.3 Hormona Estimulante del Fol!culo \FSH) •• 
Reactivos Empleados: 100 ul de aoluci6n amortiguadora de • 

fosfatos 0.5M-gelatina 0.1\•SNC 2,, conteniendo 20,000 cpm de· 
1251-rsH-I/¡ 300 ul de solucidn amortiguadora de fosfatos 
o.OSM-gelatina O.l\, conteniendo cantidades crecientes de --
NIAMDO FSH Rp-1 desde ij hasta 800 nanogramos por 300 ul1 200ul 
de soluci6n amortiguadora O.OSM-CDTA, conteniendo el anticuer
po anti r'rsH-511 que trabaja una dilucidn final de 1: 90 ,ooo ¡ -

200 ul de soluci6n amortiguadora de fosfatos O.OSM, contenien
do el segundo anticuerpo a una dilucidn inicial 1:20. 
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1.· Procedimiento: Se incubaron a temperatura ambiente y por 24 -
horas 100 ul de la hormona radiactiva, con 300 ul de los dife! 
entes diluciones de la FSH-Rp-1/ó muestra y 200 ml del anti--
cuerpo anti rFSH-S11. Luego de transcurrido este lapso.¡ se le 
agregaron a la reacción 200 ul del segundo anticuerpo y se la
dejÓ continuar por otras 24 horas. Al final de este per!odo -
ae agregaron 2 mililitros de solución amortiguadora de fosfa-
tos O.OSM a 4°C a cada tubo. Se centrifugó el an&lisis a 3000 
rpm por 30 minutos, se decantaron los tubos y se estima1•on los 
cpm de los precipitados, Se calcularon los datos de manera si 
milar a los RIAs de PRL y LH. 

IV, ANALISIS DE HORMONAS ESTEROIDES. 

IV.1 GENERALIDADES, 

Iv.1;1 Introducción.-
La mayor~a de los radioinmunoan&lisis para la cuantifica--

ción de Hormonas Esteroides, utilizan mol€culas marcadas con -
3H. Las ventajas de estos an&lisis derivan de las caracter!s
ticas intr!11secas de las radiaciones beta. La prolongada vida 
media y el tipo blando de emisi6n .. de las part!culas beta, in
ciden en que las preparaciones que usan este tipo de compues-
tos sean muy estables; que puedan ser guardadas con escasos -
riesgos de contaminación, y que representen un peligro m!nimo
de radiación externa al personal que los utiliza, Por supues
to que tambi€n existen desventajas inherentes al procedimiento. 
La relativa baja eficiencia con las que se cuentan las prepar! 
raciones, es un factor que implica que se necesiten concentra
ciones mayores de ant!geno tritiado, El elevado costo del pr~ 
cedimiento originado en el uso de l!quidos de centelleo es una 
desventaja adicional. Sin embargo, la sensibilidad de los an!·· 
lisis justifica el empleo de material tritiado con ventaja -· 
sobre las preparaciones yodadas, tambi€n disponibles para la -
cuantificación de Esteroides. 
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IV.1.2· Obtenci6n de los Est&ndares Radiactivos.-
Estos compuestos se obtuvieron de Amersham (Inglaterra).---

3H-Eatradiol y 3H-Testosterona tuvieron una actividad espec!f ! 
ca de 80-100 Curies/milimola. 

IV."1.3 M4todos de separaci6n de las Fases.-
Loa m4todos de separaci~n de las fases (hormona libre-hor

mona unida) son de varios tipos. Los m&s usados son: precip! 
taci6n qu!mica de la hormona unida, precipitaci6n con un segu~ 
do anticuerpo, separaci6n en fase s6lida y adsorci6n con car-
b6n recubierto de dextr&n. En los an&lisis referidos en esta
secci6n, se escogi6 como m4todo de separaci6n a 4ste dltimo. -
En realidad, el m&s importante sistema de separaci6n de las·f! 
sea hormona esteroide libre-hormona esteroide unida a anticue! 
po, es el compuesto por carb6n activado, recubierto de'mol4cu
las de dextr&n que actdan como "coladores moleculares" (25), -

Cuando se aftade el carb6n-dextr4n a los tubos, al final de la
incubaci~n, el centro de la part!cula (carb6n activado) adsor
be el ant~geno marcado libre. Debido a su tamafto mucho mayor, 
los complejos hormona-anticuerpo no pueden pasar atrav4s del -
dextr&n que recubre el carb6n, permitiendo as! una separaci6n
muy eficiente y confiable. La separaci6n final se lo¡ra con • 
centrifugaci6n adecuada a baja temperatura (2-~ºC) y decanta•• 
miento del aobrenadante. El uso de este rango de temperatura
es muy· importante en e1te tipo de an&lisis, puesto que el m4t2 
do es dependiente de tiempo y temperatura de acuerdo a la Ley
de Acci~n de las Masas. Lo1 principios de esta Ley se aplican 
tanto a la reacci6n de uni6n del anticuerpo al ant!geno, cuan
to a la adsorci6n del ant!geno libre por el carbdn. La premisa 
b&aica a considerar es que las bajas temperaturas reducen la • 
tasa de disociaci:'o5n del complejo andgeno-anticuerpo, lil cual • 
puede aumentarse debido a la presencia del carbdn dextr&n •. El 
mismo tipo de deducci6n noa permite establecer que el carb~n -
no debe dejaras por un ti1111po muy prolongado con loa incubados. 

IV.1.~ Procedimiento de extraccidn de 101 Esteroides del aue:ro.• 
La extracci6n de los Eateroides se realiz6 siguiendo un PZ'2 

tocolo •• 
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sugerido por la Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS), que -
consta de los siguientes pasos: 

- Adicionar a cada 500 microlitros de muestra un voldmen 10 v~ 
ces mayor de éter etil diet!lico. 

- Agitar los tubos por 1 minuto ·y dejar separar las fases, 
- Congelar la fase s6lida en alcohol-hielo seco y decantar el-

sobrenadante en nuevos tubos. 
- Evaporar el éter y resuspender los esteroides en 2 ml de una 

soluci6n PBS 0.1H-gel 0.1, pH 7.3. Agitar por 1 minuto y -
guardar las muestras a 4ºC 6 realizar el RIA inmediatamente. 

Se implement6 además un sistema de medici6n de "recuperaci6n": 
se adicion6 lill volumen de hormona radiactiva con aproximada--·· 
mente 1000 cpm a las muestras,y se determin6 posteriormente el
ndmero de cpm obten!das luego de la extraccidn. 

IV.1.5 Cuantificaciones Hormonales.-
Las concentraciones circulantes de Testosterona y Estradiol 

se determinaron por el uso de radioinmunoan~lisis espec!ficoe• 
(67), cuyas condiciones de incubaci~n y extraccidn han sido·· 
previamente informadas por nuestro laboratorio (98), Cada --
muestra fué analizada por triplicado y se expresaron los resu! 
tados en pico¡ramos por ~ililitro de suero. 

De manera similar a la de loe dem&s an~lisis, loe resulta•• 
dos se estimaron mediante el uso de un calculadora Hewlett •• 
Packard HP-97 y se expresaron en una curva est~ndar Logit va • 
Log (100). El Control de Calidad de los ensayos reapet~ los • 
par&metros establecidos en nuestro Departamento (9). 

IV.2 RADIOINHUNOANALISIS ESPECIFICOS.• 

IV.2.1 Testosterona (T).-
Reactivos empleados: 100 ul de soluci6n amortiguadora de fo!_ 

fatos 0.1H-gel 0.1, (Soluci6n D), conteniendo 10,000 cpm de --
3H-T¡ 100 ul de soluci6n D,.conteniendo el anticuerpo anti T, -
generado en ovejas, usando T-3CHO-ASB como inmun6geno. Este -
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anticuerpo actúa eficientemente a una dilución final de ------
1: 210, 000 ¡ 100 ul de solución D, conteniendo cantidades cre--
cientes de Testosterona no radiactiva, desde 9.9 hasta 316.8 -
picogramos/100 ul¡ 200 ul de solución D, conteniendo carbón a~ 
tivado Norit A y Dextr&n T-70. 

Procedimiento: Se incubaron a 4ºC por 24 horas 100 ul de hor
mona radiactiva, con 100 ul de las diferentes diluciones de -
Testosterona no radiactiva/ó muestra y 100 ul del.anticuerpo -
espec!fico. Luego del lapso mencionado, se agregaron a los t~ 
bes 200 ul de solución D-Carbón-Dextr4n. Se los dejó por 30 -
minutos, se los centrifugó por 15 minutos a 3000 rpm y se de-
cantaron los sobrenadantes en viales conteniendo S mililitros
de solución de centelleo. Lue¡o de 1 minuto de agitación con! 
tante se dejaron reposar los viales en la oscuridad por 4 hrs. 
y se estimaron los cpm en un espectrofotómetro de Centelleo L! 
quido TRI CARB-300 que pose!a una eficiencia de conteo de 50\. 
Se calcularon los resultados mediante su interpolaci~n, a una
curva est4ndar Logit va Log, de manera similar a la realizada
con las Hormonas Proteínicas. 

IV.2.2 Estradiol 1CE2>.-
Reactivos Empleados: 100 ml de Solución D, conteniendo ---

101000 cpm de 3H-E2, 100 ul de Solución D, conteniendo el ant! 
cuerpo anti-E2, generado en conejo1 usando como inmunógeno --
E2-6-CMO-ASB, y que actúa a una dilución final de 1:56,0001 --
100 ul de concentraciones crecientes de E2 no radiactivo, 
desde 6.4 hasta 204.8 picogramos por mililitro¡ 200 ul de Sol~ 
ción D-Carbón-Dcxtr4n. 

Procedimiento: Id&ntico al que se emplea para cuantificar T•! 
tosterona. 
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V, ANALISIS DE RECEPTORES PARA FSH CARR-FSH), 

V.1 ANALISIS DEL RADIO-RECEPTOR DE FSH (ARR-FSH) EN TESTICULO.-

V.1.1 Introducci6n.-
Los análisis de receptores de membrana CARR) específicos -

para la hormona Folículo Estimulante CFSH), se efectuaron --
utilizando procedimientos establecidos en varios estudios --
(13, 24, 63, 70, 96, 104), En todos ellos se considera que el 
principio básico es el mismo que se emplea para el radioinmun~ 
an4lisis (RIA): se logra la uni6n de una hormona radiactiva a 
un agente espec!fico. La diferencia reside en que en el RIA -
dicho agente es un anticuerpo y en el ARR se trata de un rece~ 
tor para el ligando hormonal radiactivo. 

Los receptores hormonales putativos, se encuentran en la s~ 
perficie externa de las membranas de las º'lulas de Sertoli. -
Tienen determinadas caracter!sticas f~sico-qu!micas, que pue-
den ser analizadas mediante la combinaci6n de sofisticadas t'~ 
nicas bioqu!micas y an~lisis matem~ticos postulados y estable
cidos, 

Los receptores de membrana para FSH son relativamente muy -
estables cuando se guardan congelados a temperaturas menores a 
.los-4o0 c, de tal manera que varias muestras pueden ser analiz! 
das conjuntamente. Este hecho facilita la ejecuci6n de cual-
quier estudio e infiere directamente en la reproducibilidad de 
los resultados. 

En el presente estudio se utilizd para los ARR, la t'cnica
descrita por Findley y Steinberger en 1983 (32), con ligeras -
modificaciones. Esta t'cnica introduce algunos cambios qus -
son muy importantes. Los m&todos empleados con anterioridad -
(pg.•)utilizaban sistemas heterdlogou, consistentes en prepar! 
~iones membranales de rata y un ligando de origen humano ChFSH). 
Este hecho par se, podr~a condicionar pequeftas variantes en --

• (13,63,96,104) 
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en las características de la unión. Sin embargo, esta obje--
ción se torna inexistente con el empleo de un sistema hom6logo: 
preparaciones membranales y ligando de la misma especie, como
el utilizado en el an!lisis disefiado por estos autores. Por -
otro lado, la Unión Específica informada por ellos es muy SUP! 
rior a las anteriormente reportadas. Todos estos factores, s~ 
mados a la f!cil obtención de las preparaciones de receptores, 
se conjuntan para lograr un ensayo sensible y altamente repro
ducible. 

V.1.2 Yodación del1 Ligando Radiactivo c125I-rFSH).-
La obtención del ligando radiactivo se logra usando una mo

dificación de la t'cnica de la Cloramina T (49), en la cual -
todas las soluciones y reactivos deben estar fríos (Oº a 4°) -
para su uso. La descripci~n del m'todo es la siguiente: 

a) Se agrega 1.0 mCi de 1251 a 50 microlitros de PBS, O.OS, -
conteniendo 2.5 microgramos de FSH I-6 y se determinan las --
Cuentas Totales. 

b) Se inicia la reacci6n aftadiendo 2.s microgramos del agente 
oxidante Cloramina T, disueltos en 10 microlitros de PBS o.01H 
pH 7,4 • Luego de 20 segundos de agitaci6n constante, se detie 
ne la incorporaci6n de 125 I por medio d~ la adici6n de SO mi: 
crogramos de metabisulfito de· sodio disueltos en 50 microli--
tros de PBS 0.01H pH 7.4. Se transfiere el producto a una -
columna de 25 x 0.9 cm, conteniendo Sephadex G-100 previamente 
saturado con PBS o.01H ASB 5\ pH 7.4 • 

c) Se lava el recipiente (cono eppendorf de 0.5 ml), con 100-
microlitros de PBS 0.01H pH 7.4, conteniendo Yoduro de Potasio 
al 1~, y Sacarosa al 16\, y se transfiere este producto a la -
columna mencionada. Se detel'lllinan la• Cuentas Residuales. 

d) Se inicia la cromatografía y se colectan 40 fracciones en
tubos de 7 x 1 cm, conteniendo 200 microlitros de PBS 0.01H -
ASB 5% pH 7.4 , Estos tubosdeber'1 estar necesariamente ---
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sobre hielo durante todo el proceso de cromatograf Ía, 

e) Luego de establecidos los picos máximos de eluciqn de la -
hormona radiactiva y el Yodo libre, se escogen las fracciones
id6neas de hormona para su uso posterior y se conservan cong! 
ladas a -20ºC en alícuotas de 100 microlitros. Se calcula la-
actividad espec~fica del compuesto con la f6rmula previamente
descrita : 

a:B...g.-/A 

V.1.3 Preparaci6n de las Membranas Testiculares.-
La preparaci6n de los receptores para FSH en membranas tes

ticulares se hizo de acuerdo a t€cnicas establecidas (32), y -
cuyo procedimietno es el siguiente: 

a) Se preparan dos soluciones amortiguadoras que se denominan 
A y B. Ambas deber~n estar a 2-4°C para el día de su uso. La 
soluci~n A está constituí.da por 0.025H TRIS, o.OlOH Cloruro de 
Magnesio y 0.15H Sacarosa, y se ajusta a un pll de 7.2 La -
soluci6n B est~ hecha de o.025H TRIS, 0.010H Cloruro de Magne
sio y 0.10\ ASB. No contiene Sacarosa y se ajusta a un pH de-
7.2 • 

b) Se toman los test~cuios inmediatamente despu€s del sacri• 
ficio de los animales, se descapsulan, se pesan y se colocan -
en soluci6n A en cantidad suficiente (5 mililitros por gramo • 
de tejido). 

c) Se homogeneizan en la posici6n 4 del Polytron-Kinematica -
GmbH ~02~, empleando para el efecto ~ "golpes"de 5 segundos -
cada uno y con lo segundos de intervalo entre ellos, swner---
giendo el recipiente de homogeneizaci6n en hielo durante dichos 
lapsos. 

d) Se filtra el homogenado atrav€s de 4 y luego de 8 capas de 
gasa. 
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e) Se centrifuga el producto a 12,000 x g, durante 40 minutos 
en un aparato refrigerado a 2ºC, se descarta el sobrenadante y 

se resuspende el precipitado en 1,5 mililitros de solución B -
por gramo pesado al inicio del proceso. La resuspensión se -
efectda por agitación permanente en vortex (1 minuto) y deberá 
efectuarse en un cuarto frío. 

f) Se centrifuga a 1500 x g, por 15 minutos, y se resuspende
el precipitado utilizando un pistilo de teflón, cuidando siem
pre de que los recipientes permanezcan sobre hielo todo el --
tiempo. Se toman alícuotas de 200 microlitros para medición -
de proteínas y se guardan los especímenes a -so0 c. 

V.1.~ Descripción del Procedimiento.-
Los análisis se realizaron bajo agitación constante de 2~ -

horas a 4°C. Los tubos (0.9 x 7 cms), contenían 100 microli-
tros de 1251-FSH (con aproximadamente 20,000 cpm), 100 microli 
tros de la preparación de los receptore·s y cantidades .crecien
tes del estándar internacional RP-1, desde 2.334 a 300 nanogr! 
mos. Se ajustaron las preparaciones para un voldmen de incub! 
ción de 500 microlitros usando para ello la solución B. La --

Unión no 41pecHica se estimó efectuando incubaciones paralelas -
con un exceso de 200 veces de FSH porcina, contenidas en SO mi 
crolitros de la solución B. Al final del período de incubación 
se agregaron 2 mililitros de solución B a los tubos, se centri 
fugaron a 1600 x g, por 15 minutos, se decantaron y se contó -
la radiactividad asociada a los precipitados en un Espectrofo
tómetro para radiaciones gamma ( Eficiencia de conteo 55\), 

V.1.5 Cálculo de los Resultados.-
Los razonamientos teóricos enunciados para la transformación 

de los datos de la unión de una hormona su receptor, se basan
en los siguientes hechos: 

1.- Cuando una hormona interactúa con su receptor, se produce-
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una reacci6n bimolecular reversible, que alcanza su punto de -
equilibrio en un momento dado. Su expresi6n ser!a: 

Hormona CH) + Receptor (R) 

ka= Constante de Asociaci6n 
kd= Constante de Pisociaci6n 

ka • (HR) -- (1) 

kd 

En esta asociaci6n se asume que tanto la hormona, cuanto el r~ 
ceptor, son homog&neos y univalentes. 

2.- Luego de transformaciones sucesivas se puede describir la 
siguiente relaci~n: 

(2) 

Ka= Constante de Asociaci6n al equilibrio, expresada en moles
~ -1 

por litro ~ M " 

3.- La relaci6n entre la concentraci6n total de receptor y 
aquellos sitios ocupados se puede detallar como: 

Concentraci6n total del receptor (Co) • (HR) + (R) (3) 
que equivale a: (R) • (Co) + (HR) 

(R)• Ndmero de receptores. 
(HR)• Ndmero de receptores ocupados. 
(Co)• La concentraci6n total del receptor. 

Si se substituyen los t'rminos, se pueden derivar las si¡uien• 
tea ecuaciones: 

(11) 
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y (Hl(R) : ill: -1- (Co-[HR]) (5) 
CH) ltd ltd 

de las cuales se infieren: 

y 

.il!fil = _1_ . CHR) t ( Co) 
(H) kd ltd 

(HRl 
--ir - Ka (HR) + Ka(Co) 

(6) 

(1) 

~.- Cuando se grafican las ecuaciones 6 y 7, se obtiene una -
relaci6n expresada por una línea recta, cuya pendiente es equ! 
valente á -1/Kd 6 -Ka. AGn m&s, las ecuaciones 6 y 7 son la -
representaci6n matem,tica de un gr,fico de "Scatchard11 , llama
do as! por el investigador que efectu6 estas deducciones (107), 
El intercepto en la línea de las abscisas representa a (Co) y
aquel en la línea de las ordenadas equivale a Ka.Ce 6 (1/Kd)-
(Co), La pendiente de la linea es igual a -Ka 6 -1/Kd, Al -
graficar los datos se puede estimar tos siguientes par4metros: 

A) Concentraci6n total del receptor (Co) en las abscisas. 
B) Hormona unida/hormona libre <HR)/(H) en las ordenadas. 

s.- Considerando que el t'nnino -Ka·<HR) de la ecuaci6n se --
acerca a cero, cuando la cantidad de honnona unida (HR) se --

·.acerca igualmente a cero, se puede establecer la 1iguiente re-. 
laci6n: 

(HR) c V • Hormona Unida (u) 
""1r'" + 0 ~a Hormona Libre (1) 
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de la cual se puede despejar el t6rmino Ka as!: 

Ka _ CHRJ 1 _ U 1 
-THT rCol - T co 

Si se reemplaza. este t6rmino (Ka), en la ecuaci6n 2, tendre-
mos el valor de la Kd: 

l<d =-ta 
Ahora bien, se se conoce la concentración molar del receptor,
se puede establecer el nllinero de Sitios.de Unión por miligramo 
de proteína. Para el efecto,se incluye ·este 4ltimo parámetro, 
el n~ero de moles ~el receptor y el nllinero de Avogadro ( ndinero 
de mol,culas por mol.). De esta manera se estandarizan y 
transfoI'!llan los datos a n~ero.comprensibles Y. f&ciles de ana
lizar. 

Todos estos cálculos fueron hechos por medio de progr<1111as -
en una microcomputadora Hewlett Packard-150. 

VI. ANALISIS DE ABP* EN TEJIDO EPIDIDIMARIQ, 

VI.1 DETERMINACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIHARIOS. 

Las c'lulas de Sertoli de varias especies de vertebrados, -
secretan varios p'ptidos a los t~bulos semin!feroa del·test!c~ 
lo. Entre ellos se encuentra la proteína denominada acron!mi
c1111ente ABP (Androgen Binding Protein). Este polip,ptido se -
encuentra bajo control hormonal y su metalx>lismo incluye su P! 
so al epid!dimo, ·en donde es inicialmente concentrado y luego
•• degradado (2). Se han realizado varios estudios en ABP pu
rificado de epidídimos de rata (8ij 1 85,B6), y se ha determinado 
que es un dímero con un peso molecular de 85 kilodaltonea. Se 
compone de prot~meros ligeros y pesados, que difieren ligera-
mente en su composici6n química y contenido de carbohidratos -
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(66), Su gran afinidad por DHT y T (Ka=10 9 M), lo hacen espe--
cialmente adecuado para estudios de uni6n con los esteroides -
mencionados. 

Las similaridades entre el ABP de origen testicular y la pro
teína transportadora de andr6genos de origen hepático (TeBG), -
son muchas (46), Se han postulado diversas hip6tesis respecto -
a la funci6n de ABP, sin embargo, hasta el momento, su papel en
la fisiología es incierto (97), 

El control hormonal de la célula de Sertoli se ejerce por --
medio de testosterona y de FSH, siendo la célula en menci6n la -
dnica estirpe que tiene receptores para FSH en el tejido testic~ 
lar (34). ·Las funciones de FSH incluyen la estimulaci6n de sín
tesis proteínicas en general, y de por lo menos 4 proteínas en -
especial (36). Estas son ABP (34,36), un Activador de Plasmin6g~ 
no, un Inhibidor de Protein-Cinasas y Gamma Glutamil Transpepti
dasa. Hasta la fecha, estas acciones solo se han demostrado en
la rata inmadura. A pesar de que el testículo se torna refract~ 
rio a la acci6n de FSH alrededor de 25avo. día de edad de los -
animales, se ha encontrado que la hipofisectomía puede restaurar 
la sensibilidad del testículo a la acci6n de la gonadotropina -
( 36 ,106), con producci6n de cAMP y ABP. 

Tanto el procesamiento de tejido epididimario, cu~nto las de
terminacion~s del contenido de ABP, se hicieron siguiendo la me
todología descrita por Larrea y Cols (66) ~n 1981. 

A continuaci6n se detalla esta técnica: 

VI.1.1 Obtenci6n del Ligando Radiactivo.-
El compuesto adquirido fué 3tt-5~·Dihidrotestosterona, con -

una actividad específica de 50,6 Ci/nunol. Se suspendi6 este es
teroide en etanol, para obtener una concentraci6n de 20 picomo-
las/mililitro. Se emplearon 10 ul, conteniendo 10,000 cpm por -
cada tubo. 



-32-

VI.1.2 Preparaci6n de los Citosoles Epididimarios.-
La preparaci6n de los citosoles epid!dimo se hizo de acuer

do a técnicas establecidas (2,66), y cuya descripci6n es la si 
guiente: 

a) Se prepara una Soluci6n 0.02M TRIS, con 10\ de glicerol pH 
7.11 (Soluci~n TGl, la misma que debe estar refrigerada para su 
uso. 

b) Se toman los epid!dimos inmediatamente luego del sacrifi-
cio de los animales, se disecan completamente, se fraccionan -
con tijera y se colocan e~ Soluci6n TG en cantidad suficiente
(18 mililitros por gramo de tejido), 

c) Se. homogeneizan. en la posici6n 11 de_ Polytron-kinemática --
GmbH 3 02 3, empleando para el efecto 6 "golpes" de 5 segundos -
cada uno, con 10 segundos de intervalo entre los mismos y su-
mergiendo el recipiente dehomogeneizaci6n en hielo durante di
chos lapsos. 

d) Se centrifuga el homogenado a 12,000 x g por 60 minutos a-
2ºC. Se aspira el sobrenadante y se descarta el precipitado, 

el Se coloca un miligramo de carb6n Norit A por mililitro de
sobrenadante. Se mantiene esta mezcla en agitaci6n constante
por 30 minutos y se la filtra através de algod6n. Se toman --
200 ul de alícuota para medir proteínas y se congelan los esp! 
c!menes a ·60°C. 

VI.1.3 De1cripci6n del Procedimiento. 
Al~cuotas de 200 microlitros de la preparaci6n epididimaria 

fueron incubadas en equilibrio con concentraciones crecientes
( 1 a 110 nH) de 3u DHT a llºC durante una hora. Al finalizar -
este período, la separaci6n de las fases (ABP- 3H-DHT/ 3H-DHT) -
se realiz6 por la adici6n de 800 microlitros/tubo de una sus-
pensi6n de carb6n dextrán (250 mg de Norit A y 25 mg de ••••·• 
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dextrán T-70 en 100 ml de Soluci6n TG), Las muestras fueron -
centrifugadas INMEDIATAMENTE a 3000 rpm durante 15 minutos. La 
determinaci6n de la cantidad de radiactividad asociada al so-
brenadante, se realiz6 utilizando 5 mililitros de Insta-Gel -
como soluci6n de centelleo y se determinaron las cpm en un Es
pectrofot6metro de Centelleo L!quido (Eficiencia de conteo q2\), 
La estimaci6n de la Uni6n No Espec!fica, se efectu6 mediante -
el uso de incubaciones paralelas conteniendo un exceso de 250-
veces del esteroide no radiactivo. La Uni6n Espec!fica en ca
da muestra , se obtuvo como el resultado de substraer a la 
Uni6n Total, la Uni6n No Espec!fica. 

VI.1.~ Cálculo de los Resultados.-
Las características físico-químicas y el número de Sitios -

de Uni6n se determinaron utilizando la metodología descrita -
por Scatchard (107), y ya considerada en secciones precedentes. 

VII. ANALISIS DE DATOS Y CONTROL DE CALIDAD EN EL RADIOINMUNOAN~ 
LISIS. 

VII.1 ANALISIS DE DATOS. 

VII .1.1 Concepto de Confiabilidad, -
La Confiabilidad es la caracter!stica en la cual se combi-

nan la Precioi6n y la Exactitud de un an,lisis, para dejar re
sultados que reflejen idealmente el contenido real de una ---· 
muestra, tanto en una determinacidn individual cuanto atrav1b -
de determinaciones sucesivas. 

En la práctica, esta situacidn no ocurre jam,s. Las medi-
ciones se encuentran dispersas alrededor de una media (según -
la Precisi6n), la que a su vez se aproxima al valor real (de -
acuerdo a la Exactitud), De acuerdo a estos factores, se han• 
disefiado una serie de procedimientos tendientes a minimizar -
los errores en las determinaciones individuales y a conceder a 
los análisis estabilidad y reproducibilidad. 
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VII.1.2 Curva Estándar y Transformaci6n Logit Log.-
La curva estándar del radioinmunoan.ílisis es del tipo Dosis

Respuesta. Ella refleja la relaci6n entre la concentraci6n de 
hormona y el grado de uni6n de su forma radiactiva a un anti-
cuerpo. Existen varias formas de expresar gráficamente esta -
relaci6n y de entre ellas la más apropiada parece ser aquella
en la cual se lineariza la Curva Dosis-Respuesta (78). En --
este m~todo se transforma el porcentaje de uni6n (Y) a un --
Logit y la concentraci6n de hormona o Dosis a un logaritmo de
cimal (X). Las ecuaciones correspondientes a este postulado -
son: 

En donde: 

Logit 

y- 100 ( B·N) 
• Bo - N 

L y 
Y= ne !Oo:Y 

X= log dosis 

't:porcentaje de uni~n 
B=cuentas totales 
N=uni6n no espec!fica 

Bo=uni6n total 
Lne=logaritmo de base e 
log:logaritmo de base 10 

Luego de obtenidos, se grafican 101 valores del Logit Y, en 
el eje de las ordenadas y del Log X en el eje de la1 abscisas, 
con lo cual se tendr~ la imágen gr4f ica de una Curva dosis-re! 
puesta linearizada. 

VII.1.3 Indices de Validaci6n de la Curva ~si1-Re1puesta 
Linearizada.-

Problemas derivados de su uso.-
A partir de valores pares de Logit y Log, se efectaa un Aná 

lisis de Regz.li6n Linear, el cual establece los par&metros d; 
la l!nea que mejor se ajusta a los puntos Cmátodo de los cua-
drados menores). Estos parámetros son: 
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- El coeficiente de Regrasi6n de la. recta: (Intercepto en Y) 
- El valor de la Pendiente de la recta: b 
- El Error Esdndar de las estimaciones individuales. 
- El valor de la Linearidad con sus grados de libertad: F 
- El valor de la Dispersi6n Sy.x. 

Todos estos parámetros se encuentran gerteralmente en loa -
programas computados que se han desarrollado para el cálculo -
de RIA. Los valores correspondientes más frecuentemente usa-
dos son: 

- El valor de la Pendiente (b): •2,303 ! 0.156 

- El valor de F, que debe ser menor al tabulado y dentro del -
95\ de los límites de confianza. 

- El Coeficiente de Precisidn Sy.x., que debe ser menor a 0.23. 
- El Coeficiente de Correlacidn (Inclu!do en algunos prcgramas), 

que debe estar lo m&1 cercano a la unidad (entre 0.985 y ---
0. 999), 

- El valor del Intercepto al Origen. 

Problemas inherentes a la Linearizacidn de la Curva du1is-res
puesta •• 

A pesar de sus grandes ventajas, la Linearizacidn tiene al• 
menos dos problemas tedricos: 

1 •• La no-uniformidad de la Varianza: Es bien conocido el -·· 
hecho de que el Error Esperado se incrementa en los 2 extremos
de la recta (78). La manera m&s simple para obviar &ste incon 
veniente es la exclusidn de los valores Y 80 d 90\ y Y 20 d· 
10\ (15,20). 

2.- La dependenéia de todas las mediciones en 2 valores fijos
Bo. y N. 

Esto problema podr!a resolverse usando el m&todo de regre·
si6n no linear de cuatro parámetros (101), para el cual se re• 
quieren procedimientos de computacidn sofisticados y aparatos• 
muy costosos, lo que torna impr&ctica la solucidn. Por lo 

cual, un recurso m&s id6neo es la disminucidn del error en las -
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mediciones del Bo y N que se logra através de un incrementb en 
el número de mediciones de estos valores en el análisis. 
Idealmente estas mediciones deberían hacerse al comienzo, al -
final y en lugares escogidos al azar (15). 

VII.1.4 Cálculo de Desconocidos.-
Se efect~a luego de establecer los índices de validaci6n de 

la curva- est4ndar y de acuerdo a procedimientos establecidos, -
En el caso de los RIAs de esteroides, siempre será necesario-
corregir el valor obtenido por el porcentaje de recuperaci6n -
de acuerdo a: 

Valor Obtenido x 100 
Valor corregido= \ de recuperaci!n 

VII.1.S Precisi6n y Exactitud en los Radioimnunoanálisis.-
La precisi6n de un análisis, está dado por la Relaci6n Res

puesta-Error medio de la respuesta y la magnitud de la misma -
(RRE). Generalmente se acepta que una RRE menor al 4\ es acel!. 
table. 

Otros Índices de la Precisi6n de un RIA son: 

a) Variaci6n intranálisis: Mide la reproducibilidad de lamed! 
ci6n de una misma muestra a lo largo de un RIA (102) ~ Se acel!. 
ta que muestras con coeficientes de variaci6n mayores al 10\ -
sean rechazadas. 

b) Variaci6n intranálisis: Mide la reproducibilidad en la me
dici6n de una misma muestra atrav's de diferentes análisis, E.!!, 
te es el patf&mEitro más importante en el Control de Calidad de -
un RIA y se recomienda que cuando un grupo de muestras de con
trol se encuentre fuera de 3 deaviaciones estándar 6 ~ arupos-

fuera de 2 DE 6 3 grupos fuera de 1 DE 1 el análisis sea re
chazado. 

En lo que a la Exactitud se refiere, deben mencionarse los
factores que confieren un alto grado de confianza a los análi• 
sis. Estos son: 
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- Alta especificidad del antisuero. 
- Disminuci6n de sobre y subestimaciones de la cantidad de ra-

diactividad mediante el uso de muestras "blanco". 
- Correccí6n del error causado por el uso del est&ndar interno. 
- Elimínaci6n de sesgos personales e interpersonales. 
- El uso de pruebas de Exactitud en el Control de Calidad(lS). 

Un buen ejemplo de estas pruebas es el uso de Curvas de Par.! 
lelíamo. 

VIl.2 CONTROL DE CALIDAD. 

La Pre~isi6n y la Exactitud pueden deteriorarse debido a • 
varias condiciones, disminuyendo la confiabilidad de los an&l! 
sis. Por esta raz6n, siempre se debe desarrollar un buen sis
tema de Control de Calidad en cualquier laboratorio. Este sis
tema debe incluir revisiones peri~dicas de los par&metros de -
la curva est&ndar, determinaci6n de los coeficientes de varia
ci6n intra e.interan&lisis y, ~ediciones frecuentes del 
"blanco". Las pruebas de paralelismo se deber&n también hacer 
con relativa frecuencia y son mandatorias cuando se cambian •• 
las condiciones de RIA. 
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if.lE$11lJU.'l!'AllHD.S. 

Las determinaciones informadas en ~sta secci6n, se validaron· 
de acuerdo a lineamientos preestablecidos, como se mencion6 en • 
las ac&pites correspondientes, Todos los an&lisis tuvieron ca·· 
racter!sticas de Precisi6n y Exactitud estad!sticamente acepta-
bles, De todas maneras, si se desea revisar en detalle la meto
dología y/o la evaluaci6n respectiva, se refiere ·al lector a los 
Anexos inclu!dos al final de esta Tesis. 

Puesto que dentro de los procedimientos empleados para los r! 
dioinmunoanálisis se incluyeron Yodaciones espec!fica~, a conti
nuaci6n se muestran ejemplos representativos de las mismas: 

'"ociont1 lll-1001 
H. Proloctino - llH 

11179.5 11 Ci/Jlt 

E 
A. 
u 

rLH
115 

JIH 

,,.,¡0111 ft-100) 
H, L•t1i1l11nt1. ¡115 

11•11.11 Cill" 



E 
Q. 
u 
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rFSH 1211 

'"COÍOllH IG- 1001 
H. ,,lfeulo 11ti11ull11t1-I•ll 

011111.1111 Ci/ l't 
IRIA) 

E 
Q. 
u 

11zs 

,,, .. ¡,,. .. 11-100) 
H. Pllieulo 11ti11ul11111-11Zll 

" • eo.1 p ci1,,. 
IARRl 

Como se puede apreciar, ·las yodaciones realizadas por el .m•to 
. . . '0· -
do de la Cloramina· T, fueron similares. Sin embargo, cabe ano--
tar, que en aquella·realizada para ARR de FSH, la hormona tuvo -
una actividad específica apreciablemente menor, producto de las
modificaciones introducidas, y que se describieron en la Seccidn 
de Material y H•todoa. 

A continuacidn, se encuentran detallados loa resultados de -
los an&liais realizados en los grupos de animales inmaduros (15-
días) y adultos (60 d!as), a los 30 días posteriores al traspla~ 
te de Hipdfisis a la capsula renal. Los mencionados estudio1 se 
informan categoriz&ndolos en 2 tipo de valores: En primer t•rm! 
no se descriJen las concentraciones hormonales en suero y en te
jido testicular. Luego se incluye un grupo misceláneo de deter
minaciones, entre las que se cuentan losan&lisis del Radio-Rece2· 
tor para FSH en testículo, los de ABP en epidídimo y los pesos • 
testicular y epididimario. 
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I. RESULTADOS EN EL GRUPO No. 1 

Este grupo corresponde a animáles que recibieron los trasplan 
tes de Hip6fisis a los 15 d!as de edad. Estuvo compuesto po 19 -
experimentales y 13 controles. En el suero de estos animales se 
encontraron asociadas: hiperprolactinemia, concentraciones nor
males de LH, ligera supresi6n de FSH, y tendencia a la elevaci6n 
de las concentraciones de Testosterona. Adem&s, el conten!do in 
tratestícular de Testosterona estuvo elevado. Todos estos valo
res est&n considerados en relaci6n a los controles respectivos.
Los valores y gr&ficos correspondientes se encuentran a continu! 
ci6n: 

a) Valores Hormonales.-

Prolactina (ng/ml) 
Luteinizante Cng/ml) 
Estimulante del Folículo 
Testosterona (pg/ml) 
Test. Intr. (ng/g) 

Experimental ~ Estadística 

1115.2 ! 98.7 13.1 .!. 6.7 P< .001 

29.3 ! 19.11 37.6 .!. 28.9 N.S. 
1182.2 ! 119,11 s90,1 ! 99.9 P<;o2s 
526.8 ! 1126.6 299· ! 150 N,S, 
112.2 ! 10.7 30.6 ! 9,1¡ p < .oos 
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La expresi6n gr&fica de estos valores es: 

PRL 

b) An'lis is de Radio•Recep1 or para FSH. • 

Ti 
o 

El ndmero de Sitios de Uni6n (NSUl y las caracter!sticas Hs!. 
co•qu!micas de la interacci6n de FSH con su receptor, no se en·· 

contraron alte~dos. 
Los resultados de estos an,lisis se calcularon con el m'todo· 

de Soatcharcl • Las prote!nas 1e midieron por el m'todo de Lowry. 
(69). Los valores encontrados son: 



NSU-FSH (x1D13mol. 
mg.prot.-1> 

Const. de disociaci6n 
(x10-9Holar) 
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Experimental 

0.44 !. .12 

6.33 !. .15 

ARR-FSH 

·º' 
·º' 
.oe 

.05 

U/L ,04 

.os 

,01 

r:º' 
o 

Kd•l.H ± .15 IC IO~M 

U/L 

·' .1 .1 ,4 .5 u 
E 111er i111tnt1ll1 

(IT) 

.01 

.OT 

·º' 
.05 

,04 

.01 

.G 1 

Estadística 

0.39 !. .14 N.S. 

5.8 + .07 N.S. 

Kd•5.l:t ,OT X ld"1 M 

,I ,I ,I .4 ,5 
u 

Canh1l11 
Clll 

En esta figura ~e muestran los gr&f icos Scatchard correspondi 
entes a los valores obtenidos, Se incluyen las desviaciones es
t&ndar de cada uno de los puntos. 

A continuaci6n, se ve la im&gen obtenida cuando se normaliza
ron los datos. Para el efecto, se determin6 el contenido prote! 
nico de las muestras. En el grupo experimental se encontr6 un -
promedio de 11.98 mg/ml y en el grupo control un promedio de 3.811 
mg/ml. 
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Prot. E: 4,111110/1111 

"º'· e: s.14 "'º'"'' 

.,, .a .1 ,4 .s 
.... ,, .. ,.. lllF .. lilfflt 

9-1 !Jlptri•111t11 NSU: ,44±.11 
O--OC011tr1I NIU:,stt ... 

A partir de los respectivos valores, se elaboraron las siguien-
tes curvas de saturaci6n: 

,4 

.1 
Co11trol11 CIZ) 

u ·' 

·' 

0----.---.-------.. ------..-----------s 10 11 zo 
L 

5 10 15 10 
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Todos estos estudios se pueden sumarizar gr&f icamente de la si--
guiente manera: 

ARR-FSH 
•• 

,1 

• • • • ... • i .. 1 • k 

r ,5. • 
i !. • 

!!! A· • 'e • • llC 

~ 1 • 
.; •• y 
• • 1 • 

. z 

·'" i i 
,44 :t,IZ .st±.14 



c) Determinaci6n del contenido de ABP en citosoles epididima--

rios. -

Tanto el Namero de Sitios de Uni6n (NSU), que nos indica el -
contenido de ABP, cuanto las caracter!sticas f!sico-qu!micas de
la interacci6n des -DHT con la prote!na en menci6n, no registra
I'On cambios. 

Los resultados de estos an4lisis se calcularon con el m'todo· 
de Scatchard. El contenido prote!nico se estim6 con el mStodo -
de Lowry. Los valores encontrados son: 

Experimental 
~1 

ABP. (pm.m¡,pl'Ot ) 2.3 !. 0,9 

Constante de disociaci6n 
<x10·8Holar) . 2.5 !. 0.6 

~ 
2,5 !. 1.2 

3.0 !. 1.11 
1 

Eatad!atica 
N.S. 

N.S. 

Lo~ gr&ficos que corresponden a estas determinaciones son: 
'\ 

.a 

ABP 

U/L ,1 

1 1 4 1 • 
u 

l1p1riN11te111 .. , 

) 

Kd•S.0 '!; 1.4X19•l11 

1 1 4 1 • 
u 

C111trolt1 

••• 



.-116-

d) Pesos Testicular y Epididimario.-

No se registran cambios en estos par&metros. Los valores son: 

Peso Testicular (g) 
Peso Epididimario (g) 

Experimental 

1.63 !. • 36 

0.25 + .06 

Los gr&ficos correspondientes son: 

pT 

pE 

1.77 !·36 
0.26 ! ,Ql¡ 

,,,,.,. 1 

Estad!stica 

N.S. 

N.S. 

En este conjunto de valores misceláneos, no 1e encontraron vari! 
clones en el NGmero de Sitios de Unidn y las caracter!sticas f!
aico-qu!micas de la interaccidn entre FSH y aus receptor•• a ni
vel testicular. El contenido de ABP y las caractsr!s~icas de su 
interaccidn con 5 '""'DHT, as! como los peaos teaticular y epidid,! 
mario tampoco mostraron modificaciones entre experimentales y 
controles. 
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Es~~ sru~o corresponde a ani~nles qua recibieren los traspla~ 
tes :e Hi;;6!isis a los 15 días de edaC. Estuvo c::o;nf!US:ito ¡::.or 1R 

~x::er~:-:.i;n'tales y 12 C~ntroles. En el suer:-i de estos animaler. se 

-anccr:trarc:i asociadas: hiperprolactine;r: a '/ conccntracicines nor 
:r.~les c!s LH y Testosterona, ademAs de 1.ma ligera elevaci6n de las 

wn'.·entraciones de rsH. El contenido intratesticular de Tc•tos
terc:-aa es'tuvo elevado.. Todos estos datos est~n considerados en· 
relac!.ér. a los controles respectivos. Los valores y gr4ficas co
rresyor.:!ier.tes, se encuentran a continuacidn: 

s) Valeres hormonales en el Grupo Uo.2: 

!!&!!l2!!! 
Prolact ina ( ng/rnl) 
Lutuinizante ( ng/ml) 
tsti:::ular,:·• dol FoHculo 
<ng/rr.l) 
Testosterona (pg/ml) 

Test. Intr. (ng/ F.) 

La ex?resi6n gr.Hica de 

IOO 

Ex!!erirnental 
188 ! 6•.9 

19.9 ! 7. 7 

731 .! 178.7 

336.~ ! 270 ... 

2•. 3 .! 11. 5 

estos datos es: 

FSH 

• 

~21 ~!!!!.~ 
32.•!6·• p <: 0.001 

18,5!5.2 N.S. 

57•!99.; p <:: • 01 

503!218. 9 N.S. 
15.S!S,31 p <:.. o. os 
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b) Determinacidn del contenido de ABP en citosolea epididima-
rio1.-

"tn ea te grupo en puticular, el cont1nido de ABP 1n 101 anim! 
lH experimentales, 11 encontrd dilminu!do en rllaoidn • sus N! 

pectivo1 controles. La1 caract11'!stioa1 f!lico-qu!micH de la -
interaccidn entre. ABP y s-DHT, no moatraron val'i~cionH. Este
•• un efecto que H 1ncontrd pr1viament1 1n vario• 1xpll'imento1-
rHlhadoa en nue1tro Leboratorio, Sin Hb&l'IO, en el Grupo No1, 
idlntico al pr1aent1, no 11 r1produjo el fendmeno, Los valorH-· 

rHpectiv~~. '!..~n: 

ABP (pm.mg,prot"1> 
Constante de disociacidn 
Cx10"8H> 

Exe1rimental 
3,97 

1.37 

~ 
10 

2 .07 

Estad!atioa 

Los 1r•t icos "Sea tchard"corr11pondi1ntH son 1 

•• 

.• 9 

ABP 

• 4 • • 10 11 .. ,.,; ...... .. 
171 

• • 

14111011 

Cllltlllll 
171 
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e) Peso Testicular y Epididimario.-

El peso testicular permaneci6 inalterado, mientras el peso epi 
didimario del grupo experimental, estuvo ligeramente bajo. Los -
valores y gráficos respectivos son: 

Peso Testicular(g) 
Peso epididimario(g) 

Experimental 

1.8S ! 0.25 

0.32 !•OS 

pT 

Estadística 

1.92 + o.as N.S. 
0.36 ! 0.4 p < o.os 

pE 

pma 
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III. ~~SUL';".'.XS :::; ::~ ~RU?J ::~.3. 

Z:s":e gru;:o correspon:!e a anir.;alús que rec::.:i::.er-:r. tJl tra~:-la.r.

te ::!e HipSfis!.s a l::.s 60 d!as Ce eda..!. En el ~uero Ce es-:os aná:_ 

males se encon-::rarc!1 asociad.as: Hi;ier¡:.1~clact: !.ne:;.ia, conce:rtra-

ciones bajas de Hcr::iona Luteinizante, ncr:;.ales c!e P.or::.cr.a !sti;:-.,!¿ 

lante del Fol!culo y bajas de Testosterona. ::1 ccnte:-.i:c. in-::r-a

testicular de este esteroide tambien estuvo c!is::-.inu!i:o. Todos -

los datos est&n considerados en relación a los con'troles corre3-
pondientes. Los valores se encuentran a continuaci6n: 

al Valores hormonales en el Grupo llo.3 

~ Ex2erimental ~ Estad!st ~ca 

Prolactina (ng/1:11) 

Luteinizante (ng/ml) 

Estimulante del Fol!culo 
(ng/ml) 

Testosterona (pg/mll 

Test. Intr. (ng/gl 

La expresi~n gr&fica 

PRL 

• 

de 

246.2 ! 35.5 115 

14. 9 ! 2.8 31. 52 

432.8 ! 69.9 590. 9 

317.3 ! 209,81475.2 

32.9 ! 3.9 39 .1 

estas determinaciones 

FSH 

! 54. 9 p < 0.001 

! 11. 7 p < 0.025 

! 174.9 N.S. 

! 546.6p < 0.025 

! 2 .1 p < o. 025 
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bl Contenido de ABP en citosoles epididimarios.-

Tanto el contenido, cuanto las características físico-químicas 
de la interacci6n entre ABP y s-oe.-DHT, se encontraron inaltera
dos. Los valores y gr~ficas correspondientes son: 

Ex2erimental ~ Estadística 
ABP (pm.mg.prot-1) 2.72 + 0.7 3,6 ! 0.3 N.S 
Constante de disociaci6n 
(x10-e Molar) 1.2 ! 0.1 1.3 .!. 0.2 N.S 

ABP 

,4 ,4 

·~ .s 

U/L .Z U/L .Z 

·' ·' 
o o 

z 11 4 9 z s 4 1 
u u 

l•11trl•111t11t1 C111trtl11 
m .., ' .. 
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e) Peso Testicular y Epididiffiario.-

No se pudieron advertir variaciones en estos par~metros. Los 
valores son: 

Peso testicular(g) 
Peso epididimario(g) 

.,,. 

Experimental 
3.21 ! .07 

1.1 ! .06 

pT 

~ 
3.23 ! .3 

1.2 ! .1 

Estad!stica 
N.S. 
N.S. 

En este grupo de valores miscelaneos, no se advierten cambios 
en loJ pesos· testicular y epididimario. Tampoco se notan difere~ 
cias en el contenido de ABP epididimario, ni en las constantes •• 
f!sico-qu!micaa de su uni6n a s-DHT 
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IV. RESULTADOS EN EL GRUPO No. 4. 

Este grupo corresponde a animales que recibieron el trasplan
te de Hip6fisis a los 60 d!as de edad. Estuvo compuesto por 7 -

Experimentales y 7 Controles. En estos animales se encontraron
asociados hiperprolactinemia y concentraciones bajas de LH, FSH
y Testosterona en suero. Todos estos valores est&n considerados 
en relaci6n a los controles respectivos. Los valores y gr&ficas 
correspondientes se muestran a continuaci6n: 

a) Valores hormonales en el Grupo No.4.-

~ 
Proiactin• (ng/mll · ·• 
Luteinizante (ng/ml) 
Foliculo Eatimulahte 
('ng/ml) 
Te1tosterona (pglal> 

·;{ 

PRL '·· 

• 

Experimental 
27S.3 !. 121.3 
13.S + lt.7 - ) 

308.S !. 119.8 
731.7 !. 240.9 

~ 
80.9 !. 27.S 
37.1 !. 18.5 

Estad!stica 
p <O.DOS 
p < 0.01 

495 !. 166.9 p < o.02s 
1644.6 ! S74.9 p <O.DOS 
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b) An&lisis del Radio-Receptor para FSH.-

En este grupo de animales de 60 d!as al tiempo del trasplante, 
no se pudieron advertir variaciones de signifi7aci6n estad!stica, 
ni en el NWllero de Sitios de Uni6n, ni en las· caracter!sticas f! 
sico-qu!micas de la interacci6n entre FSH y sus receptores. Los 
valores respectivos son: 

Experimental 
NSU-FSH(x1o-13mol.mg. 
prot-1 >, · · .23 ! • 06 
Constante de diaociaci6n 
(x1o-9Holar) 6.3 ! .93 

Loa.gr4ficoa correspondientes son: 

pt 

·º' 

.01 

·º' 

ARR-FSH 

K••l,S:t.tx 111'1 11 
.01 

·º' 

.oz 
.01 

~ Estad!stica 

.24 ! 0,4 N.S • 

S.9 ! 1.6 N.S. 

0'--. ......... -. ..... ...-1 ..... 

·' .1 .s ,4 u . ,.,.,¡ .... , .... 
m 

·' .1 .s ,4 u 
CHtrllll un 
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c) Pesos testicular y epididimario.-

No se pudieron detectar cambios en estos par&metros. Los va
lores y gr&ficos correspondientes son: 

Peso testicular (g) 
Peso epididimario (g) 

.. ,,"· 

' ! 

Experimental 
3.1 ! .3 .. 

1.1 ! .1 

pT 

~ 
3.2 ! .3 

1.1 ! .1 

Estad!stica 
N.S. 
N.S. 

En este ¡r~po de valores miscel&neos, no se advierten cambio• 
en los petos testicular ni epididilllario. El Ndmero de Sitio• de 
Unidn y las cftractor1etica1 f!1ico-qu!mica1 de le interaccidn de 
FSH con 1us rdceptore1, tampoco 1e encuentran alterados. 
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DISCUSJ:OI, 

Como se estableci6 a su inicio, esta Tesis tuvo como objetivo 
principal, el swnarizar un grupo de estudios enfocados aanálizar 
las influencias que tiene la hiperprolactinemia sobre algunos de 
los par&metros funcionales del eje Hipot4lamo-Hip6f isis-Test!cu
lo, atrav~s del proceso de la maduraci6n sexual. Artificial---
mente se dividi6 la materia en ac~pites, en los que se trataron
particularmente los aspectOll espec!ficos del tema. De manera s! 
milar, en este abordaje crítico se ubican las discusiones respe= 
tivas, clasificadas en unidades correspondientes a las que se -
presentaron en la Secci6n de Resultados. 

I. YODACIONES. 

La incorporaci6n del elemento radiactivo Yodo125 a las dife-
rentes llOrmonas prote!nicas, fu& un procedimiento confiable y -
reproducible, bajo las condiciones en las que se realiz6.. El -
m4todo empleado (Cloramina T), tiene las ventajas inherentes a -
un sistema que se viene aplicando desde 1962, y se obtuvieron -
resultados 6ptimos cuando se lo utiliz6. 

Merece especial menci6n la yodaci6n d.e la Hormona Estimulante 
del Fol!culo, utilizada para loa an&lisis de Radio-Receptor en -
membrana• testiculares. En efecto, utilizando el m4todo de Fin~ 
ley y Steinberger (32), al cual se le introdujeron ligeras modi
ficaciones, se obtuvo un ligando radiactivo con una actividad e! 
pec!fica muy apropiada para el estudio r1querldo, de r&pida ob-
tenci~n, f&cil manejo y que contribuy~ substancialmente a la con 
secuci6n de ensayos precisos, sensitivos, y reproducibles. 
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11, HORMONAS PROTE1NlCAS. 

11.1 HORMONA PROLACTlNA. 
En los cuatro grupos experimentales presentados, se encon

traron concentraciones elevadas de Prolactina, en comparaci6n 
a los grupos controles respectivos. Este es un efecto esper! 
do del uso del modelo escogido (28,73,77). S~ tiene la vent! 
ja adicional de que, el tipo de hiperprolactinemia obtenido -
por medio del trasplante de hip6f isis de animales de la misma 
colonia, est4 logrado a base de una mol~cula te6ricamente -
id~ntica a la del recipiente del implante, evitando as!, la -
posibilidad de que aparezcan pequeftas diferencias derivadas -
del empleo de hormonas heter6logas. 

11.2 HORMONA LUTElNlZANTE. 
En los grupos experimentales aqu! reportados, se describe

la presencia de un efecto diferencial dependiente de la edad
en la que se instala la hiperprolactinemia. Cuando el tras
plante de gl&ndulas hipof isiaria1 1e efectúa en animales in• 
maduros, se ve que las elevadas concentraciones de Proiactina 
no parecen influenciar los niveles de LH, puesto que estos •• 
no registran cambios de significacidn. Por el contrario, en
animales adultos, se observa la asociaci6n de hiperprolactin! 
mia y concentraciones bajaa ~· la Hormona Luteinizante• Estos 
hechos al parecer contradictorios, estar~an enfatizando la •• 
existencia de diferentes estadios de maduracidn de los meca·· 
nismos de control de la Gonadotropina en menci~n. t.te tipo·· 
de efectos han sido ya descritos con anterioridad (1111), y •••· 
existen varias postulacionea que orientan hacia la convicci~· 
ide que el Sistema Opioide actúa de diferente fonna de acuerdo 
a la edad y al estado endocrinol6¡ico del ~odelo estudiado •• 
<12,110,72,91,) Por otro lado, la interelaci~n entre el Sist,! 
ma Opioide y el Sistema Dopamin~rgico esta bien establecida -· 
(31,39,92,119),· y favorece la creencia de que el estadio de-· 
maduraci6n sexual con todo su espectro de cambios endocrino16· 

gicoi 
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y diferentes niveles hormonales, refleja diferencias sutiles
pero determinantes en el control de las Gonadotropinas. Apo
yando este concepto se encuentran varios estudios, como aquel 
en el que se demuestran diferencias determinadas por la edad
en la respuesta hipotalámica a la orquidectom!a(12), 

II,3 HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO. 
En los hallazgos descritos en esta Tesis, se aprecia una -

supresi6n ligera de los niveles de FSH en asociaci6n con hipe! 
prolactinemia, con excepci6n de un grupo en el que se advier
te el efecto contrario, similar al informado por Bartke y --
otros (6,6~,121). 

III, HORMONAS ESTEROIDES. 

III.1 TESTOSTERONA EN SUERO E INTRATESTICULAR, 
Los valores de estas hormonas se describen conjuntamente -

porque·aparentemente se correlacionan de manera muy cercana -
en los grupos experimentales estudiados. 

En la evaluaci6n de estos !ndices. se advierte una vez m,s, 
un efecto diferencial que depende de la edad en la que se in! 
tala la hiperprolactinemia, Mientras en los grupos en edad i,!! 
madura, ·existe una marcada tendencia hacia efectos tr6ficos -
po1itivo1 sobre la c•lula de Leydig, en los grupos en edad -
adulta parecen existir cambios opuestos, esto es, disminuci6n 
de las concentraciones circulantes e intratesticulares de Te! 
to1terona. 

Ea muy probable que el efecto tr6fico positivo en loa ani
males inmaduros, refleje el sinergiamo descrito para Prolact! 
na y Hormona Luteinizante sobre la c•lula de Leydig en este -
grupo etario. En efecto, se han de1crito incrementos en el -
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ntlmero de sitios de uni6n para LH/HCG en presencia de hiper-
prolactinemia (7,B), a m&s de otras acciones en las cuales se 
advierte un efecto cooperativo de los p'ptidos en menci6n (3, 
4, 45), Es importante anotar que en estos. grupos no se regi! 
traron diferencias en los niveles circulantes de la Hormona -
Luteinizante. 

Cuando se analizaron los grupos 3 y 4, correspondientes a
los animales adultos, se advirti6 que existían concentracio-
nes bajas de Testosterona, tanto en suero cuanto en tejido -
testicular. Estos resultados, claramente diferentes a los ok 
servados en animales inmaduros, pueden se explicados conside
rando dos factores: 

a) Las concentraciones circulantes de la Hormona Luteinizante 
en estos animales, estuvieron deprimidas. Este factor refle
ja una falta de estimulaci6n central sobre la c'lula de 
Leydig, y una subsecuente disminucidn de los esteroides gona
dales en este grupo etario. 
b) La probable respuesta testicular, cualitativamente difere~ 
te y dependiente de la edad a la que se instala la hiperpro-
lactinemia. Al respecto, Morris y Saxena (81), demostraron -
en un experimento agudo, en el cual administraron varias do-
sis de Prolactina heter6loga a ratas, que el ndmero de sitios 
de unidn para LH/hCG se incrementa en edades inmaduras y dis
minuye en edades adultas. 

Los valores de Testosterona circulantes e intratesticula-
res informados en nuestros experimento1, subrayan de buena·"'! 
nera el concepto de que existen dif erentea respuestas a la h,! 
perprolactinemia, de acuerdo a la edad y al estado endocrino-
16gico del modelo estudiado, 
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IV. RECEPTORES PARA FSH EN MEMBRANAS TESTICULARES. 

IV.1 ARR-FSH EN MEMBRANAS TESTICULARES. 
Se había observado con anterioridad,que la hiperprolactin.!:_ 

mia. ·no afectaba el número de sitios de unicSn para la Hormona 
Folículo Estimulante a nivel de la membrana testicular (81).
Sin embargo, el experimento referido fu~ realizado durante -
una exposicicSn de solo dos días a la Hormona Prolactina. Por 
esta razcSn, sumada a experiencias de nuestro grupo, en las -
cuales se encontraron niveles bajos de una de las proteínas -· 
inducidas pov FSH en condiciones de hiperprolactinemia, se d.!:_ 
cidicS estudiar la interaccicSn mencionada. No se encontraron
diferencias en el Número de Receptores ni en las característ! 
cas físico-químicas de la Uni6n en ninguno de los grupos est_!! 
diados. 

V. ABP EN TEJIDO EPIDIDIMARIO. 

V.1 DETERHINACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIMARIOS, 
La convicci6n de que en estudios previos se habían encon

trado niveles bajos de ABP en presencia de hiperprolactinemia, 
y solo en edades inmaduras, nos indujo a repetir estas deter
minaciones en los experimentos aquí sefialados. Lamentable--
mente s6lo pudimos reprcducir este efecto en uno de los gru-
pos 1 hecho que precluye la emisi6n de ninguna conclusi6n al -
respecto. Sin embargo, y en caso de confirmarse la tendencia 
a la di1minuci6n de ABP en presencia de hiperprolactinemia, -
se tendría que postular necesariamente la existencia de un d! 
fecto po1treceptor, puesto que el namero de Sitio1 para FSH y 
las características físico-químicas de la interaccicSn no re-
gistraron cambios. 
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VI. CONSIDERACIONES FINALES, 

V I.1 SUMARIO. 
Esta Tesis tuvo como objetivo el presentar el estudio de -

los efectos que tiene la Hiperprolactinemia sobre algunos de
lo parámetros de la fisiología de eje Hipotálamo-Hip6fisis--
Testículo. Dicha evaluaci6n se realiz6 en 2 estadios del pr~ 
ceso de la maduraci6n sexual. 

En esta presentaci6n se incluyeron los resultados de varios 
an&lisis realizados, utilizando como modelo experimental a la 
rata macho hiperprolactin~mica, Esta condici6n se indujo en
grupos de animales inmaduros (A) y en grupos de animales adul 
tos (B). Se obtuvieron los siguientes resultados a los 30 -

días posteriores al procedimiento: 

1.- En los animales de grupo A se encontraron: 
- Hiperprolactinemia; 
- Concentraciones normales de· Hormona Luteinizante; 
- Concentraciones circulantes de Testosterona con tenden-

cia a la elevaci6n y; 
- Concentraciones intratesticulares de Testosterona eleva 

das. 

2.- En los animales del grupo B se encontraron: 
- Hiperprolactinemia; 
- Concentraciones bajas de Hormona Luteinizante; 
- Concentraciones circulantes de Testosterona bajas y; 
- Concentraciones intratesticulares de Testosterona bajas. 

3,- En ninguno de los grupos se registraron cambios en: 
- Peso testicular; 
- Peso epididimario; 
- NW!lero de Sitios de Uni6n para FSH en membranas testi-

culares y características físico-químicas de esta in-
teracci6n. 
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CO•CLUSJ:O•ES. 

Bajo condiciones de hiperprolactinemia de 30 d!as de dura---
ci6n, se producen efectos dependientes e independientes de la 
edad en la que se indúce la mencionada condici6n patol6gica. 

a) Efectos independientes de la edad.- No se producen cambios 
en los pesos testicular y epididimario, ni en los parámetros -
que se usaron para·medir la uni6n de la Hormona Estimulante -
del Folículo a membranas testiculares. Se puntualizan estos -
datos debido a que existen informes contradictorios en la lit! 

·.ratura, respecto e algunos de ellos <11,s,1;30). 

b) Cambios dependientes de la Edad.- En animales inmaduros, -
las concentraciones en suero de la Hormona Luteinizante no se
al teran, se presentan efectos tr6ficos positivos sobre le c'·· 
lula de ·Leydig y, existe una tendencia a la disminuci6n de los 
niveles de ABP. En animales adultos, se encuentra una dismin~ 
ci6n de las concentraciones circulantes de LH, de Testosterona 
en suero y de Testosterona intratesticular, sin advertirse CIJ!! 
bios en los niveles de ABP. 

c) Los datos en conjunto, documentan la posibilidad de que la- · 
Hormona Prolactina tenga efectos diferentes sobre la filiolo--
1!a del eje Hipot4lamo-Hip6fisis-Test~culo, dependiendo de 11-

edad en la que se induzca la hiperprolactinemia, 
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A•EIO •o. 1 

RADIOINMUNOANALISIS DE HORMONAS PROTEINICAS •• 

M E T O D O L O G I A Y E V A L U A C I O N 

- Prolactina (PRL) 
- Luteinizante (LH) 
- Estimulante del Folículo (FSH) 
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RAOIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA PROLACTINA. 

M E T O D O L O G I A 

Yodaci6n.-
La incorporaci6n del 1125 a los residuos arom!ticos, princi-

palmente tirosinas de la molécula de las hormonas prote!nicas, -
se consigui6 mediante el empleo del método 'de la cloramina T (49) 1 

El procedimiento consiste en aiiadir 1m Ci , de . .' 1125 a una al!
cuota que'contenga n microgramos de PRL-I-5, en 50 microlitros -
de una soluci6n de fosfatos . ASB. Q,1\ pH 7.2, seguidos de la -
adici6n de 5 microgramos de cloramina T, disueltos en la misma
aoluci6n amortiguadora. Luego de 60 segundos de agitaci~n cons
tante a temperatura ambiente, se detuvo la reacci6n, agregando-
50 microgramos de metabisulfito de sodio disueltos en la misma-~ 
aoluci6n. 

La separaci~n del producto yodado, del material libre, se hi
zo en una columna de cromatograf!a (Bio Rad), de 25 x 0.9 cm, -
previamente llena con Shepadex G-100, el cual había sido hidrata 
do durante 24 horas y saturado con 2 mililitros de una soluci6n
arnortiguadora PBS o.OIM ASB al 5\ eón un pH de 7.2 • La eluci6n 
se hizo con una soluci6n similar pero libre de albumina. 

Los productos de yodaci~n y el 11111terial radiactivo fueron co
lectados en 36 tubos de cristal de 7 x 1 cms, que contenian 200· 
microlitros de una soluci~n de PBS 0.01 M-ASB al 5\ y un pH de -
7,2 • Estos tubos hab!an sido enfriados previamente a 4°C y en
el momento de la recolecci6n estaban sobre hielo. La actividad
espec!fica obtenida, tuvo en promedio un valor de 79.5 microcu-
riea por microgramo de hormona radiactiva. Este par&metro se -
calcul6 usando la f6rmula siguiente: 
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Actividad Específica ae=~ 
A 

en donde: A= Masa de la hormona en microgramos1 
B= 1000 microcuries1 
C= Cuentas totales de 1125-cuentas Residuales; 
D= Cuentas totales de protepina yodada. 

Posteriormente se prepararían alícuotas que contuvieran una -
cantidad constante de radiactividad de aproximadamente 20,000 -
cuentas por minuto en 100 ul, y que serían usadas en el radioin
munoan4lisis correspondiente. Es válido mencionar que fu~ a la
hormona marcada, previamente disuelta en una soluci6n PBS o.IH-
ASB 0.1\ pH 7.2, a la cual se agreg~ Suero Normal de Conejo ·(S~C) 
a una concentraci6n final de 2\, 

Preparaci6n del primer anticuerpo Anti-rPRL-S14 .• -
Se utilizó un anticuerpo específico que actuaba eficientemen

te a una diluci6n final de 1: 10 ,POO en el radioinmunoan4lisis. E!!, 
te anticuerpo se reconstituy6 a partir de fracciones en las que
el antisuero estaba en una diluci6n 1:500. Estas alícuotas te-
nían un voll1men de 1.5 mililitros, a los cuales se les agregó --
8 .5 mililitros de una soluci6n amortiguadora de fosfatos O.IM--· 
ASB 0.1\ pH 7.2 , para obtener una diluci6n de 1:3,333. De esta 
soluci6n reconstituida, se tomaron 100 microlitros, los cuales • 
se emplearon para cada tubo del RIA. 

Preparación del Estándar No Radiactivo.-
Se utilizó un estándar internacional de reconocida pureza: ·

NIADKK PRL•Rp-3, el cual se disolvi6 en una solución amortiguad~ 
ra de fosfatos PBS 0.1M 0,1\, ASB, pH 7,2 y se diseft6 para obte· 
ner cantidades crecientes que fueron de 0,15625 hasta 20 nanogr! 
mes por 100 ul. 
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Preparaci6n del segundo Anticuerpo.-
Se realiz6 siguiendo el proceso detallado en la secci6n de M~ 

terial y Métodos. Se utilizaron 100 ul, por tubo de este reacti 
vo a una diluci6n inicial 1:10, en Soluci6n PBS 0.1M-ASB 0.1\ pH 
7.2 • 

Procedimiento del Ensayo.-
El procedimiento del inmunoan4lisis fu~ el siguiente: 

a) Se incubaron en tubos de 7 x 1 cm, 100 ul de hormona radiac
tiva 2\ SNC, con 100 ul del est4ndar no radiactivo 6 100 ul de -
la muestra problema y con 100 ul del primer anticuerpo (anti--
cuerpo espec!fico). Luego de aeitaci6n en vortex, se incub6 la· 
reacci6n por 24 horas. 

b) Luego de la incubaci6n mencionada se agregaron 100 ul del S! 
gundo anticuerpo a cada uno de los tubos. Se incubaron por 6 h2 
ras adicionales, al cabo de las cuales se detuvo la reacci6n afi~ 
diendo 1 miliiitro de agua destilada a 4 °c, a cada uno de los
tubos. Inmediatamente se centrifugaron a 3000 RPH por 30 minu-
tos a 2°c. Se decantaron los tubos y se contaron loa precipita
dos en Espectrofot6metro para radiaci~n ganuna , 

c) Se calcularon los resultados a partir de las cuentas por mi
nuto1 obtenidas en una calculadora Hewlett Packard Hp-97. Di--
chos resultados fueron expresados por interpolaci6n a una curva
est,ndar Logit vs Log 1 y fueron validados de acuerdo a criterios 
de control de c·alidad previamente publicados por nuestro grupo-
( 9). 
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EVALUACION, 

RIA DE PRL EN EL GRUPO NO. 1 (15 días).-

En este radioinmunoanálisis se tuvieron los siguientes índices -
de Control de Calidad: 

Valor de F 
Valor S y.x. 
Coeficiente de correlaci6n 
Intercepto al origen 

1.03211 
0.3259 
0.0566 
1.0980 

Pendiente 2.12111 
Relaci6n respuesta-error 3.5689 
Sensibilidad del ensayo +2 DE 2.2223 (ng/ml) 
Coeficiente de variaci6n in-
tranálisis 15.979 
Coeficiente de variaci6n in-
tranál isis corregido 9.22 

El perfil de precisi6n de la curva est&ndar fu~: 

Dosis (ng/tubo) Coeficiente de Variaci6n 

.3125 111.1175 

.625 211.567 
1.25 111.1128 
2.5 10.1116 
5.0 8.115 

10.0 6.818 
20.0 6.523 

Comentario: En este análisis el coeficiente de variaci6n intra
análisis aparece elevado debido a las dosis muy pequeftas introd~ 
cidas al inicio, sin embargo, el promedio de ios Logits de las -
muestras es de: 0,31142 ! 1.11 1 el mismo que está en un rango 
6ptimo de la curva estándar. 
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Aan más, dicho promedio y su desviaci6n están completamente -
dentro de los l!mites aceptables para un RIA ( +2¡ -2), puesto -
que sus valores se encontrarían entre -0.7621 y +1.4505. 

En cuanto a las determinaciones de PRL, se obtuvieron los siguien 
tea valores: 

PRL (ng/ml) 
Grupo Experimental 

145.2 .! 98.7 

RIA DE PRL EN EL GRUPO No. 2 (15 d!asl: 

Valor de F 
Valor S y.x. 
Coeficiente de correlaci6n 
Intercepto al origen 
Pendiente 

o .1619 
0.4604 
0.9282 
1.471t1 

-2.3092 
Relaci~n respuesta-error ~.2156 

Sensibilidad del ensayo +2 DE 3.2551 
Coeficiente de variaci6n in-
tran&lisis · 17.65 
Coeficiente de variaci6n in-
tran~lisis corregido 9.004 

Grupo Control 
13.1 .! 6.7 

El perfil de precisi6n de la curva est(ndar fu4: 

.3125 
;s25o 

1. ·2soo 
2.5000 
s.oooo 

10.0000 
20.0000 

51.5028 
28.0997 
15.5800 

9.9731 
7.3080 
5.8080 
5.2932 

Comentario: El coeficiente de variaci6n intran4lisis est& liger! 
mente elevado, como en el caso del RIA anterior, sin embargo, 
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los Logits de las muestra tiene un promedio de -0.4282 ! 0.7934, 
en un rango completamente aceptable (-2¡ +2), puesto que van de
-1.2216 a +0,3652. El c.v. corregido es de 9.004. 

En cuanto a las determinaciones de Prolactina, se obtuvieron
los siguientes valores en esta grupo: 

Prolactina (ng/ml) 
Grupo Experimental 

188 ! 64.9 

RIA DE PRL EN EL GRUPQ No. 3 (60 días).-

Grupo Control 
32.2 ! 6.4 

Los parainetros de Control de Calidad de este ensayo,' son los
mismos que los del RIA anterior, pues 1e procesaron las muestras 
conjuntamente. La diferencia existente, correspondiente a los -
Logits de las muestras (promedio: -0.4061 ! 0.7367) los ubica en 
un rango de -1.2528 a +0.3306, completamente dentro de límites -
aceptable• <-21 +2). 

Las detenninacionea de Prolactina en este grupo fueron: 

Prolactina (ng/ml) 
Grupo Experimental 

275.3 .! 121.3 
Grupo Control 

80,9 ! 27.5 

Comentario: Considero que ser& de utilidad, el graficar el per
fil de precisi6n promedio, conjuntamente con la 1inearizaci6n de 
la curva dosis respuesta. En esta gr4fica se encuentra interpo
lado el rango en el que se hallaron las muestras, cuyos Logits -
son los si¡uientes: 

Grupo 1 + 0.3442 ! 1.1063 -o.7621 a +1.4505 
Grupo - 0.4282 ! 0.7934 -1.2216 • +0.3652 
Grupo - 0.4061 ! 0.7367 -1.1428 a +0.3306 

Gt'UPO 4 - 0.6272 ! 0.8430 -1.4702 • +0.5906 

Promedio - 0.2703 ! 0.8699 -1.1492 a +0.5906 

<! o.4274 <! o.1635) 
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y con los si1uientes coeficientes de variaci6n y Logits promedio: 

Dosis (n¡/tubol ~ Logit 11 

.3125 46.~8 2.4155 

.6250 26. 33 1. 8994 

1. 2500 15 .03 o. 9872 

2. 5000 10.06 o.~219 

5.0000 7. 71 -0.1751 

10. ºººº 6. 31 -O. 9163 

20.0000 5. 91 -1. 6946 

tate perfil nos dar!a un coeficiente de variaci6n intran&liais -
de 16.8, pero con una DE de 14,89. La gr&fica resultante, en la 
c¡ue se ha incluido •l ran¡o en el que se encontraban las muestras 
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Vemos en la figura, que las muestras se ubican en un área que -
está dentro de los coeficientes de variaci6n correspondientes a
la dosis de 1.25 y 20. Esto nos da una estimacidn del c.v. co-
rre¡ido de 9.00~. 

RADIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA LUTEINIZANTE. 

Los procedimientos utilizados para el radioinmunoanálisis de
la Hormona Luteinizante, como los de las demás hormonas de natu~ 
raleza proteínica, son de características muy similares. Par--
tiendo de este criterio y habiéndose descrito muy detalladamente 
en la secci6n anterior el radioinmunoanálisis de la Hormona Pro
lactina, en esta eecci6n se presenta la misma secuencia descrip
tiva, pero sintetizándola y enfatizando los detalles que partic~ 
larizan al radioinmunoanálisis de la Hormona Luteinizante. 

Yodaci6n.-
Se emplearon 5 microgramos de Hormona Luteinizante LH I-5, di 

sueltos en 50 microlitros de PBS 0.1M, pH 7.2., a los cuales se
les agreg6 1 m Ci de 1125• Se inici6 la reaccidn por medio de ~ 
la adici~n de 50 microgramos ~e cloramina T, y luego de agita-
ci6n constante por 30 segundos, se detuvo la reaccidn de oxida-
ci6n con la adici6n de 50 microgramos de Metabisulfito de Sodio
obteniindose una actividad específica de aproximadamente 98.8 -
microcuriea por microgramo de hormona. 

Preparacidn del primer anticuerpo (anti rLH-S8).-
Este anticuerpo viene en una diluci6n inicial de 1:18.75, y

dptimamente trabaja <!!; una dilucidn 1:180,000. Se prepararon -
al!cuotas de 500 ul, con una dilucidn 1:120 a partir de la solu• 
cidn inicial. Estas fracciones se aforaron a 10 mililitros, •• 
previo a su uso en el análisis. Debe anotar.se que se emplearon· 
100 ul de este reactivo para cada tubo. 

..... 
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Preparaci6n del Estándar No Radiactivo.-
Se utiliz6 el estándar NIAMDD LH Rp-1 y se disefi6 la curva e! 

tándar con cantidades crecientes que part!an de 1.5625 y ascen-
d!an hasta 100 ng/100 ul. 

Preparaci6n del segundo anticuerpo.-
Ya ha sido explicada con anterioridad en secciones precedentes. 

Se utilizaron 100 microlitros por tubo de este reactivo, el cual 
hab!a sido previamente aforado a una diluci6n inicial de 1:10. 

Procedimiento del análisis.-
Luego de preparr la hormona marcada (con .12 ,ooo cpm y -2\ de 

SNC), se agregaron 100 ul de esta soluci6n a 200 ul de estándar/6 
muestra más 100 ul del anticuerpo específico anti rLH-SB. A con
tinuaci6n, se incub6 la reacci6n por 24 horas, al cabo de las --
cuales se afiadieron 100 ul de una diluci6n 1:20 del 2do. anticue~ 

po. Luego de 6 horas adicionales de incubaci6n se detuvo la rea~ 
ci6n por medio de la adici6n de 1 ml de agua fr!a por espec~men.
Se centrifugaron los tubos, se decantaron y se cont6 la radiacti
vidad asociada a los precipitados. Se estimaron los resultados
de manera similar a la descrita para la Hormona Prolactina. 

E V A L U A C I O N , 

RIA DE LH EN EL GRUPO No,1 (15 d!as),-
En este radioinmunoan&lisis los !ndices de Control de Calidad

no fueron de 6ptima calidad. Ellos son: 

Valor de F 1.7456 
valor s y.x. o.5383 
Coeficiente de correlaci6n 0.9201 
Intercepto al or!gen 3.1324 
Pendiente -2.8779 
Rolaci6n respuesta-error 4.2932 
Sensibilidad del ensayo +2 DE 20 ng/ml 
Coeficiente de variaci6n in-
tranálisis 12.2857 
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Los Logits de las muestra tuvieron un promedio de 1.3391 + -----
1.4409, lo que los ubica en un rango de -0.1018 a +2.78. En --
este caso, vernos que el l!rnite superior est& fuera del límite -
establecido (-2\ +2), 

Los datos que se obtuvieron y que se tomar&n en cuenta con las -
debidas reservas son: 

Valor de LH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

29,29 ! 19.35 
Grupo Control 
37.58 ! 28,39 

Comentario: En este RIA, se obtuvieron datos que deberían ser -
inclu!dos con cautela. Uno de los factores que influy~ negativ! 
mente en las determinaciones fu~ el bajo contenido de LH en es-
tos\ animales, puesto que se utilizaron 100 microlitros de muestra 
por tubo. Luego de este an&lisis, se establecid que había que ~ 

utilizar al menos 200 microlitros de suero por tubo. 

RIA DE LH EN EL GRUPO No.2 (15 días).-
Luego de los datos de RIA anterior, se diseftd un ensayo con -

un voldmen final de incubaci~n de 400 rnicrolitros, en los cuales 
se incluyen 200 microlitros de muestra. Los par&netros de Con-
trol de Calidad fueron: 

Valor de F 0.6834 
Valor Sy.x. 0.6375 
Coeficiente de correlacidn 0.8776 
Intercepto al origen 3,3528 
Pendiente -2,6121 
Relaci6n respuesta-error 1,8918 
Sensibilidad del ensayo ~2 PE 6.1 ng/ml 
Coeficiente de variacidn in-
tr.ii,lisia · 6.5318 
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Adem&s de la mejoría substancial en casi todos los parámetros de 
control de la curva, los Logits de lasm1o1estt>as tuvieron un prom! 
dio de 1.9737 ! Q,1¡1¡39 con un rango de + 1.5299 a +. 2.li175. Si
bien el límite superior de este rango es superior a +2, se debe
indicar que solo l¡ muestras se ubicaron en su cercanía. 

Los datos que se obtuvieron fueron: 
,-

Grupo Experimental Grupo Control 

Valor de LH (ng/ml) 19.86 ! 7.8 

HORMONA LUTEINIZANTE GRUPO No.3 (60 días).-

Los índices de control del ensayo son: 

Valor de F 
Valor de Sy.x. 
Coeficiente de correlaci6n 
Intercepto al origen 
Pendiente 
Relaci6n respuesta-error 

1.8363 
0.11¡26 
o.~e91¡ 

.6257 
-2.1786 
2.21¡55 

18,1¡6 ! 5.19 

Sensibilidad del ensayo +2 DE 3.5 ng/ml 
Coeficiente de variacion in-
trana&lisis 7.67 

En este ensayo también se utilizaron 200 microlitros de muestra
en un volúmen de incubaci6n final de l¡QQ microlitros. Como se -
aprecia, es un análisis muy confiable. Adem&s, los Logits de -
las muestras tienen un promedio de 1.3578 ! O.li2li5, lo que ubica 
a los especímenes muy dentro de los límites establecidos (+2¡ -2). 

Se obtuvieron los siguientes valores: 

Valor de LH Cng/ml) 
Grupo Experimental 

11i.9~ ! 2.76 
Grupo Control 

31.52 ! 11.12 
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HORMONA LUTEINIZANTE GRUPO No. 4 (60 d!as).-
Estas muestras se analizaron conjuntamente con las del grupo

anterior, por ello los !ndices de control del ensayo son los mi~ 
mas. Los Logits de la muestras tienen un promedio de 1.2073 + -
0.6515. Se encuentran en un rango de +0.5558 a+ 1.BSBB. 

Los valores obtenidos son: 

Valor de LH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

13.1¡6 ! 4.96 
Grupo Control 

37.1 ! 18.S 

RADIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE. 

Como se ha mencionado previamente, los radioinmunoan4lisis de 
las hormonas proteínicas son similares en disefto, diferenciando-· 
los solamente lascaracter!sticas inherentes a los reactivos ·esp! 
c!ficos. Sin embargo, en lo que se refiere al RIA de la Hormona 
Folículo Estimulante, se incluyeron ligeras variaciones tendien
tes a optimizar el an4lisis y basados en trabajos previos (12,22, 
116). 

Yodacidn.• 
Este procedimiento se llevd a cabo mediante una variacidn de·l 

m'todo de la·c1oramina T. En primer lugar, todos los reactivoa
y soluciones fueron enfriados previos al proceso (0-·liºC). A 25· 

~ microlitros de un buffer de fosfatos 0.05M, pH 1.2., conteniendo 
2.5 microgramos de FSH I-6, se les agreg6 1 milicurie de 1125 • -
Se inici6 la reacci6n con la adici~n de 2.5 microgr4111os de Clor! 
mina T en 10 microlitros de PBS 0.01M pH 7.4 • Luego de 1 minu• 
to de agitacidn constante en vórtex, se termind la reacci6n por• 
la adicidn de 50 microgramos de metabisulfito de sodio contenido 
en 50 microlitros de PBS 0.01M, pH 7.4. Los productos de la ra
dio-yodacidn se separaron en una columna BioRad de 25 x 0.9 cms, 
conteniendo Sephadex G·lOO previamente saturado con una soluci6n 
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amortiguadora de fosfatos que contenía ASB al 5\, Se colocaron-
40 fracciones de 10 gotas de cada una en tubos de 7 x 1 cm, con 
200 microlitros de PBS 0.01M con ASB al 5\ pH 7.4. La actividad 
específica obtenida fué de aproximadamente 95.S microcuries por
microgramo de hormona. 

Preparaci6n de primer anticuerpo (anti-rFSH-S11).-
Este anticuerpo trabaja 6ptimamente a una diluci6n final de -

90,000. Este reactivo se resuspendi6 en una soluci6n amortigua
dora de fosfatos 0.05M con EDTA y se agregaron 200 ul a cada tu
bo en el RIA. 

Preparaci6n del Estándar No Radiactivo (FSH Rp-1).-
Se dispuso para los análisis del estándar FSH Rp-1, el cual -

se disolvi6 en una soluci6n amortiguadora de fosfatos O.OSM con
gelatina al 0.1\ pH 7.4. Se diseft~ una curva estándar con canti 
dades crecientes de la hormona, desde 10 hasta 800 nanogramos -
por tubo, 

Preparaci6n del segundo anticuerpo.-
La obtencidn de este reactivo ha sido descrita en las seccio

nes anteriores. Debe indicarse que para este RIA en particular, 
la diluci6n inicial del antisuero, fu4 de 1:20, en PBS o.OSM, -
pH 7.2. Se utilizaron 200 ul por tubo, con un tiempo de incuba
ci6n mayor que para los otros RIAs de horD10nas prote!nicas. 

Procedimiento del análisis.-
En este radioinmunoaná"lisis· lle introducen algunas variantes -

como se ha mencionado anteriormente. La razdn de estos cambios
debe ser atribu!da a la bdsqueda de una optimizacidn en la sens! 
bilidad y la precisi6n de los resultados. Se procedi~ de la si
guiente manera: 

a) Se incubaron a temperatura ambiente y por un tiempo de 24 h2 
ras los siguientes reactivos: 100 ul de FSH radiactiva (aproxi-
madamente 15,000 cpm y SNC al 2\), 100 ul del primer anticuerpo
y Hormona no radiactiva (FSH Rp-1), en cantidades crecientes. El 
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volúmen final de esta primera incubaci6n fu~ de 600 microlitros. 

b) Luego de transcurrido el período indicado, se agragaron 200-
ul del segundo anticuerpo y se incub6 por 24 horas adicionales.
Se detuvo la reacci6n por la adici6n de 2 mililitros de PBS 0.05M 
pff 7.2 fríos a cada tubo. Inmediatamente se centrifug6 el an&li 
sis a 3000 rpm por 15 minutos, se decantaron los tubos y se con
taron en un Espectrofot6metro para radiaciones gamma. 

c) Se estimaron los resultados a partir de las cuentas por min~ 
to obtenidas, usando la interpolaci6n de dichos datos a una cur
va est&ndar Logit-Log como se ha descrito previamente. De igual 
manera, la validaci6n de los resultados se hizo de.acuerdo a cri 
terios prestablecidos (9), 

E V A L U A C I O N , 

RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 1 (15 días).-

Los índices de Control de.Calidad del ensayo son: 

Valor de F 2,5034 
Valor de S y.x. 0,3765 
Coeficiente de correlaci6n 0.9571 
Intercepto al or~gen 5.3453 
Pendiente -2,5154 
Sensibilidad del ensayo +2 DE 57.32 ng/ml 
Coeficiente de variacidn in-
tran&lisis 11.02 
Coeficiente de variacidn in-
tran&lisis corregido 7.4 

Los Logit1 de la1 muestras tiene un promedio de 0.3271 ! 0,3022, 
y en un rango de -0.0249 a +0.6293, lo que sitda a estos especí
menes.en una zona ideal de la curva est&ndar. Los coeficientes-
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de variaci6n que corresponderían a estas muestras est&n conside
rados a partir de ~O ng, Si consideramos a esta última dosis c2 
mo límite inferior, tendremos que el coeficiente de variaci6n in 
tran&lisis corregido es 7.~. 

Los datos que se obtuvieron son: 

Valor de FSH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

1182.18 ! 119.36 
Grupo Control 
590.11 ! 99.86 

. RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 2 (15 d!as) .-

Se realiz6 un RIA conjunto de los grupos 2,3 y 11. Loe valo-- · 
res de control del ensayo eon: 

Valor de F 
Valor de S y.x. 
Coeficiente de correlaci6n 
Intercepto al or~gen 
Pendiente 

0.21106 
0.3719 
o. 9111111 
5.0079 

-2.1121111 
Relaci6n respuesta-error 2.1783 
Sensibilidad del ensayo +2 PE ~3.1 ng/ml 
Coeficiente de variaci6n in-
tran&lisis 7.71 

El promedio de los Logits de las muestras es de 0.6655 ! -----
0.2902, el mismo que sitúa loe espec~enes entre +03753 y~ 0.9557, 
en un rango muy apropiado y con coeficientes de variaci6n muy 
aceptables.· 

Los datos obtenidos son: 

Valor de FSH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

730.98 ! 178.7 
Grupo Control 

5117 ! 99,5 
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~' 'll. . 
HORMONA RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 3 (60 d!as),-

Los valoree de Control de Calidad del análisis son los mismos 
que los anteriores, pués se hizo un RIA conjunto. El promedio -
de los Logits de las muestra es: 0.7790 ! 0,3287, lo que ubica a 
los mismos en un rango de +0,1\503 a +1.1077. Completamente ade~ 
tro de los límites establecidos ·(=2¡ _2). 

Valor de FSH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

1\32.8 ! 69.9 

Grupo Control 
590.25 ! 171\.9 

RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 1\ (60 d!as).-

Como se ha mencionado, se hizo un RIA conjunto de los grupos-
2, 3 y .1\, por lo tanto, los par&metros de validaci6n de este aná
lisis ya se encuentran descritos, Adicionalmente, los Logits de 
las muestras tienen un promedio de 1.1165 ! 0.5411, y están si-
tuados en un rango de +0,5751\ a +1.6919. Los valores que se lo
gran son: 

Valor de FSH (ng/ml) 
Grupo Experimental 

308.6 ! 119.8 

Grupo Control 
1\95 ! 166.9 
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A•ESO So 2. 

M E T O D O L O G I A Y E V A L U A C I O N 

- Testosterona Sérica f1's ) 

- Testosterona Intratesticular (Ti) 

- Estradiol (E2> 



-81-

RADIOINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA. 

M E T O D O L O G I A • 

Obtenci6n de la Hormona Radiactiva.-
La hormona radiactiva se adquirid de Amersham (Inglaterra), -

tal como se indica en la secci6n I. Tuvo una actividad espec!fi 
ca de 80-100 Ci/mmol y se emplearon al!cuotas que contentan 
aproximadamente 10,000 cpm en cada tubo del an&lisis. 

Preparaci6n del Anticuerpo.-
Este anticuerpo fué provisto por el Match Reagent Program de

la O.M.S. Esta reactivo viene en forma liofilizada y se recons
tituye en 10 mililitros de una soluci6n amortuguadora de fosfa-
tos 0.1M con gelatina al 0.1\ pH 7.3. Se utilizaron 100 microli 
tros del antisuero por cada tubo de ensayo. 

Este anticuerpo fué generado en ovejas, usando testosterona 
CMO-ASB como ant!geno inductor. Se caracteriza por una uni6n -
cero esperada de 45-64\ y la diluci~n final a la que se usa es -
de 1:210,000. Las reacciones cruzadas que tiene este anticuerpo 
con Cortisol (0.0001\), ~androstenediol (2.1%) y 4Aandrosteni 
dion~ (0.8\), no son de relevancia. Aquellas con 5-c.dehidrotes
tosterona son del orden del 14\ y con5~androstenediol del 6\ y
fueron estimados a partir de las potencias relativas a un B/Bo -
de 50\. 

Preparaci~n del Est,ndar No Radiactivo.-
Se utiliz6 un es~andar con el cual se diseft6 una curva desde-

9, 9, hasta 316.8 picogramos por mililitro. El compuesto se sus
pendi~ en una soluci6n PBS 0.1M con 0.1\ gelatina, pH 7.3 previo 
a BU UIOo 

Preparaci6n del Método de Separaci6n de las Fases.-
Como se mencion6 en la secci~n correspondiente, se escogi~ -

como M'todo de Separaci6n de las Fases, al Sistema de carb6n 
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dextrán. La preparación de los reactivos se hizo empleando 625-
miligramos de carb6n activado Norit-A y 62.5 miligramos de dextrán 
solución PBS 0.1M con 0,1\ gel pH 7.3. Se emplearon 200 microli 
tros de esta suspensión por cada tubo del análisis. 

Procedimiento del análisis.-
El m~todo que aquí se describe es el procedimiento ~omún, us! 

do en nuestro laboratorio para la medición de las hcnmonas est! 
roides en suero. Se realiza de la siguiente manera: 

a) Se incuban por 24 horas y a 4°C los siguientes reactivos: 
500 microlitros de los resuspendidos de las.muestras, 100 micro
litros de la hormona radiactiva conteniendo 10 1 000 cpm y 100 mi
crolitros de antisuero. 

b) Al cabo del período de incubación se agregan 200 microlitros 
de la suspensión de carbón dextrán, que fu~ preparado el día an
terior al del ensayo, y se incuba el RIA por 30 minutos a 4°C. 

c) Luego de esta incubación 1 se centrifugan los tubos a 2ºC y
a 3000 rpm por 15 minutos, se decanta el aobrenadante en viales
de cristal, se agregan 5 mililitros de líquido de centelleo por
especímen, se agitan en vórtex por 1 minuto y se dejan reposar 
los recipientes en la obscuridad por lo menos 4 horas. 

d) Transcurrido este lapso, se estiman las cpm de los viales -
en un Espectrofotómetro de centelleo líquido, con un tiempo de -
conteo de 2 minutos y se calculan los resultados mediante la in
terpolación de los mismos a una curva est~ndar Logit vs Log como 
se ha mencionado anteriormente. 
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E V A L U A C I O N , 

RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 1 (15 d!as),-

Los par&metros con los que se validaron este ensayo ensayo son: 

Valor de F ~.~25 

Valor Sy.x. 0.0778 
Coeficiente de correlaci6n 0.9938 
Intercepto al or!gen 2.6111 
Pendiente -1.8041 
Relaci6n respuesta-error 3.0069 pg/ml 
Sensibilidad del ensayo +2 DE 6,96 
Coeficiente de variacidn in-
tran4lisis 7.78~2 

A pesar de que el valor de la pendiente est4 bajo, se ve que los 
Logits de las muestras son aceptables, lo que sumado a los otros 
par&metros, hace a este RIA confiable. El promedio de los Logits 
es de -0.1655 ! 0.7339, lo que ubica a las muestras practicamen 
te en el centro del rango, entre -0,8994 + 0.5684, 

RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 2.(15 d!as).-

En este RIA se tuvieron los siguientes valores de control: 

Valor de F 
Valor Sy,x. 
Coeficiente de correlaci6n 
Intercepto al or!gen 
Pendiente 
Relaci~n respuesta-error 
Sensibilidad del ensayo 
Coeficiente de variaci6n in
tran,lisis 

0.9769 
o.9952 
0.9952 
2.852 

-1.9060 
3.0431 
9.6 pg/ml 

8.1 
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Como se aprecia, los par'1netros son excelentes exceptuando a la
Pendiente que es muy similar a la del anterior RIA. Por esta r! 
z6n, se torna imperativo ubicar a los Logits de las muestras, -
los mismos que tiene un promedio de -0.3477 ! 0.7708 y ae ubican 
en un ran¡o de -1.1185 a +0.4231, localizado en el centro de los 
l!mites (•2;+2), De esta manera, se ve que los resultados obte
n!dos son muy confiables. 

Los datos son: 

Valor de Ts (pg/ml) 
Grupo Experimental 

336.72 ! 270.4 

RIA DE Ts EN EL GRUPO No, 3 (60 d!as).-

Grupo Control 
sos! 218.9 

Este es un.RIA conjunto de los grupo 3 y 4, Sus par&metros de V! 
loidaci6n son: 

Valor de F 

Valor Sy.x. 
Coeficiente de correlacidn 
Intercepto al or!gen 
Pendiente 
Relacidn respuesta-error 
Sensibilidad del ensayo 
Coeficiente de variacidn in
tran&liais 

1. 53611 
0.2196 
0.9613 
2.8308 

-1.9419 

3.3488 
10.8 pg/ml 

8.7552 

En este an.C1isis cabe la misma acotacidn hecha a la pendiente. -
Sin embargo, loa Lo¡ita de las muestras tienen un promedio de --
0.9385 ! 0.9067, lo que ubica a loa espec~menes en un ranao de -

.•1.8452 a •O.Q318 , 

Loa datos son: 

Valor de T1 (pg/ml) 
Grupo Experimental 

317.311 ! 209.77 
Grupo Control 
11175.2 ! 5116.& 
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RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 4 (60 días).-

Por ser un RIA conjunto con el anterior, los parámetros de V! 
lidaci6n son los mismos. El promedio de los Logits de las mues
tras es de -1.3762 ! 0.5014 lo que los ubica en un rango de ---
-1.8776 a -0.8748. Los valores obtenidos son: 

Valor de Ts (pg/ml) 
Grupo Experimental 

731.7 ! 240.9 

TESTOSTERONA INTRATESTICULAR. 

Grupo Control 
1644.6 ! 574,9 

En esta secci6n se reportan los datos en nanogramos/gramo de -
tejido testicular (ng/g), 

RIA DE Ti EN EL GRUPO No. 1 (15 días).-

Los criterios de estudio de este RIA son: 

Valor de F 
Valor Sy.x. 
Coe!iciente de correlaci6n 
Intercepto al or!gen 
Pendiente 
Relaci6n respuesta-error 
Seneibilidad del ensayo 
Coeficiente de variaci6n in-
tran,lisia · 

3,3959 
0.1049 
0.9891 
2.6046 

-1.8249 
3,0229 
7 p1/ml 

7,9 

El promedio de Logits de las muestras ea de -1.~781 ! 0.3876, en 
un ran10 de -1.7657 e -0.9905. Los datos son: 

Test. Intratest. 
Grupo Experimental 

1+2.2 ! 10.7 

Grupo Control 
30.6 ! 9,1¡ 
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RIA DE Ti EN EL GRUPO No. 2 (15 d!as).-

Los par4metros de validaci6n de este RIA son: 

Valor de F 2.6150 
Valor Sy.x. 0.0913 
Coeficiente de correlacidn Q,9931¡ 
Intercepto al or!gen 3.0762 
Pendiente -2.0535 
Relaci6n respuesta-error 3,31¡55 
Sensibilidad del ensayo 13.9 ng/ml 
Coeficiente de variacicSn in 
tran4lisis 8 .66 

Los Logits de las muestra tuvieron un promedio de -0.9363 ! 0.3942, 
lo que los ubica en un rango de -1.3305 a - 0.5421. 

Los valores as! obtenidos son: 

Grupo Experimental 
Test. Intrates. (Ng/g) 211.27 !. 11.s 

RIA DE Ti EN EL GRUPO No. 3 (60 d~as).-

Grupo Control 
u.s !. s.~1 

Los valores de estudio de este an&lisis son similares al ant! 
rior. Los Logits de las muestras tienen un promedio de -1.5566!, 
0.1143 que los ubica en un rango de -1.6709 y -1,1¡1¡23, 

Los valores que se obtuvieron son: 

Test. Intratest. 
Grupo Experimental 

32.93 !. 3.1 
Grupo Control 

39.1 ! 2.1 
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RADIOINMUNOANALISIS DE ESTRADIOL. 

Obtención de la hormona radiactiva.-
Como se mencionó en la sección I, el 3H-Estradiol, se obtuvo

de Amersham (Inglaterra). El compuesto tuvo una actividad espe
c!fica de 80-100 Ci/mmol y se utilizaron 100 microlitros conte-
niendo aproximadamente 10,000 cpm por cada tubo. La hormona es
tuvo resuspendida en un. buffer PBS 0.1M gel pH 7.3. 

Preparación del antisuero.-
Al igual que los de otros esteroides, este reactivo fu~ dona

do por el Match Reagent Program de la O.M.S. El compuesto viene 
en forma liofilizada yse reconstituye en 10 mililitros de PBS --
0 ,2M gel 0.1\ pH 7,3 Se utilizaron 100 microlitros por cada -
tubo del ensayo. 

El antisuero en mención fu' generado en conejos usando estra
diol-6 CMO-ASB como inmunógeno. Tiene una unión cero esperada -
de 25 a 30\ y se usa a una diluci~n final de 1:56,000. Las reaE 
cienes cruzadas de este anticuerpo son de escasa significaci~n.
Es as! que cruza el 0.01\ con Cortisol, 0.3\ con Eatriol y 1•2\· 

· estrena. Estas respuestas fueron estimadas de las potencias ---
8/BO SO\. 

Preparación de la Hormona No Radiactiva.-
A partir del est&ndar se disefió una curva cuyo punto mínimo -

fu~ de 6.~ y m&ximo fu' de 204.8 picogramos por mililitro, El • 
compuesto se resuspendió en una soluci~n PBS 0.1M 1el 0,1\ pH 7,3 
previo a su uso. 

Preparación del H~todoá de aeparaci~n de las fases.-
Se procedió de manera similar a la que •e describe para el RIA 

de testosterona mencionado en la sección precedente, tanto en lo 
que se refiere a loa procedimientos de laboratorio, cuanto en lo 
que concierne al c&lculo de los resultados. 

··• ,, 
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E V A L U A C I O N • 

Los par&metros de validacidn de la Curva Est&ndar estuvieron 
dentro de l!mites aceptables, No se reportaron loa valorea delae 
muestras, porque hubo un buen porcentaje de espec!menes en los -
cuales las concentraciones de Estradiol no eran detectables. 
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AIEXO Ho.J 

ANALISIS DE RADIO-RECEPTOR PARA FSH EN TESTICULO (ARR-FSH) 

M E T O D O L O G I A Y E V A L U A C I O N , 
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ANALISIS DE RADIO-RECEPTOR PARA FSH EN TESTICULO CARR-FSH) 

H E T O D O L O G I A 

En estos ensayos se utiliz6 la Hormona FSH iodada por el m•t2 
do de la cloramina T,modificada de acuerdo a Findley (32). Se • 
realizaron diversas iodaciones y se obtuvieron productos que tu
vieron una actividad espec!fica en un rango de 61.9 a 92.5 micr2 
curies por micro¡ramo. En lo que concierne al material empleado 
para los desplazamientos, se emplearon cantidades crecientes de
FSH-RPl (de1de ~.6875 hasti"""jl)O n¡). Los ensayos se hicieron -
como se ha descrito en la secci6n correspondiente, utilizando --
100 ul de la prep1racidn de receptores testiculares por tubo. -
Los resultados se calcularon utilizando el m•todo de Scat9hard -

107 ), . Las prote!nas se midieron por el m•todo de Lowry ·-
69 ), 

E V A L U A C I O N 

ARR-FSH EN EL GRUPO No. 1 (15 d!as).• 
En este ¡rupo se analizaron 17 muestras experimentales y 12 -

controles. Se hizo una primera evalucidn y se estimaron los va
lores utilizando una calculadora Hewlett Packard HP-67. 

En 101 ¡rupo1 experimentales control, se obtuvieron los si·-
guientea valorea promedio: 
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EXPERIMENTALES (n=17) 

.0011 ! .0003 .016 .!. .0003 .071 ! . 02 

.02011 ! .006 .309 ! ,006 .066 ! .02 

• 0378 ! .012 .6011 ! .012 .062 .!. • 02 

,0671 ! .019 1.199 ! .019 .056 .!. .02 

.121 .!. .036 2.396 .!. ,036 .055 ! .02 

.188 ! .06 11.83 ! .06 .039 .!. .01 

.267 ! .oe 9.75 ! .08 ,027 ! .01 

• 337 ! .10 .9.68 .!. .11 .017 ! .01 

Regresidn linear promedio: 

HSUe 11.111 x10-10 H 

ICdc 6.113 ~10-9 M 

CONTROLES (n=12) 
.001 ! .002 .016 ! .002 .1m .. ! .016 

.016 ! .oos .313 ! .oos: 052 ! .016 

.030 ! .009 .617 ! .009 0119 ! .017 

.052 + .02 1.215 ! .016 0113 ! .0111 

.091 ! ,03 2.1126 ! .03 038 ! .013 

.1118 ! .os 11.869 ! .os .030 ! .011 

.192 ! .08 9.825 ! .oe .020 ! .01 

.253 ! ·ºª' 9.76 ! .08 013 ! .0011 

Regresidn linear promedio: 

NSUc 3.15 x1o•lO M 

Kdc 5.8 x10·9 M 
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a) Coeficiente de correlaci6n (Il, S1)• -o. 9820037 
Coeficiente de correlaci6n (12, S2)• -o. 9999994 

b) Tabla de valores observados y calculados: 

!!!!.!!!2 U/L(observado) U/L(Eredecido) Desviaci6n Porcentual 

1 1,1 E-12 • 071 6.95E-02 2.12 

2 2.04E-11 .066 6. 63E·02 o .20 
3 3;1at-11 • 062 6.33E-02 -1.67 
I¡ 6., HE-11 • 056 5,82E-02 -3. 43 
5 ·1. 21E-10 • 051 5,on-02 o. 59 

6 ·1.aat-10 • 039 3, 94E-02 -o.so 

7 2.67E-10 .027 2,75E-02 -o. 37 
8 3.37E-10 • 017 1. 71E-02 -0.10 

c) Adem&s, tiene los siguientes datos estadísticos que se apli
can a lo Unido como funci6n de lo Libre: 

Desviaci6n porcentual promedio 
Desviaci6n esdndar de la desviaci6n 
porcentual 
Prueba de T para sesgo estad!stico 
Varianza re!iidual 

Error RMS 

-0.43 

1.64 
-o.75 

5.07 

2. 25 

Luegu del estudio estad!stico de los datos, se ve que el an&lisis 
es adecuado y tiene los siguientes valores: 

N4mero de Sitios de Uni6n (corregido) , 44!,12 x 10·13mol.mg.prot, - 1 

Constante de disociaci6n 6.43 x 10·9 H 

Les datos del Grupo Control son: 

a) Coeficiente de Correlaci6n ( I 1 , S1) 

Coeficiente de Correlaci6n CI2" s2) 

-o. 9905006 
-o. 97 58059 
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b) Tabla de valores observados y calculados: 

Unido U/L Observado U/L sredecido Desviaci6n Eorcentual 
1 9----r-'13 .56 . 55 .92 
2 1.61E-11 .052 5.2 E-02 -1.01 
3 3. 02E-11 .01196 11.98 E-02 -o. 37 
11 5. 21E-11 .0113 11.55 E-02 -5.48 
5 9.07E·11 .038 3.88 E-02 -3.17 
6 1.48E·10 .030 2.99 E-02 1.595 
7 1.92E-10 .0196 .020 -11.14 
8 2.53E-10 .0128 1. 25 E-02 2.54 

c) La siguientes estad!sticas se aplican a lo Unido como una -
·funci6n de lo Libre: 

Desviaci6n Povcentual Promedio 
Desv. Est. de la desviaci6n porcentual 
promedio 
Prueba de T para ses¡o estad!stico 
Varianza residual 
Error RMS 

-1.14 

2.87 
-1.12 
17.05 

11.13 

Luego de· este an4lisis estad!stico se ve que el ensayo es adecu! 
do y tiene los si¡uientea datos: 

NGl'llero .de Sitios de Uni6n (corregido) 
Constante de disociaci6n (corregida) 

-10 3.15 X 10 M 
s.8 x 10·9 M 

d) Si tomamos en consideraci6n que estas muestras tuvieron un -
contenido de proteínas de 3.84 ng/ml. tendremos que los datos 
promedio del examen de 12 muestras control son: 

NGl'llero de Sitios de Uni6n 
Constante de disociaci6n 

,39 ! .14 x 10-13mol.mg.prot.-1 

5.8 X 10·9 M 



ARR·FSH EN EL GRUPO No. 4 (60 días) •• 

Para las determinaciones en estas muestras se emple6 un análi 
sis similar al empleado en el grupo anterior. Se encontr6 que -
los valores fueron: 

Grupo Experimental: 
Nl1mero de Sitios de Uni6n: 
Constante de disociaci6n: 

Grupo Control: 
Número de Sitios de Uni6n: 
Constante de disociaci6n: 

.23 ! .os x 10·13mol.mg.prot·1 

6.25 ! ,93 X 10•9 H 

.24 + .o~ x 10·13mol.mg.prot·1 

5.90 ! .6 X io•9 H 
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A 11 EJl O 11 o. lt 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ABP EN TEJIDO EPIDIDIMARIO 

M E T O D O L O G I A Y E V A L U A C I O N 
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DETERMINACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIHARIOS 

M E T O D O L O G I A , 

La Métodología se encuentra descrita con detalle en la Secci6n 
correspondiente, Todos los procedimientos se ajustaron a descri~ 
ciones previas ( 2,44,66). Las proteínas se midieron por el m&-
todo de Lowry ( 69 ), 

E V A L U A C I O N 

La evaluaci6n de los resultados, tuvo par.ímetros similares a -
los descritos para el ARR-FSH y todos 101 índices se encontraron
dentro de límites aceptables. 
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