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INTRODUCCION.

La Endocrinologfa ha venido evolucionando desde una concepcién
meramente clfnica hacia 1o que es hoy: una disciplina en la que-
se conjugan entre otras, la Fisiologfa y la Bioqufmica aplicadas.
El empleo de sofisticados an{lisis qufmicos combinados con inge--
niosos modelos matem&ticos, ha permitido arribar a conclusiones =
metodolégicamente muy bien sustentadas y a emitir conceptos a la-
vez nuevos y valederos.

Tanto el estudio de las diferentes facetas del eje Hipotdlamo~
Hipofisiario, cuanto la evaluacién de las acciones hormonales en-
loe tejidos, son motivo de intensa investigacidén en la actualidad.
Ubic4ndose en este contexto, se decidi§ estudiar algunas de las -
diversas influencias que tiene la hormona Prolactina sobre la fi-
siologfa del eje Hipotdlamo-Hipéfisis-Testfculo, tratando de ob--
servar las diferencias existentes durante el proceso de la madura
cién 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 Cori@nica (CS), pertene-
a la familia de las Somatomamotropinas. Estos péptidos tienen ac--
ciones biolégicas comunes, tales como la promocién 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 duplicaci@n genética durante la evo
lucién de los vertebrados, fueron relativamente limitados (89).

La PRL es una cadena polipeptgdica simple con 3 puente disule--
furo intramoleculares dispuestos entre sus 198 aminodcidos (89).
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Tiene un peso molecular de 23 kilodaltones, hecho que la ubica-
como una hormona relativamente grande. Como tal, sus efectos se
ejercen preferentemente através de receptores membranales especi
ficos y se han implicado a varios compuestos como segundos mensa
jeros de su accidn.

La PRL tiene efectos mdltiples y se le atribuye mds de 90 ac
ciones diferentes (90). Su intervencién en procesos fisiol8gi--
cos tan diversos como la osmoregulacién, crecimiento, desarrollo,
metabolismo y la reproduccién,se han documentado en diferentes -
especies (90), Entre las acciones m4s conspicuas de PRL entre --
los mamiferos, se deben mencionar las referidas a su capacidad -
lactogénica, las concernientes a sus influencias en los diferen-
tes niveles del sistema Hipot4&lamo-Hipofisiario y las que tiene-
en el Sistema Reproductivo,

I1. PROLACTINA Y EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIARIO.

Las complicadas interacciones entre PRL y la unidad Hipotila-
mo-Hipofisiaria han recibido atencién preferente en el vasto cam
po de las Neurociencias. Dfa a dfa se van revelando los finos -
detalles de esta particular relacién neuroendScrina y permanente
mente se ofrecen nuevas perspectivas para la comprensién de sus-
complejos mecanismos. La secrecién de PRL estd determinada por-
un cortejo de influencias de variada fndole y por lo tanto mere-
ce una descripcién m4s detallada.

I1.1 CONTROL DE LA SECRECION DE PROLACTINA.

La secrecién de la Hormona Prolactina estd regulada prin-
cipalmente por el Hipotilamo y por informacién neural y hor-
monal proveniente de la periferia. Se acepta que varios neu
rotransmisores y neuromoduladores, incluyendo catecolaminas-
y neuropéptidos, ejerzan influencias diversas sobre la secre

cidén de Prolactina.
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E1l Hipot4lamo contiene dos tipos de factores que controlan-
dicha secrecién: inhibidores o PIFs (u1,122), y estimuladores-
é PRFs (17,79593,118). Entre los inhibidores se cuentan al --
4cido gamma aminobutfrico (48,50) y al m4s establecido y estu-
diado dihidroxifeniletilamina,mis conocido como Dopamina (u1,-
122). Entre los estimuladores se mencionan al Factor Libera--
dor de Tirotropina (TRH), al Péptido Intestinal Vasoactivo ===
(VIP) y al Péptido Histidina-Isoleucina (PHI).

La regulaciéninhibitoria ténica de la secrecifn de PRL se -
ha demostrado mediante la interrupcién de la influencia hipota
18mica. Los procedimientos m&s empleados para el efecto son:
a) el trasplante de hipéfisis a sitios .ect8picos (29,44,77)
y b) latransecciéndel tallo hip&fisiario (79). Ln ambos casos

se ha demostrade que existe un incremento notorio en la secre
cién de la hormona. ’

En lo que se refiere a los factores que promueven la secre=
cién de Prolactina: TRH (58), VIP (61,71,110) y PHI (11,123),-
se ha viuto que ecllos actfan directamente en la HipSfisis y --
ademds, que son secretados a la circulacién portal en cantidad
suficiente para estimular dicha secrecién, .

De manera adicional, se ha establecido que un gran niimero -
de neuromoduladores influencian la secrecién de Prolactina. ==
Entre los neurctransmisores clisicos se deben mencionar a la Se
roionina (17,57), Norepinefrina, Acetilcolina e Histamina (62).
Entre los neuromoduladores putativos, se deben incluir a los =
Péptidos Opioides (27,59,99) y posiblemente a sus receptores -
(60,120), En todo caso, se ha sugerido que esta influencia ==~
neural se efectida através de modificaciones del cociente din&-
mico PIF/PRF en el Hipot4lamo (62).
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IIT. PROLACTINA Y HORMOUA LUTEINIZAWTE (LH). -

Existe divergencia de opiniones con respecto a los efectos que=
pueda tener la hiperprolactinemia sobre la secrecién de las gona-
dotropinas, en especial en lo que se refiere a la Hormona Luteini
zante., A pesar de que algunos autores reportan incrementos en ==
las concentraciones de LH (30,64), una gran cantidad de estudios=-
describen la asociacién de niveles elevados de Prolactina y cone-
centraciones bajas de LH (5,7,73,83,125), Esta controversial si-
tuacién requiere ser evaluada criticamente, considerando que tan-
to la regulacién hipotaldmica de estas hormonas, cuanto sus inter
relaciones, son de naturaleza compleja. Por esta razén, se inclu
ye a continuacibdn, una descripcién somera de los mecanismos que -
controlan la secrecién de LH, esperando situarla en el contexto -
referido.

III.1 CONTROL DL LA SECRECION DE LA HORMONA LUTEINIZANTE.

El Factor Liberador de las Gonadotropinas Hipofisiarias ===
(LHRH), es aparentemente la vfa por la cual se ejercen la ma--
yorfa de las influencias neuroendécrinas que regulan la secre-
cifn de la Hormona Luteinizante. Las sustancias que modifican
el cocicnte LH/LHRH y sus tasas de sccrecidn, son agentes neu-
roactivos elaborados por neuronas altamente especializadas ---
(neuronas concentradoras de esteroides, neuronas productoras -
de opioides y neuronas catecolaminérgicas). Todos estos fac--
tores se combinan temporal y arménicamente para dar patrones -
de secrecibn especfficos. Es natural pensar que dichos ele--
mentos se¢ encucntran en un equilibrio dinémico y por ende muy-
frigil, de donde se infiere que una alteracidp en cualquiera -
de los puntos, nccesariamente influirf en los otros factores -
y producir§ una disrupcién de la cadena de control. En el par
ticular que nos ataiic, se deben considerar fundamentalmente =--
los efectos de los Sistemas Opioide y Catecolaminérgico sobre
la liberacidén de la Gonadotropina LH, pues aparentemente sus=--
influcncias son determinantes de las situaciones experimentae=-
les que se describen.
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I1I.1.1 Influencia del Sistema Opioide Endégeno sobre la Libe
racién de LH.-

El tono opioide parece ser muy importante en la regulacién-
de la secrecién de la Hormona Luteinizante y se tienen eviden--
cias experimentales que apoyan este aserto. Se han empleado -
diversos modelos para el estudio de esta regulacién, entre ---
ellos se incluye el uso de antagonistas opioides y opioides --
exégenos. Se ha demostrado que la administracién de agonistas
opioides es capaz de inhibir la secrecién de LH bajo distintas
condiciones experimentales (51,54,68). Sin embargo, es intere
sante que pequefias dosis de morfina administradas a ratas imma
duras aumenten la secrecifén de LH (48). Ademés de mediar la -
liberacién de LH, los opioides parecen influenciar los eventos
neurosecretarios modulados por esteroides. Es asf que la ad-
ministracién de morfina evita la acumulacién de LHRH promovida
por Progesterona en ratas ovariectomizadas y suplementadas con
estr@genos. En un trabajo similar, se informé que el sulfato-
de morfina inhibi§ la acumulaci@n de LHRH pbémovida por testos
terona en ratas macho castradas. Ademfs, este opioide ex@geno
es capaz de hacer efectiva la inhibicién que sobre LH tienen -
dosis muy pequefias de Testosterona, las mismas que cuando son-
adiinistradas solas, no producen ningGn efecto (40,72). eeww
Este hecho nos indica el desarrollo de una sensibilidad hipota
18mica incrementada, como resultado de la accién sinérgica de-
un esteroide yun receptor opioide activado, enfatizando asf,-
1a posibilidad de cambios en umbrales hipotalémicos,dependien-
tes de diversos estadios de los Sistemas Opioide y Esteroide.

El tono opioide estf dado por la concentraciSn relativa de-
diversos neuropéptidos,entre los que se cuentan:

1) Endorfinas.- Las neuronas secretoras de las Endorfinas se«
localizan en los nﬁcleos arcuato y periventricular, de donde -
emiten sus proyecciones a la eminencia media y al &rea medial-
preSptica del Hipotflamo, lugar en donde se ejerce su accién.-
Su influencia se encuentra mediada por receptores del tipo &y
M .+ Caracter{sticamente, las Endorfinas producen una inhibi--

cién parcial y/o una supresién de la secrecién de las gonado--
tropinas

i
i
i
!
:
;
i
|
i
i
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(16450,56,68). 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 (u8,91),

2) Met-Encefalina y Leu-Encefalina.- Estos pentapéptidos --
tienen afinidad por receptores d en las dreas medial preépti-
ca, hipotaldmica anterior, eminencia media y ndcleo periventri
cular. Su papel en la liberacién de LH no estf completamente-
establecido, puesto que mientras Met-Encefalina es capaz de su
primir la secrecién de LH, Leu-Encefalina parece estimularia-
(68,82).

3) Dinorfinas.~ Son producidas a lo largo del tracto magno =
celular. Ejercen sus efectos por intermedio de receptores

y suprimen la liberacién 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 Met-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 produ
cidos por PRL.

También serfa de interés el conocer la dinSmica del LHRH -~
circulante bajo la condicién patolSgica mencionada, consideran
do que los métodos de cuantificacién de este péptido han mejo-
rado (80).

II1.1.2 Influencia del Sistema Dopaminérgico sobre la Secre--
cién de LH.

Se ha propuesto que un tono dopamin@rgico aumentado, como -
el existente en casi todos los tipos de hiperprolactinemia, po
drfa ser el factor responsable de la depresién de los niveles-
de la Hormona Luteinizante (34,36,37). En realidad ha existi-
do controversia al respecto y varios anilisis de la dinémica -
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de la Dopamina (DA), bajo la condicién patolégica en mencién,-
han orientado hacia diferentesconclusiones. As{ 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 inyeccién intraven--
tricular de DA produce liberacién de LH in vivo (56). Por el-
contrario, la mayorfa de la evidencia en la literatura indica-
que las neuronas dopaminérgicas son capaces de ejercer una in-
fluencia inhibitoriaen la secrecién de LH (34,36,37)., De to~--
das maneras, la persistencia de estas discrepancias precluye -
la emisibn de conceptos categéricos 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 pajbs -
de LH en la mayorfa de los casos, sugiere fuertemente la posi=
bilidad de que las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibula-
res sean capaces de inhibir tSnicamente la liberacién de la --
Hormona Luteinizante bajo condicignes 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. Es
te hecho es afin mfs manifiesto en el caso de la Hormona Folfculo-
“Estimulante (FSH): se han informado datos que documentan tanto es
timulacién (6,64,121), cuanto iﬁhibiciQn de su liberacién (6,7,73).
Esta dualidad probablemente refleje la complejidad inherente de -
los mecanismos neurchormonales que gobiernan 1a liberacién de FSH
y cuyos pormenores son motivo de intensa investigacién al presen-
te. Se ha establecido que el control de 1a secrecién de FSH es -
diferente al de LH, aln a pesar de que las dos hormonas son secre
tadas por el mismo gonadotropo, bajo la influencia de un factor -
liberador comfin (109). Mientras el locus neurdanatémico que rige -
la secrecifn de LH es muy amplio (nlcleo supraquiasmitico, nfcleo
arcuato, §rea medial prefptica y zonas del frea hipotalémica ante
rior, de la banda diagonal de Brocca, del hipocampo, del nervus =
terminalis, del hipotflamo ventro medial, de la comisura anterior

y del septum medial), el que gobierna la liberacién de FSH parece
estar restringido al 4rea hipotal§mica anterior y a la conexién -



del niicleo arcuato con la cminencia media en el hipotflamo ventro
medial (53).

La manera como influencia el Sistema Opioide Endégeno y el Sis
tema Catecolaminérgico a esta secrecién no est4 claramente deli--~
neada, de tal modo que cualquier intento de anflisis, incluyendo-
a estos elementos, es altamente especulativo.

V. PROLACTINA Y TESTICULO.

Las relaciones entre la Hormona Prolactina y el Testfculo, han
sido abordadas desde diferentes enfoques. Estudios in vivo e in~-
vitro han demostrado la presencia de receptores para Prolactina -
en las células de Leydig, sugiriendo acciones directas de la soma
tomamotropina sobre el Testfculo (1,14,23,95). Se han descrito -
funciones tr8ficas positivas de Prolactina sobre esta glindula. -
Entre las mis conocidas estdn: mantenimiento de la espermatogene~
sis (126), restauvaci@n de niveles de Testosterona e incremento =
de la incorporacién de 1I‘c-acetat:o a Testosterona (45), aumento -
de las reservas gonadales de colesterol (3), incremento en la =--
unién de LH a sus receptores y aumento del nimero de los mismos -
(11,7u,81,128), etc. En todo caso, estos efectos tréficos se ===
ejercen teniendo como denorinadorcomfn a un sinergismo entre PRL y
LH bajo condiciones muy especificas de tiempo y duraci§n de expo-
sicibn del testfculo a 1a hiperprolactinemia.

También existen varias observaciones que describen efectos =--
antigonadales de PRL. Es as{ que la conocida disminucién de Tes-
tosterona que ocurre en la gestacién tardfa de fetos masculinos,-
1a sido relacionada a los niveles de PRL, independientemente de -
otros factores (124). Se ha visto ademfs, que PRL puede incidir-
negativamente en el Testiculo, através de mecanismos indirectos--
tales como la inhibicién de la secrecién de LH (34,36,37,38,103,~
125). Se ha involucrado como mecanismo intermedio de dicho efec~
to a la elevacién del tono dopaminérgico en las neuronas tuberoin
fundibulares. La activacién de receptores para DA que precede a-

este aumento (26,36,37,42),conjuntamente con incrementos o dismi-
nuciones

.
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del recambio de dicha catecolamina (19,35,43), son factores criti
cos en el establecimiento de una tonicidad determinada a nivel --
hipotalfmico. Alteraciones funcionales que afecten a cualquiera-
de estos factores, incidirdn directamente en la dindmica de la sg
crecifn de la Hormona Luteinizante. Ademis, una serie de experi-
mentos han sugerido fuertemente la posibilidad de que DA medie la
retroalimentaci6n negativa que ejerce la Testosterona sobre la se
crecibn de LH (34,36,37,113,114,115), A pesar de este ciimulo de~
evidencia, se debe mencionar que existen varios informes en los =
que no se describe la asociacién de hiperprolactinemia y concen--
traciones disminufdas de LH (34,81,124),

Los efectos tréficos positivos de PRL sobre el testfculo son -
ffciles de entender, dadas las cqracteristicas estructurales y «=-
funcionales de la hormona ubicada en su papel de somatomamotro--=
pina. Por el contrario, la asociacién muy frecuente de hiperpro=-
lactinemia con alteraciones endocrinol@gieas y gametogénicas del=

. test{culo, sugiere per se, la posibilidad de una relacién causal-
entre estos factores. La factibilidad de que PRL pueda tener efec
tos deletéros sobre la glandula sexual masculina ha sido postula~
da y substanciada en numerosos estudios (30,34,36,37,103,124,125).
La informacién al respecto se ha venido acumulando r&pidamente y
dentro de ella se ha hecho evidente el trato preferente que ha re
cibido el anflisis de la hiperprolactinemia sobre la célula in-~
tersticial del Testfculo. Existen varios y controversiales traba
jos sobre el tema (26,38,42,45,64,73,81,103,125), sin embargo, -
se puede percibir que son necesarias evaluaciones m4s completas -
de la fisiologfa testicular bajo la condicién patolégica en men--
cién. La relativa carencia de anflisis de la funcién de la célu-
la tubular del Testfculo (célula de Sertoli), cuando existen con-
centraciones elevadas de PRL, precluye la posibilidad de obtener-
conclusiones definitivas y orienta hacia la realizacién de estu--
dios en los cuales se trate particularmente este aspecto.

Procurando ubicarse en la perspectiva ofrecida por la tan ame-
plia gama de consideraciones esquematizadas en las secciones pre-
cedentes, se decidib estudiar los efectos de la hiperprolactine-=
mia sobre el eje Hipot4lamo-HipSfisis-Testfculo, tratando de ad--

vertir
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las sutiles modificaciones imprimidas a este nivel por el proceso
de la maduracién sexual. ELste Gltimo 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 consideracidén de cambios inherentes al desarrollo secuencial -
del Sistema Reproductivo, confiere un matfz m&s dinfmico al estu-
dio de las 4reas citadas y lo transforma en un andlisis més com--
pleto del problema en mencién,

OBJETIVO

En esta tesis se desoriben los experimentos disefiados y efec~--
tuados,con el objetivo de evaluar los efectos que tiene la hiper=
prolactinemia sobre el eje Hipotdlamo-HipSfisis~Testfculo, anali-
zados a diferentes perfodos de la maduracién sexual. Como luego-
se advertird, el estudio de la fisiologla de la Célula Tubular --
del Testfculo (Célula de Sertoli), recibe una atencién especial.
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MATERIAL Y NETODOS,

I. REACTIVOS EMPLEADOS.

Los reactivos empleados se describen categoriz4ndolos de --

acuerdo a los diferentes andlisis en que se usaron. A saber:

a)

b

[

~

-~

Reactivos para los Radioinmunoandlisis de Hormonas Protef
nicas.=

El I125 se obtuvo de Amersham Internatiqnal(Inglaterra);-
las inmunoglobulinas de conejo, albumina sérica bovina --
ASB, Cloramina T, metabisulfito de sodio y EDTA de Sigma-
Chemical, Co. (St. Louis, Mo.); los fosfatos mono y dib4-
sico de sodio, cloruro de sodio, 5cido clorhidrico, hi-e=
dréxido de sodio de J.T.Baker, S.A. (México); 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 protefnica: Prolactina, Luteinizan
te y Folfculo-Estimulante, asf como sus anticuerpos espe-
cificos, fueron obtenfdos de la NIAMDD (Bethesda,Md.)
Reactivos para los Radioinmunoandlisis de Hormonas Este-=-
roides.=

Los esteroides marcados con tritio: 34-Estradiol y 3H-Teg
tosterona, con uiiz actividad especffica de 80-100 Ci/mmol
se compraroh a Amersham Internatiomal (Inglaterra); los -
anticdé?pos especfficos correspondientes fueron proviatos
por el "Match Reagent Program", de la Organizacién Mun---
dial de la Salud!

Reactivos para el Andlisis de Unién de la Hormona Folfculo
Estimulante a Membranas Testiculares.-

El 1125 provino de Amersham (Inglaterrajcloramina T, meta
bisulfito de sodio, yoduro de potasio, TRIS y albumina sé
rica bovina de Sigma Chemical, Co. (St. Louis, Mo.);los =
fosfatos mono y dib§sico, cloruro de sodio, cloruro ==
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de magnesio, sacarosa, 4cido clorhfdrico, hidréxido de --
sodio de J.T.Baker, S.A. (México). Las Hoimonas: Folfcu-
lo Estimulante I-6 para las radioyodaciones, porcina para
las uniones no especf{ficas y RP-1 para las curvas de des-
plazamiento fueron procedentes del NIAMDD (Bethesda,Ma.).
d) Reactivos para el ensayo de Unién de 3H-5-Dihidrotestostg
" rona a Citosoles de Epidfdimo.- .
La 3H-5-Dihidrotestosterona con una a.e, de 50.6 Ci/mmol,
se obtuvo de New England Nuclear Corp. (Boston,Ma.); la--
See-Dihidrotestosterona no radiactiva fué adquirida a --
Steraloids, Inc. (Wilton,Na); TRIS, carbén Norit A. y Dex
trén de Sigma Chemical Co. (St. Louis,Mo.); §cido clorhf-
drico, hidréxido de sodio y glicerol de J.T.Baker (México).

II. MODELO EXPERIMENTAL.

Basados en las consideraciones mencionadas respecto al copn
trol hipotaldmico de la secrecién de Prolactina, y las referentes
a la influencia de la hiperprolactinemia sobre la fisiologfa del-
eje Hipot@l&mo-ﬂip6fisis-Testiculo, escogimos como modelo esperi-
mental a la rata macho hiperprolactinémica, analizada en diferen-
tes estadios del desarrollo sexual.

Para obtener tal condicién, se efectuaron trasplantes homé
logos de 2 gl{ndulaa hipofisiarias de ratas Wistar hembras adul--
tas, a las c§psu1as renales de ratas macho provinientes de la mis
ma colonia. Los animales trasplantados recibieron alimentacién -
ad-libitum y permanecieron en un ciclo de i 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 dfas) y los grupos 3 y 4 a ra
tas adultas (60 dfas). Cada grupo experimental estuvo constitu--
{do por N animales trasplantados y N animales control. Estos Glti
mos fueron manipulados de manera idéntica a los primeros, excepto
que no recibieron el implante hipofisiario. Todos los animales -
se sacrificaron luego de 30 dfas del trasplante y se colectaron -




-13~-

la sangre periférica y los tcjidos testicular y epididimario. Se-
excluyeron del estudio a aquellos animales que presentarcn signos
de necrosis o infeccidn en los sitios de trasplante,conjuntamente
con concentraciones circulantes normales de Prolactina.

III. ANALISIS DE HORMONAS PROTEINICAS.

III.1 GENERALIDADES:

Dentro de los varios andlisis hormonales conocidos, destaca
n{tidamente el denominado radioinmuncanflisis (RIA). Este tipo
de estudio fué disefiado por los doctores Berson y Yallow (10),
y su postulacidn les significé la concesién del premio Nobel -
de Medicina. La evolucién en calidad y precisién que ha teni-
do este método incide directamente en los notables progresos =
que ha experimentado la Endocrinologfa moderna.

En este tipo de anflisis, se utilizan hormonas radiactivas-
que compiten con preparaciones hormonales estandarizadas y hor
monas presentes en los flufdos biolégicos, por los sitios de =
unién que tienen los anticuerpos generados espec{ficamente con

"tra dichas moléculas. Siendo considerada la unién ant{geno- -
anticuerpo como una pseudoreaccién de primer orden, termoding-
micamente se la puede expresar como:

Antigeno (Hormona) + Ac ka__ , Antigeno-Anticuerpo

K

Antfgeno®(lormona radia-- ka __, Antfgeno-Anticuerpo

activa) + AC u-k—d——

ka= Constante de Asociacién
kd= Constante de Disociacidn

La unién se considera reversible, siendo la constante de di
sociacién mucho mfs lenta que la constante de asociacién. Des-
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este hecho bisico se deduce que la cantidad de hormona unida -
en un momento dado, esté determinada por la resultante de la -
suma algebr8ica de las constantes de asociacién y disociacién.
Puesto que las concentraciones de hormona radiactiva y anti---
cuerpos son fijas, la resultante final dependeri exclusivamen-
te de la concentracidn de hormona no radiactiva presente en la
reaccibn,

Los estimados de la cantidad de la hormona en una muestra =
dada se pueden deducir de su interpolacién a curvas est§ndar,-
para cuya confeccién se emplean varios métodos de graficacién
Estos son: a) unido/libre vs Log de la dosis de la concentra-
cién hormonal; b) curva Dosis~Respuesta de unido/total vs la
dosis de la hormona y ¢) transformacidn de los datos a una «=
curva Logit vs Log, en la cual la linearizacién de la curva es
téndar permite una interpolacién mis sencilla y precisa de los
resultados. En los anflisis aquf descritos, es este fltimo
modelo el empleado para los cflculos (9,10).

II1I1.1.2. Yodacidn de los Estédndares.-

La incorporacién de Yodo 125 a los residuos aromiticos de -
las Hormonas Protefnicas, se llev§ a cabo mediante el método -
de la cloramina T (49). E1 procedimiento consiste en afiadir 1
milicurie de 1125 a una alfcuota que contenga N microgramos de
la ‘ormona disueltas en PBS-0.01M-ASB0.1%, seguidos de la adi-
cién de una cantidad adecuada de Cloramina T. Luego de un ---
tiempo de exposicién al oxidante (30-60 segs), se detiene la -
reaccién por medio del empleo de Metabisulfito de Sodio.

La separacién del producto yodado del material radiactivo =
1libre se hizo por medio de cromatografia en Sephadex G=100, ==
eluyendo la columna con la solucién amortiguadora antes mencig
nada.

Los productos de yodacién y el material radiactivo fueron =
colectados en tubos de cristal que contenfan PBS-0.01M-ASB 5%.
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Estos tubos habfan sido previamente enfriados a 4°C y en el mo
mento de la recoleccién estaban sobre hielo. La actividad es-
pecffica (ae) se calculd utilizando la siguiente férmula:

= microcuries/microgramo.

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

Posteriormente se prepararon alfcuotas de 100 microlitros a
partir de los picos de elucién y se las guardd a -20°C. En el
momento del RIA respective, se les agregd Suero Normal de Cone
jo (SNC) a una concentracidn final del 2%.

I7Z.1.3 Generacién del Segundo Anticuerpo.-

Desde las descripcionec iniciales de Ehrlich y Landsteiner-
(28,65), se han venido elaborando una serie de procedimiertos-
tendientes a la generacién de anticuerpos de especificidad co-
nocida (33,117), por medio del empleo de inmunégenos determina
dog. La formacién de las inmunoglobulinas sigue una secuencia
cldsica, la misma que puede expresarse grificamente asi:

CINETICA DE FORMACION DE ANTICUERPOS
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Como se muestra en la figura, luego de la administracién --
del antfgeno se obtiene una induccién temprana y transitoria -
del pentdmero IgM, seguida de una elevacién mayor, m&s prolon-
gada y susceptible de perpetuacién, de inmunoglobulinas del ti
po IgG. Es esta dltima caracterf{stica la que se explota para-
garantizar persistencia y aidn incremento de tf{tulos adecuados=-
del segundo anticuerpo (Ig G), através de inmunizaciones repe-
tidas.

Haciendo uso de estos conocimientos, nuestro laboratorio gene-
ré en carneros un anticuerpo anti-gamma globulina de conejo. -
La inmunoglobulina producida serd descrita a partir de este --
punto como segundo anticuerpo y fué usada como factor precipi-
tador en todos los radioinmuncandlisis de hormonas protefni--
cas que se describen aqui:

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

Primera Inmunizacién: a carneros de raza Merino Australiano,-
de aproximadamente 35 kilos de peso y 6 meses de edad, se les-
administraron 100 microgramos/kilogramo de peso de gamma globu
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 fenS-
meno de tolerancia por otro. La administracién se realizé por
la inyeccién intradérmica de 20 microdosis, a 3 cms de distan-
¢ia cada una en el dorso del animal. Se tomaron muestras para
titulacisn posterior.

Segunda Inmunizacién: Luego de un lapso de 4 semanas, se rein
munizé a los animales, buscando una respuesta anamnéstica aprg
piada. Se utilizé la misma dosis disuelta en adyuvante incom-
pleto de Freund y aplicada sobre la misma drea anatémica. Se-
tomaron muestras para titulacién posterior.

Evaluacién: A las 12 semanas se tom§ otra muestra de suero y-
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se analizaron todos los especimenes para estimar los tftulos «
de anticuerpo inducidos, y asf evaluar la respuesta generada.-
Se debe anotar que los sueros se guardaron a -20°C.

Inmunizaciones Posteriores;

Cuando los tftulos del 20.anticuerpo fueron bajos a la 12a.
semana, se utiiizé una dosis similar a la de la segunda inmuni
zacién. Con el objeto de mantener elevados estos niveles, se-
administraron a los animales dosis similares a las de la segun
da inmunizacién, cada € meses. El perfil de titulacién del se
gundo anticuerpo asf generado y expresado en valores de unién-
especifica y no especifica es el siguiente:

" CINETICA DE FORMACION OE 22 ANTICUERPO
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III.1.4 Cuantificaciones Hormonales.~

La concentraciones circulantes de la Prolactina, Hormona Lu
teinizante y Hormona Folfculo-Estimulante se determinaron por-
medio del uso de radiocinmunoanilisis especfficos, cuyos reacti
vos fueron proporcionados por la agencia de Hormonas Hipofi---
siarias (Baltimore, Md.). En todos los casos, cada muestra --
fué analizada por triplicado y los resultados se expresaron en
ng/ml de suero.

I1I.2 RADIOINMUNOANALISIS ESPECIFICOS.

* 111.2.1 .Hormona Prolactina.-

Reactivos empleados: 100 microlitros (ul) de solucién amor
tiguadora de fosfatos 0.1M~-ASB 0.1%-SNC 2% (Solucién A), conte
niendo 20,000 cuentas por minuto (cpm) de 1251-Proiactina I-5;
100 de solucién amortiguadora de fosfatos 0.im-ASBa §.1% (Solu
cién B), conteniendo concentraciones crecientes de NIADKK-PRL~
Rp~3 desde 0.15625 hasta 20 nanogramos por 100 ul; 100 ul de -
solucién B conteniendo el anticuerpo ati r PRL S4, el cual ac-
tda eficientemente a una dilucién final de 1:10,000; 100 ul de
solucién B conteniendo el anticuerpo precipitador (segundo an-
ticuerpo) en una dilucién 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-3/6 muestra y 100 ul de anticuerpo --
anti rPRL $-4.Al cabo de este perfodo se agreg§ a cada tubo 100
ml del gegundo anticuerpo y se permitié proseguir la reaccién-
por medio de la adicibn de 1 mililitro de agua. Se centrifuga
ron los tubos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), durante 30
minutos (min.), 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 ==--
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Packard HP~97. Dichos resultados fueron expresados luego de -
su interpolacién a una curva Logit vs Log (100), y se valida~=
ron de acuerdo a criterios de Control de Calidad previamente -
establecidos (9).

I11.2.2 Hormona lLuteinizante.=~

Reactivos Empleados: 100 ul de Solucién A conteniendo wee=
12,000 cpm de 12SI-LH I-5; 100 ul de Solucién B conteniendo ==
concentraciones crecientes de NIAMSD LH~ Rp-1 desde 1,5625 ===
hasta 100 nanogramos por 100 ul; 100 ul de Soluciﬁn B, conte=-
niendo el anticuerpo anti rlLH~58, el cual trabaja eficiente-e=
mente a una dilucién final de 1:180,000; 100 ul de Soluci§n B,
conteniendo el segundo anticuerpo a una dilucién 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-58., Se incubf esta reacciQn-
por 18 horas, al cabo de las cuales se adicioné 100 ul del se-
gundo anticuerpo a cada tubo y se dejé proseguir por & horas -
adicionales. Luego de este lapso se adicion$ 1 mililitro de -
agua fria a cada tubo, me centrifugf el radioinmuncanflisis a '
3000 rpm por 30 minutos, se decantd y se determinaron los cpm-
de los precipitados. Se calcularon 1os resultados de manera -
gsimilar a la descrita para el RIA de PRL.

I11.2.3 fHormona Estimulante del Folfculo (FSH).-
Reactivos Impleados: 100 ul de solucibn amortiguadora de =
fosfatos 0.5M-gelatina 0.1%-SNC 2%, conteniendd 20,000 cpm de-
251, FSH-I/; 300 ul de solucibn amortiguadora de fosfatos .-~
0.05M-gelatina 0.1%, conteniendo cantidades crecientes de ---
NIAMDD FSH Rp-1 desde 4 hasta 800 nanogramos por 300 ul; 200ul
de solucién amortiguadora 0.05M-EDTA, conteniendo el anticuer-
po anti rFSH-511 que trabaja una dilucién final de 1:90,000; -
200 ul de solucidén amortiguadora de fosfatos 0.05M, contenien-
do el segundo anticuerpo a una dilucién inicial 1:20.
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I’ Procedimiento: Se incubaron a temperatura ambiente y por 24 -
horas 100 ul de la hormona radiactiva, con 300 ul de los difer
entes diluciones de la FSH-Rp-1/6 muestra y 200 ml del anti---
cuerpo anti rFSH-S11. Luego de transcurrido este lapso; se le
agregaron a la reaccibn 200 ul del segundo antiéuerpo y se la-
dejd continuar por otras 24 horas., Al final de este perfodo -
se agregaron 2 mililitros de solucién amortiguadora de fosfa--
tos 0.05M a 4°C a cada tubo. Se centrifugd el anflisis a 3000
rpm por 30 minutos, se decantaron los tubos y se estimaron los
opm de los precipitados. Se calcularon los datos de manera si
milar a los RIAs de PRL y LH.

IV, ANALISIS DE HORHONAS ESTEROIDES .
IV.1 GENERALIDADES.

“~  IV.1.1 Intpoduccién.-

La mayor;a de los radibinmunoan@lisis para la cuantifica-=--
cién de Hormonas Esteroides, utilizan moléculas marcadas con -
3H. Las ventajas de estos andlisis deprivan de las caracter{s-
ticas intrfusecas de las radiaciones beta. La prolongada vida
media y el tipo blando de emisién.. de las partfculas 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 contaminacién, y que representen un peligro m@nimo-
de radiacién externa al personal que los utiliza. Por supues-
to que también existen desventajas inherentes al procedimiento.
La relativa baja eficiencia con las que se cuentan las prepara
raciones, es un factor que implica que se necesiten concentra-
ciones mayores de ant$geno tritiado. El elevado costo del pro
cedimiento originado en el uso de liquidos de centelleo es una
desventaja adicional. Sin embargo, la sensibilidad de.los an{.
1lisis justifica el empleo de material tritiado con ventaja ~=
sobre las preparaciones yodadas, también disponibles para la =
cuantificacién de Esteroides.
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IV.1.2" Obtencibén de los Est&ndares Radiactivos.-

Estos compuestos se obtuvieron de Amersham (Inglaterra),---
34-Estradiol v 34-Testosterona tuvieron una actividad especffi
ca de 80-100 Curies/milimola.

1V.1.3 Métodos de separacién de las Fages.-

Los métodos de separacién de las fases (hormona libre-hor-
mona unida) son de varios tipos. Los m&s usados son: precipi
tacibn qufmica de la hormona unida, precipitacién con un segun
_ do anticuerpo, separacién en fase gélida y adsorcibn con car--
bSn recubierto de dextr&n. En los anilisis referidos en esta-
seccién, se escogié como método de separacifn a éste Qltimo.‘-
En realidad, el mfs importante sistema de separaci&n de las fa
ses hormona esteroide libre-hormona esteroide unida a anticuer
po, es el compuesto por carbén activado, recubierto de'molécu-
las de dextrin que actdan como "coladores moleculares" (25). -
Cuando ge aflade el carbdn-dextr&n a los tubos, al final de la-
incubacién, el centro de la pavticula (carb8n activado) adsor-
be el ant;geno marcado lidbre. Debido a su tamafio mucho mayor,
los complejos hormona-anticuerpo no pueden pasar através del -
dextrén que recubre el carbén, permitiendo asf una aeparaciGn-
muy eficiente y confiable. La separacién final se logra con -
centrifugacién adecuada a baja temperatura (2-4°C) y decanta--
miento del sobrenadante. El uso de este rango de temperatura-
es muy importante en este tipo de anflisis, puesto que el méto
do es dapendiente de tiempo y temperatura de acuerdo a la Ley-
de Accién de las Masas. Los principios de esta Ley se aplican
tanto a la reaccién de unién del anticuerpo al antfgeno, cuan-
to a la adsorcién del antfgeno libre por el carbén. La premisa
bésica a conaiderar es que las bajas temperaturas reducen la -
tasa dedisociaciﬁn del complejo ant{geno-anticuerpo, la cual -
puede aumentarse debido a la presencia del carbén dextrén.. El
mismo tipo de deduccién nos permite establecer que el carb§n -
no debe dejarse por un tiempo muy prolongado con los incubados.

IV.1.4 Procedimiento de extraccién de los Estercides del suero.-

La extraccién de los Esteroides se realiz§ siguiendo un pro
tocolo.
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sugerido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), que --
consta de los siguientes pasos:

- Adicionar a cada 500 microlitros de muestra un voldmen 10 ve
ces mayor de éter etil dietflico.

- 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
solucién PBS 0.1M-gel 0.1% pH 7.3. Agitar por 1 minuto y ==
guardar las muestras a 4°C § realizar el RIA inmediatamente.

Se implementd ademfs un sistema de medicidén de "recuperacién":
se adiciond un volumen de hormona radiactiva con aproximada-«--
mente 1000 cpm a las muestras,y se determiné posteriormente el-
nimero de cpm obtenfdas luego de la extraccién. :

IV.1.5 Cuantificaciones Hormonales.-

Las concentraciones circulantes de Testosterona y Estradiol
se determinarcn por el uso de radioinmuncanflisis espec{ficos-
(67), cuyas condiciones de incubaciﬁn y cxtracci§n han gido ==
previamente informadas por nuestro laboratorio (98)., Cada ~==
muestra fu€ analizada por triplicado y se expresaron los resul
tados en picogramos por mililitro de suero. '

De manera similar a la de los demds qnﬁlisia. los resulta--
dos se estimaron mediante el uso de un calculadora Hewlett -~
Packard HP-97 y se expresaron en una curva eat@ndav Logit vs -
Log (100). El Control de Calidad de los ensayos respet§ los =
parfmetros establecidos en nuestro Departamento (9).

Iv.2 RADIOINMUNQANALISIS ESPECIFICOS.-

IV.2.1 Testosterona (T).=-

Reactivos empleados: 100 ul de solucién amortiguadora de fos
fatos 0.1M-gel 0.1% (Solucién D), conteniendo 10,000 cpm de --
H-T; 100 ul de solucién D, conteniendo el anticuerpo anti T, =
generado en ovejas, usando T-QCHO-ASB como inmun@geno. Este =
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anticuerpo actda eficientemente a una dilucién final de ------
1:210,000; 100 ul de solucién D, conteniendo cantidades cre---
cientes de Testosterona no radiactiva, desde 9.9 hasta 316.8 ~
picogramos/100 ul; 200 ul de solucién D, conteniendo carbﬁn ac
tivado Norit A y Dextrén T-70.

Procedimiento: Se incubaron a 4°C por 24 horas 100 ul de hor-
mona radiactiva, con 100 ul de las diferentes diluciones de --
Testosterona no radiactiva/é muestra y 100 ul del anticuerpo -
especifico. Luego del lapso mencionado, se agregaron a los tu
bos 200 ul de solucién D-Carbén-Dextr&n. Se los dejé por 30 -
minutos, se los centrifugs por 15 minutos a 3000 rpm y se de~~
cantaron los sobrenadantes en viales conteniendo $ mililitros-
de solucibn de centelleo. Luego de 1 minuto de agitacién cong
tante se dejaron reposar los viales en la oscuridad por 4 hrs.,
y se estimaron los ¢pm en un espectrofotémetro de Centelleo LS
quido TRI CARB-300 que posefa una eficiencia de conteo de 50W,
Se calcularon los resultados mediante su interpolacién, a una-
curva estfndar Logit vs Log. de manera similar a la realizada~
con las Hormonas Proteinicas.

Iv.2,2 Estradiol (E,).-

Reactivos Empleados. 100 ml de SoluciGn D, conteniendo ===
10,000 cpm de H-Ez. 100 ul de SoluciGn D, conteniendo el anti
cuerpo anti-E,, generado en ccnejos usando como inmunégeno ~--
E,-6-CMO-ASB, y que actda a una dilucibn final de 1:56,000; ~--
100 ul de concentraciones crecientes de 52 no radiactivo, e---
desde 6.4 hasta 204.8 picogramos por mililitro; 200 ul de Solu
cién D-Carbén-Dextrén.

Procedimiento: Idéntico al que se emplea para cuantificar Tes
tosterona.
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V. ANALISIS DE RECEPTORES PARA FSH (ARR-FSH).

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

V.1.1 Introduccién.-

Los an{lisis de receptores de membrana (ARR) especificos ==
para la hormona Folfculo Estimulante (FSH), se efectuaron =--
utilizando procedimientos establecidos en varios estudios ==«
(13, 24, 63, 70, 96, 104). En todos ellos se considera que el
principio bfsico es el mismo que se emplea para el radioinmuno
anflisis (RIA): se logra la unién de una hormona radiactiva a
un agente especffico. La diferencia reside en que en el RIA -
dicho agente es un anticuerpo y en el ARR se trata de un recep
tor para el ligando hormonal radiactivo.

Los receptores hormonales putativos, se encuentran en la su
perficie externa de las membranas de las células de Sertoli. -
Tienen determinadas caracter{sticas f{sico-quimicas, que pue--
den ser analizadas mediante la combinacién de sofisticadas téc
nicas bioquimicas y andlisis matemiticos postulados y estable-
cidos.

Los receptores de membrana para FSH son relativamente muy =
estables cuando se guardan congelados a temperaturas menores a
1os-=40°C, de tal manera que varias muestras pueden ser analiza
das conjuntamente. Este hecho facilita la ejecucién de cual=--
quier estudio e infiere directamente en la reproducibilidad de
108 resultados.

En el presente estudio se utilizé para los ARR, la técnica-
descrita por Findley y Steinberger en 1983 (32), con ligeras -
modificaciones. Esta técnieq introduce algunos cambios que ==
son muy importantes. Los mﬁtodos empleados con anterioridad -
(pg.*)utilizaban sistemas heterélogos, consistentes en prepara
ciones membranales de rata y un ligando de origen humano (hFSH).
Este hecho per se, podrfa condicionar pequefias variantes en =--

* (13,63,96,104)
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en las caracterfsticas de la unién. Sin embargo, esta obje---

cibn se torna inexistente con el empleo de un sistema homélogo:

preparaciones membranales y ligando de la misma especie, como=
el utilizado en el andlisis disefiado por estos autores. Por -
otro lado, la Unién Especffica informada por ellos es muy supe
rior a las anteriormente reportadas. Todos estos factores, su
mados a la ficil obtencién de las preparaciones de receptores,
se conjuntan para lograr un ensayo.sensible y altamente repro-
ducible.

V.1.2 Yodacién del Ligando Radiactivo (*251-rFsh).-

La obtencién del ligando radiactivo se logra usando una mo-
dificacién de la técnica de la Cloramina T (49), en la cual --
todas las soluciones y reactivos deben estar frfos (0° a 4°) =
para su uso. La descvipci@n del método es 1la siguiente:

a) Se agrega 1.0 mCi de *2°I a 50 microlitros de PBS, 0.05, -
conteniendo 2.5 microgramos de FSH I-6 y se determinan las =---
Cuentas Totales.

b) Se inicia la reaccién afiadiendo 2.5 microgramos del agente
oxidante Cloramina T, disueltos en 10 microlitros de PBS 0.0iM
pH 7.4 . Luego de 20 segundos de agxtac16n constante, se detie
ne la incorporacién de 125 4 por medio de la adicién de 50 mi-
crogramos de metabisulfito de sodio disueltos en 50 microli---
tros de PBS 0.01M pH 7.4. Se transfiere el producto a una =-
columna de 25 x 0.9 cm, conteniendo Sephadex G-100 previamente
saturado con PBS 0.01M ASB 5% pH 7.4 .

c) Se lava el recipiente (cono eppendorf de 0.5 ml), con 100-
microlitros de PBS 0.01M pH 7.4, conteniendo Yoduro de Potasio
al 1%, y Sacarosa al 164, y se transfiere este producto a la =~
columna mencionada. Se determinan las Cuentas Residuales.

d) Se inicia la cromatograffa y se colectan 40 fracciones en-
tubos de 7 x 1 cm, conteniendo 200 microlitros de PBS 0.01M -~
ASB 5% pH 7.4 . Estos tubosdeberdn  estar necesariamente ---
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sobre hielo durante todo el proceso de cromatograffa.

e} Luego de establecidos los picos mfximos de elucién de la -
hormona radiactiva y el Yodo libre, se escogen las fracciones-
id@neaé de hormona para su uso posterior y se conservan conge
ladas a -20°C en alfcuotas de 100 microlitros. Se calcula la-
actividad espec{fica del compuesto con la férmula previamente-
descprita : D
G=B—C—/A

V.1.3 Preparacin de las Membranas Testiculares.-

La preparaci§n de los receptores para FSH en membranas tes-
ticulares se hizo de acuerdo a técnicas establecidas (32), y -
cuyo procedimietno es el siguiente:

a) Se preparan dos soluciones amortiguadoras que se denominan
Ay B. Ambas deberén estar a 2-4°C para el dfa de su uso. ‘La
solucién A estd constitufda por 0.025M TRIS, 0.010M Clorurc de
Magnesio y 0.15M Sacarosa, y se ajusta a un p{ de 7.2 . la -
solucién B estd hecha de 0.025M TRIS, 0,010M Cloruro de Magne-
gio y 0.10% ASB. No contiene Sacarosa y se ajusta a un pH de-
7.2 . ’

b) Se toman los testgcuioe inmediatamente después del sacri-
ficio de los animales, se descapsulan, se pesan y se colocan -
en solucién A en cantidad suficiente (5 mililitros por gramo -
de tejido).

c) Se homogeneizan en la posicién 4 del Polytron-Kinematica -
GmbH 3023, empleando para el efecto 3 "golpes"de 5 segundos =~
cada uno y con 10 segundos de intervalo entre ellos, sumepe~e=-
giendo el recipiente de homogeneizaciénen hielo durante dichos
lapgos.

d) Se filtra el homogenado através 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 2°C, se descarta el sobrenadante y
se resuspende el precipitado en 1,5 mililitros de soluciﬁn B -
por gramo pesado al inicio del proceso. La resuspensién se ==
efectfla por agitacién permanente en vortex (i minuto) y deberd
efectuarse en un cuarto frfo. s

f) Se centrifuga a 1500 x g, por 15 minutos, y Se resuspende-
el precipitado utilizando un pistilo de teflén, cuidando siem-
pre de que los recipientes permanezcan sobre hielo todo el =-=
tiempo. Se toman alfcuotas de 200 microlitros para medicién -
de protefnas y se guardan los especimenes a -60°C.

V.1.4 Descripcién del Procedimiento,-

Los andlisis se realizaron bajo agitacién constante de 24 -
horas a 4°C. Los tubos (0.9 x 7 ems), contenfan 100 microli--
tros de 12SI-E‘SH (con aproximadamente 20,000 cpm), 100 microli
tros de la preparaciSn de los receptores y cantidades crecien-
tes del esténdar internacional RP-1, desde 2.334 a 300 nanogra
mos. Se ajustaron las preparaciones para un volﬁmen de incuba
cién de 500 microlitros usando para ello la solucién B. La --

Uniénno especfficse estim§ efectuando incubaciones paralelas -
con un exceso de 200 veces de FSH porcina, contenidas en 50 mi
crolitros de la solucién B. Al final del perfodo de incubacién
se agregaron 2 mililitros de solucién B a los tubos, se centri
fugaron a 1600 x g, por 15 minutos, se decantaron y se conté -
la radiactividad asociada a los precipitados en un Espectrofo-
témetro para radiaciones gamma ( Eficiencia de contec 55%),

V.1.5 C4lculo de los Resultados.-

Los razonamientos teSricos enunciados para la transformacién
de los datos de la unién de una hormona su receptor, se basan-
en los siguientes hechos:

1,- Cuando una hormona interactda con su receptor, se prodqce-
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una reacci§n bimolecular reversible, que alcanza su punto de -
equilibrio en un momento dado. Su expresién serfa:

Hormona (H) + Receptor (R) —ka_o (HR) (1)
k; -

kaz Constante de Asociacién
kds Constante de Disociacién

En esta asociacién se asume que tanto la hormona, cuanto el re
ceptor, son homogéneos y univalentes. '

2.~ Luego de transformaciones sucesivas se puede describir la
siguiente relacién:

a=Ka_o (HR) _ 1

YT . (2)

Ka= Constante de Asociacién al equilibrio, expresada en moles-
por litro § H'i.' ‘

3.- Lla relaci@n entre la concentracién total de receptor y ---
aquellos sitios ocupados se puede detallar como:

Concentracién total del receptor (Co) s (HR) + (R) (3)
-que equivale a: (R) = (Co) + (HR)

(R)= Nimero de receptores.
(HR)= Ndmero de receptores ocupados.
(Co)=z La concentracién total del receptor.

Si se substituyen los términos, se pueden derivar las siguien-.
tes ecuaciones:

(HR) _ 1
(M) *Fe * X )
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y R (R 1 (co-(HR]) (s
(H) kd  kd
de las cuales se infieren:
(HR) . 1 (upyy L€ &
(H) kd kd
y R - - xa (HR) + Ka(Co) M

4., Cuando se grafican las ecuaciones 6 y 7, se obtiene una -
relacién expresada por una lfnea recta, cuya pendiente es equi
valente a -1/Kd 6 -Ka. Aén mfs, las ecuaciones 6 y 7 son la -
representacién matemftica de un gréfico de "Scatchard", llama-
do asﬁ por el investigador que efectu@ estas deducciones (107).
El intercepto en la 1fnea de las abscisas representa a (Co) y-
aquel en la 1fnea de las ordenadas equivale a Ka.Co § (1/¥d)=--
(Co). La pendiente de la lfnea es igual a -Ka § ~1/Kd, Al ==
graficar los datos se puede estimar los siguientes par@metros:

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

§.- Considerando que el término -Ka:(HR) de la ecuacién se ---
acerca a cero, cuando la cantidad de hormona unida (HR) se ---

‘.acerca igualmente a cera, se puede establecer la siguiente re-
lacién:

(HR) Hormona Unida (u)
“F * CoKa * foimons Libre (1)
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de la cual se puede despejar el término Ka asf:

Ka LHRY. 1 U 1
[CoT - T To

Si se reemplaza este término (Ka), en la ecuacién 2, tendre--
mos el valor de la Kd:

-1
K =gy

Ahora bien, se se conoce la concentracién molar del receptor,-
ge puede establecer el nfimero de Sitios de Unidn por miligramo
de protefna. Para el efecto,se incluye -este Gltimo parémetro,
el nﬁmero de moles del receptor y el nﬁméro de Avogadro (nﬁmeto
de moléculas por mol.). De esta manera se estandarizany --
tpansforman los datos a piimero comprensibles y féciles de ana-
1izar.

Todos estos cdlculos fueron hechos por medio de programas -
en una picrocomputadora Hewlett Packard-150.

VI. ANALISIS DE ABP* EN TEJIDQ EPIDIDIMARIOQ.
- V1.1 DETERHiNACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIMARIOS.

Las células de Sertoli de varias especies de vertebrados, -
secretan varios péptidos a los tdbulos seminfferos del testfcy
lo. Entre ellos se encuentra la protefna denominada acronfmi-
camente ABP (Androgen Binding Protein). Este polipéptido se -
encuentra bajo control hormonal y su metabolismo incluye au pa
g0 al epididimo, 'en donde es inicialmente concentrado y luego-
es degradado (2). Se han realizado varios estudios en ABP pu-
rificado de epidfdimos de rata (84,85,86), y se ha determinado
que es un dfmero con un peso molecular de 85 kilodaltones. Se
compone de protémercs ligeros y pesados, que difieren ligera--
mente en su composicién quimica y contenido de carbohidratos -
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(66)., Su gran afinidad por DHT y T (Ka=109 M), lo hacen espe---
cialmente adecuado para estudios de unién con los esteroides --
mencionados.

Las similaridades entre el ABP de orfgen testicular y la pro-
tefna transportadora de andrégenos de orfgen hep&tico (TeBG), =-
son muchas (46). Se han postulado diversas hipStesis respecto -
a la funcién de ABP, sin embarge, hasta el momento, su papel en-
la fisiologfa es incierto (37),

El control hormonal de la célula de Sertoli se ejerce por =-=
medio de testosterona y de FSH, siendo la célula en mencién la -
Gnica estirpe que tiene receptores para FSH en el tejido testicu
lar (34). Las funciones de FSH incluyen la estimulacién de sfn-
tesis protefnicas en general, y de por lo menos 4 protefnas en -
especial (36). Estas son ABP (34,36), un Activador de Plasminége
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 testfculo se torna refracta
rio a la accién de FSH alrededor de 25avo. dfa de edad de los -=-
animales, se ha encontrado que la hipofisectomfa puede restaurar
la sensibilidad del testfculo a la acciﬁn de la gonadotropina =~
(36,106), con produccién de cAMP y ABP,

Tanto el procesamiento de tejido epididimario, cuaato las de-
terminaciones del contenido de ABP, se hicieron siguiendo la me-
todologfa descrita por Larrea y Cols (66) on 1981.

A continuacién se detalla esta técnica:

vI.1.1 Obtencién del Ligando Radiactivo.-

El compuesto adquirido fué 3H-5‘:-Dihidrotestosterona, con --
una actividad especffica de 50,6 Ci/mmol. Se suspendid este es-
teroide en etanol, para obtener una concentracién de 20 picomo--
las/mililitro. Se emplearon 10 ul, conteniendo 10,000 cpm por -
cada tubo.




VI.1.2 Preparacién de los Citosoles Epididimarios.-

La preparacién de los citosoles epidfdimo se hizo de acuer-
do a técnicas establecidas (2,68), y cuya descripcibén es la si
guiente:

a) Se prepara una Solucién 0.02M TRIS, con 10% de glicerol pH
T4 (Soluci@n TG), la misma que debe estar refrigerada para su
uso.

b) Se toman los epididimos inmediatamente luegoe del sacrifi--
cio de los animales, se disecan completamente, se fraccionan -
con tijera y se colocan en Solucién TG en cantidad suficiente-
(18 mililitros por gramo de tejido).

¢)8e. homogeneizan en la posicién 4 de Polytron-kinemitica ---
GmbH 3023, empleando para el efecto 6 "golpes" de 5 segundos -
cada uno, con 10 segundos de intervalo entre los mismos y su--
mergiendo el recipiente dehomogeneizacién en hielo durante di-
choa lapsos.

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

e) Se coloca un miligramo de carbdén Norit A por mililitro de-
sobrenadante. Se mantiene esta mezcla en agitacién constante-
por 30 minutos y se la filtra através de algodén. Se toman --
200 ul de alicuotd para meqir prote;nas y se congelan los espe
c{menes a -60°C.

VI.1.3 Descripcifn del Procedimiento.

Al;cuotas de 200 microlitros de la preparaciﬁn epididimaria
fueron incubadas en equilibrio con concentraciones crecientes-
(1 a 40 nM) de 3H DHT a 4°C durante una hora. Al finalizar --
este perfodo, la separacién de las fases (ABP-aﬂ-DHTlsa-DHT) -
se realizé por la adici6n de 800 microlitros/tubo de una sus--
pensién de carbdn dextrén (250 mg de Norit A y 25 mg de =-===



-33-

dextrén T-70 en 100 ml de Solucidn TG). Las muestras fueron -
centrifugadas INMEDIATAMINTE a 3000 rpm durante 15 minutos. La
determinacién de la cantidad de radiactividad asociada al so--
brenadante, se realizé utilizando 5 mililitros de Insta-Gel --
como solucibn de centelleo y se determinaron las epm en un Es-
pectrofotSmetro de Centelleo Lfquido (Eficiencia de conteo 42%).
La estimacién de la Unién No Especffica, se efectu mediante =
el uso de incubaciones paralelas conteniendo un exceso de 250~
veces del esteroide no radiactivo. La Uni@n Especifica en ca-
da muestra , se obtuvo como el resultado de substraer a la ---
Unién Total, la Unién No Especffica. _\
VI.1.4 C&lculo de los Resultados.-

Las caracteristicas ffsico~quimicas y el nimero de Sitios =
de Unibn se determinaron utilizando la metodologfa descrita --
por Scatchard (107), y ya considerada en secciones precedentes.

VII. ANALISIS DE DATOS Y CONTROL DE CALIDAD EN EL RADIOINMUNOANA
LISIS.

~

VII.1 ANALISIS DE DATOS.

VII.1.1 Concepto de Confiabilidad.-

La Confiabilidad es la caracterf{stica en la cual se combi--
nan la Precigién y la Exactitud de un anflisis, para dejar re-
sultados que reflejen idealmente el contenido real de una «--=
muestra, tanto enuna determinacién individual cuanto através -
de determinaciones sucesivas.

En la préctica, esta situacién no ocurre jamfs. Las mediee
ciones se encuentran dispersas alrededor de una media (segin -
la Precisién), 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 anflisis estabilidad y reproducibilidaad.
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VII.1.2 Curva Est4ndar y Transformacién Logit Log.-

La curva estdndar del radicinmunoanilisis es del tipo Dosis-
Respuesta. Ella refleja la relaci§n entre la concentracién de
hormona y el grado de unién de su forma radiactiva a un anti--
cuerpo. Existen varias formas de expresar grificamente esta -
velacién y de entre ellas la mis apropiada parece ser aquella-
en la cual se lineariza la Curva Dosis~Respuesta (78). En =--
este método se transforma el porcentaje de unién (Y) a un =---
Logit y la concentracién de hormona o Dosis a un logaritmo de-
cimal (X). Las ecuaciones correspondientes a este postulado -
son:

100 (B=N)
Bo

Logit ¥z Une IU%TY -

X= log dosis

En donde: Ysporcentaje de uniQn
Bscuentas totales
Nz=unién no espec{fica
-Bozunién total
Lﬁe=logaritmo de base e
log=logaritmo de base 10

Luego de obtenidos, se grafican los valores del Logit Y, en

1 eje de las ordenadas y del Log X en el eje de las abscisas,

con 1o cual se tendr§ la imigen gréfica de una Curva dosis-res
puesta linearizada.

VII.1.3 Indices de Validacién de la Curva Dosis-Respuesta ---
Linearizada.-

Problemas derivados de su uso.=-
A partir de valores pares de Logit y Log, se efectfia un Ani
lisis de Regresién Linear, el cual establece los pardmetros de

la 1fnea que mejor se ajusta a los puntos (método de los cua--
drados menores). Estos parémetros son:
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~ E1 coeficiente de Regrasién de la recta: (Intercepto en Y)
- El valor de la Pendiente de la recta: b

- E1 Eprror Est&ndar de las estimaciones individuales.

- El valor de la Linearidad con sus grados de libertad: F

- El valor de la Dispersién Sy.x.

Todos estos pardmectros se encuentran geﬁeralmente en logs --
programas computados que se han desarrollado para el célculo -

de RIA. Los valores correspondientes m&s frecuentemente usa--
dos son:

= El valor de la Pendiente (b): -2.303 * 0.158
- El1 valor de F, que debe ser menor ai tabulado y dentro del -~
95% de los lfmites de confianza.

- E1 Coeficiente de Precisién Sy.x., que debe ser menor a 0.23,
- El1 Coeficiente de Correlacién (Inclufdo en algunos programas),
que debe estar lo mfs cercano a la unidad (entre 0,985 y ---

0.999).
- El1 valor del Intercepto al Origen.

Problemas inherentes a la Linearizacién de la Curva dusis-res-
puesta.«

A pesar de sus grandes ventajas, la Linearizacién 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 éste incon
veniente ez la exclusién de los valores Y 80 § 908y ¥ 20 &~
10%  (15,20). : N

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

Este problema podrfa resolverse usando el m@todo de regre~-
sién no linear de cuatro pardmetros (101), para el cual se re-
quieren procedimientos de computac1§n sofisticados y aparatos-
muy costosos, 1o que torna imprédctica la solucién. Por lo

cual, un recurso mis idéneoc es la disminueién del error en las «
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mediciones del Bo y N que se logra através de un incremento en
el nimero de mediciones de estos valores en el andlisis. ----
Idealmente estas mediciones deberfan hacerse al comienzo, al -
final y en lugares escogidos al azar (15).

VII.1i.4 C&lculo de Desconocidos.-

Se efectla luego de establecer los fndices de validacién de
la curva estdndar y de acuerdo a procedimientos establecidos.-
En el caso de los RIAs de esteroides, siempre serd necesario--
corregir el valor obtenido por el porcentaje de recuperacién -
de acuerdo a:

Valor Obtenido x 100

Valor corregido= % de recuperacifdn

VII.1.5 Precisibn y Exactitud en los Radioimnunoan4lisis.-

La precisién de un anflisis, estd dado por la Relacién Res-
puesta-Error medio de la respuesta y la magnitud de la misma -
(RRE)}. Generalmente se acepta que una RRE menor al 4% es acep
table. M

Otros fndices de la Precisién de un RIA son:

a) Variacién intranflisis: Mide la reproducibilidad de la medi
cién de una misma muestra a 1o largo de un RIA (102). Se acep
ta que muestras con coeficientes de vaviaciﬁn mayores al 10V -
sean rechazadas.

b) Variacién intrandlisis: Mide la reproducibilidad en la me-
dicién de una misma muestra através de diferentes andlisis. Es
te es el parimetromds 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 desviaciones esténdar § 2 grupos-

fuera de 2 DE 6 3 grupos fuera de 1 DE, el anflisis sea re-
chazado.

En lo que a la Exactitud se refiere, deben mencionarse los-
factores que confieren un alto grado de confianza a los anfli-
sis. Estos son:
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-~ Alta especificidad del antisuero. ]

~ Disminucién de sobre y subestimaciones de la cantidad de ra-
diactividad mediante el uso de muestras “"blanco”.

~ Correccién del error causado por el uso del estdndar interno.

Eliminuciﬁn de sesgos personales e interpersonales.

~ El uso de pruebas de Exactitud en el Control de Calidad(1§).
Un buen ejemplo de estas pruebas es el uso de Curvas de Para
lelismo. .

VII.2 CONTROL DE CALIDAD.

La Precisién y la Exactitud pueden deteriorarse debido a -
varias condiciones, disminuyendo la confiabilidad de los anfli
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 periddicas de los parémetros de -
la curva esténdar. determinaci§n qe los coeficientes de varia-
cién intra e interanflisis y, mediciones frecuentes del  -~=--
"blanco”. Las pruebas de paralelismo se deberdn también hacer
con relativa frecuencia y son mandatorias cuando se cambian -~
las condiciones de RIA.
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FESULTADOS .

Las determinaciones informadas en ésta seccién, se validaron-
de acuerdo a lineamientos preestablecidos, como se mencion§ en -
las acdpites correspondientes, Todos los anflisis tuvieron ca--
racterfsticas de Precisién y Exactitud estadfsticamente acepta--
bles, De todas maneras, si se desea revisar en detalle la meto-
dologfa y/o la evaluacién respectiva, se refiere al lector a los
Anexos inclufdos al final de esta Tesis.

Puesto que dentro de los procedimientos empleados para los ra
dioinmunoan4lisis se incluyeron Yodaciones especfficas, a conti-
nuacién se muestran ejemplos representativos de las mismas:

- 128 128
I T LM
: vl'll.'z3
] 1 J
. £
[
s o
- 1 .
¥ T - Ll j" - ¥
Fracciones 3-100) Fracciones (0-100)
H. Prolocting - 1129 H, Luteinizente - 1120

0s79.8 p Ci/po €908 4 Ci/po
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Fuccium (6-100) Freceiones (=100)
. Feliculo estimulente-1128 H. Policulo estimuiente-1'25
031958 4 Ci/ o 002609 p Ci/p
(RIA) ARR“

.- .
B

Como se puede aprcciav, las yodaciones realizadas por el méto
do de la Cloramina’ T. ‘fueron similares. Sin embargo, cabe ance~
tar, que en aquella realizada para ARR de FSH, la hormona tuvo -
una actividad especffica apreciablemente menor, producto de las-
" modificaciones introducidas, y que se describieron en la Seccién
de Material y Métodos. !

A continuacién, se encuentran detallados los resultados de ~-
los anflisis realizados en los grupos de animales inmaduros (15-
dfas) y adultos (60 dfas), a los 30 dfas posteriores al trasplan
te de Hipbfisis a la capsula renal. Los mencionados estudios se
informan categoriz&ndolos en 2 tipo de valores: En primer térmi
no se descrisen las concentraciones hormonales en suero y en te-
jido testicular. Luego se incluye un grupo misceldneo de deter-

minaciones, entre las que se cuentan los anflisis del 'Radio-Receg“ :

tor para FSH en testfculo, los de ABP en epidfdimo y los pesos =
testicular y epididimario.
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I. RESULTADOS EN EL GRUPO No. 1

Este grupo corresponde a animdles que recibieron los trasplan
tes deHipéfisis a los 15 dfas de edad, Estuvo compuesto po 18 -
experimentales y 13 controles. En el suero de estos animales se
encontraron asociadas: hiperprolactinemia, concentraciones nor-
males de LH, ligera supresién de FSH, y tendencia a la elevacién
de las concentraciones de Testosterona. Ademds, el contenfdo in
tratesticular de Testosterona estuvo elevado. Todos estos valo=
res estdn considerados en relacién a los controles respectivos.-
Los valores y grdficos correspondientes se encuentran a continua
cibn:

a) Valores Hormonales.-

Hormona Experimental Control Estadfstica
Prolactina (ng/ml) 145.2 + 98.7 13.1 + 6.7 p<.002
Luteinizante (ng/ml) 29.3 # 19.4 37.56 ¢+ 28.9 N.S,
Estimulante del Folfeulo 482.2 + 119.4 530.1 # 98.9 p.025
Testosterona {pg/ml) - 526.8 + 426.6 299 ¢ 150 N.S.
Test. Intr. (ng/g) 42.2 + 10.7 30,6 % 8.4 pg .00
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La expresién gr&fica de estos valores es:

PRL
" ) FSH °

LN
Te

b) Anflisis de Radio=Receptor para FSH.=-

El ndmero de Sitios de Unién (NSU) y las caracterfsticas fisi
co-quimicas de la interaccién de FSH con su receptor, no 6e en--=
contraron alterados.

Los resultados de estos anflisis se calcularon con el método-
de Scatchard . Las protefnas se midieron por el método de Lowry.

" (69). Los valoras encontrados son:

T
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Experimental Control Estad{stica
NSU-FSH (x15%%mo1.
mg.orot. "}y 0.4 + .12 0.39 ¢ .4 N.S.
Const. de disociacién
(x10” *Molar) 6.33 + .15 5.8 + .07 N.S.
ARR-FSH
O8) asesstasxig®™™ O] xessetorxicw

UL 044 /L

° L] L] T v hl v
J 2 3 4 8 8
1]
Experimentales Controles
ur) ({1 1)

En esta figura Se muestran los gr&ficos Scatchard correspondi
entes a los valores obtenidos, Se incluyen las desviaciones es-
téndar de cada uno de loq puntos.

A continuacién, se ve la imfgen obtenida cuando se normaliza-
ron los datos. Para el efecto, se determinS el contenido protef
nico de las muestras. En el grupo experimental se encontr§ un -
promedio de 4.98 mg/ml y en el grupo control un promedio de 3,84
mg/ml.
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~°"\ Prot. E: 498 mg/m|
074 \ Prot. C: 3,04 mg/mi

") 2 3 &8
Scotchards nermelizados
oo Diperimental NSU: 44t .8
O Contre ) NSU: 30+ .08

A partir de 165 respec.tivos valores, se elaboraron las siguien--
tes curvas de gaturacifn:
e
)

Experimentoies (17)

Controles (12)




T

Todos estos estudios se pueden sumarizar grificamente de la si--
guiente manera:

ARR-FSH !
¥ ]
-"
-
8 ®
li s
P oo *
i (L],
n
b 4 o —
° ’ °
" s )
>
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o | 8
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¢) Determinacién del contenido de ABP en citosoles epididima---
rios.=-

Tanto el Nlmero de Sitios de Unién (NSU), que nos indica el -
contenido de ABP, cuanto las caracterfsticas ffsico-qufmicas de-
la interacciQn de$ ~DHT con la prote@na en mencién, no registra-
ron cambios. o

Los resultados de estos anflisis se calcularon con el método-
de Scatchard. El contenido protefnico se estimé con el método -
de Lowry. Los valores encontrados son:

. ﬁxgerimenfai Control Eégadistica
ABP. (pn.mg.prot'i) 2.3 £ 0.9 2,5 * 1.2 N.S.
Constante de dieohiacién
(x10" Molar) D 2.5%0.6  3.04 1.4 N.S.
3 . .

Los gr&ficos ﬁue corresponden a estas degerminaciones son:

N
)

" ABP

xdsg, 5t 8 x 10" % Kae30t10x0°%

SFE A
Exporimentales
)
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d) Pesos Testicular y Epididimario.-

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

Experimental Control Estadf{stica
Peso Testicular (g) 1.63 ¢+ .36 1.77 *.36 N.S.
+ .06 0.26 + .04 N.S.

Peso Epididimario (g) 0.25

Los gréficos correspondientes son:

pT

En este conjunto de valores misceldheos, no se encontraron varia
ciones en el Nimero de Sitios de Unién y las caracterfsticas ff-
sico-quimicas de la interaccién entre FSH y sus receptores a ni-
vel testicular. El contenido de ABP y las caracterf{sticas de su
interaceién con 5 =« DHT, as{ como los pesos testicular y epididi
mario tampoco mostraron modificaciones entre experimentales y =-
controles. : :
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z0 corresponde a aninales que recibieron los trasplan
Hiz&fisis a los 15 dfas de edad. Estuvo compuesto por 18
.entales y 12 Controles. En el suern de estos animales se
ancentrarcn asociadas: hiperprolactineria ¢ concentraciones nor
nales ¢e LY y Testosterona, ademfs de una ligers elevacién de las
sonzantraciones de FSH., El1 contenido intratesticular de Testos-
tercna estuvo elevado. Todos estos datos estfn considerados en-
relaciér a los controles respectivos. Los valores y préficas co-
rresporniientes, se encuentran a continuacién:

e 0

a2) Valcres hormonales en el Grupo No.2:

Hormona Experimental Control CEstadfstica
Prolactina (ng/ml) 188 ¢ 6u.g 32,u46.4  p < 0.001 °
Luteinizante (ng/ml) 19.9 ¢ 1.7 18,5#5.2 N.S.
Estimulan:a2 del Folfculo
(ng/ml) 731+ 178.7 574499,5 p < .01
Testosterona (pg/ml) 336,7 ¢ 270.4 5032218.9 N.S.
Test, Intr. (ng/g) 2u,3 ¢ 11,5 15.545.31 p < 0.05

La expresibdn gréfica de estos datos es:

FSH
PRL (]

LH Yo

Ti
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b) Deterninacidn del contenido de ABP en citosoles epididima--
rioa.-

‘En aste grupo en particular, el contenido de ABP en los anima
les experinentales, se encontrd disminufdo en relacién & sus res
psctivos controles. Las caracterf{sticas f!lico-ql..\fmicll de la -
interaccién entre. ABP y §.DHT, no mostraron variaciones. Este-
s un efecto que se encontrd previaments en varios expsrimentos-
realizados en nuestro Laboratorio, Sin embargo, en el Grupo Noi,

idéntico al presents, no se reprodujo el fenSmeno. Los valores-
e lpeetivgg _son:

Experimental Control Estadfatica

ABP (pm.mg,prot™1) .97 10
Constante de disociacién
tx10™%) 1.9 2.07

Los gréficos"Scatchard"correspondientes son:

ABP
..1 ]
-8 -8
X4s1.37 X0 "M Kds2.07 X IO M
89
44
,u
2
AL
0 bmpmempreeppegeney e e S S e )
e 4 6 ¢ 1012 8 4 ¢ 8 10 12
Taperimenteles Contrales
m m
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¢) Peso Testicular y Epididimario.-
El peso testicular permanecié inalterado, mientras el peso epi
didimario del grupo experimental, estuvo ligeramente bajo. Los =~

valores y grificos respectivos son:

Experimental Control Estadfstica

Peso Testicular(g) 1.85 ¢ 0.25 1,92 + 0.35 N.S.
Peso epididimario(g) 0.32 +.05 0.36 + 0.4 p< 0.05
pT
pE




III., RESULT2DIS =N

fste gruyo corresconde a animales que reciblersn el trazplan-
te de Hip8fisis a los 60 dfas de edad., En el cuero de eszos ani
males se encontrarcn asociadas: Hiperprelactinenia, concentra--
ciones bajas de Hormona Luteinizante, ncrmales de Hormona fstinmy
lante del Folfculo y baias de Testosterona. Il centenide intra-
testicular de este esteroide tambien estuvo disminufio. Todos -
los datos est&n considerados en relacién a los controles corres-
pondientes. Los valores se encuentran a continuacién:

a) valores hormonales en el Grupo No.3 .-

Hormona Experimental Control Estadfstica
Prolactina (ng/ml) 246.2 ¢ 35.5 115 ¢ 54.9 p ¢ 0.00%1
Luteinizante (ng/ml) 14,9 ¢ 2.8 31.52 ¢+ 11.7 p < 0.025
Estimulante del Folfculo
(ng/mt) 432.9 ¢ 69,9 590.9 ¢ 174,9 N.S.
Testosterona (pg/ml) 317.3 & 209,81475,2 ¢ 546.6p « 0.025
Test. Intr. (ng/g) 32,9 ¢ 3.9 39.1 ¢ 2.1 p < 0,025

La expresifn gréfica de estas determinaciones

\

* FSH

R IRE ]
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b) Contenido de ABP en citosoles epididimarios.-

Tanto el contenido, cuanto las caracterfsticas ffsico-quimicas
de la interaccién entre ABP y 5--DHT, se encontraron inaltera-
dos. los valores y gréficas correspondientes son:

Experimental Control Estadfstica
ABP (pm.mg.prot™1) 2.72 + 0.7 3.6 + 0.3 N.S
Constante de disociacién
(x107% Molar) 1.2 % 0.1 1.3 4 0.2 N.S
ABP
49 K2 %1100 Aq wnstaxiotu

/L

o " 1 ' v L) ° L] v ¥ il
1 2 35 4 8 i 2 3 4 8
v

Experimontales Contreles
{8) {e) -
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¢) Peso Testicular y Epididimario.=-

No se pudieron advertir variaciones en estos pardmetros. Los

valores son:

Experimental Control Estadfstica

Peso testicular(g) 3.21 %
Peso epididimario(g) 1.1 +

OO 5

.07
.06

3.23 + .3 N.S.
1.2 +..1 N.S.
pE

En este grupo de valores miscelaneos, no se advierten cambios
en los peaos-testiéular y epididimario. Tampoco se notan diferen
cias en el contenido de ABP epididimario, ni en las constantes =~
£4sico-quimicas de su unién a - 5-DHT
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IV. RESULTADOS EN EL GRUPO No. 4.

Este grupo corresponde a animales que recibieron el trasplan-
te de Hipbfisis a los 60 dfas 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 estdn considerados
en relacién a los controles respectivos., - Los valores y gréficas
correspondientes se muestran a continuacién:

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

_ . Hormona Experimental Control  Estad{stica
Prolactina(ng/ml) -  275.3 # 121,3  80.9 # 27.5 p < 0.005
Luteinizante (ng/ml) 13.5 # 4.7 37.1 ¢ 18.5 p< 0.01
Folfculo Estimulahte / '
(ng/m1) . 308.5 ¢ 119.9 495 ¢ 166.9 p < 0.025
Testosterona (pghl 731.7 + 240.9 16L4.6 + 574.9 p < 0.005

PRL s

FSH

a-
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b) Anflisis del Radio-Receptor para FSH.-

En este grupo de animales de 60 dfas al tiempo del trasplante,
no se pudieron advertir variaciones de significacibén estad{stica,
ni en el NGmero de Sitios de Unién, ni en las caracterfsticas ff
sico-qufmicas de la interaccién entre FSH y sus receptores. Los
valores respectivos son:

Experimental Control Estadfstica

NSU-FSH(x10"13mo1 .mg.

prot™h), - 23 & 06 .24 4 0.4 N.S.
Constante de disociacién

(x10"%o1ar) 6.3 ¢ .93 5.9 ¢ 1.6 N.S.

Los gré&ficos correspondientes son:

ARR-FSH

Késs 329 X 1M uﬁ-s.ot Lex 0%
o8l 084

071
.08
08

o 1] v n Ad

yd 3 4 2 3 e
v v

imentale Controles
Erperiter Hias
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c) Pesos testicular y epididimario.-

No se pudieron detectar cambios en estos parémetros. Los va-
lores y grificos correspondientes son: :

Experimental Control Estadfstica
Pego testicular (g) 3.1+ .3 . 3.2+.3 N.S.
Pvekso epididimario (g) 1.1+ 1 1.1 + .1 N.S.
eT
::, . °E

En este grupo de valores misceléneos, no se advierten cambios
“en los pesos testicular ni epididimario. El1 Ndmero de Sitios de
Unién y las caracteristicas ffsico-qufmicas de la interaccién de
FSH con sus receptores, tampoco se encuentran alterados.
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DISCUSION.

Como se estableci$ a su inicio, esta Tesis tuvo como objetivo
principal, el sumarizar un grupo de estudios enfocados a andlizar
las influencias que tiene la hiperprolactinemia sobre algunos de
los parfmetros funcionales del eje Hipot4lamo-Hipéfisis-Testfcu-
lo, através del proceso de la maduracién sexual. Artificiale---
mente se dividi§ la materia en ac@pites, en los que se trataron-
particularmente los aspectos especf{ficos del tema. De manera si
milar, en este abordaje crftico se ubican las discusiones respec
tivas, clasificadas en unidades correspondientes a las que se --

'presentaron en la Seccibn de Resultados.

I. YODACIONES.

La incorpovacidn del elemento radiactivo Yodo125 a las dife--
rentes hormonas protefnicas, fué un procedimiento confiable y --
reproducible, bajo las condiciones en las que se realizé. El1 -
método empleado (Cloramina T), tiene las ventajas inherentes a =
un sistema que se viene aplicando desde 1962, y se obtuvieron ==
resultados éptimos cuando se 10 utilizé.

Merece especial mencién la yodacién de la Hormona Estimulante
del Folfculo, utilizada para los anflisis de Radio-Receptor en -
membranas testiculares. En efecto, utilizando el método de Find
ley y Steinberger (32), al cual se le introdujeron ligeras modi-
ficaciones, se obtuvo un ligando radiactivo con una actividad es
pec{fica muy apropiada para el estudic requerido, de répida ob--
tencién, fécil manejo y que contribuy$ substancialmente a la con
uecuci@q de ensayos precisos, sensitivos, y reproducibles.
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II. HORMONAS PROTEINICAS.

11,1 HORMONA PROLACTINA.

En los cuatro grupos experimentales presentados, se encon-
traron concentraciones elevadas de Prolactina, en comparacién
a los grupos controles respectivos. Este es un efecto espera
do del uso del modelc escogido (28,73,77). Se tiene la venta
ja adicional de que, el tipo de hiperprolactinemia obtenido -
por medio del trasplante de hip6fisis de animales de la misma
colonia, estf logrado a base de una molécula tedricamente --
idéntica a la del recipiente del implante, evitando asf, la =
posibilidad de que aparezcan pequefias diferencias derivadas -
del empleo de hormonas heter§logas.

I1.2 HORMONA LUTEINIZANTE.

En los grupos experimentales aquf 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 glfndulas hipofisiarias se efectia en animales in- .
maduros, se ve que las elevadas concentraciones de Prolactina
no parecen influenciar los niveles de LH, puesto que estos =
no registran cambios de significacién. * Por el contrario, en-
animales adultos, se observa la asociacién de hiperprolactine
mia y concentraciones bajas de la Hormona Luteinizante. Estos
hechos al parecer contradictorios, ostargan enfatizando la --
existencia de diferentes estadios de maduraci6n de los meca--
nismos de control de la Gonadotropina en mencién. Este tipo=
de efectos han sido ya descritos con anterioridad (W), y =--
existen varias postulaciones que orientan hacia la conviceién
‘de que el Sistema Opioide actda de diferente forma de acuerdo
a la edad y al estado endocrinol§;1co del modelo estudiado ==
(12,40,72,91.) Por otro lado, la interelacidn entre el Siste
ma Opioide y el Sistema Dopaminérgico esta bien establecida -
(31,39,92,119), y favorece la creencia de que el estadio de -

maduracién sexual con todo su espectro de cambios endocri?olg
gicos
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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 hipotalimica a la orquidectomfa(12).

I1.3 HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO.

En los hallazgos descritos en esta Tesis, se aprecia una -
supresién ligera de los niveles de FSH en asociacién con hiper
prolactinemia, con excepcién de un grupo en el que se advier-
te el efecto contrario, similar al informado por Bartke y ===
otros (6,64,121).

II1. 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 gﬁupos experimentales estudiados.

En la evaluacién de estos fndices. se advierte una vez més,
un efecto diferencial que depende de 1a edad en la que se ins
tala la hiperprolactineﬁia. Mientras en los grupos en edad in
madura, ‘existe una marcada tendencia hacia efectos tréficos -
positivos sobre la célula de Leydig, en los grupos en edad ==
adulta parecen existir cambios opuestos, esto es, disminucién
de las concentraciones circulantes e intratesticulares de Tes
tosterona. : '

Es muy probable que el efecto tréfico positivo en los ani-
males inmaduros, refleje el sinergismo descrito para Prolacti
na y HKormona Luteinizante sobre la célula de Leydig en este =
grupo etario. En efecto, se han descrito incrementos en el =
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nimero de sitios de unién para LH/HCG en presencia de hipep--
prolactinemia (7,8), a mis de otras acciones en las cuales se
advierte un efecto cooperativo de los péptidos en mencién (3,
4, 45). Es importante anotar que en estos grupos no se regis
traron diferencias en los niveles circulantes de la Hormona -
Luteinizante,

Cuando se analizaron los grupos 3 y 4, correspondientes a-
los animales adultos, se advirti que existfan concentracioe-
nes bajas de Testosterona, tanto en suero cuanto en tejido ==
testicular. Estos resultados, claramente diferentes a los ob
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 reflee
ja una falta de estimulacién central sobre la célula de ~----
Leydig, y una subsecuente disminucién de los esteroides gona-
dales en este grupo etario.

b) La probable respuesta testicular, cualitativamente diferen
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 heterdloga a ratas, que el nﬁmero de sitios
de unién 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 experimentos, subrayan de buena ma
nera el concepto de que existen diferentes respuestas a 1a hi
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 habfa observado con anterioridad,que la hiperprolactine
mia. no afectaba el nfmero de sitios de unién para la Hormonha
Folfculo Estimulante a nivel de la membrana testicular (81).-
Sin embargo, el experimento referido fué realizado durante --
una exposicién de solo dos dfas a la Hormona Prolactina. Por
esta razén, sumada a experiencias de nuestro grupo, en las --
cuales se encontraron niveles bajos de una de las protefnas ~
inducidas por FSH en condiciones de hiperprolactinemia, se de
cidié estudiar la interaccién mencionada. No se encontraron~
diferencias en el Nimero de Receptores ni en las caracterf{sti
cas ffsico-qufmicas de 1a Unién en ninguno de los grupos estu
diados.

V. ABP EN TEJIDO EPIDIDIMARIO.

V.1 DETERMINACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIMARIOS.

La conviceién de que en estudios previos se habfan encon=
trado niveles bajos de ABP en presencia de hiperprolactinemia,
y s0lo en edades inmaduras, nos indujo a repetir estas deter-
minaciones en los experimentos aquf sefialados, Lamentable---
mente sélo pudimos reproducir este efecto en uno de los gru--
pos, hecho que precluye la emisién de ninguna conclusién al -
respecto. Sin embargo, y en caso de confirmarse la tendencia
a la disminucién de ABP en presencia de hiperprolactinemia, =
se tendrfa que postular necesariamente la existencia de un de
fecto postreceptor, puesto que el ndmero de Sitios para FSH y
las caracterfsticas fisico-quimicas de la interaccién no re-.
gistraron cambios. : -
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VI. CONSIDERACIONES FINALES,

VI.1 SUMARIO.

Esta Tesis tuvo como objetivo el presentar el estudio de -
los efectos que tiene la Hiperprolactinemia sobre algunos de=-
lo pardmetros de la fisiologfa de eje Hipotdlamo=Hipéfisise==
Testfculo. Dicha evaluaci6n se realizé en 2 estadios del pro
ceso de la maduracién sexual.

En esta presentacién se incluyeron los resultados de varios
anflisis realizados, utilizando como modelo experimental a la
rata macho hiperprolactinémica, Esta condicién se indujo en-
grupos de animales inmaduros (A) y en grupos de animales adul
tos (B). Se obtuvieron los siguientes resultados a los 30 --
dfas 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 elevacién 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 yi
= Concentraciones intratesticulares de Testosterona bajas.

3.- En ninguno de los grupos se registraron cambios en:
- Peso testicular;
= Peso epididimario;
- Nfimero de Sitios de Unién para FSH en membranas' testi-
culares y caracterfsticas ffsico-quimicas de esta in--
teraccién,
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CONCLUSIONES.

Bajo condiciones de hiperprolactinemia de 30 dfas de durae---=-
cién, se producen efectos dependientes ¢ independientes de la --
edad en la que se induce la mencionada condicidén patolégica.

a) Efectos independientes de la edad.- No se producen cambios

en los pesos testicular y epididimario, ni en los parémetros -

que se usaron para medir la unién de la Hormona Estimulante --

del Policulo a membranas testiculares., Se puntualizan estos =

datos debido a que existen informes contradictorios en la lite
_'ratura, respecto a algunos de ellos (4,6,7,30).

b) Cambios dependientes de la Edad.- En animales inmaduros, =
las concentraciones en suero de la Hormona Luteinizange no se=
alteran, se presentan efectos tréficos positivos sobre la cé--
1lula de Leydig y, existe una tendencia a la disminucién de los
niveles de ABP. En animales adultos, se encuentra una disminu
cién de las concentraciones circulantes de LH, de Testosterona
en suero y de Testosterona intratesticular, sin advertirse cam’
bios en los niveles de ABP.

¢) Los datos en conjunto, documentan la posibilidad de que la=- -
Hormona Prolactina tenga efectos diferentes sobre la fisiolo--
gia del eje Hipot4lamo-HipSfisis-Testfculo, dependiendo de la-
edad en la que se induzca la hiperprolactinemia,

7
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ABREXO NKo. 1

RADIOINMUNOANALISIS DE HORMONAS PROTEINICAS .
METODOLOGIA Y EVALUACION

- Prolactina (PRL)
- Luteinizante (LH)
-‘Estimulantc del Folfculo (FSH)



-Bl=

RADIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA PROLACTINA.
METODOLOGTIA.

Yodacidn.-

La incorporacién del 1125

a los residuos aromfticos, princi--
palmente tirosinas de la molécula de las hormonas protefnicas, -
se consiguié mediante el empleo del método 'de la cloramina T (49)'
El procedimiento consiste en afiadir 1ﬁ ci: de «3: 1125 a una alf-
cuota que contenga n microgramos de PRL-I-5, en 50 microlitros =~
de una solucién de fosfatos : ASB 0.1% pH 7.2, seguidos de la --
adicién de 5 microgramos de cloramina T, disueltos en la misma-
solucién amortiguadora. Luego de 60 segundos de agitaci§n conse
tante a temperatura ambiente, se detuvo la reaccién, agregando-
50 microgramos de metabisulfito de sodio disueltos en la misma=«
solucién.

La separaci@n del producto yodado, del material libre, se hi-
Z0 en una columna de cvomatogvafia (Bio Rad), de 25 x 0.9 cm, ==
previamente llena con Shepadex G-100, el cual habia sido hidrata
do durante 24 horas y saturado cop 2 mililitros de una solucién=-
amortiguadora PBS 0.0IM ASB al 5% cop un pH de 7.2 . La elucién
se hizo con una solucifn similap perc libre de albumina.

Los productos de yodaei§n y el material radiactivo fueron co-
lectados en 36 tubos de cristal de 7 x 1 cms, que contenian 200~
microlitros de una eolucién de PBS 0,01 M~ASB al 5% y un pH de -
7.2 . Estos tubos habfan sido enfriados previamente a 4°C y en-
el momento de la recoleccién estaban sobre hielo. La actividad-
espec@fica obtenida, tuvo en promedio un valor de 79.5 microcu--
ries por microgramo de hormona radiactiva. Este pardmetro se --
calcul$ usando la fSrmula siguiente:
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aezB(D/C)
A

Actividad Especifica

en donde: A= Masa de la hormona en microgramos;
Bz 1000 microcuries;
Cz Cuentas totales de I1
D= Cuentas totales de protepina yodada.

25-Cuentas Residuales;

Posteriormente se prepararian alfcuotas que contuvieran una -
cantidad constante de radiactividad de aproximadamente 20,000 ==
cuentas por minuto en 100 ul, y que serfan usadas en el radioin-
munoandlisis correspondiente. Es vélido mencionar que fué a la-
hormona marcada, previaménte disuelta en una solucién PBS 0.IM~-
ASB 0.1% pH 7.2, a la cual se agregé Suero Normal de Conejo ‘(SNC)
a una concentraci§n final de 2%.

Preparacifn del primer anticuerpo Anti-pPRL-5H.-

Se utiliz6 un anticuerpo espec{fico que actuaba eficientemen-
te a una dilucifn final de 1:10800 en el radioinmuncanélisis. Eg
te anticuerpo se reconstituyd a partir de fracciones en las que-
el antisuerc estaba en una dilucién 1:500. Estas alfcuotas te==
nfan un volimen de 1.5 mililitros, a los cuales se les agreg§ -
8.5 mililitros de una solucién amortiguadora de fosfatos 0.IM-=~
ASB 0,18 pH 7.2 , para obtener una dilucién de 1:3,333. De esta
solucién reconstitufda, se tomaron 100 miérolitros, los cuales =
se emplearon para cada tubo del RIA.

Preparacién del Esténdar No Radiactivo.=

Se utilizé un esténdar internacional de reconocida pureza: =-
NIADKK PRL-Rp-3, el cual se disolvi en una solucién amortiguado
ra de fosfatos PBS 0.1M 0.1%, ASB, pH 7.2 y se disefi§ para obte-
ner cantidades crecientes que fueron de 0.15625 hasta 20 nanogra
mos por 100 ul.
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Preparacién del segundo Anticuerpo.-

Se realiz6 siguiendo el proceso detallado en la seccién de Ma
terial y Hétodos. Se utilizaron 100 ul, por tubo de este reacti
vo a una dilucién inicial 1:10, en Solucién PBS 0.1M-ASB 0.1% pH
7.2 .

Procedimiento del Ensayo.-
El procedimiento del inmunoanilisis fué el siguiente:

a) Se incubaron en tubos de 7 x 1 cm, 100 ul de hormona radiac-
tiva 2% SNC, con 100 ul del estdndar no radiactivo 6 100 ul de -
la muestra problema y con 100 ul del primer anticuerpo (antiee=
cuerpo easpecffico). Luego de agitaci@n en vortex, se incubS la-
reaccién por 24 horas. '

b} Luego de la incubacién mencionada se agregaron 100 ul del se
gundo anticuerpo a cada uno de los tubos. Se incubaron por 6 ho
ras adicionales, al cabo de las cuales se detuvo la reaccién afia
diendo 1 mililitro de agua destilada a 4 °C, a cada uno de los-
tubos. Inmediatamente se centrifugaron a 3000 RPM por 30 minu--
tos a 2°C. Se decantaron los tubos y se cdntaron los precipita-
dos en Espectrofot@metro para radiaci@n gamma .

¢) Se calcularon los resultados a partir de las cuentas por mi-
nuto, obtenidas en una calculadora Hewlett Packard Hp-97. Die--
chos resultados fueron expresados por interpolaciﬁn a una curva-
esténdar Logit vs Log, y fueron validados de acuerdo a criterios
de control de calidad previamente publicados por nuestro grupo--
(9).
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EVALUACION,.

\

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

En este radioinmunoanilisis se tuvieron los siguientes {ndices -
de Control de Calidad:

Valor de F 1-03.2“
Valor S y.x. 0.3259
Coeficiente de correlacién 0.0566
Intercepto al origen 1.0980
Pendiente 2.1241
Relacién respuesta-error 3.5689

Sensibilidad del ensayo +2 DE 2.2223 (ng/ml)
Coeficiente de variacién ine

tranilisis 15.979
Coeficiente de variacién in-
trandlisis corregido 9.22

El perfil de precisién de la curva esténdar fué:

Dosis (ng/tubo) Coeficiente de Variacién
+3125 * 41.u475
1625 _ 24,567
1.25 14,428
2.5 10,146
5.0 8.115
10.0 6.0818
20.0 6.523

Comentario: En este anflisis el coeficiente de variacién intra-
andlisis aparece elevado debido a las dosis muy pequeﬁaé intrody
cidas al inicio, sin embargo, el promedio de los logits de las -
muestras es de: 0,3442 4+ 1.11, el mismo que estd en un rango --
Séptimo de la curva esténdar. :
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Afn nfs, dicho promedio y su desviacién estén completamente -
dentro de los lfmites aceptables para un RIA ( +2; -2), puesto -
que sus valores se encontrarfan entre -0.7621 y +1.4505.

En cuanto a las determinacicnes de PRL, se obtuvieron los siguien
tes valores:

Grupo Experimental Grupo Control
PRL (ng/ml) 145.2 + 98.7 13.1 ¢ 6.7

RIA DE PRL EN EL GRUPO No. é (15 dfas):
'

Valor de F 0.1619
Valor S y.x. . 0. 4604
Coeficiente de correlacidn 0.9282
Intercepto al origen 1.4741
Pendiente -2,3092
Relécién respuesta-erropr © 3.,2156

Sonnibilidad del ensayo +2 DE 3 2551
Coeficiente de variacién in-

tranflisis 17.65
Coefigiente de variacibn in-
tranflisis corregido 9,004

El perfil de precisifn de la curva esténdar fué:

.3125 §1.5028

.6250 28.0997
1,2500 15.5600
2.5000 9.9731
5.0000 7.3060
10,0000 - 5.8080
20.9000 ’ 5.2932

Comentario: El coeficiente de variacifn intranflisis est§ ligera
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 40.3652. E1 C.V. corregido es de 9.00u.

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

Grupo Experimental Grupo Control
Prolactina (ng/ml) 188 ¢ 64.9 32.2 ¢ 6.4

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

Los parémetros de Control de Calidad de este ensayo, son los-
mismos que los del RIA anterior, pues se 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 1fmites ~
aceptables (-2; +2).

Las determinaciones de Prolactina en este grupo fueron:

Grupo Exgerimental Grupo Control
Prolactina (ng/ml) 275.3 £ 121.3 80.9 ¢ 27.5

Comentario: Considero que seri de utilidad, el graficar el per=
fil de precisién promedio, conjuntamente con la linearizacién de
la curva dosis respuesta. En esta grifica se encuentra interpo-
lado el rango en el que se hallaron las muestras, cuyos Logits -
son los siguientes:

1.1063 -0.7621

Grupo 1 + 0.3442 + a  +1.u4505
Grupo 2 - 0.4282 & 0.7934 =1.2216 a +0.3652
Grupo 3 - 0.4061 + 0.7367 -1.14208 a 00-3306
Grupo 4 - 0.6272 + 0.8430 «1.4702 a +0.5906
Promedio - 0.2703 + 0.8699 =1,1492 a +0.5906

(+ 0.427% (# 0.1635)
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y con los siguientes coeficientes de variacién y Logits promedio:

Dosis (ng/tubo) 'd Logit ¥
,3125 46,48 2.4155
+6250 26.33 1,899

1.2500 15,03 0.9872
2.5000 10.06 0.4219
§.0000 7.1 =0,1751
10.0000 6.31 -0.9163
20.0000 .91 =1,69u6

Este perfil nos darfa un coeficiente de variacién intranflisis -
de 16,8, pero con una DE de 14,89, La gr&fica resultante, en la
que se ha inclufdo el rango en el que se encontraban las muestras
est’
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Vemos en la figura, que las muestras se ubican en un §rea que --
estd dentro de los coeficientes de variacidn correspondientes a-
la dosis de 1.25 y 20. Esto nos da una estimaciQn del C.V. co=--
rregido de 9.004.

RADIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA LUTEINIZANTE.

Los procedimientos utilizados para el radioinmunoanflisis de-
la Hormona Luteinizante, como los de las demﬁs hormonas de natu-
raleza protegnica, son de caracterfsticas muy similares. Par---
tiendo de este criterio y habiéndose descrito muy detalladamente
en la seccibn anterior el radioinmunoénélisis de la Hormona Pro-
lactina, en esta aecci§n se presenta la misma secuencia descrip-
tiva, pero sintetizﬁndola y enfatizando los detalles que particu
lavi;ap al radioinmunoanflisis de la Hormona Luteinizante.

Yodacién.~

Se emplearon § microgramos de Hormona Luteinizante LM I-5, di
sueltos en 50 microlitros de PBS 0.1M, pH 7.2., a los cuales se-
les agregf 1 m Ci de 125 ge inicié la reaccién por medio de 3
1a adici6n de 50 microgramos de cloramina T, y luego de agita--
cién constante por 30 segundoé, se detuvo la reaccibn de oxida=-
cién con la adici@n'de 50 microgramos de Metabisulfito de Sodio-
obteniéndose una actividad especifica de aproximadamente 98.8 ~--

microcuries por microgramo de hormona.

Preparacifn del primer anticuerpo (anti rLH-S8).-

Este anticuerpo viene en una diluci§n inicial de 1:18.75, y-
éptimamente trabaja a: una dilucién 1:180,000. . Se prepararon --
alfcuotas de 500 ul, con una diluci@n 1:120 a partir de la solue
cién inicial. Estas fracciones se aforaron a 10 mililitros, --
previo a su uso en el anﬁlisis. Debe anotarse que se emplearon=
100 ul de este reactivo para cada tubo.
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Preparacién del Estdndar No Radiactivo.-

Se utilizé el estdndar NIAMDD LH Rp-1 y se disefi6 la curva es
téndar con cantidades crecientes que part;an de 1.5625 y ascen--
dfan hasta 100 ng/100 ul.

Preparacifn del segundo anticuerpo.-

Ya ha sido explicada con anterioridad en secciones precedentes.
Se utilizaron 100 microlitros por tubo de este reactivo, el cual
habfa sido previamente aforado a una dilucién inicial de 1:10.

Procedimiento del anflisis.-

Luego de prepara la hormona marcada (con 12,000 cpm y -2% de
SNC), se agregaron 100 ul de esta solucién a 200 ul de esténdar/é
muestra mis 100 ul del anticuerpo especffico anti rLH-S8. A con-
tinuacién, se incub8 la reaccién por 24 horas, al cabo de las ---
cuales se afiadieron 100 ul de una dilucién 1:20 del 2do. anticuer
po. Luego de 6 horas adicionales de incubacién se detuvo la reac
cidn por medio de la adicién de 1 ml de agua frfa por espec{men.-
Se centrifugaron los tubos, se decantaron y se conté la radiacti-
vidad asociada a los precipitados, Se estimaron los resultados-
de manera gimilar a la descrita para la Hoymona Prolactina,

EVALUACION.
RIA DE LH EN EL GRUPO No.1 (15 dfas).-

En este radioinmunoanflisis los fndices de Control de Calidad-
no fueron deéptima calidad. Ellos son:

Valor de F ' 1.7456
Valor § y.x. 0.5383
Coeficiente de correlacién 0.9201
Intercepto al origen 3.1324
. Pendiente «2,8779
Relacién respuesta-error 4.2932

Sensibilidad del ensayo +2 DE 20 ng/ml

Coeficiente de variacién in-
tranilisis 12,2857
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Los Logits de las muestra tuvieron un promedio de 1.3391 # «we--
1.4409, lo que los ubica en un rango de -0.1018 a +2.78., En =---
este caso, vemos que el 1fmite superior estd fuera del lfmite --
establecido (=24 +2),

Los datos que se obtuvieron y que se tomarsn en cuenta con las -
debidas reservas son:

Grupo Experimental Grupo Control
Valor de LH (ng/ml) 29.29 + 19.35 37.58 ¢ 28,39

Comgntario: En este RIA, se obtuvieron datos que deberfan ser -

inclufdos con cautela. Uno de los factores que influy$ negativa

mente en las determinaciones fué el bajo contenido de LH en es--

toé\animalcs. puesto que se utilizaron 100 microlitros de muestra
por tubo. Luego de este anflisis, se establecif que habfa que -~

utilizar al menos 200 microlitros de suero por tubo.

RIA DE LH EN EL GRUPO No.2 (15 d{as).-

Luego de los datos de RIA anterior, se diseﬁ6 un ensayoc con -
un voldmen final de incubacién de 400 microlitros, en los cuales
se incluyen 200 microlitros de muestra. Los par{metros de Con--
trol de Calidad fueron: '

- Valor de F 0.6834

Valor Sy.x. 0.6375
R " Coeficiente de correlacién 0.8776
Intercepto al origen 3.3528
Pendiente -2,6121
Relacién respuesta-error 1.8918

Sensibilidad del ensayo +2 DE 6.1 ng/ml

Coeficiente de variacién in-
tranflisis ' 6.5318
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Ademds de la mejorfa substancial en casi todes los pardmetros de
control de la curva, los Logits de lasmuestrnas tuvieron un prome
dio de 1.9737 # 0.4438 con un rango de + 1.5299 a + 2.4175. Si-
bien el 1fmite superior de este rango es superior a +2, se debe-
indicar que solo 4 muestras se ubicaron en su cercanSa.

Los datos que se obtuvieron fueron:

Grupo Experimental Grupo Control
Valor de LH (ng/ml) 19.86 + 7.8 18.46 *+ 5.19

-

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

Los fndices de control del ensayo son:

Valor de F 1.8363
Valor de Sy.x. -~ . 0.1426
Coeficiente de correlacifn 0.9894
Intercepto al origen 6257
Pendiente ; -2.1786
Relacién respuesta-error 2.2485

Sensibilidad del ensayo +2 DE 3.5 ng/ml

Coeficiente de variacion in-
tranaflisis 7.67

En este ensayo también se utilizaron 200 microlitros de muestfa-
en un voldmen de incubacién final de 400 microlitros. Como se -
aprecia, es un andlisis muy confiable. Adem@s, los Logits de -~
las muestras tienen un promedio de 1.3578 # 0.42u5, 1o que ubica
a los especfmenes muy dentro de los limites establecidos (+2; -2).

Se obtuvieron los siguientes valores:

. Grupo Experimental Grupo Control
Valor de LH (ng/ml) 1“.9@ + 2,76 31.52 + 11,72
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HORMONA LUTEINIZANTE GRUPO No. 4 (60 dfas).-

Estas muestras se analizaron conjuntamente con las del grupo-
anterior, por ello los indices de control del ensayo son los mis
mos. Los Logits de la muestras tienen un promedio de 1,2073 # -
0.6515. Se encuentran en un rango de +0.5558 a + 1.8588,

Los valores obtenidos son:

Grupo_Experimental Grupo Control
Valor de LH (ng/ml) 13.46 #+ 4,96 . ar.1 + 18.5

RADIOINMUNOANALISIS DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE.

Como se ha mencionado previamente, los radioinmunocanflisis de
las hormonas proteinicas son gimilares en disefio, diferenciando-
los solamente las caracterfsticas inherentes a los reactivos espe
cfficos. Sin embargo, en lo que se refiere al RIA de la Hormona
Folfculo Estimulante, se incluyeron ligeras variaciones tendien-
tes a optimizar el anélisis y basados en trabajos previos (12,22,
116).

Yodacién.~

Este procedimiento se liev6 a cabo mediante una variacién del
método de la Cloramina T. En primer lugar, todos los reactivos-
y soluciones fueron enfriados previos al proceso (0-4°C). A 25-
microlitros de un buffer de fosfatos 0.05M, pH 7.2., conteniendo
2.5 microgramos de FSH I-6, se les agregé 1 milicurie de e, .
Se inicié la reaccién con la adicién de 2.5 microgramos de Clora
mina T en 10 microlitros de PBS 0.01M pH 7.4 . Luego de 1 minu-
to de agitacién constante en vortex, se terminé la reaccién por-
la adicién de 50 microgramos de metabisulfito de sodio contenido
en 50 microlitros de PBS 0.01M, pH 7.4, Los productos de la ra-
dio-yodacién se separaron en una columna BioRad de 25 x 0.9 cms,
conteniendo Sephadex G-100 previamente saturado con una solucién
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amortiguadora de fosfatos que contenfa 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
especffica obtenida fué de aproximadamente 95.5 microcuries por-
microgramo de hormona.

Preparacién de primer anticuerpo (anti-rFSH-S11).-

Este anticuerpo trabaja Sptimamente a una dilucién final de -
90,000. Este reactivo se resuspendib en una solucién amortigua-
dora de fosfatos 0.05M con EDTA y se agregaron 200 ul a cada tu-
bo en el RIA.

Preparacién del Estdndar No Radiactivo (FSH Rp-1).-

Se dispuso para los anélisis del estindar FSH Rp-1, el cual -
se disolvi§ en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M con-
gelatina al 0.1% pH 7.4. Se disefi§ una curva estdndar con canti
dades crecientes de la hormona, desde 10 hasta 600 nanogramos =-
por tubo. )

Preparaci&n del segundo anticuerpo.=

la obtencién de este reactivo ha sido descrita en las seccio-
nes anteriores. Debe indicarse que para este RIA en particular,
1a dilucién inicial del antisuero, fu§ de 1:20, en PBS 0.05M, -~
pH 7.2. Se utilizaron 200 ul por tubo, con un tiempo de incuba-
cién mayor que para los otros RIAs de hormonas protefnicas.

Procedimiento del andlisis.-

En este radioinmuncanilisis se introducen algunas variantes -
como se ha mencionado anteriormente. La razén de estos cambios-
debe ser atribufda a la bdsqueda de una optimizacién en la sensi
bilidad y la precisién de los resultados. Se procedié de la si-
guiente manera:

a) Se incubaron a temperatura ambiente y por un tiempo de 24 ho
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



-77-

voldmen final de esta primera incubacién fué de 600 microlitros.

b) Luego de transcurrido el perfodo indicado, se agragaron 200-

ul del segundo anticuerpo y se incubd por 24 horas adicionales.-

Se detuvo la reacci§n por la adicidn de 2 mililitros de PBS 0.05M
pH 7.2 frfos a cada tubo. Inmediatamente se centrifugé el andli

sig a 3000 rpm por 15 minutos, se decantaron los tubos y se con=-

taron en un Espectrofotémetro para radiaciones gamma.

c) Se estimaron los resultados a partir de las cuentas por minu
to obtenidas, usando la interpolacién de dichos datos a una cur-
va estdndar Logit-Log como se ha descrito previamente. De igual
manera, la validacién de los resultados se hizo de acuerdo a cri
terios prestablecidos (9).

EVALUACION,

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

Los ;ndicea de Control de .Calidad del ensayo son:

Valor de F 2,5034
Valor de § y.x. 0.3765
Coeficiente de correlacién 0.9571
Intercepto al or{gen . 5.3453
Pendiente -2,5154

Sensibilidad del ensayo +2 DE 57.32 ng/ml
Coeficiente de variacién in-

trandlisis 11.02
Coeficiente de variacién in-
tranflisis corregido - 7.4

Los Logits de las muestras tiene un promedio de 0.3271 # 0.3022,
y en un rango de <0.0249 a +0.6293, 1o que sitfa a estos especfi-
menes en una zona ideal de la curva estdndar. Los coeficientes-
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de variaci§n que corresponderfan a estas muestras est4n conside-
rados a partir de 40 ng. S5i consideramos a esta dltima dosis co
mo limite inferior, tendremos que el coeficiente de variacién in
trandlisis corregido es 7.4.

Los datos que se obtuvieron son:

.

Grupo Experimental Grupo Control
Valor de FSH (ng/ml) 482.18 + 119.36 590.11 + 99.86

. RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 2 (15 dfas).-

Se realizé un RIA conjunto de los grupos 2,3 y 4. Los valo-- -
res de control del ensayo son: ’

Valor de T 0.2406
Valor de S y.x. 0.3718
Coeficiente de correlacién 0. 9444
Intercepto al origen 5.0079
Pendiente . =2,42u4
Relacién respuesta-error 2,1783

Sensibilidad del ensayo +2 PE 33.1 ng/ml

Coeficiente de variacién in-
tranflisis » 7.711

El promedio de los Logits de las muestras es de 0.6655  ~==-=
0.2902, el mismo que sitda los especfmenes entre +03753 y + 0.9557,
en un rango muy apropiado y con coeficientes de variaciGn muy --
aceptables.-

Los datos obtenidos son:

Grupo Experimental Grupo_Control
Valor de FSH (ng/ml) 730.98 ¢ 178.7 547 + 99.5
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HORMONA RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 3 (60 dfas).-

Los valores de Control de Calidad del andlisis son los mismos
que los anteriores, pués se hizo un RIA conjunto. E1l promedio -
de los Logits de las muestra es: 0.7790 # 0.3287, lo que ubica a
los mismos en un rango de +0.4503 a 41,1077, Completamente aden
tro de los 1;mites establecidos (=25 _2).

Grupo Experimental Grupo Control
Valor de FSH (ng/ml) uqz.e i 69.9 590.25 + 174.9

RIA DE FSH EN EL GRUPO No. 4 (60 dfas).-

Como se ha mencionado, se hizo un RIA conjunto de los grupos=
2,3 y 4, por lo tanto, los pardmetros de validacién de este an§-
lisis ya se encuentran descritos. Adicionalmente, los Logits de
las muestras tienen un promedio de 1.1165 # 0.5411, y est4n si--
tuados en un rango de +0.5754 a +1.6919., Los valores que se lo-
gran son: '

Grﬁgo Exéerimehtal ‘Grupo Control
Valor de FSH (ng/ml) 308.6 + 119.8 495 + 166.9
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ASEXO0 XNo 2.
METODOLOGTIA Y EVALUACION

Testosterona Sérica (7s )

Testosterona Intratesticular (Ti)

Estradiol (Ez)
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RADIOINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA.
METODOLOGTIA.

Obtencién de la Hormona Radiactiva.-

La hormona radiactiva se adquirid de Amersham (Inglaterra), -
tal como se indica en la seccién I. Tuvo una actividad especffi
ca de 80-100 Ci/mmol y se emplearon alicuotas que contenian -===-
aproximadamente 10,000 cpm en cada tubo del anﬁlisis.

Preparacién del Anticuerpo.-
Este anticuerpo fué provisto por el Match Reagent Program de-
" la 0,M.8. Esta reactivo viene en forma liofilizada y se recons-
tituye en 10 mililitros de una solucién 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 3
CMO-ASE como antfgeno inductor. Se capacteriza por una unién --
cero esperada de 45-64% y la dilucién final a la que se usa es -
de 1:210,000., Las reacciones cruzadas que tiene este anticuerpo
con Cortisol (0,0001%), aandrostenediol (2.1%) y uAandrosteng_
diona (0.8%), no son de relevancia. Aquellas con 5e«dchidrotes-
tosterona son del orden del 14% y conSAandrostenediol del 6% y-
fueron estimados a partir de las potencias relativas a un B/Bo -
de SOM. -

Preparacién del Estfndar No Radiactive.-

Se utilizé un es€andar con el cual se disefi§ una curva desde-
9.9, hasta 316.8 picogramos por mililitro. El compuesto se sus-
pendié en una solucién PBS 0.1M con 0.1% gelatina, pH 7.3 previo
a su uso.

Preparaci6n del Método de Separacién de las Fases.-
Como se mencion6 en la seccién correspondiente, se escogif --
como Método de Separacién de las Fases, al Sistema de carbfn ---
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dextrén. La preparacidn de los reactivos se hizo empleando 625-
miligramos de carbén activado Norit-A y 62.5 miligramos de dextrédn
solucién PBS 0.1M con 0.1% gel pH 7.3. Se emplearon 200 microli
tros de esta suspensién por cada tubo del an&lisis.

Procedimiento del andlisis.-

El método que aquf se describe es el procedimiento qomﬁn. usa
do en nuestro laboratorio para la medicién de las honmonas este
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 10,000 cpm y 100 mi-
crolitros de antisuero.

b) Al cabo del perfodo de incubacién se agregan 200 microlitros
de la suspensién de carb6n dextrdn, que fué preparado el dfa an-
terior al del ensayo, y se incuba el RIA por 30 minutos a 4°C.

¢) Luego de esta incubacién , se centrifugan los tubos a 2°C y-
a 3000 rpm por 15 minutos, se decanta el sobrenadante en viales-
de cristal, se agregan 5 mililitros de lfquido de centelleo por-
especimen, se agitan en vortex 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 Espectrofotémetro de centelleo lfquido, con un tiempo de -
conteo de 2 minutos y se calculan los resultados mediante la in-
terpolacién de los mismos & una curva est{ndar Logit vs Log como
se ha mencionado anteriormente.
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EVALUACION,
RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 1 (15 dfas).-

Los parémetros con los que se validaron este ensayo ensayo son:

Valor de F 4.428
Valor Sy.x. 0.0778
Coeficiente de correlacién 0.9938
Intercepto al orfgen ; 2.6111
Pendiente =1.8041
Relaciﬁn respuesta-error 3.0069 pg/ml

Sensibilidad del ensayo +2 DE 6.96

Coeficiente de variacién in-
tranflisis ’ 7.7842

A pesar de que el valor de la pendiente estd bajo, se ve que los

Logits de las muestras son aceptables, lo que sumado a los otros

pardmetros, hace a este RIA confiable. El promedio de los Logits
es de ~0.1655 + 0,7339, 1lo que ubica a las muestras practicamen

te en el centro del'éango, entre -0.8994 + 0.5684,

RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 2.(15 dfas).-

En este RIA se tuvieron los siguientes valores de control:

Valor de F 0.9769
Valor Sy.x. 0.9952
Coeficiente de correlacién 0.9952
Intercepto al orfgen 2,852
Pendiente -1,9060
Relacién respuesta-error 3.0431
Sensibilidad del ensayo - 9.6 pg/ml

Coeficiente de variacién in-
tranflisis ‘ 8.1
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Como se aprecia, los parfmetros son excelentes exceptuando a la-
Pendiente que es muy similar a la del anterior RIA. Por esta ra
28n, se torna imperativo ubicar a los Logits de las muestras, =--
los mismos que tiene un promedio de -0.3477 + 0.7708 y se ubican
en un rango de -1.1185 a 40.4231, localizado en el centro de los
limites (-2;+2), De esta manera, se ve que los resultados cbte-
nfdos son muy confiables.

Los datos son:
Grupo Experimental Grupo Control
Valor de Ts (pg/ml) 336.72 * 270.4 505 + 218.8

RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 3 (60 dfas).-

Este es un. RIA conjunto de los grupo 3 y 4. Sus parfmetros de va
Mdacién son:

Valor de F 1.5364
Valor Sy.x. ' 0.2196
Coeficiente de correlacién 0.9613
Intercepto al orfgen , 2.8308
Pendiente -1,9419
Relacién respuesta-error 3.3u88
Sensibilidad del ensayo 10.8 pg/ml
, Cosficiente de variacifn in-
tran£lisis 8.7552

En este anflisis cabe la misma acotacién hecha a la pendients. -
Sin embargo, los Logits de las muestras tienen un promedio de --
0.9385 + 0.9067, lo que ubica a los cspec@mcnea sn un rango de -
.=1.8452 a -0.0318 . L

Los datos son:

Grupo_ Experimental Grupo Control
Valor de Ts (pg/ml) 317.34 & 209.77 1475.2 & 546.6
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RIA DE Ts EN EL GRUPO No. 4 (60 dias).-
Por ser un RIA conjunto con el anterior, los pardmetros de va
lidacién 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:

Grupo Experimental Grupo Control
Valor de Ts (pg/ml) - 731.7 # 240.9 1644.6 + 574.9

TESTOSTERONA INTRATESTICULAR. -

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

RIA DE Ti EN EL GRUPO No. 1 (15 d:as).-

Los criterios de estudio de este RIA son:

Valor de F 3,3959
Valor Sy.x. 0.10u9
Coeficiente de correlacién 0.9891
Intercepto al orfgen 2.60u6
Pendiente =1,8249
Relacién respuesta=-error A 3.0229
Sensibilidad del ensayo 7 pg/ml
Coeficiente de variacién in-
tranflisis ’ 7.8

El promedio de Logits de las muestras es de -1.3181 } 0.3876, en
un rango de -1.7657 a -0.9905. Los datos son:

Grupo Experimental Gruéo Control
Test. Intratest. 42.2 # 10.7 30.6 + 8.4
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RIA DE Ti EN EL GRUPO No. 2 (15 dfas).-

Los parfmetros de validacién de este RIA son:

Valor de F 2.6150

Valor Sy.x. 0.0913
Coeficiente de correlacién 0.993u
Intercepto al orfgen 3.0762
Pendiente «2.0835
Relacién respuesta-error 3.3455 '
Sensibilidad del ensayo 13.9 ng/ml
Coeficiente de variacién in

tranilisis ) 8.66

Los Logits de las muestra tuvieron un promedio de -0.9363 # 0.3942,
1o que los ubica en un rango de -1.3305 a - 0,5421. -

Los valores as@ obtenidos son:

Grupo Exgerimental Grupo_Control
Test. Intrates. (Ng/g) 24.27 4 11.5 15.5 + §.31

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

Los valores de estudio de este anflisis son similares al ante
rior. Los Logits de las muestras tienen un promedio de =1.5566%
0.1143 que los ubica en un rango de -1.6709 y -1.4423,

Los valores que se obtuvieron son:

Grupo Experimental Grupo Control
Test. Intratest. 32.93 3.8 39.1 + 2.1
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RADIOINMUNOANALISIS DE ESTRADIOL.

Obtencifn de la hormona radiactiva.-

Como se menciond en la seccién I, el 3H-Estradiol, se obtuvo-
de Amersham (Inglaterra). El compuesto tuvo una actividad espe-
cffica 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.

Preparacién del antisuero.-

Al igual que los de otros esteroides, este reactivo fué dona-
do por el Match Reagent Program de la 0.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 mencién fué generado en conejos usando estra-
diol=6 CMO-ASB como inmunégeno. Tiene una unién cero esperada -
de 25 a 30V y se usa a una dilucién final de 1:56,000. Las reac
ciones cruzadas de este anticuerpo son de escasa significacién.-
Es asf que cruza el 0.01% con Cortisol, 0.3% con Estriol y 1-2%-

"estrona. Estas respuestas fueron estimadas de las potencias ---
B/BO 50%.

Preparacién de la Hormona No Radiactiva.-

A partir del estindar se disefi§ una curva cuyo punto mfnimo -
fué de 6.4 y méximo fué de 204.8 picogramos por mililitro., El =
compuesto se resuspendi en una solucién PBS 0.1M gel 0.1% pH 7.3
previo a su uso.

Preparacién del Métodos de separacién de las fases,-

Se procedi6 de manera similar a la que se describe para el RIA
de testostercna mencionado en la secciQn precedente, tanto en lo
que se refiere a los procedimientos de laboratorio, cuanto en lo
que concierne al cflculo de los resultados.



EVALUACION,

Los parfmetros de validacién de la Curva Estdndar estuviercn
dentro de lgmites aceptables. No se reportaron los valores delas
muestras, porque hubo un buen porcentaje de especimenes en los -
cuales las concentraciones de Estradiol no eran detectables.
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AWNEXO No .3

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

METODOLOGIA Y EVALUACION.
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ANALISIS DE RADIO-RECEPTOR PARA FSH EN TESTICULO (ARR-FSH)
METODOLOGIA

En estos ensayos se utilizé la Hormona FSH iodada por el méto
do de la cloramina T,modificada de acuerdo a Findley (32). Se -
realizaron diversas jodaciones y se obtuvieron productos que tu-
vieron una actividad espec{fica en un rango de 61.9 a 92.5 micro
curies por microgramo. En lo que concierne al material empleado
para los desplazamientos, se emplearon cantidades crecientes de-
FSH-RP1 (desde 4.6875 hasta 300 ng). Los ensayos se hicieron --
como se ha descrito en la seccién correspondiente, utilizando --
100 ul de la preparacién de receptores testiculares por tubo. ==
Los resultados se calcularon utilizando el m(todo de Scatchard -
( 107 ). .Las protefnas se midieron por el método de Lowry ==
t 68 )

EVALUACION.,

ARR-FSH EN EL GRUPO No. 1 (15 dfas).-

En este grupo se analizaron 17 muestras experimentales y 12 -
controles. Se hizo una primera evalucién y se estimaron los va-
lores utilizando una calculadora Hewlett Packard HP=-67.

En los grupos experimentales control, se obtuvieron 10s sie==
guientes valores promedio:
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a) Coeficiente de correlacién (I1, 51)= -0,9620037
Coeficiente de correlacién (12, S2)= -0.9993994

b) Tabla de valores observados y calculados:

Unido U/L(observado) U/L(predecido) Desviacién Porcentual
1 1.1 E-12 .071 6.,95E-02 2.12
_2 2.04E~11 .066 6.63E-02 0.20
3 3.78E-11 4062 6.33E-02 -1.87
%  6,71E=11 +056 §.82E«02 =3,43
$ 1.21F-10 051 $.02E-02 0.59
6 -1.88E-10 .039 3,94E-02 =-0.80
7 . 2.67E-10 .027 2,75E-02 -0,37
8 3.37E-10 .017 1,71E-02 =-0.10

c) Ademds, tiene los siguientes datos estad{sticos que se apli-
can a lo Unido como funcién de lo Libre:

Desviacién porcentual promedio -0.43

Desviacién estfndar de la desviacién

porcentual ’ 1.64
Prueba de T para sesgo estad{stico -0.75
Varianza rebidual §.07
Error RMS . 2.25

Luego del estudio estadfstico de los datos, se ve que el anflisis

es adecuado y tiene los siguientes valores:
Ndmero de Sitios de Unién (corregido) 44412 x 107 mol.mg.prot.'1
Constante de disociacién 643 x10"%y

13

Los datos del Grupo Control son:

a) Coeficiente de Correlacién Iy, 8y ~0,9905006
Coeficiente de Correlacién (12.'52) -0.9758059
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b) Tabla de valores observados y calculados:.

Unido U/L Observado U/L predecido Desviacién porcentual
1 9 k=13 .56 L0585 .92
2 1.61E.11 .052 5.2 E-02 =1,01
3 3.02E-11 0496 4.98 E-02 =0.37
4 5,21E-1% 043 4.55 E«02 «5.48
§ 9,07E-11 .038 3.88 E-02 -3.17
6 1.48E-10 .030 2.99 E-02 1,595
T 1,92E-10 .0196 «020 -l 1l
8 2,53E-10 .0128 1.25 E-02 2.54

' c) Lla siguientes estadfsticas se aplican a lo Unido como una -=
funcibn de 1o Libre:

Desviacién Porcentual Promedio , ' -1,14
Desv. Est. de la desviaciGn porcentual

promedio ' 2.87
Prueba de T para sesgo estadfstico . © =1.12
Varianza residual o 17.05

Error RMS ) . U.13

Luego de este anflisis estadfatico se ve que el ensayo es adecua
. ‘do y tiene los siguienteu datos:

‘ ‘ -10
NGmero de Sitios de Unién (corregido) 3.15 x 10 M
Constante de disociacién (corregida) 5.8 x 1079 ¥

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

N@mero de Sitios de Unién 39+ 4 x 10'13m01.mg.prot.'1
Constante de disociacién 5.8 x 107
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ARR-FSH EN EL GRUPO No. 4 (60 dfas).-

Para las determinaciones en estas muestras se emple§ un andli
sis similar al empleado en el grupo anterior. Se encontré§ que =
los valores fueron:

Grupo Experimental:
Nimero de Sitios de Unién: 234 .06 % 10'13m01.ng.prot'1
Constante de disociacién: 6.25 + .93 x 10°% o

Grupo Control:
Ndmero de Sitios de Unién: - 24 4,04 X% ;0'13m01.mg.prot'1
Constante de disociacin: 5.90+.6 x10"%y

I+
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ANEXO No. & .

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ABP EN TEJIDO EPIDIDIMARIO

METODOLOGIA ¥ EVALUACION
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DETERMINACION DE ABP EN CITOSOLES EPIDIDIMARIOS

METODOLOGIA.

La Métodologfa se encuentra descrita con detalle en la Seccién
correspondiente. Todos los procedimientos se ajustaron a descrip
ciones previas ( 2,44,66). Las protefnas se midieron por el mé--
todo de Lowry ( 69 ).

EVALUACION.

La evaluacién de los resultados, tuvo pardmetros similares a =
los descritos para el ARR-FSH y todos los {ndices se encontraron-
dentro de 1fmites aceptables.
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